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R�sum� 

 

Parmi les cinq isotypes dÕanticorps pr�sents chez lÕHomme, les immunoglobulines A (IgA) 

pr�dominent dans les muqueuses. Les IgA sont produites dans le chorion sous forme 

majoritairement polym�rique (pIgA) et s�cr�t�es dans la lumi�re des muqueuses. Leur transport 

trans-�pith�lial est assur� par le r�cepteur aux immunoglobulines polym�riques (pIgR), exprim� au 

p�le basal des �pith�liums. Les pIgA ainsi s�cr�t�es conservent le domaine extracellulaire du pIgR 

et sont appel�es IgA s�cr�toires (SIgA). 

Une fonction essentielle des SIgA intestinales est de maintenir microorganismes et antig�nes 

alimentaires dans la lumi�re des muqueuses afin dÕemp�cher leur p�n�tration dans l'organisme. 

N�anmoins, la transcytose inverse des SIgA coupl�es � des bact�ries a �t� d�crite dans les plaques 

de Peyer o� elle participe � la g�n�ration de la r�ponse immune contre ces bact�ries. En outre, les 

travaux pass�s du laboratoire ont sugg�r� que le r�cepteur de la transferrine (CD71), surexprim� au 

p�le apical des ent�rocytes chez les patients cÏliaques, interagit avec les SIgA coupl�es � des 

peptides de gliadines et permet leur transcytose inverse � travers lÕ�pith�lium intestinal. 

Ce travail de th�se a eu pour objectif de mieux caract�riser lÕinteraction SIgA-CD71 dans les 

ent�rocytes humains. 

Dans un premier temps, nous avons utilis� la technologie CRISPR-Cas9 pour g�n�rer une 

lign�e cellulaire intestinale humaine (Caco-2 TC7) d�pourvue du r�cepteur CD71 (CD71KO). De 

mani�re inattendue, nous nÕavons observ� aucune alt�ration de la fixation des SIgA sur les cellules 

Caco-2 CD71KO. Ce r�sultat nous a amen�s � r��valuer le r�le de CD71 comme r�cepteur aux SIgA. 

Dans un second temps, nous avons v�rifi� et confirm� que les SIgA interagissent avec 

CD71, mais nous avons montr� que cette interaction est indirecte. Nous avons ensuite cribl� les 

r�cepteurs aux IgA d�j� d�crits dans la litt�rature et montr� qu'aucun n'est responsable de la fixation 

des SIgA � la surface des cellules Caco-2 TC7. Ces r�sultats nous ont amen�s � chercher le(s) 

autre(s) partenaire(s) du complexe SIgA-CD71. Par immunopr�cipitation coupl�e � la spectrom�trie 

de masse, nous avons identifi� les prot�ines Secretory Carrier Membrane Protein 3 (SCAMP3), B-

Cell Receptor-Associated Protein 31 (BCAP31) et Histocompatibility minor 13 (HM13) comme 

membres du complexe SIgA-CD71. En nous appuyant � nouveau sur la technologie CRIPSR-Cas9, 

nous avons montr� quÕaucun de ses partenaires nÕinteragit directement avec les SIgA. N�anmoins, 

nos r�sultats sugg�rent que SCAMP3 est n�cessaire � lÕoligom�risation de surface des complexes de 

fixation des SIgA. Enfin, lÕinternalisation des SIgA n'est pas alt�r�e par lÕabsence de chacun des 

partenaires du complexe, sugg�rant que leur r�le advient durant le transport trans-�pith�lial des 

SIgA. 

LÕensemble de nos travaux montre que les SIgA interagissent avec l'�pith�lium intestinal via 

un complexe prot�ique compos� d'au moins cinq membres : CD71, SCAMP3, BCAP31, HM13 et 

le(s) r�cepteur(s) inconnu(s) aux SIgA. Ces r�sultats compl�tent les travaux ant�rieurs sur le r�le 

physiopathologique des SIgA dans la maladie cÏliaque et contribuent � souligner la complexit� des 

interactions entre IgA et ent�rocytes. Une question importante sera dÕidentifier le(s) r�cepteur(s) 

aux SIgA et de d�terminer le r�le des partenaires identifi�s dans la transcytose inverse des SIgA par 

lÕent�rocyte. 

 

 

Mots cl�s : Immunoglobuline A s�cr�toire, SIgA, CD71, SCAMP3, BCAP31, HM13, ent�rocyte 



 
8 

Liste des abr�viations 
 
 
aa : Acide amin� 
ABC : bicarbonate d'ammonium 
ACN : Ac�tonitrile 
ADIN : Neutralisation intracellulaire 

d�pendante des anticorps 
ADN : Acide d�soxyribonucl�ique 
ADNc : ADN compl�mentaire 
AID : Cytidine d�saminase induite par 

activation 
Ala : Alanine (A) 
APC : Allophycocyanine 
APRIL : A proliferation-inducing ligand 
Arg : Arginine (R)  
ARN : Acide ribonucl�ique 
ASC : Cellule s�cr�trice d'anticorps 
ASGPR : R�cepteur � l'asialoglycoprot�ine 
Asn : Asparagine (N) 
B30.2/SPRY : B30-2, after splA and the 

ryanodine receptor domain 
b4Gal-T1 : b�ta-1,4-galactosyltransf�rase 1 
BAFF : B-cell activating factor of the TNF 

family 
BAFF-R : R�cepteur de BAFF 
BCAP31 : B-cell receptor-associated protein 

31 
BCMA : B-cell maturation antigen 
BCR : B-cell receptor 
BSA : Albumine bovine s�rique 
Ca2+ : ion calcique 
CCD : Cam�ra � dispositif � transfert de 

charges 
CCL25 : C-C motif chemokine ligand 25 
CCR9 : C-C motif chemokine receptor 9 
CD40L : CD40 ligand 
CD71: Cluster de diff�renciation CD71 
CeD : Maladie cÏliaque 
Cellule M : Cellule microfold 
CFTR : Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator 
CFU : Unit� de formation de colonies 
CH : Domaine constant de la cha�ne lourde 

d'immunoglobuline 
cha�ne J : Cha�ne de jonction 
CHAPS : 3-((3-cholamidopropyl) 

dimethylammonio)-1-propanesulfonate 
CL : Domaine constant de la cha�ne l�g�re 

d'immunoglobuline 

CMH : Complexe majeur d'histocompatibilit� 
CRD : Domaine de reconnaissance des sucres 
CRISPR : Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats 
CSR : Commutation isotypique 
Cter : C-terminal 
CX3CR1 : C-X3-C motif chemokine receptor 

1 
CXCL12 : C-X-C motif chemokine ligand 12 
CXCR4 : C-X-C motif chemokine receptor 4 
Cys : Cyst�ine (C) 
DAMP : Motif mol�culaire associ� � un 

signal de danger 
DAPI : 4',6-diaminido-2-ph�nylindole 
DC : Cellule dendritique 
DC-SIGN : Dendritic cell-specific ICAM-3-

grabbing non-integrin 1 
Dectine-1 : Dendritic cell-associated C-type 

lectin 1 
dIgA : IgA dim�rique 
dNTP : d�soxynucl�otide triphosphate 
EC1 : Domaine extracellulaire conserv� 1 
EDTA : Acide �thyl�ne-diamine-t�traac�tique 

acide �d�tique 
EEA1 : Early endosome antigen 1 
EGF : Epidermal growth factor 
EGFR : R�cepteur � l'EGF 
ELISA : Enzyme-linked immunosorbent 

assay 
EPO : �rythropo��tine 
ERAD : Voie de d�gradation associ�e au RE 
ESCRT : Endosomal sorting complexes 

required for transport 
Fab : Fragment de fixation � l'antig�ne 
FAE : �pith�lium associ� aux follicules 
FASP : Filter-aided sample preparation 
Fc : Fragment cristallisable 
FcRL4 : R�cepteur de type r�cepteur au Fc 4 
FcR! : Sous-unit� gamma de r�cepteur au Fc 
FCS : Fluorescence correlation microscopy 
Fc"/#R : R�cepteur au Fc des IgA et des IgM 
Fc"RI : R�cepteur au  Fc des IgA 
FLIM : Fluorescence lifetime imaging 

microscopy 
FRET : Transfert d'�nergie de fluorescence 

par r�sonance 
Gal : Galactose 
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Gal-1 : Galectine 1 
GalNAc : N-ac�tylgalactosamine 
GALT : Tissu lympho�de associ� � l'intestin 
GAP : Passage associ� aux cellules 

caliciformes 
GAPDH : Glyc�rald�hyde 

phosphod�shydrog�nase 
GFP : Green fluorescent protein 
Glc : Glucose 
GlcNAc : N-ac�tylglucosamine 
GM1 : Monosialohexatetrahexosylganglioside 

1 
hCD71 : CD71 humain 
hESC : Cellule souche embryonnaire humaine 
HFE : Prot�ine de l'h�mochromatose humaine 
HLA : Human leukocyte antigen 
HM13 : Histocompability minor 13 
HMC : Cellule m�sangiale humaine 
ICAM : Mol�cule d'adh�sion intercellulaire 
IEC : Cellule �pith�liale intestinale 
IFN-$ : Interf�ron beta 
Ig : Immunoglobuline 
IgA : Immunoglobuline A 
IGIP : IgA-inducing protein 
IgM : Immunoglobuline M 
IL : Interleukine 
IP : Immunopr�cipitation 
ITAM : Immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif 
ITAMi : ITAM inhibiteur 
ITIM : Immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitory motif 
Ka : Constante d'affinit� 
Kd : Constante de dissociation 
LB : Lymphocyte B 
Leu : Leucine (L) 
LPS : Lipopolysaccharide 
LSM : Microscope confocal � balayage laser 
LT : Lymphocyte T 
Mac-1 : Macrophage antigen 1 
MadCAM-1 : Mucosal vascular addressin cell 

adhesion molecule 1 
MAMP : Motif mol�culaire associ� au 

microbe 
MAPK : Mitogen-activated protein kinases 
MFI : Intensit� m�diane/moyenne de 

fluorescence 
mIgA : IgA monom�rique 
MMR : R�cepteur macrophagique au 

mannose 

MS : Spectrom�trie de masse 
Neu5Ac : Acide sialique 
NF-%B : Nuclear factor kappa B 
Nter : N-terminal 
OVA : Ovalbumine 
PBS : Tampon phosphate salin 
PCR : R�action de polym�risation en cha�ne 
PE-Cy7 : Phyco�rythrine-cyanine 7 
pIgA: IgA polym�rique 
pIgA1M : IgA1 polym�riques issues de 

my�lome 
pIgR: R�cepteur aux Ig polym�riques 
PLA : Proximity ligation assay 
PM : Poids mol�culaire 
PMSF : Fluorure de ph�nylm�thylsulfonyle 
PNE : Polynucl�aire �osinophile 
PNN : Polynucl�aire neutrophile 
Pro : Proline (P) 
PRR : R�cepteur de motifs mol�culaires 
PVDF : Polyfluorure de vinylid�ne 
qPCR : PCR quantitative en temps r�el 
RE : R�ticulum endoplasmique 
RING : Really interesting new gene 
RIPA : Radioimmunoprecipitation buffer 
RT : Transcription inverse 
S-S : Pont disulfure 
SC : Pi�ce s�cr�toire 
SCAMP3 : Secretory carrier membrane 

protein 3 
sCD71 : CD71 soluble 
SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis 
Ser : S�rine (S) 
SIgA : IgA s�cr�toire 
Siglec-5 : Sialic acid binding Ig like lectin 5 
sMMR : MMR soluble 
SPAD : Single-photon avalanche diode 
SPP : Signal peptide peptidase 
SPPL2b : Signal peptide peptidase-like 2b 
STED : D�pl�tion par �mission stimul�e 
SVF : S�rum de veau fÏtal 
T1L : Type 1 Lang 
TACI : Transmembrane activator and calcium 

modulator and cyclophilin ligand interactor 
TBS : Tris buffered saline 
TCSPC : Time-correlated single photon 

counting 
TFA : Acide trifluoroac�tique 
TfR2 : R�cepteur � la transferrine 2 
TGF-$ : Transforming growth factor beta 
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Thr : Thr�onine (T) 
TNF : Tumor necrosis factor 
TRIM21 : Tripartite motif-containing protein 

21 
Tyr : Tyrosine (Y) 
VCAM-1 : Vascular cell adhesion molecule 1 
VH : Domaine variable de la cha�ne lourde 

d'immunoglobuline 
VIH : Virus de l'immunod�ficience acquise 
VL : Domaine variable de la cha�ne l�g�re 

d'immunoglobuline 
VP6 : Prot�ine virale 6 
WB : Western-blot 
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Avant-propos. 

 

Parmi les cinq isotypes dÕanticorps pr�sents chez lÕHomme, les immunoglobulines A 

(IgA) pr�dominent dans les muqueuses. La production dÕIgA est estim�e � plusieurs grammes 

par jour, ce qui en fait lÕisotype le plus abondamment produit. Les muqueuses repr�sentent 

plusieurs centaines de m�tres carr�s dÕinterface entre lÕorganisme et lÕenvironnement 

ext�rieur et font lÕobjet dÕun �troit contr�le par le syst�me immunitaire. Dans cet 

environnement, les IgA produites dans le chorion et s�cr�t�es sous forme dÕIgA s�cr�toires 

(SIgA) dans la lumi�re constituent la premi�re ligne de d�fense de lÕimmunit� adaptative de 

lÕh�te. Alors que les anticorps sont g�n�ralement �tudi�s pour leur sp�cificit� antig�nique et 

les fonctions li�es � leur fragment cristallisable, les �tudes r�centes ne cessent de nous �tonner 

quant � lÕoriginalit� et � la diversit� des m�canismes dÕaction des SIgA. LÕimmunologie des 

muqueuses �tant actuellement en plein essor, les SIgA ne sauraient tarder � nous surprendre 

davantage. 

 

Ma th�se sÕinscrit dans la continuit� des travaux du laboratoire portant sur lÕ�tude de 

lÕinteraction entre les SIgA humaines et le r�cepteur � la transferrine (CD71) � la surface de 

lÕent�rocyte, dans la maladie cÏliaque. Les travaux ant�rieurs ont montr� que CD71, 

surexprim� au p�le apical des ent�rocytes chez les patients cÏliaques, interagit avec les SIgA 

coupl�es � des peptides de gliadines et permet leur transcytose inverse � travers lÕ�pith�lium 

intestinal. LÕobjectif initial de ma th�se �tait dÕ�tudier les voies de signalisation ent�rocytaires 

induites par cette interaction afin dÕexpliquer les dommages �pith�liaux caract�ristiques de la 

maladie cÏliaque. Apr�s plus dÕun an et demi pass� � faire face � dÕimportantes difficult�s de 

reproductibilit� dans ces exp�riences de signalisation, jÕai voulu, dans notre syst�me actuel, 

r��valuer notre hypoth�se initiale qui �tait que la signalisation intracellulaire recherch�e �tait 

induite par lÕinteraction directe des SIgA avec CD71. Pour ce faire, jÕai pass� une ann�e � 

g�n�rer plusieurs lign�es �pith�liales intestinales stables d�pourvues du r�cepteur CD71. Ë 

notre grande surprise, la fixation des SIgA sur ces cellules ne sÕest pas retrouv�e alt�r�e. 

Apr�s confirmation par des exp�riences compl�mentaires, nous en sommes venus � la 

conclusion que CD71, bien que pr�sent au site de fixation des SIgA sur lÕent�rocyte, nÕest pas 

le r�cepteur direct. 
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JÕai dÕabord v�rifi� que la fixation des SIgA ne sÕexpliquait pas par la pr�sence dÕun 

r�cepteur d�j� d�crit dans la litt�rature. Et cÕest en fin de troisi�me ann�e de th�se que jÕai 

entrepris la recherche du(des) r�cepteur(s) aux SIgA pr�sent(s) sur les cellules Caco-2 TC7. 

Ë lÕheure o� jÕ�cris cette th�se, nous nÕavons pas encore identifi� ce(s) r�cepteur(s) 

mais avons n�anmoins identifi� et confirm� la pr�sence de trois nouveaux membres du 

complexe prot�ique. Dans un souci de coh�rence, mon manuscrit de th�se ne portera pas sur 

lÕ�tude de la signalisation et des dommages �pith�liaux initi�e en d�but de th�se mais se 

focalisera sur la r��valuation de notre hypoth�se initiale, la recherche du(des) r�cepteur(s) aux 

SIgA et la description des trois nouveaux partenaires de ce complexe prot�ique. 

Dans le premier chapitre de cette introduction, nous nous attacherons � d�crire la 

structure polymorphique des IgA ainsi que lÕorigine de leur synth�se et leur biodistribution. 

Dans un second chapitre, nous chercherons � mieux comprendre les param�tres qui 

r�gissent lÕinteraction des IgA avec leurs (nombreux) r�cepteurs afin de tenter dÕesquisser le 

profil requis � un nouveau candidat. 

Le troisi�me chapitre int�grera les IgA dans lÕenvironnement de notre �tude et sera 

ainsi consacr� aux fonctions exerc�es par les IgA en relation avec lÕ�pith�lium intestinal. 
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CHAPITRE 1 : Les immunoglobulines A. 

 

Les immunoglobulines A sont hautement polymorphiques et retrouv�es sous diff�rents 

degr�s dÕoligom�risation. Dans le s�rum, les IgA (~3,3 mg.ml-1) sont le deuxi�me isotype le 

plus abondant apr�s les IgG. Elles y sont majoritairement monom�riques (mIgA) tandis que 

les polym�res (pIgA) pr�dominent dans le chorion des muqueuses. Une fois s�cr�t�es dans la 

lumi�re intestinale, les pIgA conservent le domaine extracellulaire du r�cepteur aux 

immunoglobulines polym�riques (pIgR) et sont dites s�cr�toires (SIgA). Cette premi�re partie 

sÕattachera dÕabord � d�crire la structure biochimique des diff�rentes formes dÕIgA afin de 

mettre en �vidence les similarit�s et caract�ristiques propres � chacune. Une seconde partie 

d�taillera lÕorigine et la distribution des IgA dans lÕorganisme. 

 

1. Structure biochimique des immunoglobulines A. 

1.1. Les IgA monom�riques. 

Figure I.1 : Structure dÕune IgA monom�rique humaine. Ë gauche, structure bidimensionnelle d�taill�es 
dÕune IgA1 monom�rique humaine. Les deux cha�nes l�g�res et les domaines VH et CH1 des deux cha�nes 
lourdes forment le fragment de fixation � lÕantig�ne (Fab, fond bleu ciel), tandis que les domaines CH2 et CH3 
des deux cha�nes lourdes constituent le fragment cristallisable (Fc, fond vert). La r�gion charni�re (en rouge) 
relie le Fab au Fc et un appendice (en bleu) de 18 acides amin�s est pr�sent en Cter des cha�nes lourdes. Les ponts 
disulfures sont indiqu�s en vert par la mention Ç S-S È. Les domaines des cha�nes lourdes et l�g�res (� gauche) 
sont coloris�s de mani�re identique aux s�quences prot�iques correspondantes (� droite). Nter : N-terminal ; Cter : 
C-terminal ; VL : Domaine variable de la cha�ne l�g�re ; CL : Domaine constant de la cha�ne l�g�re ; VH : 
Domaine variable de la cha�ne lourde ; CH : Domaine constant de la cha�ne lourde. 
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Les mIgA sont au sens strict du terme des h�t�rot�tram�res dÕenviron 160 kDa, 

constitu�s de deux cha�nes lourdes et de deux cha�nes l�g�res, identiques entre elles (figure 

I.1). Les cha�nes l�g�res (~25 kDa) sont communes � tous les isotypes et sont de deux types, 

kappa (%) ou lambda (&). Chaque cha�ne l�g�re est compos�e, de N-terminal (Nter) vers C-

terminal (Cter), dÕun domaine variable (VL) et dÕun domaine constant (CL). La cha�ne lourde 

des IgA humaines (C", ~60 kDa) est cod�e par deux g�nes distincts, IGHA1 et IGHA2, 

d�finissant deux sous-classes dÕIgA, les IgA1 et les IgA2 (Putnam et al., 1979). On distingue 

trois allotypes dÕIgA2, les IgA2m(1), les IgA2m(2) et les IgA2(n) (Chintalacharuvu et al., 

1994; Torano and Putnam, 1978; Tsuzukida et al., 1979). Chaque cha�ne lourde est 

constitu�e, de Nter vers Cter, dÕun domaine variable (VH) et de trois domaines constants (CH1, 

CH2 et CH3). LÕensemble des domaines des cha�nes lourdes et l�g�res (~110 acides amin�s 

chacun) est de type globulaire et sÕorganise en un sandwich $ stabilis� par au moins un pont 

disulfure interne (figure I.1). Des ponts disulfures entre cha�nes lourdes stabilisent aussi 

lÕensemble de la structure. Les IgA1, IgA2m(2) et IgA2(n) �tablissent des ponts disulfures 

entre les domaines CH1 et CL tandis que les IgA2m(1) nÕ�tablissent un pont disulfure quÕentre 

leurs domaines CL. De ce fait, les IgA2m(1) sont s�par�es en dim�res de cha�nes lourdes et de 

cha�nes l�g�res en conditions d�naturantes (Grey et al., 1968). 

IgA1 et IgA2 contiennent un site de N-glycosylation au sein du domaine CH2 (Asn263 

sur les IgA1, Asn250 sur les IgA2) et un � leur extr�mit� Cter (Asn459 sur les IgA1, Asn446 sur les 

IgA2). Les IgA2 contiennent deux sites de N-glycosylations suppl�mentaires, un sur le 

domaine CH1 (Asn166), lÕautre sur le domaine CH2 (Asn324). Enfin, les IgA2m(2) et les IgA2(n) 

poss�dent un cinqui�me site de glycosylation dans le domaine CH1 (Asn211) (figure I.2). 

Entre les domaines CH1 et CH2, la r�gion charni�re riche en prolines et peu flexible, 

concentre la majorit� des diff�rences entre IgA1 et IgA2. La r�gion charni�re des IgA1 est 

constitu�e dÕune s�quence de 21 acides amin�s (aa) hautement r�p�t�e contenant six sites 

potentiels de O-glycosylations. Les IgA2 en revanche, sont d�pourvues de O-glycosylation, 

cons�quence dÕune d�l�tion de 13 aa (Kerr, 1990). Cette diff�rence majeure entre IgA1 et 

IgA2 est � lÕorigine de certaines particularit�s propres � chacune des sous-classes. La majorit� 

des prot�ases � IgA bact�riennes (N. gonorrhoeae, H. influenzae et N. meningitidis) clive 

sp�cifiquement la r�gion charni�re des IgA1, absente sur les IgA2 (Pohlner et al., 1987; Qiu 

et al., 1996). En outre, les O-glycosylations des IgA1 leur permettent dÕinteragir 

sp�cifiquement avec certains r�cepteurs et ligands dont la jacaline, une lectine v�g�tale 

sp�cifique des r�sidus D-galactoses, utilis�e pour la purification diff�rentielle des IgA1 et 

IgA2 (Moura et al., 2004; Roque-Barreira and Campos-Neto, 1985; Rudd et al., 1994). Enfin, 
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la plus longue charni�re des IgA1 leur conf�re une conformation moins compacte et une 

flexibilit� l�g�rement sup�rieure aux IgA2 (Furtado et al., 2004). 

Ë la diff�rence des autres isotypes dont la conformation a �t� d�crite en Ç Y È, les IgA 

adoptent une conformation pr�dominante en Ç T È avec un angle entre fragments de fixation � 

lÕantig�ne (Fab) dÕenviron 180¡, ce qui expose fortement la r�gion charni�re et favoriserait la 

fixation bivalente dÕantig�nes relativement �loign�s (Furtado et al., 2004). 

 

 
Figure I.2 : Structure des diff�rentes sous-classes et allotypes dÕIgA humains. (A, B, C) Structure 
bidimensionnelle d�taill�e (� gauche), s�quences prot�iques des cha�nes lourdes et l�g�res (au centre), et 
s�quence primaire de la r�gion charni�re (� droite). Les IgA humaines sÕorganisent en deux sous-classes, IgA1 
(A) et IgA2 (B, C), caract�ris�es par la longueur de leur r�gion charni�re. (A) La r�gion charni�re (en rouge) des 
IgA1 est longue de 21 acides amin�s et comporte six sites potentiels de O-glycosylation (tridents noirs et jaunes) 
tandis que la r�gion charni�re des IgA2 (B, C) est amput�e de 13 acides amin�s et ne comporte aucun site de O-
glycosylation. Chaque cha�ne lourde dÕIgA1 contient deux sites de N-glycosylation, respectivement localis�s 
dans le domaine CH2 et lÕappendice. La sous-classe IgA2 est subdivis�e en trois allotypes, IgA2m(1) (B), 
IgA2m(2) et IgA2(n) (C). (B) Les IgA2m(1) diff�rent des IgA2m(2) et IgA2(n) par la pr�sence dÕun pont 
disulfure (trait vert en pointill�s) entre leurs cha�nes l�g�res et par lÕabsence de liaison covalente entre cha�nes 
lourdes et cha�nes l�g�res. Chaque cha�ne lourde dÕIgA2m(1) comporte quatre sites de N-glycosylation, un sur le 
domaine CH1, deux sur le domaine CH2 et un sur lÕappendice. (C) Les IgA2m(2) et IgA2(n) comportent un site 
de glycosylation suppl�mentaire par rapport aux IgA2m(1), localis� sur le domaine CH1. Les IgA2(n) sont 
probablement issues de la recombinaison g�nique entre les deux all�les IGHA2. De ce fait, elles sont identiques 
aux IgA2m(2) � lÕexception du domaine CH3, emprunt� aux IgA2m(1). 
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De mani�re int�ressante, la souris ne poss�de quÕun g�ne codant la cha�ne lourde 

dÕIgA (Igha) (Tucker et al., 1981). Parmi les nombreux allotypes rapport�s entre souches 

murines, la majorit� des diff�rences se concentre au sein de la r�gion charni�re, dont la 

longueur est variable (Phillips-Quagliata, 2002). N�anmoins, les IgA murines sont 

g�n�ralement compar�es aux IgA2 humaines, de par la faible O-glycosylation de leur r�gion 

charni�re (0 ou 1 site selon les allotypes) (Phillips-Quagliata, 2002). 

 

1.2. Les IgA polym�riques. 

 
Figure I.3 : Structure dÕune IgA1 dim�rique (dIgA1) 
humaine. Structure bidimensionnelle d�taill�e (� gauche) 
dÕun dim�re dÕIgA1 reli� par la cha�ne J (en orange). La 
s�quence prot�ique de la cha�ne J est indiqu�e � droite. 
Les r�sidus cyst�ines (Cys15 et Cys69) de la cha�ne J 
�tablissent chacun un pont disulfure (trait vert en 
pointill�s) avec la p�nulti�me cyst�ine dÕune cha�ne 
lourde dÕune IgA monom�rique. Un pont disulfure 
suppl�mentaire maintient directement les cha�nes lourdes 
restantes entre elles. LÕensemble de la structure de la 
dIgA sÕinscrit presque dans un plan mais comporte un 
bord convexe g�n�r� par la pr�sence de la cha�ne J. La 
cha�ne J est constitu�e dÕun unique site de N-
glycosylation (trident noir et jaune) dont le r�le est 
primordial dans lÕinteraction des dIgA avec le pIgR. 

 

 

Les IgA polym�riques sont majoritairement dim�riques (dIgA) mais peuvent aussi 

former des trim�res, des t�tram�res et des agr�gats de haut poids mol�culaire (Vaerman et al., 

1995). Cette possibilit� leur est conf�r�e par la pr�sence de 18 aa � lÕextr�mit� Cter de chacune 

des cha�nes lourdes. Le p�nulti�me r�sidu de cet appendice, une cyst�ine, est capable dÕ�tablir 

un pont disulfure avec une prot�ine de 15 kDa, la cha�ne de jonction (ou cha�ne J) (figure I.3). 

La cha�ne J, dont la structure tridimensionnelle nÕest pas �tablie, est constitu�e de 137 aa dont 

un site de N-glycosylation (Asn49). Six cyst�ines sont impliqu�es dans trois ponts disulfures 

internes tandis que les r�sidus Cys15 et Cys69 peuvent chacun �tablir un pont disulfure avec 

une cha�ne lourde dÕIgA.  

Les dIgA consistent en deux mol�cules de mIgA bout � bout, li�es dÕune part par la 

cha�ne J qui �tablit un pont disulfure avec la p�nulti�me cyst�ine dÕune cha�ne lourde de 

chaque mIgA, dÕautre part par un pont disulfure entre les cha�nes lourdes restantes (figure I.3) 

(Garcia-Pardo et al., 1981). La mol�cule de dIgA sÕinscrit presque dans un plan mais la 
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pr�sence de la cha�ne J incline les fragments cristallisables (Fc) lÕun par rapport � lÕautre, 

g�n�rant ainsi un bord convexe (figure I.3) (Bonner et al., 2008). La caract�risation des 

diff�rentes formes de pIgA sugg�re une augmentation du ratio molaire de cha�ne J avec la 

taille des polym�res sans que les caract�ristiques de ces interactions ne soient clairement 

�tablies (Vaerman et al., 1995).  

Bien que des polym�res dÕIgA non covalents puissent se former en lÕabsence de 

cha�ne J, cette derni�re facilite la constitution et stabilise les polym�res de fa�on covalente. 

En outre, la pr�sence de la cha�ne J est indispensable au transport trans-�pith�lial des pIgA par 

le pIgR (Hendrickson et al., 1995; Johansen et al., 2001). 

 

1.3. Les IgA s�cr�toires. 

 
Figure I.4 : Structure dÕune IgA1 s�cr�toire (SIgA) humaine. Structure bidimensionnelle dÕune SIgA1 
dim�rique (� gauche), s�quence prot�ique du pIgR (au centre) et structure bidimensionnelle du pIgR (� droite). 
Le pIgR permet le transport trans-�pith�lial des dIgA et leur relargage dans la lumi�re des muqueuses. Ë lÕissue 
de ce transport, le pIgR est cliv� au sein du domaine 6 (ciseaux) et son ectodomaine, d�s lors appel� pi�ce 
s�cr�toire (SC), reste associ� aux dIgA. LÕensemble (dIgA et SC) forme une IgA s�cr�toire (SIgA). La SC est 
richement glycosyl�e de par la pr�sence de sept sites de N-glycosylation (tridents noirs et jaunes) r�partis sur ses 
cinq domaines de type immunoglobuline. LÕinteraction entre la SC et la mol�cule de SIgA1 repose dÕune part 
sur un pont disulfure entre les domaines 5 du pIgR et CH2  dÕune cha�ne lourde dÕIgA, dÕautre part sur des 
liaisons non covalentes entre le domaine 1 du pIgR et les domaines CH2 et CH3 dÕune seconde cha�ne lourde 
dÕIgA. Les SIgA2m(1) (non repr�sent�es) interagissent avec la SC de mani�re strictement non covalente. 
LÕensemble de la structure de la SIgA1 sÕinscrit presque dans un plan, avec un bord convexe g�n�r� du c�t� de la 
cha�ne J et de la SC. Ë la diff�rence des SIgA1, les SIgA2 voient leurs Fab sortir du plan constitu� par les Fc, la 
SC et la cha�ne J. 
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Les pIgA produites dans le chorion des muqueuses sont transport�es � travers 

lÕ�pith�lium par le r�cepteur aux immunoglobulines polym�riques (pIgR), dont elles 

conservent le domaine extracellulaire d�s lors appel� pi�ce s�cr�toire (SC). Dans la lumi�re 

des muqueuses, les pIgA associ�es � la SC sont nomm�es SIgA. La SC est une prot�ine 

dÕenviron 50 � 80 kDa compos�e de cinq domaines globulaires de type immunoglobuline (D1 

� D5) (Stadtmueller et al., 2016). Elle est hautement glycosyl�e de par la pr�sence de sept 

sites de N-glycosylation (Asn65, 72, 117, 168, 403, 451 et 481). La SC interagit avec une dIgA1 contenant 

une cha�ne J en �tablissant un pont disulfure entre les r�sidus Cys467 de D5 et Cys311 du 

domaine CH2 dÕune mol�cule dÕIgA. DÕautres interactions non covalentes entre D1 et les 

domaines CH3 et CH2 de la seconde mol�cule dÕIgA stabilisent lÕensemble de la structure 

(figure I.4) (Almogren et al., 2007; Fallgreen-Gebauer et al., 1993). LÕassociation de la SC 

avec une dIgA2m(1) nÕimplique cependant pas de liaison covalente et se retrouve rompue en 

conditions d�naturantes (Almogren et al., 2007). LÕassociation de la SC avec les dIgA au 

niveau du bord convexe des deux Fc stabilise lÕensemble de la structure et accroit leur 

r�sistance aux prot�ases (Crottet and Corthesy, 1998; Renegar et al., 1998). N�anmoins, cette 

diff�rence dÕassociation de la SC avec les SIgA1 et SIgA2m(1) rend ces derni�res plus 

sensibles � lÕaction de certaines prot�ases bact�riennes, comme celle produite par P. mirabilis 

(Almogren et al., 2007). Comme les dIgA1, les SIgA1 ont une structure tridimensionnelle 

comprenant leurs Fab et leurs Fc presque dans le m�me plan. Les SIgA2 en revanche voient 

leurs Fab sortir du plan form� par les Fc, cons�quence probable de la constriction induite par 

la SC et de leur r�gion charni�re r�duite (Bonner et al., 2009). Cette diff�rence 

conformationnelle entre SIgA1 et SIgA2, associ�e aux diff�rences de flexibilit� et de 

compaction pr�c�demment mentionn�es pourraient r�guler leur capacit� � reconna�tre certains 

types dÕantig�nes et � interagir avec leurs r�cepteurs (Ladjeva et al., 1989). Pareillement aux 

pIgA, les SIgA peuvent former des trim�res, t�tram�res et agr�gats de haut poids 

mol�culaires. Suzuki et coll�gues ont analys� la r�ponse SIgA dans les s�cr�tions nasales de 

volontaires sains en r�ponse � la vaccination intranasale par le virus influenza (H3N2, virus 

Victoria). De mani�re int�ressante, les r�sultats de cette �tude ont montr� que les pouvoir 

neutralisant des SIgA augmente selon leur degr� de polym�risation (Suzuki et al., 2015). 

Cette observation pourrait sÕexpliquer par une proportion de SIgA sp�cifiques accrue, par 

lÕaugmentation de lÕavidit� et/ou de lÕencombrement st�rique des polym�res de SIgA. 
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1.4. Les glycosylations des IgA. 

 
Une caract�ristique importante des IgA est leur haut niveau de glycosylation. On 

estime quÕenviron 8 � 10% du poids total des IgA est li� aux glycosylations, les cha�nes J et la 

SC �tant elles aussi glycosyl�es pour respectivement 8% et 22% de leur poids (Heimburger et 

al., 1964; Kerr, 1990; Tomana et al., 1972). Les glycosylations des SIgA apparaissent plus 

riches, complexes et h�t�rog�nes que celles des IgA s�riques (McGuire et al., 1989). 

 

1.4.1. Les O-glycosylations. 
 

Figure I.5 : Profil des O-glycosylations des 
IgA1 s�riques humaines. Structure 
bidimensionnelle dÕune mIgA1 (� gauche), 
s�quence primaire de la r�gion charni�re et de 
ses six sites de O-glycosylation (au centre), et 
repr�sentation sch�matique des six motifs 
potentiels de O-glycosylation (� droite). Les 
O-glycosylations sont constitu�es dÕun 
GalNAc (carr� jaune) directement fix� aux 
acides amin�s s�rines ou thr�onines. Au 
GalNAc peut �tre branch� un Neu5Ac 
(losange rose) en "-2,6 et/ou un Gal (disque 
jaune) en $-1,3. Le Gal peut aussi �tre orn� 
dÕun Neu5Ac, branch� en "-2,3. Les O-
glycosylations d�ficientes en Gal (encercl�es 
en rouge) sont fr�quemment retrouv�es sur 
les IgA1 de my�lome et dans la n�phropathie 
� IgA. GalNAc : N-ac�tylgalactosamine ; 

Gal : Galactose ; Neu5Ac : acide sialique. Figure r�alis�e dÕapr�s Franc et al., 2013. 
 

Parmi les six sites potentiels de O-glycosylation de la r�gion charni�re des IgA1, seuls 

trois � cinq sites sont g�n�ralement occup�s (quatre glycosylations par cha�ne lourde �tant le 

plus fr�quent) selon lÕordre de pr�f�rence d�croissant : Thr228, Ser230, Ser232, Thr225, Thr236, 

Thr233  (Franc et al., 2013). Des O-glycosylations pr�sentes sur les r�gions Fab des IgA1 

s�riques ont aussi �t� rapport�es (Mattu et al., 1998). Les O-glycosylations des IgA s�riques 

sont de structure relativement simple et consistent en un N-ac�tylgalactosamine (GalNAc) 

auquel peut �tre branch� un galactose (Gal) en $-1,3, ce motif �tant appel� antig�ne T (ou 

core 1)  (figure I.5) (Baenziger and Kornfeld, 1974). Ë chacun de ces glucides peut aussi �tre 

branch� un acide sialique (Neu5Ac), en "-2,6 sur le GalNAc et en "-2,3 sur le Gal. De ces 

diff�rentes combinaisons r�sultent six motifs, d�taill�s dans la figure I.5. Deux de ces motifs, 

le plus souvent retrouv�s sur les r�sidus Ser230 et Thr236, sont d�ficients en Gal et fr�quemment 
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retrouv�s sur les IgA1 de my�lome et de patients atteints de n�phropathie � IgA (Franc et al., 

2013; Novak et al., 2007). LÕabsence de Gal sur les O-glycosylations des pIgA1 est dÕailleurs 

impliqu�e dans leur interaction avec le r�cepteur CD71 (voir chapitre 2, partie 1.4) qui joue 

un r�le important dans lÕatteinte glom�rulaire de la n�phropathie � IgA (Moura et al., 2004; 

Tamouza et al., 2012a). 

Les O-glycosylations des SIgA sont en revanche beaucoup plus diverses et complexes. 

Plus de 50 glycoformes ont �t� rapport�es avec une large vari�t� dÕ�pitopes glucidiques, 

incluant notamment la pr�sence de fucose (Huang et al., 2015; Royle et al., 2003). Cette 

diff�rence majeure de O-glycosylation entre IgA1 s�riques et s�cr�toires sugg�re un profil de 

glycosylation sp�cifique des tissus dont pourraient r�sulter des fonctions des IgA propres � 

chacun de ces environnements. 

 

1.4.2. Les N-glycosylations. 
 

 
Figure I.6 : Profil des N-glycosylations des IgA s�cr�toires du colostrum. Repr�sentation sch�matique des 
motifs de N-glycosylation des SIgA1/2 du colostrum de donneurs individuels humains. Les diff�rents N-
glycanes identifi�s sont en regard de chaque site de N-glycosylation des cha�nes lourdes dÕIgA1 et IgA2 (en haut 
� gauche), de la cha�ne J (en bas � gauche) et de la SC (en bas � droite). LÕabondance des diff�rents motifs de 
glycosylation � chacun des sites est repr�sent�e par un petit disque (de blanc � rouge), tandis que le pourcentage 
dÕoccupation de chaque site est indiqu� par un grand disque (de blanc � violet). Les N-glycosylations des SIgA 
sont tr�s diversifi�es et complexes, avec des structure bi-, tri- et t�traantennaires riches en oligomannanes. La SC 
est la cha�ne J sont aussi richement sialyl�es. Figure adapt�e de Huang et al., 2015. 
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49 
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Les N-glycosylations pr�sentes sur les IgA sont de structure globalement plus 

complexe et variable que les O-glycosylations (Huang et al., 2015; Tomana et al., 1972). La 

majorit� des travaux r�alis�s � partir dÕIgA s�riques ne d�taille que les N-glycosylations des 

IgA1, du fait de la faible proportion dÕIgA2. 

Les N-glycosylations du Fc des IgA1 s�riques sont principalement biantennaires, avec 

une bissection situ�e au niveau des r�sidus N-ac�tylglucosamines (GlcNAc). Des r�sidus 

fucoses sont pr�sents � la base des chaines oligosaccharidiques port�es par lÕAsn459 (sur 

lÕappendice) tandis que lÕAsn263 nÕen contient pas (Bondt et al., 2016; Tanaka et al., 1998). 

Comme pour les O-glycanes, Mattu et coll�gues ont montr� quÕenviron 30% des Fab sont 

glycosyl�s avec des structures triantennaires et plus sialyl�es que les N-glycanes des Fc 

(Mattu et al., 1998). 

On constate deux diff�rences majeures entre les mIgA et les IgA polym�riques et 

s�cr�toires. Tandis que les mIgA arborent une tr�s faible quantit� dÕoligomannanes (~0,1 %) 

et ont plus de 90% des N-glycosylations sialyl�es, les pIgA et SIgA pr�sentent plus 

dÕoligomannanes (~8%) et sont moins sialyl�es  (Mattu et al., 1998; Oortwijn et al., 2006b; 

Royle et al., 2003; Tanaka et al., 1998). Cette diff�rence de contenu en oligomannanes, au 

niveau de lÕAsn340 de lÕappendice, est � lÕorigine de lÕaptitude des pIgA � activer la voie 

alterne du compl�ment. Bien quÕaussi riches que les pIgA en oligomannanes, les SIgA 

nÕactivent pas le compl�ment, du fait de la pr�sence de la SC au niveau du Fc (Deshpande et 

al., 2010; Oortwijn et al., 2006b). 

Les glycosylations des SIgA du colostrum pr�sentent aussi une majorit� de structures 

biantennaires, et une pr�sence accrue de N-glycanes tronqu�s avec un GlcNAc terminal 

(figure I.6) (Huang et al., 2015; Royle et al., 2003). LÕunique site de glycosylation de la 

cha�ne J est richement sialyl� (> 75%) mais de fa�on surprenante, ce site ne semble occup� 

que dans 20% des cas (Royle et al., 2003). Ce faible pourcentage dÕoccupation soul�ve une 

importante question car lÕunique glycosylation sur lÕAsn49 de la cha�ne J appara�t n�cessaire � 

la transcytose des dIgA par lÕinterm�diaire du pIgR (Vaerman et al., 1998). La SC poss�de 

une majorit� de glycosylations tri- et t�tra-antennaires avec la pr�sence de fucoses � la base 

des branchements ainsi quÕune importante sialylation (Huang et al., 2015). Une faible 

proportion de glycanes riches en mannose est aussi notable (Huang et al., 2015). Les 

diff�rences de compositions entre la SC dÕune part et les IgA et la cha�ne J pourrait 

sÕexpliquer par les diff�rents types cellulaires (cellule �pith�liale et plasmocyte) � lÕorigine de 

leur production. LÕensemble des donn�es obtenues sur les SIgA est n�anmoins � prendre avec 

pr�caution du fait que les SIgA du colostrum purifi�es � partir de donneurs individuels 
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apparaissent beaucoup plus diverses et sialyl�es que les SIgA du colostrum commerciales 

utilis�es dans la majorit� des �tudes (Huang et al., 2015). 

En outre, il a �t� montr� que les IgA recombinantes, utilis�es dans de nombreuses 

�tudes notamment in vitro, ne pr�sentent pas tout � fait les m�mes oligosaccharides que les 

IgA naturelles. La complexit� des branchements et le niveau de sialylation semblent 

notamment li�s aux types cellulaires dans lesquels ces IgA sont produites (Lipniunas et al., 

1993; Mattu et al., 1998; Schweikart et al., 1999). 

 

Cette premi�re partie nous a permis dÕillustrer la diversit� structurale des IgA. Cette 

diversit� repose � la fois sur les diff�rentes sous-classes et allotypes mais aussi sur la structure 

quaternaire des IgA, capables de former des polym�res et de sÕassocier � la SC. Les N/O-

glycosylations contribuent de mani�re importante � cette diversit� dÕune part entre IgA1 et 

IgA2, dÕautre part entre IgA s�riques et s�cr�toires. De par lÕensemble de ces caract�ristiques, 

les IgA regroupent de multiples entit�s mol�culaires, ce qui complexifie �norm�ment lÕ�tude 

de leurs fonctions � travers lÕorganisme. 

 

2. Synth�se et biodistribution des IgA. 

 

La synth�se dÕIgA par les plasmablastes et plasmocytes, collectivement appel�s 

cellules s�cr�trices dÕanticorps (ASC), requiert la commutation isotypique (CSR) dÕIgM en 

IgA ("-CSR). LÕ"-CSR n�cessite la prolif�ration cellulaire du LB, la pr�sence de facteurs 

commutateurs promouvant la synth�se du transcrit codant la cha�ne lourde dÕIgA1 (C"1) ou 

dÕIgA2 (C"2), et lÕinduction de la cytidine d�saminase induite par activation (AID) (figure I.7) 

(Muramatsu et al., 2000). 

On admet g�n�ralement que lÕ"-CSR requiert deux signaux. Le premier signal est 

principalement apport� par  le TGF-$, ainsi que par lÕacide r�tino�que, lÕIGIP (IgA-inducing 

protein) et les interleukines (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-6 et IL-10 (Endsley et al., 2009; Ramsay et 

al., 1994; Seo et al., 2014; Sonoda et al., 1992; Vajdy et al., 1995). Le second signal implique 

lÕinteraction du r�cepteur CD40 � la surface du LB et de son ligand, CD40L, exprim� par un 

lymphocyte T (LT) activ� sp�cifique de lÕantig�ne (Korth�uer et al., 1993). LÕ"-CSR peut 

aussi se faire ind�pendamment des LT. Dans ce cas, le second signal est apport� par 

lÕinteraction de deux facteurs solubles, BAFF (B-cell activating factor of the TNF family) et 
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APRIL (A proliferation-inducing ligand), avec leurs r�cepteurs membranaires BAFF-R, 

BCMA (B-cell maturation antigen) et TACI (Transmembrane activator and calcium 

modulator and cyclophilin ligand interactor), tous trois exprim�s par le LB (Litinskiy et al., 

2002). 

 
Figure I.7 : M�canisme de commutation isotypique dÕIgM en IgA1. (A) Suite � la recombinaison V(D)J, les 
cha�nes lourdes dÕIgM synth�tis�es sÕassocient � des cha�nes l�g�res et les IgM sont exprim�es par les ASC. 
LÕ"-CSR est pr�c�d�e par la synth�se dÕun transcrit germinal I"-S-C" (B) constitu� de lÕexon dÕinitiation (I"1), 
de la r�gion intronique de commutation (S"1) et des exons de la cha�ne lourde dÕIgA (C"1). La synth�se de ce 
transcrit germinal est induite par lÕactivation du promoteur en amont de dÕI"1 en r�ponse aux cytokines 
promouvant lÕ"-CSR (voir texte). La prise en charge de ce transcrit primaire g�n�re un transcrit germinal et un 
transcrit �piss� au niveau de sa r�gion S. La r�gion S �piss�e sÕassocie avec la r�gion S correspondante sur 
lÕADN, formant un hybride ADN-ARN stable. (C) LÕADN simple brin de la r�gion S riche en guanines, d�plac� 
par la pr�sence de lÕARN S semble �tre le substrat de lÕAID qui op�re une cassure double brin � ce niveau. (D) 
La machinerie de r�paration de lÕADN permet ensuite la jonction des r�gions S" et S# de lÕADN, ce qui permet 
la recombinaison du locus CH. (E) La portion dÕADN circulaire excis�e par cette recombinaison est de courte 
dur�e de vie mais t�moigne de la r�alisation de lÕ"-CSR dans lÕASC �tudi�e. Figure modifi�e de Xu et al., 2012. 

 

Ë lÕ�tat physiologique, la synth�se dÕIgA dans lÕorganisme semble relativement 

compartimentalis�e entre le s�rum et les muqueuses. Cette distinction est sugg�r�e dÕune part 

par lÕimpossibilit� de g�n�rer des ASC productrices dÕIgA dans les muqueuses lors dÕune 

immunisation syst�mique et inversement, par le confinement dans les muqueuses de la 

A 

B 

C 

D 
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r�ponse IgA dirig�e contre les micro-organismes commensaux (Macpherson et al., 2000; Mei 

et al., 2009). DÕautre part, la production dÕIgA s�riques est majoritairement monom�rique 

(~80%) et de sous-classe IgA1 (ratio IgA1:IgA2 de 89:11), tandis que les IgA des muqueuses 

sont majoritairement polym�riques (puis s�cr�toires) avec une proportion tr�s variable mais 

toutefois plus �lev�e dÕIgA2 selon les fluides biologiques (Tableau I.1) (Kerr, 1990; Smith, 

2013). 

 

Tableau I.1 : Biodistribution des IgA 

humaines. Concentration en IgA, 

pourcentage dÕIgA polym�riques et ratio 

IgA1:IgA2 dans les fluides biologiques 

humains. DÕapr�s Kerr, 1990 et Smith et 

al., 2013. 

 

 

 

 

 

 

 

Cette compartimentalisation sÕobserve aussi par la localisation des ASC productrices 

dÕIgA s�riques et mucosales. Les LB � lÕorigine des ASC productrices dÕIgA s�riques sont 

activ�s dans la rate et les ganglions lymphatiques p�riph�riques et les ASC expriment le 

r�cepteur CXCR4 et lÕint�grine !4"1 qui permettent respectivement le recrutement par la 

chimiokine CXCL12 produite par la moelle osseuse et lÕadh�sion � VCAM-1 exprim� par 

lÕendoth�lium de ce site (Macpherson et al., 2008). 

Les pIgA des muqueuses sont quant � elles produites in situ par des ASC coexprimant 

la cha�ne J (Brandtzaeg, 1974). Chez lÕHomme, les donn�es actuelles sugg�rent que la 

majorit� de la r�ponse IgA intestinale (d�pendante et ind�pendante des LT) trouve son origine 

dans les centres germinatifs du tissu lympho�de associ� � lÕintestin (GALT) pr�sents dans les 

plaques de Peyer et les follicules lympho�des isol�s. Les plasmablastes issus de lÕactivation et 

de la diff�rentiation des LB expriment lÕint�grine !4"7 et les r�cepteurs aux chimiokines 

CCR9 et CCR10. Apr�s recirculation dans le canal thoracique, ces trois mol�cules leur 

permettent respectivement dÕadh�rer � lÕadressine MadCAM-1 exprim�e par lÕendoth�lium 

intestinal et dÕ�tre recrut�s par les chimiokines CCL25 et CCL28 respectivement produites 

par les cellules �pith�liales intestinales de lÕintestin gr�le et du colon (Kunkel et al., 2000; Pan 

Fluide 
IgA 

(mg.ml-1) 
pIgA 
(%) 

Ratio 
IgA1:IgA2 

S�rum 3,3 13 89:11 

Larmes 0,08-0,40 63:37 

S�cr�tions nasales 0,07-0,85 n.d. 71:29 

Salive totale 0,10-0,21 96 56:44 

Bronches 0,003 82 67:33 

Colostrum 12,3-53,8 96 41:59 Ð 77:23 

Lait 0,47-1,63 n.d. 52:48 Ð 65:35 

Bile 0,11 65 74:26 

Duod�num 0,31 n.d. 70:30 

J�junum 0,03-0,28 95 70:30 

Colon 0,24-0,83 n.d. 40:60 

Vagin 0,02-0,12 42:58 55:45 

�jaculat 0,01-0,2 n.d. 83:17 

Urine ! 0,001 n.d. n.d. 
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et al., 2000). De retour dans la muqueuse, les ASC diss�minent dans le chorion, simple site 

effecteur de la r�ponse IgA chez lÕHomme (Boursier et al., 2005). De mani�re int�ressante, 

les ASC IgA+ g�n�r�es dans lÕintestin expriment un panel dÕint�grines et de r�cepteurs aux 

chimiokines leur permettant dÕacc�der � lÕensemble des compartiments de lÕorganisme tandis 

que les ASC g�n�r�es dans les tissus non muqueux sont restreintes � la moelle osseuse 

(Kunkel and Butcher, 2003). 

Les SIgA sont obtenues apr�s transcytose des pIgA � travers les �pith�liums et ne sont 

th�oriquement retrouv�es que dans la lumi�re des muqueuses et dans les fluides excr�t�s. 

Plusieurs travaux rapportent n�anmoins la pr�sence dÕune faible concentration de SIgA (2,2 Ð 

10 #g.ml-1) dans le s�rum dÕindividus sains, pouvant atteindre 50 Ð 70 #g.ml-1 dans certaines 

atteintes h�patiques (cirrhose et m�tastases h�patiques) (Delacroix and Vaerman, 1981; 

Oortwijn et al., 2006a; Tissandie et al., 2011). LÕorigine et les cons�quences fonctionnelles de 

la pr�sence de SIgA dans le s�rum restent toutefois inconnues. 
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CHAPITRE 2 : Les r�cepteurs et prot�ines interagissant avec les 

IgA. 

 

Ce second chapitre a pour objectif de mieux comprendre les param�tres qui r�gissent 

lÕinteraction des IgA avec les cellules de notre organisme. Pour ce faire, nous distinguerons 

les prot�ines interagissant avec les IgA des r�cepteurs aux IgA, ces derniers �tant les seuls 

dot�s dÕune capacit� de signalisation intracellulaire (propre ou par lÕinterm�diaire de cha�nes 

intracellulaires compl�mentaires). Parmi les r�cepteurs aux IgA, nous regrouperons dÕune part 

ceux capables dÕinteragir avec le Fc des IgA, dÕautre part ceux interagissant sp�cifiquement 

avec leurs glycanes. Une partie sera d�di�e aux r�cepteurs pour lesquels le domaine de liaison 

nÕest pas identifi� et aux prot�ines solubles dont seule une interaction avec les IgA a �t� 

rapport�e. Deux r�cepteurs intracellulaires aux IgA seront pr�sent�s et suivis par une derni�re 

partie compos�e de trois articles caract�risant des r�cepteurs dont lÕidentit� reste � lÕheure 

actuelle inconnue. Pour chacune de ces parties, nous nous attacherons � d�crire la structure 

des r�cepteurs/prot�ines, les modalit�s dÕinteraction avec les IgA et les cons�quences 

fonctionnelles directes de lÕinteraction dans les cellules impliqu�es. 

 

1. R�cepteurs au Fc des IgA. 

1.1. Le r�cepteur aux immunoglobulines polym�riques (pIgR). 

 

Le pIgR, identifi� en 1980 par Mostov et coll�gues, est cod� par le g�ne PIGR localis� 

sur le chromosome 1q32 (Mostov et al., 1980). Son expression est restreinte au p�le 

basolat�ral (ou s�reux) des cellules �pith�liales mucosales et glandulaires. Le pIgR est un 

r�cepteur de type I � un domaine transmembranaire dÕenviron 120 kDa (764 aa). Il est 

constitu� dÕun domaine extracellulaire (620 aa), dÕun domaine transmembranaire (23 aa) et 

dÕun domaine intracellulaire (103 aa) (figure I.8A). La portion extracellulaire du pIgR 

pr�c�demment d�crite dans la SC (voir chapitre 1.3) comprend sept sites de glycosylation et 

sÕorganise en six domaines dont cinq de type immunoglobuline (D1 � D5) (Mostov et al., 

1984). Le pIgR est exclusivement capable de fixer les IgA (et IgM) polym�riques, quelle que 

soit leur sous-classe (R�dl et al., 1971). Les N-glycosylations des IgA ne sont pas n�cessaires 

� lÕinteraction mais la pr�sence de lÕunique glycosylation de la cha�ne J est indispensable 
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(Brandtzaeg and Prydz, 1984; Chuang and Morrison, 1997; Vaerman et al., 1998). Le 

domaine D1 est n�cessaire et suffisant � la fixation des dIgA par lÕinterm�diaire de liaisons 

non covalentes � lÕinterface des domaines CH2 et CH3 dÕun monom�re dÕIgA tandis que le 

domaine D5 �tablit un pont disulfure avec la Cys311 du domaine CH2 du second monom�re 

dÕIgA (figure I.8B) (Bakos et al., 1994; Fallgreen-Gebauer et al., 1993; Frutiger et al., 1986; 

Hamburger et al., 2004; Lewis et al., 2005). 

 

 
Figure I.8 : Le r�cepteur aux immunoglobulines polym�riques (pIgR). (A) Structure bidimensionnelle et 
s�quence prot�ique du pIgR. Le pIgR se pr�sente comme un r�cepteur transmembranaire de type I, richement 
glycosyl� et dont le domaine extracellulaire est recroquevill� sur lui-m�me. La fixation des pIgA � son 
ectodomaine permet son d�pliement et induit son clivage, g�n�rant la SC. Chaque domaine de la s�quence 
prot�ique est repr�sent� par une couleur propre, retrouv�e sur la structure bidimensionnelle. Le peptide signal, 
excis� dans le r�ticulum endoplasmique est exclusivement indiqu� sur la s�quence prot�ique (en gris clair). Le 
site de clivage de lÕectodomaine en SC est repr�sent� dans le domaine 6 (ciseaux). Les glycosylations sont 
sch�matis�es par les tridents noirs et jaunes. Les dimensions indiqu�es sont issues des donn�es 
cristallographiques du r�cepteur (Stadtmueller et al., 2016). (B) Interaction des IgA avec le pIgR. Les disques 
rouges indiquent les domaines 1 et 5 du pIgR, et les domaines CH2 et CH3 des pIgA, impliqu�s dans lÕinteraction 
entre ces deux prot�ines. 

 

Le site de clivage de lÕectodomaine du pIgR nÕest pas clairement identifi� mais est 

contenu dans le sixi�me domaine. Son clivage au p�le apical des cellules �pith�liales permet 

le relargage des SIgA dans la lumi�re des muqueuses (Eiffert et al., 1984). Le clivage du pIgR 

sÕop�re aussi ind�pendamment de la pr�sence de dIgA et permet la s�cr�tion de SC libre dans 

la lumi�re des muqueuses (Musil and Baenziger, 1987). 

En marge de son interaction avec les immunoglobulines polym�riques, le pIgR peut 

directement interagir avec une prot�ine de surface de S. pneumoniae, permettant la 

transcytose de ce pathog�ne � travers les cellules �pith�liales respiratoires (Zhang et al., 

2000). La SC, du fait de ses nombreuses N-glycosylations est aussi capable dÕinteragir avec le 

mucus, ainsi que diverses bact�ries et lectines (voir chapitre 3, partie 1) (Kaetzel, 2005). 
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1.2. Le r�cepteur au Fc des IgA (CD89). 

 

 
Figure I.9 : Le r�cepteur au Fc des IgA (Fc!RI). (A) Structure de Fc!RI. Fc"RI est un r�cepteur 
membranaire de type I richement glycosyl� (tridents noirs et jaunes), dont les deux domaines extracellulaires de 
type immunoglobuline �tablissent un angle de 90¡. La s�quence prot�ique indique la pr�sence dÕun peptide 
signal (en gris clair) excis� dans le r�ticulum endoplasmique et non repr�sent� sur la structure bidimensionnelle. 
(B) LÕInteraction dÕune mIgA avec Fc!RI n�cessite deux r�cepteurs Fc"RI et implique les domaines EC1 de 
Fc"RI et lÕinterface CH2-CH3 des cha�nes lourdes dÕIgA (disques rouges). Fc"RI est capable dÕinteragir avec 
toutes les formes dÕIgA, y compris avec les SIgA. Son interaction avec les SIgA requiert n�anmoins la pr�sence 
du co-r�cepteur Mac-1 (CD11b/CD18). Pour cette raison, le disque dÕinteraction nÕest pas repr�sent� sur les 
SIgA. 

 

D�couvert en 1990 par R. Monteiro et collaborateurs, le r�cepteur au Fc des IgA 

(Fc"RI) est cod� par le g�ne FCAR situ� sur le chromosome 19q13 (Monteiro et al., 1990). 

Ce r�cepteur est exprim� par les cellules immunes de la lign�e my�lo�de que sont les 

polynucl�aires neutrophiles et �osinophiles, la majorit� des monocytes et macrophages, et par 

certaines populations de cellules dendritiques (DC) (Geissmann et al., 2001; Monteiro et al., 

1990; 1993; van Egmond et al., 2000). Fc"RI est un r�cepteur de type I � un domaine 

transmembranaire, compos� de 266 aa. Il poss�de un domaine extracellulaire (206 aa), une 

r�gion transmembranaire (19 aa) et une courte s�quence intracellulaire (41 aa) (figure I.9A). 

Sa s�quence primaire sugg�re un poids mol�culaire th�orique de 32 kDa mais son important 

niveau de glycosylations lui conf�re une taille apparente pouvant varier de 50 � 100 kDa selon 

les types cellulaires (Monteiro et al., 1993). 

Fc"RI est un r�cepteur de faible/moyenne affinit� (Ka ~106 M-1) pour les IgA1 et 

IgA2. Tandis que les mIgA interagissent faiblement, lÕavidit� des pIgA et des complexes 

dÕIgA pour Fc"RI est beaucoup plus importante (Monteiro et al., 1990). Les SIgA sont aussi 
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capables dÕinteragir avec Fc"RI (van Spriel et al., 2002). La fixation des IgA � Fc"RI 

implique lÕinterface entre les domaines CH2 et CH3, et plus pr�cis�ment le r�sidu Leu257 et le 

motif 440PLAF443 (figure I.9B) (Carayannopoulos et al., 1996; Herr et al., 2003; Pleass et al., 

1999). 

LÕectodomaine de Fc"RI, constitu� de deux domaines de type immunoglobuline (EC1 

et EC2), interagit avec les IgA au niveau des r�sidus Tyr35 et Arg52 et du motif 81YRIGHYR87 

de son domaine EC1 (Herr et al., 2003; Morton et al., 1999; Wines et al., 1999; 2001). 

La pr�sence de la SC sur les SIgA masque en partie la r�gion CH2-CH3 et rend la 

pr�sence de lÕint�grine "M$2 (Mac-1, CD11b/CD18) strictement n�cessaire � lÕactivation de 

Fc"RI. De mani�re int�ressante, la SC se r�v�le n�cessaire et suffisante pour interagir avec 

Mac-1 (van Spriel et al., 2002). Cette interaction impliquerait les glycanes de la SC. 

La fixation des pIgA � Fc"RI peut induire le clivage de son domaine extracellulaire et 

g�n�rer des complexes solubles retrouv�s dans le s�rum dÕindividus sains et, sous une forme 

diff�rente, dans celui de patients atteints de n�phropathie � IgA (Launay et al., 2000; van 

Zandbergen et al., 1999). 

La queue cytoplasmique de Fc"RI ne porte aucun motif de signalisation. Par 

cons�quent, la signalisation en aval de Fc"RI d�pend de son association avec la cha�ne FcR! 

intracellulaire (Pfefferkorn and Yeaman, 1994). FcR! r�gule la signalisation induite par 

Fc"RI selon le degr� de phosphorylation de son motif ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif). Ainsi les mIgA, incapables dÕagr�ger Fc"RI, nÕinduisent que la 

phosphorylation partielle de FcR!, dont r�sulte un signal ITAM inhibiteur (ITAMi) (Pasquier 

et al., 2005). Ce signal ITAMi est anti-inflammatoire comme en t�moigne sa capacit� � 

inhiber des r�ponses pro-inflammatoires induites par dÕautres r�cepteurs d�pendants ou non 

de motifs ITAM (Kanamaru et al., 2008; Pasquier et al., 2005). En revanche, lÕavidit� des 

complexes dÕIgA pour Fc"RI est plus importante et favorise le regroupement de r�cepteurs. 

Ces deux facteurs induisent une forte phosphorylation de FcR! � lÕorigine dÕune importante 

r�ponse pro-inflammatoire directement induite par les complexes dÕIgA (Pasquier et al., 

2005). 

 En conclusion, Fc"RI est un r�cepteur capable de fixer toutes les formes dÕIgA. Sa 

bifonctionnalit� conf�re des propri�t�s anti-inflammatoires aux IgA s�riques (majoritairement 

monom�riques), et lui permet de d�clencher une importante r�ponse pro-inflammatoire en 

r�ponse � la fixation de complexes immuns dÕIgA, notamment en cas dÕinfection. 
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1.3. Le r�cepteur au Fc des IgA et des IgM (CD351). 

 

 
Figure I.10 : Le r�cepteur au Fc des IgA et des IgM (Fc!/" R). (A) Structure de Fc!/"R. Fc"/#R est un 
r�cepteur de type I constitu� de trois domaines extracellulaires (EC1 � EC3). Son ectodomaine pr�sente deux 
sites de N-glycosylation (tridents noirs et jaunes). Sa s�quence prot�ique comprend un peptide signal (en gris 
clair), non repr�sent� sur la structure bidimensionnelle. Ë la surface cellulaire, Fc"/#R sÕh�t�rodim�rise avec 
une prot�ine dont lÕidentit� est inconnue (symbolis�e par Ç X + È). (B) Interaction des IgA avec Fc!/"R. 
Fc"/#R sous forme h�t�rodim�rique interagit avec les pIgA1 et pIgA2 au niveau de son domaine EC2 (disque 
rouge). Le motif 440PLAF443 � lÕinterface entre les domaines CH2 et CH3 des IgA (disque rouge) est impliqu�e 
cette interaction. 

 

Le r�cepteur au Fc des IgA et des IgM (Fc"/#R) est cod� par le g�ne FCAMR localis� 

sur le chromosome 1q32 (Shibuya et al., 2000). Chez lÕHomme, lÕexpression de Fc"/#R est 

restreinte aux LB pr�-germinatifs tonsillaires, aux cellules dendritiques folliculaires, aux 

cellules m�sangiales ainsi quÕ� lÕintestin (Kikuno et al., 2007; McDonald et al., 2002; Wang 

et al., 2009). Fc"/#R est un r�cepteur de type I � un domaine transmembranaire. Il est 

constitu� de 516 aa organis�s en un domaine extracellulaire (434 aa), un domaine 

transmembranaire (21 aa) et une queue cytoplasmique (61 aa) pour un poids mol�culaire 

th�orique de 58 kDa (figure I.10A). Chez lÕHomme, les monom�res de Fc"/#R sont 

uniquement retrouv�s dans le cytosol. Fc"/#R est exprim� � la surface cellulaire sous forme 

dÕh�t�rodim�res dÕenviron 125 kDa avec une prot�ine dont lÕidentit� nÕest pas connue 

(Kikuno et al., 2007; Takagaki et al., 2013). Ces dim�res sont non r�ductibles et faiblement 

glycosyl�s (Kikuno et al., 2007).  

Fc"/#R  est un r�cepteur de haute affinit� aux pentam�res dÕIgM et dÕaffinit� 

interm�diaire aux dIgA. Les sous-classes IgA1 et IgA2 interagissent de fa�on similaire avec 

Fc"/#R tandis que lÕajout de la SC emp�che toute interaction (Ghumra et al., 2009). 
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LÕectodomaine de Fc"/#R sÕorganise en trois domaines (EC1, EC2 et EC3). La structure 

dÕEC2 est de type immunoglobuline et contient une s�quence conserv�e, retrouv�e dans le 

domaine D1 du pIgR, permettant la fixation du Fc des IgA et des IgM (Cho et al., 2006). La 

fixation des dIgA est ind�pendante des glycosylations et implique les r�sidus 440 � 443 (Pro-

Leu-Ala-Phe) du domaine CH3, situ�s � lÕinterface avec le domaine CH2 (figure I.10B) (Yoo 

et al., 2011). De mani�re int�ressante, cette r�gion des IgA est aussi impliqu�e dans 

lÕinteraction avec le pIgR et CD89 (Ghumra et al., 2009). Ë la diff�rence de lÕinteraction des 

pIgA avec le pIgR, la cha�ne J nÕest pas n�cessaire � lÕinteraction avec Fc"/#R (Yoo et al., 

2011). 

Malgr� lÕabsence de motif dÕendocytose conventionnel, le domaine intracellulaire de 

Fc"/#R permet lÕendocytose du r�cepteur li� aux IgM et aux IgA, mais seulement lorsque ces 

derni�res sont agr�g�es entre elles (Yang et al., 2009; Yoo et al., 2011). 

Dans lÕintestin, Fc"/#R est exprim� par les cellules de Paneth, les macrophages du 

chorion et les plasmocytes (Wang et al., 2009). N�anmoins, lÕincapacit� des SIgA � interagir 

avec ce r�cepteur interroge sur son importance fonctionnelle dans lÕhom�ostasie intestinale. 

 En conclusion, Fc"/#R permet uniquement la fixation et lÕendocytose des pIgA, de 

sous-classes IgA1 et IgA2. Le r�le physiologique de cette interaction reste n�anmoins � 

d�finir dans un contexte dÕ�tude compliqu� par un profil dÕexpression de Fc"/#R tr�s 

diff�rent entre les populations cellulaires murines et humaines. 

 

1.4. Le r�cepteur � la transferrine (CD71). 

 

Le r�cepteur CD71, cod� par le g�ne TFRC sur le chromosome 3q29, est exprim� par 

toutes les cellules de lÕorganisme � lÕexception des �rythrocytes. Son expression est 

�troitement corr�l�e � lÕ�tat de prolif�ration cellulaire et aux besoins en fer avec de hauts 

niveaux dÕexpression dans lÕ�pith�lium intestinal, dans les cellules mononucl��es 

p�riph�riques sanguines activ�es, dans les cellules canc�reuses et dans les pr�curseurs 

�rythro�des (Daniels et al., 2006). CD71 est un r�cepteur de type II � un domaine 

transmembranaire, long de 760 aa (~90 kDa). Il est constitu� dÕune queue cytoplasmique (67 

aa), dÕun domaine transmembranaire (21 aa) et dÕun large domaine extracellulaire (672 aa) 

(figure I.11A). Ë la surface cellulaire, CD71 sÕassemble en homodim�res de 180 kDa li�s par 

deux ponts disulfures. Chaque monom�re poss�de trois sites de N-glycosylations et un de O-

glycosylation. 
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Figure I.11 : Le r�cepteur � la transferrine (CD71). (A) Structure de CD71. CD71 est un r�cepteur 
transmembranaire de type II dont lÕectodomaine peut �tre cliv� au niveau du domaine tige (ciseaux). Son 
ectodomaine comprend quatre sites de glycosylation (tridents noirs et jaunes) et pr�sente une structure 
tridimensionnelle en Ç papillon È. CD71 sÕassemble principalement en homodim�res, reli�s par deux ponts 
disulfures (traits verts en pointill�s). Son domaine intracellulaire comporte un motif dÕendocytose 20YTRF23 (en 
vert clair). LÕensemble de la structure bidimensionnelle de CD71 est � lÕ�chelle, compte-tenu des donn�es 
cristallographiques publi�es (Lawrence, 1999). (B) Interaction des IgA avec CD71. La r�gion charni�re des 
pIgA1 appara�t n�cessaire � leur fixation � CD71 (disques rouges). En revanche, les domaines de CD71 et des 
SIgA impliqu�s dans lÕinteraction ne sont pas connus. 

 

Chaque homodim�re de CD71 fixe deux mol�cules de son ligand canonique, 

lÕholotransferrine. Le complexe est ensuite endocyt� selon un m�canisme d�pendant de la 

clathrine. LÕacidification de lÕendosome favorise la lib�ration du fer par la transferrine et son 

absorption par la cellule tandis que lÕinteraction entre CD71 et lÕapotransferrine, maintenue 

dans lÕendosome, permet leur recyclage � la surface cellulaire (Aisen, 2004). 

CD71 est aussi capable dÕinteragir avec une importante vari�t� de ligands comme la 

cha�ne lourde de la ferritine, la prot�ine de lÕh�mochromatose humaine (HFE) ainsi que 

certains virus (Abraham et al., 2009; Feder et al., 1998; Li et al., 2010; Martin and Uprichard, 

2013; Radoshitzky et al., 2011). 

Les travaux dÕI. Moura et coll�gues ont montr� que CD71 est un r�cepteur sp�cifique 

aux IgA1 (Moura et al., 2001; 2004). CD71 interagit pr�f�rentiellement avec les IgA1 sous 

forme polym�rique et dont les N- et O-glycosylations sont hypogalactosyl�es (figure I.11B) 

(Moura et al., 2004). Dans la n�phropathie � IgA, lÕinteraction entre CD71 et les pIgA1 

hypogalactosyl�es � la surface de la cellule m�sangiale induit la production de cytokines de 

type IL-6 et TGF-$, promeut la prolif�ration cellulaire et participe � la formation des d�p�ts 

pathologiques dÕIgA dans le glom�rule (Moura et al., 2005). Les pIgA1 interagissent aussi 

avec CD71 � la surface des �rythroblastes, favorisant leur prolif�ration et leur survie en 

pr�sence de doses physiologiques de facteurs de croissance (Coulon et al., 2011). Dans ce 
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syst�me, la fixation des pIgA1 � CD71 induit lÕactivation de voies de signalisation qui 

convergent et potentialisent celles activ�es par lÕ�rythropo��tine (EPO). 

Plus r�cemment, notre laboratoire a montr� que les SIgA sont des ligands de CD71 � 

la surface de la cellule �pith�liale intestinale (IEC) et que cette interaction est impliqu�e dans 

la physiopathologie de la maladie cÏliaque (CeD) (voir chapitre 3, partie 4.2) (Abed et al., 

2014; Lebreton et al., 2012; Matysiak-Budnik et al., 2008). 

Un isoforme de CD71, TfR2, a �t� d�crit et son g�ne identifi� sur le chromosome 7q22 

(Gl�ckner et al., 1998). TfR2 est exprim� par les pr�curseurs �rythro�des, les h�patocytes et 

les ent�rocytes de lÕintestin gr�le (Deaglio et al., 2002). CD71 et TfR2 peuvent former des 

h�t�rodim�res mais sÕassemblent pr�f�rentiellement en homodim�res (Vogt et al., 2003). De 

mani�re int�ressante, lÕectodomaine de TfR2 sous forme soluble est aussi capable dÕinteragir 

avec les pIgA1 (Moura et al., 2004). 

 LÕensemble des donn�es publi�es sur lÕinteraction entre CD71 et IgA souligne 

lÕimportance des glycosylations, notamment celles de la r�gion charni�re propres aux IgA1 et 

sugg�re que la pr�sence de la SC dans les SIgA ne masque pas le domaine dÕinteraction avec 

CD71. De plus, cette interaction peut �tre suivie de lÕendocytose des complexes et/ou dÕune 

signalisation, dans des types cellulaires tr�s diff�rents. 

 

2. R�cepteurs aux IgA de type lectine. 

2.1. Le r�cepteur � lÕasialoglycoprot�ine (ASGPR). 

 

Le r�cepteur � lÕasialoglycoprot�ine (ASGPR) est compos� de deux sous-unit�s, 

ASGPR1 et ASGPR2, cod�es par les g�nes ASGR1 et ASGR2, localis�s sur le chromosome 

17p13. ASGPR est exclusivement exprim� par lÕh�patocyte (Hudgin et al., 1974). ASGPR1 et 

ASGPR2 sont des r�cepteurs de type II � un domaine transmembranaire de 33 et 35 kDa 

respectivement. Ces deux sous-unit�s sÕassemblent selon une stÏchiom�trie tr�s variable, 

dont ASGPR1 est cependant la sous-unit� majoritaire (Renz et al., 2012). De mani�re 

int�ressante, cette stÏchiom�trie semble jouer un r�le important dans lÕaffinit� des oligom�res 

pour leurs ligands (Renz et al., 2012). ASGPR1 est constitu� dÕune courte queue 

cytoplasmique (40 aa), dÕun domaine transmembranaire (21 aa) et dÕun domaine 

extracellulaire de type lectine d�pendant du calcium (230 aa) (figure I.12A). ASGPR2 est 

organis� selon le m�me mod�le avec une queue cytoplasmique l�g�rement plus longue (58 
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aa). ASGPR est fortement glycosyl� et impliqu� dans le catabolisme des glycoprot�ines 

s�riques d�sialyl�es, interagissant avec les r�sidus galactosyl de mani�re d�pendante du 

calcium (Hudgin et al., 1974). Les IgA s�riques apparaissent ainsi comme le ligand majeur 

dÕASGPR, ce qui permet leur catabolisme h�patique. 

 

 
Figure I.12 : Le r�cepteur � lÕasialoglycoprot�ine (ASGPR). (A) Structure dÕASGPR. ASGPR est un 
r�cepteur transmembranaire de type II. Chaque monom�re dÕASGPR est constitu� dÕun domaine extracellulaire 
tige comprenant deux sites de N-glycosylation (trigents noirs et jaunes) et dÕun domaine de type lectine de type 
C. (B) Interaction des IgA avec ASGPR. Ë la surface cellulaire, ASGPR est retrouv� sous forme oligom�rique, 
ce qui lui permet de gagner en avidit� vis-�-vis de ses ligands. ASGPR interagit avec toutes les formes dÕIgA par 
lÕinterm�diaire de leurs glycosylations (tridents rouges), ce qui sugg�re lÕimplication de son domaine de type 
lectine de type C (disque rouge). ASGPR semble n�anmoins avoir une affinit� pr�f�rentielle pour les IgA2, plus 
riches en N-glycosylations. 

 

Les premiers travaux men�s in vitro ont montr� quÕASGPR poss�de une affinit� 

sup�rieure pour la sous-classe IgA1 (Stockert et al., 1982). LÕ�tude de Tomana et coll�gues a 

confirm� ces r�sultats et montr� que la forme (monom�rique ou polym�rique) nÕa pas 

dÕinfluence sur lÕaffinit� pour ASGPR (figure I.12B) (Tomana and Kulhavy, 1988). Des 

r�sultats plus difficiles � interpr�ter ont n�anmoins �t� obtenus pour les SIgA dont la fixation 

d�pendante dÕASGPR mise en �vidence sur des fractions de foie humain nÕa pas �t� retrouv�e 

sur la lign�e h�patocytaire humaine (HepG2). La SC seule quant � elle, interagit fortement 

avec ASGPR. 

Des travaux plus r�cents r�alis�s dans des souris Asgr2-/- sont cependant venus 

remettre en cause les pr�c�dentes �tudes (Rifai et al., 2000). Les chercheurs ont d�montr� de 
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mani�re convaincante quÕASGPR assure la clairance pr�f�rentielle des IgA2 s�riques alors 

quÕun faible pourcentage des IgA1 emprunte cette voie. LÕinter-changement des domaines 

dÕIgA1 et dÕIgA2 a permis dÕidentifier la r�gion charni�re des IgA1 (et probablement leurs O-

glycosylations) comme responsable de leur moindre affinit� pour ASGPR. Au regard des 

r�sultats de Rifai et coll�gues, la clairance h�patique des IgA d�pendrait des r�sidus Gal des 

N-glycosylations. Les IgA1 poss�dent moins de N-glycosylations que les IgA2, ce qui 

expliquerait leur clairance r�duite et leur pr�sence majoritaire dans le s�rum. 

 

2.2. DC-SIGN (CD209). 

 

 
Figure I.13 : DC-SIGN. (A) Structure de DC-SIGN. DC-SIGN est un r�cepteur transmembranaire de type II 
pourvu dÕun tr�s long ectodomaine � lÕextr�mit� duquel r�side un domaine de type lectine de type C (en orange). 
Les nombreuses r�p�titions en tandem (en vert) participent � lÕhomot�tram�risation des r�cepteurs � la surface. 
Un unique site de N-glycosylation (trident noir et jaune) est retrouv� en bordure du domaine transmembranaire 
(en marron). LÕensemble de la structure bidimensionnelle est � lÕ�chelle, dÕapr�s les donn�es cristallographiques 
(Tabarani et al., 2009). (B) Interaction des IgA avec DC-SIGN. Les glycosylations des IgA (tridents rouges) 
sont impliqu�es dans lÕinteraction DC-SIGN. Les param�tres dÕinteractions sugg�re le r�le du domaine de type 
lectine de type C de DC-SIGN (disque rouge). Une vue a�rienne de lÕhomot�tram�re est repr�sent�e au-dessus 
de la vue de profil afin dÕobserver lÕorganisation en Ç fleur È du t�tram�re. DÕapr�s Tabarani et al., 2009. 

 

DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin) est cod� par le g�ne 

CD209 situ� sur le chromosome 19p13. Ce r�cepteur est exprim� par les DC des amygdales, 

de la peau, des muqueuses et des ganglions lymphatiques (Geijtenbeek et al., 2000b; Jameson 
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et al., 2002). DC-SIGN est un r�cepteur de type II � un domaine transmembranaire. Il est 

constitu� de 404 aa (~44 kDa) et sÕorganise en trois domaines : cytoplasmique (40 aa), 

transmembranaire (15 aa) et extracellulaire (349 aa) (figure I.13A) (Geijtenbeek et al., 

2000b). Son ectodomaine est constitu� de huit r�p�titions en tandem formant un long Ç cou È 

de plus de 20 nm au bout duquel se situe le domaine de reconnaissance des sucres (CRD) de 

type lectine de type C (fixation d�pendante du calcium). Le domaine r�p�t� est compos� 

dÕh�lices " partiellement hydrophobes qui favoriseraient la formation des homot�tram�res 

dont le principal avantage est dÕaugmenter lÕavidit� de DC-SIGN pour ses ligands (Snyder et 

al., 2005; Tabarani et al., 2009). 

DC-SIGN a dÕabord �t� impliqu� dans la fixation de la prot�ine gp120 du virus de 

lÕimmunod�ficience acquise (VIH) sur le placenta humain, sans �tre identifi� (Curtis et al., 

1992). En 2000, DC-SIGN a �t� identifi� et caract�ris� comme r�cepteur aux mol�cules 

dÕadh�sion intercellulaires (ICAM)-2, ICAM-3 et comme r�cepteur de reconnaissance de 

motifs (PRR) dot� dÕune large sp�cificit� virale et bact�rienne (Appelmelk et al., 2003; 

Geijtenbeek et al., 2000a; 2000b; 2003; Lozach et al., 2003). 

Plus r�cemment, Baumann et coll�gues ont montr� que DC-SIGN est un r�cepteur 

fixant les SIgA dÕune mani�re d�pendante du calcium et des r�sidus mannoses (figure I.13B) 

(Baumann et al., 2010). Ces premiers travaux ont montr� que la SC est requise pour cette 

interaction, ce qui expliquerait lÕincapacit� de DC-SIGN � fixer les mIgA1, mIgA2, pIgA1 et 

pIgA2 (Baumann et al., 2010). LÕexpression de DC-SIGN en cellules Henrietta Lacks (HeLa) 

a cependant r�v�l� sa capacit� dÕinteraction avec des mIgA2 humaines recombinantes, 

complexifiant la compr�hension du m�canisme dÕinteraction (Rochereau et al., 2013). 

DÕun point de vue fonctionnel, la liaison des SIgA � DC-SIGN d�clenche lÕendocytose 

du complexe (Baumann et al., 2010). Chez la souris, lÕinteraction SIgA Ð SIGNR1 

(lÕhomologue murin de DC-SIGN) oriente les DC d�riv�es de la moelle osseuse vers un profil 

tol�rog�ne et leur permet de diminuer la s�v�rit� de lÕenc�phalomy�lite autoimmune 

exp�rimentale et du diab�te de type 1 (Diana et al., 2013). Dans lÕintestin, DC-SIGN est 

exprim� par une population de DC situ�e au niveau du d�me sous-�pith�lial des plaques de 

Peyer (Jameson et al., 2002). Dans ce contexte, DC-SIGN serait impliqu� dans 

lÕinternalisation par les DC de SIgA qui auraient pr�alablement �t� transport�es � travers les 

cellules M (voir chapitre 3, partie 4.1). Ce m�canisme participerait � lÕimmunisation 

syst�mique et mucosale de souris contre lÕantig�ne p24 du VIH (Rochereau et al., 2013). 

Compte-tenu des travaux pr�c�demment d�crits, lÕinternalisation des SIgA d�pendante de 
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DC-SIGN semble jouer des r�les tr�s diff�rents selon la nature des complexes, mais aussi la 

population de DC et sa localisation dans lÕorganisme. 

 

2.3. Dectine-1 (CD369). 

 

 
Figure I.14 : Dectine-1. (A) Structure de dectine-1. Dectine-1 est un r�cepteur transmembranaire de type II de 
petite taille, dont lÕectodomaine est constitu� dÕun domaine tige (en vert) et dÕun domaine de type lectine de type 
C (en orange). (B) LÕInteraction des IgA avec dectine-1 implique les N-glycosylations des IgA2 
monom�riques, polym�riques et s�cr�toires (tridents rouges). Le domaine de type lectine de type C de dectine-1 
(disque rouge) est tr�s probablement impliqu�, compte-tenu du fait que lÕinteraction d�pend des r�sidus sialyl�s 
des IgA2. 

 

Dectine-1 (Dendritic-cell associated C-type lectin 1) (28 kDa) est un r�cepteur de type 

II � un domaine transmembranaire, cod� par le g�ne CLEC7A localis� sur le chromosome 

12p13. Dectine-1 est exprim� par une large vari�t� de cellules immunitaires (DC, 

macrophages, monocytes, neutrophiles et une sous-population de LT), notamment dans les 

poumons et lÕintestin (Brown, 2006). Son ectodomaine est constitu� dÕun domaine de type 

lectine de type C, capable de fixer les $-1,3- et $-1,6-glucanes, ind�pendamment des ions 

m�talliques (figure I.14A) (Brown and Gordon, 2001). Ces polym�res glucidiques sont 

exprim�s � la surface de nombreux micro-organismes (champignons, bact�ries et levures) et 

font de dectine-1 un PRR (Brown and Gordon, 2001). LÕinteraction des IgA avec dectine-1 a 

probablement �t� caract�ris�e pour la premi�re fois par lÕ�tude de Mantis et coll�gues, sans 
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que le r�cepteur ne soit identifi� (Mantis et al., 2002). Ces travaux ont montr� in vivo que les 

mIgA et dIgA humaines de sous-classe IgA2 (ainsi que les IgA murines) sont capables 

dÕinteragir avec les cellules M murines � lÕaide de leurs domaines CH1 et CH2, 

ind�pendamment de la pr�sence de la cha�ne J ou de la SC (figure I.14B) (Mantis et al., 

2002). En 2013, ces r�sultats ont �t� confirm�s et pr�cis�s en montrant que le domaine CH1 

des mIgA2 et des dIgA2 humaines est n�cessaire et suffisant pour interagir avec dectine-1, et 

que cette interaction requiert la pr�sence de r�sidus sialyl�s sur les IgA2 (Rochereau et al., 

2013). DÕun point de vue fonctionnel, dectine-1 est exprim� � la surface des cellules M 

murines et humaines, et permet la transcytose inverse des SIgA2 dans les plaques de Peyer. 

Ce transport dÕantig�nes participe au d�veloppement dÕune r�ponse syst�mique et mucosale 

en r�ponse � lÕadministration orale de SIgA conjugu�es � lÕantig�ne p24 du VIH (voir 

chapitre 3, partie 4.1) (Rochereau et al., 2013). 

 

2.4. Siglec-5 (CD170). 

 

Les travaux de Rochereau et coll�gues d�crivant lÕinteraction entre dectine-1 et les 

IgA2 ont aussi montr� que siglec-5 (Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin 5), une 

lectine sp�cifique des r�sidus acides sialiques branch�s en "-2,3 et "-2,6, est capable de fixer 

les IgA2 selon les m�mes param�tres que dectine-1 (Cornish et al., 1998; Rochereau et al., 

2013). Siglec-5 (~70 kDa) est un r�cepteur de type I � un domaine transmembranaire cod� par 

le g�ne SIGLEC5 situ� sur le chromosome 19q13. Son ectodomaine est organis� en quatre 

domaines de type immunoglobuline dont seul le premier est capable de fixer les r�sidus 

acides sialiques (figure I.15A) (Cornish et al., 1998; Zhuravleva et al., 2008). Comme 

dectine-1, la fixation des IgA2 � siglec-5 permet leur transcytose inverse par les cellules M 

(figure I.15B). Le r�le de lÕinteraction entre les SIgA2 et siglec-5 nÕa cependant pas �t� 

confirm� in vivo (Rochereau et al., 2013). En effet, bien quÕexprim� par les cellules des 

plaques de Peyer chez lÕHomme, aucun orthologue murin de siglec-5 nÕa �t� rapport� (Angata 

et al., 2004). 
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Figure I.15 : Siglec-5. (A) Structure de siglec-5. Siglec-5 est un r�cepteur transmembranaire de type I constitu� 
de quatre domaines extracellulaires de type immunoglobuline. Siglec-5 pr�sente sept sites de N-glycosylation 
(tridents noirs et jaunes) et deux sites de O-glycosylation potentiels. Le peptide signal (en gris clair), cliv� dans 
le r�ticulum endoplasmique, nÕest indiqu� que sur la s�quence prot�ique. (B) Interaction des IgA avec siglec-5. 
De mani�re similaire � dectine-1, lÕinteraction des IgA2 (monom�riques, polym�riques et s�cr�toires) requiert la 
pr�sence de leurs N-glycosylations. Seul le domaine 1 de siglec-5 est capable de fixer les r�sidus acides 
sialiques, ce qui sugg�re son implication dans lÕinteraction avec les IgA (disque rouge). 

 

2.5. Le r�cepteur macrophagique au mannose (CD206). 

 

Le r�cepteur au mannose macrophagique (MMR) est une lectine de type C de 175 kDa 

cod�e par le g�ne MRC1, situ� sur le chromosome 10p12. MMR est exprim� par les 

macrophages et les DC immatures, particuli�rement dans la peau, les amygdales et le chorion 

des muqueuses (Engering et al., 2002). Son expression a aussi �t� rapport�e dans les cellules 

m�sangiales, les cellules musculaires lisses de la trach�e et dans certaines populations de 

cellules endoth�liales (Stahl and Ezekowitz, 1998). MMR est un r�cepteur de type I � un 

domaine transmembranaire. Son ectodomaine, long de 1389 aa et richement glycosyl�, est 

constitu� dÕun domaine lectine de type ricine B riche en cyst�ines, dÕun domaine fibronectine 

de type II et de huit domaines de type lectine de type C (figure I.16A) (Ezekowitz et al., 

1990). Le domaine lectine de type ricine B interagit avec des N-glycanes (Gal et GalNAc) 

sialyl�s ind�pendamment du calcium, tandis que le domaine 4 de type lectine de type C fixe 

pr�f�rentiellement les cha�nes oligosaccharidiques se terminant par des r�sidus mannose, 

fucose ou GlcNAc, de mani�re d�pendante du calcium (Liu et al., 2000; Taylor et al., 1992). 
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Intercal� entre les domaines de type lectine et le domaine riche en cyst�ines, le domaine 

fibronectine de type II conf�re � MMR la capacit� de se fixer aux collag�nes I � V (Martinez-

Pomares et al., 2006). Cette diversit� de domaines permet � MMR de fixer de nombreux 

ligands endog�nes et exog�nes, et le classe parmi les PRR (Martinez-Pomares, 2012; Stahl 

and Ezekowitz, 1998). 

 

 
Figure I.16 : Le r�cepteur macrophagique au mannose (MMR). (A) Structure de MMR. MMR est un 
r�cepteur transmembranaire de type II de tr�s grande taille (~175 kDa) constitu� de domaines vari�s, lui 
conf�rant un large spectre dÕinteraction (voir texte). MMR poss�de cinq sites potentiels de N-glycosylation 
(tridents noirs et jaunes) et 24 sites potentiels de O-glycosylation (non repr�sent�s). LÕectodomaine de MMR 
peut �tre cliv� (ciseaux). La structure bidimensionnelle de MMR nÕest pas � lÕ�chelle mais lÕorganisation relative 
des domaines a �t� �tablie dÕapr�s Boskovic et al. (Boskovic et al., 2006). (B) Interaction des IgA avec MMR. 
Les donn�es structurales indiquent que MMR est repli� � lÕ�tat basal, de telle sorte que le quatri�me domaine de 
type lectine de type C est masqu�. Ce domaine est tr�s probablement impliqu� dans lÕinteraction avec les 
glycosylations des SIgA (tridents rouges) compte-tenu de ses propri�t�s et des param�tres de lÕinteraction (voir 

texte). 

 

MMR est exclusivement capable dÕinteragir avec les IgA sous forme s�cr�toire (figure 

I.16B) (Baumann et al., 2010; Heystek et al., 2002). Cette interaction met en jeu les r�sidus 

mannose des SIgA et n�cessite la pr�sence de calcium, sugg�rant lÕimplication du domaine 4 

de type lectine de type C (Taylor et al., 1992). DÕun point de vue fonctionnel, la fixation des 

SIgA par MMR � la surface des DC nÕinduit pas leur maturation (Heystek et al., 2002). 

Compte-tenu du fait que MMR est constitutivement internalis� et recycl� � la surface, la 
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fixation de complexes de SIgA pourrait participer � lÕ�chantillonnage dÕantig�nes par les DC 

et au maintien de lÕhom�ostasie intestinale � lÕ�gard du microbiote (Stahl et al., 1980). Chez 

lÕHomme et la souris, lÕectodomaine de MMR est aussi retrouv� sous forme soluble (sMMR) 

suite � son clivage par une m�talloprot�ase membranaire (Jordens et al., 1999; Martinez-

Pomares et al., 1998). La production de sMMR par les macrophages murins est constitutive 

mais augmente selon un m�canisme d�pendant de la fixation de $-glucanes fongiques � 

dectine-1 (Gazi et al., 2011). Des exp�riences r�alis�es sur des DC (d�riv�es de monocytes) 

humaines immatures indiquent aussi une production constitutive de sMMR qui se voit r�duite 

lors de la maturation des DC induite par le LPS (Jordens et al., 1999). De mani�re 

int�ressante, sMMR est retrouv� dans le s�rum murin et dans le colostrum humain o� il 

pourrait former des complexes avec les IgA et participer � leur fonction immunomodulatrice 

(Grapov et al., 2015; Martinez-Pomares et al., 1998). 

 

3. Autres r�cepteurs et prot�ines solubles. 

3.1. Le r�cepteur de type r�cepteur au Fc 4 (CD307d). 

 
 
Figure I.17 : Le r�cepteur de type 
r�cepteur au Fc 4 (CD307d). FcRL4 
est un r�cepteur transmembranaire de 
type I constitu� de quatre domaines 
extracellulaires de type 
immunoglobuline et de deux sites 
potentiels de N-glycosylation (tridents 
noirs et jaunes). Le peptide signal (gris 
clair) est repr�sent� sur la s�quence 
prot�ique. 
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Le r�cepteur de type r�cepteur au Fc 4 (FcRL4) est cod� par le g�ne FCRL4 localis� 

sur le chromosome 1q23 (Figure I.17). CÕest un r�cepteur de 57 kDa de type I � un domaine 

transmembranaire dont lÕexpression est restreinte � une sous-population de LB m�moires 

pr�sente dans les zones marginales et sous-�pith�liales des tissus lympho�des associ�s aux 

muqueuses (Ehrhardt et al., 2003; Wilson et al., 2012). FcRL4 est capable dÕinteragir avec les 

IgA s�riques sans que le m�canisme dÕinteraction ne soit connu (Wilson et al., 2012). Le 

domaine intracellulaire de FcRL4 pr�sente trois motifs ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitory motif). LÕexpression dÕune prot�ine chim�rique contenant le domaine 

extracellulaire de Fc!RIIb, un co-r�cepteur du BCR, et le domaine intracellulaire de FcRL4 

inhibe la signalisation en aval du BCR selon un m�canisme d�pendant des deux motifs ITIM 

distaux de FcRL4 (Ehrhardt et al., 2003). Compte-tenu de sa fonction inhibitrice et de son 

expression dans les LB m�moires, FcRL4 pourrait agir comme un r�gulateur n�gatif de la 

r�ponse humorale. 

 

3.2. Les galectines (Gal-1, Gal-3 et Gal-8). 

 

Figure I.18 : Les galectines-1, -3 et 8. 
Les galectines (Gal-)1, -3 et -8 sont de 
petites prot�ines constitu�es dÕun ou 
deux domaine(s) de type lectine. Au 
sein de la famille des galectines, Gal-1 
appartient au groupe prototype de par la 
pr�sence dÕun seul domaine de type 
lectine et sa capacit� � 

sÕhomodim�riser. Gal-3 est une galectine chim�re constitu�e dÕun domaine lectine mais capable de 
sÕoligom�riser par son extr�mit� Nter lors de la fixation de ses ligands. Gal-8 est une galectine de type tandem du 
fait de ses deux domaines de type lectine et de sa capacit� � former de larges multim�res par oligom�risation de 
ses r�gions Nter et Cter. LÕinteraction des Gal-1, -3 et -8 avec les IgA est d�pendante des glycosylations des IgA. 
Figure modifi�e de Thiemann et al., 2016. 
 

Les galectines constituent une famille de quinze prot�ines solubles de petite taille 

d�finie par la pr�sence dÕun ou deux domaine(s) de reconnaissance de glucides de type lectine 

(Cederfur et al., 2008) (figure I.18). Ces lectines lient les r�sidus $-galactosides et sont 

exprim�es sous forme soluble, � la surface et dans le cytoplasme de nombreux types 

cellulaires. Les galectines sont caract�ris�es par une relativement faible affinit� (Kd ~10-6 M) 

pour leurs ligands mais aussi par une importante capacit� dÕoligom�risation dont r�sultent des 

interactions de haute avidit� (Thiemann and Baum, 2016). 



 
44 

Un criblage des prot�ines s�riques a permis de mettre en �vidence lÕaffinit� des 

galectines (Gal)-3 et Gal-8 pour les IgA s�riques (Cederfur et al., 2008). Gal-3 est une 

galectine chim�re, compos�e dÕun seul domaine de type lectine mais capable de 

sÕoligom�riser par sa r�gion Nter (figure I.18) (Thiemann and Baum, 2016). Gal-3 est 

particuli�rement affine pour les IgA et les IgE murines (Reljic et al., 2004). Gal-8 est une 

galectine en tandem, constitu�e de deux domaines de type lectine, capable de former de larges 

multim�res (figure I.18). De mani�re int�ressante, Gal-8 interagit avec les r�sidus $-1,3-

galactosides "-2,3-sialyl�es, principalement retrouv�s sur les O-glycosylations des IgA1 

s�riques (figure I.5) (Carlsson et al., 2012). Ainsi lÕalt�ration du profil de ces O-glycanes chez 

les patients atteints de n�phropathie � IgA est � lÕorigine dÕune diminution de la fraction 

s�rique interagissant avec la Gal-8, sans quÕaucune cons�quence physiopathologique ne soit 

toutefois �tablie (Carlsson et al., 2012). Sangeetha et coll�gues ont montr� que Gal-1, une 

galectine prototype compos�e dÕun unique domaine de type lectine (figure I.18), est aussi 

capable de fixer les IgA1 s�riques, de pr�f�rence sous forme polym�rique et d�sialyl�e 

(Sangeetha and Appukuttan, 2005). 

Le fait que les fonctions des galectines soient aussi diverses que les ligands auxquels 

elles sont capables de se fixer rend difficile la pr�diction des cons�quences fonctionnelles de 

ces interactions. 

 

3.3. La #-1, 4-galactosyltransf�rase 1 (b4Gal-T1). 

 

La $-1, 4-galactosyltransf�rase 1 (b4Gal-T1) est une prot�ine ubiquitaire dÕenviron 45 

Ð 55 kDa (figure I.19A) (Gmeiner, 1985; Tomana et al., 1993a; 1993b). B4Gal-T1 est cod�e 

par le g�ne B4GALT1 situ� sur le chromosome 9p21. B4GALT1 code deux isoformes, une 

longue et une courte, respectivement constitu�es dÕun domaine intracellulaire de 24 et 11 aa 

(Russo et al., 1990; Strous et al., 1988). Ces deux isoformes de b4Gal-T1 sont exprim�es dans 

lÕappareil de Golgi. Une faible fraction de lÕisoforme longue est n�anmoins retrouv�e � la 

membrane plasmique selon un m�canisme d�pendant de lÕ�tat de phosphorylation de son 

domaine intracellulaire (Hathaway et al., 2003; Lopez et al., 1991; Molyneux et al., 2017). 

B4Gal-T1 est aussi retrouv�e sous forme soluble, notamment dans le lait maternel, � la suite 

du clivage prot�olytique du r�cepteur transmembranaire. De mani�re int�ressante, la forme 

soluble poss�de la m�me activit� enzymatique que la forme membranaire (Gmeiner, 1985). 
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Le domaine catalytique de b4Gal-T1 permet le branchement de Gal en $1, 4- sur des 

r�sidus N-ac�tylglucosamines (GlcNAc) (Hill et al., 1968). Dans les glandes mammaires, 

b4Gal-T1 sÕh�t�rodim�rise avec lÕ"-lactalbumine, g�n�rant la lactose synth�tase, ce qui 

modifie la sp�cificit� de substrat de b4Gal-T1 du GlcNAc au glucose (Glc) et permet la 

production de lactose (Glc-Gal) (Brodbeck et al., 1967). Plusieurs �tudes sugg�rent aussi que 

b4Gal-T1 est capable de sÕhomodim�riser voire de former des oligom�res incluant dÕautres 

prot�ines, notamment les "- et $-tubulines (Ramakrishnan et al., 2002; Teasdale et al., 1994; 

Yamaguchi and Fukuda, 1995). 

 

 
Figure I.19 : LÕenzyme #-1,4-galactosyltransf�rase 1 (b4Gal-T1). (A) Structure de b4Gal-T1. B4Gal-T1 est 
une enzyme transmembranaire constitu�e dÕun domaine tige au bout duquel se trouve son domaine catalytique. 
Le domaine tige contient un site de N-glycosylation (trident noir et jaune) et 11 sites potentiels de O-
glycosylation entre les acides amin�s 91 et 126, repr�sent�s sous le terme Ç O-glyc È. B4Gal-T1 peut �tre cliv�e 
au niveau du domaine tige (ciseaux) et exercer son activit� enzymatique sous forme soluble. Deux isoformes 
(courte et longue) de b4Gal-T1 existent. Ces deux isoformes sont identiques � lÕexception des 13 premiers acides 
amin�s en Nter, absents de lÕisoforme courte. (B) LÕinteraction de b4Gal-T1 avec les IgA semble impliquer son 
domaine catalytique (disque rouge) et les glycosylations de chacune des formes dÕIgA (tridents rouges). 

 

LÕinteraction entre b4Gal-T1 et les IgA (figure I.19B) est d�pendante de cations et 

implique les glycanes, pr�f�rentiellement ceux expos�s par les pIgA2 mais aussi par toutes les 

autres formes dÕIgA (Tomana et al., 1993a). Les travaux de Tomana et coll�gues ont montr� 

que la fixation � b4Gal-T1 nÕest associ�e ni au catabolisme, ni � lÕinternalisation des IgA 

(Tomana et al., 1993b). 

Dans une r�cente �tude, un criblage dÕADNc exprim�s par les cellules m�sangiales 

humaines (HMC) a r�v�l� lÕexpression de b4Gal-T1 et son implication dans la fixation dÕIgA 

!
"

!

!
"

!
"!

"

!
"

!
"

!
"

!
"

!
"!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!!!!!!!!!!!!!!!!!
!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!
!!!!!!!!!!!!!!
"

!
"

!
"

!
"!
"

!
"!!!!!!!!!!!!!!!

!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!!!!!!!!!!!!
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!!!!!!!!!!!!!
!!!!!!!!!!!!!!!!
"

mIgA1 
mIgA2 

!
"!
"!
"!"

#$"

%$"
#$%&'()"*+&(,%)%-+&(&'+)"

&"

'()"

#$%&'()".&*&/0123)"

#$%&'()"'(*+&.)//3/&'+)"

4523)(.)"

6+$*5'23)"

&%*"

#$%&'()"17)"

897/0.":;;<";;<";;<";;<" !
"

+
,-."

!
"
!
"!

!!!!!!

!!

!!!!!!
!
" 89!!!

!!!!!!!!!!!!!!!

!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

89!! 89

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

8989!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"

A B 

!
!
!!
!!
!!
!!!!
!!!!!!

!
!!
!
!
!!!!
!!!

" !!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!

pIgA1 
pIgA2 

!"!

!
"

!"!

!
"

!"

!"

!"

!"

!"

!" !" !"!" !" !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"

!"!"!"!"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"

!" !" !" !" !"!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"

!"!"!"!"!"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"

!"!

!
"

!"!

!
"

!"

!"

!"

!"
!

!"

!" !" !"!" !" !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"

!"!"!"!"!"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"

!" !" !" !" !"!!!!"

!"!"!"

!

!"!"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!"

!" !"
!"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!
!
!
!!!
"

!

!! !"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!
"

!!!!!!
!!

!!
!"

SIgA 



 
46 

s�riques � la surface des HMC (Molyneux et al., 2017). Ë la diff�rence des travaux de 

Tomana et coll�gues, cet article sugg�re que lÕinteraction entre les IgA et b4Gal-T1 op�re 

ind�pendamment de la pr�sence de cations, au niveau du domaine catalytique de lÕenzyme. La 

fixation des IgA � b4Gal-T1 induirait la production dÕIL-6 et pourrait participer � lÕatteinte 

glom�rulaire observ�e dans la n�phropathie � IgA. 

 

4. R�cepteurs et prot�ines intracellulaires. 

4.1. La prot�ine contenant un motif tripartite 21 (TRIM21). 

 

 
Figure I.20 : La prot�ine contenant un motif tripartite 21 (TRIM21). (A) Structure de TRIM21. TRIM21 
est une prot�ine soluble pr�sente dans le cytosol. Elle est constitu�e de quatre domaines dont deux en doigt de 
zinc, RING � activit� ligase dÕubiquitine E3, et bo�te B. TRIM21 poss�de aussi un domaine de dim�risation en 
super-h�lice et un domaine B30.2/SPRY permettant son interaction avec dÕautres prot�ines. (B) Mod�le 
pr�dictif dÕinteraction des IgA avec TRIM21. Le domaine de TRIM21 en super-h�lice permettrait la 
formation dÕhomodim�res antiparall�les capables dÕinteragir avec les IgA s�riques et s�cr�toires via son domaine 
B30.2/SPRY. Cette interaction impliquerait lÕinterface entre els domaines CH2 et CH3 des IgA. Sch�ma r�alis� 
dÕapr�s (James et al., 2007). RING : Really interesting new gene. 
 

TRIM21 (Tripartite motif-containing protein 21) est une prot�ine cytoplasmique de 54 

kDa, cod�e par le g�ne TRIM21 situ� sur le chromosome 11p15. TRIM21 est exprim� dans la 

majorit� des tissus et dans divers types cellulaires immuns et non immuns (Yoshimi et al., 

2009). Sa structure est organis�e en quatre domaines. Les trois premiers domaines forment un 

motif tripartite constitu� de deux domaines en doigt de zinc, RING (Really interesting new 

gene) � activit� ligase dÕubiquitine E3, et bo�te B, et dÕun domaine en super-h�lice. Le 

domaine B30.2/SPRY est situ� en Cter et permet lÕinteraction de TRIM21 avec ses ligands 

(figure I.20A) (McEwan, 2016). TRIM21 interagit avec les IgG, les IgM et les IgA, ce qui est 
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inhabituel pour un r�cepteur au Fc des immunoglobulines (Bidgood et al., 2014; Mallery et 

al., 2010). TRIM21 est capable de se lier aux IgA1 et aux IgA2 s�riques ainsi quÕaux SIgA 

humaines (Bidgood et al., 2014). De mani�re similaire � lÕinteraction avec Fc"RI, Fc"/#R et 

le pIgR, la mod�lisation du complexe TRIM21-IgA sugg�re lÕimplication du motif 440PLAF443 

du domaine CH2 des IgA (figure I.20B). Malgr� la pr�sence de la SC qui masque ce domaine 

sur au moins deux des quatre Fc dÕIgA de la mol�cule de SIgA (figure I.4), lÕexposition 

partielle des Fc sur le bord concave des SIgA et/ou les conditions r�ductrices pr�sentes dans 

le cytoplasme suffirait � permettre � une fraction des SIgA dÕinteragir avec TRIM21 (Bidgood 

et al., 2014). 

Coupl�es � des particules virales, les IgA cytosoliques sont reconnues par TRIM21 et 

dirig�es vers la voie de d�gradation du prot�asome par lÕinterm�diaire de lÕactivit� ligase 

dÕubiquitine E3 du domaine RING. Du fait de leur interaction avec TRIM21, ces complexes 

sont consid�r�s comme des motifs mol�culaires associ�s � un signal de danger (DAMP) et 

activent la voie NF-%B dont r�sulte une importante r�ponse pro-inflammatoire caract�ris�e 

par la s�cr�tion dÕinterf�ron (IFN)-$, de TFN, dÕIL-6 et de CXCL10 (Bidgood et al., 2014). 

Il est important de noter que les IgA impliqu�es dans ces complexes immuns ne sont 

pas neutralisantes : elles ne pr�viennent pas lÕentr�e virale qui sÕop�re � lÕaide des r�cepteurs 

sp�cifiques au virus. Ce m�canisme, potentiellement pr�sent dans toutes les cellules de 

lÕorganisme, permettrait ainsi aux IgA de d�clencher une r�ponse immunitaire inn�e, 

ind�pendamment de toute capacit� dÕimmunosurveillance. 

 

4.2. Le r�cepteur de type r�cepteur au Fc A (FcRLA). 

 

Le r�cepteur de type r�cepteur au Fc A (FcRLA) est une prot�ine soluble cod�e par le 

g�ne FCRLA localis� sur le chromosome 1q23. FcRLA est exprim� par diverses populations 

de LB notamment dans les centres germinatifs et la zone marginale de la rate (Mechetina et 

al., 2002). Cette prot�ine dÕenviron 44 kDa, d�pourvue de domaine transmembranaire, 

sÕorganise en quatre domaines (figure I.21). Le premier domaine, de structure d�sorganis�e, et 

suivi de deux domaines de type immunoglobuline et dÕun domaine bipartite, de type mucine 

riche en prolines en Nter et formant une h�lice " en Cter (Mechetina et al., 2002). FcRLA est 

une prot�ine r�sidente du r�ticulum endoplasmique o� elle est capable dÕinteragir avec les 

IgG, les IgM et les IgA (Santiago et al., 2011; Wilson et al., 2010). FcRLA pourrait jouer un 
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r�le de chaperonne dans lÕassemblage des anticorps produits par les LB mais lÕabsence de 

ph�notype des souris Fcrla-/- sugg�re que son r�le est redondant (Wilson et al., 2010). 

 

 

Figure I.21 : Le r�cepteur de type r�cepteur au Fc A 
(FcRLA). FcRLA est une prot�ine soluble retrouv�e dans le 
r�ticulum endoplasmique. FcRL4 est constitu�e de quatre 
domaines. Un premier domaine de structure d�sorganis� fait 
suite � deux domaines de type immunoglobuline et � un dernier 

domaine riche en prolines en Nter et organis� en h�lice  en Cter. 

Les domaines dÕinteraction entre FcRL4 et les IgA ne sont pas 
connus. 

 

 

 

 

 

5. Les r�cepteurs aux IgA non identifi�s. 
 

De nombreux articles ont fait la description de r�cepteurs aux IgA sans parvenir � les 

identifier (Barratt et al., 2000; Diven et al., 1998; G�mez-Guerrero et al., 1993; Millet et al., 

1989; 1988; Sibille et al., 1994). La d�couverte de Fc"RI en 1990 et des r�cepteurs 

pr�c�demment d�crits dans le deuxi�me chapitre de ce manuscrit, explique probablement 

d�sormais la majorit� de ces r�sultats. N�anmoins, il me semble quÕau moins trois de ces 

articles ne trouvent toujours pas de r�cepteur correspondant � leur description. 

 

5.1. R�cepteur(s) aux IgA monom�riques. 

 

Kitamura et coll�gues on publi� un article relatant la fixation des mIgA � la surface de 

la lign�e cellulaire intestinale �pith�liale humaine HT-29 (Kitamura et al., 2000). Cette 

interaction, saturable � une concentration en mIgA de 800 nM (~128 #g.ml-1), nÕentre pas en 

comp�tition avec les IgG, les IgM, les SIgA ou lÕasialoorosomuco�de (ligand dÕASGPR), 

mais seulement avec les IgA monom�riques et agr�g�es par chauffage. Ce r�cepteur semble 

capable de fixer les mIgA1 et mIgA2 et serait aussi exprim� par dÕautres lign�es intestinales 

�pith�liales humaines, T84 et Caco-2. 
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5.2. R�cepteur(s) aux IgA s�cr�toires. 

 

Les travaux de Lamkhioued et coll�gues ont d�crit un r�cepteur � la SC (seule ou 

associ�e dans les SIgA) exprim� par 5 � 60% des polynucl�aires �osinophiles (PNE) humains 

isol�s de patients hyper-�osinophiles (Lamkhioued et al., 1995). Cette mol�cule, non 

exprim�e par les polynucl�aires neutrophiles, a une taille de 15 kDa. De mani�re int�ressante, 

la fixation de la SC (100 #g.ml-1) est r�duite de plus de 80% en pr�sence de SIgA 

comp�titrices ou de SC seule tandis quÕelle nÕest pas/peu affect�e par les mIgA et les IgG. 

DÕun point de vue fonctionnel, lÕinteraction de SIgA agr�g�es avec un anticorps anti-IgA (ou 

de SC agr�g�e avec un anticorps anti-SC) avec ce r�cepteur d�clencherait la d�granulation des 

PNE tandis que la SC seule nÕaurait aucun effet. Cette activation d�pendante de lÕagr�gation 

nÕest pas sans rappeler celle de CD89 sur les PNN et sugg�re un r�le de ce r�cepteur dans la 

r�ponse immune infectieuse, notamment anti-parasitaire. 

 

La pr�sence dÕun r�cepteur inconnu aux SIgA a aussi �t� rapport�e par Oortwijn et 

coll�gues � la surface des HMC (Oortwijn et al., 2006a). Cette interaction, non saturable pour 

des concentrations en SIgA de lÕordre de 250 #g.ml-1, est ind�pendante du calcium et 

d�clencherait la production dÕIL-6 par les HMC. De par lÕaugmentation de la concentration 

s�rique en SIgA chez les patients atteints de n�phropathie � IgA, ce r�cepteur pourrait, � 

lÕimage de CD71, participer � la physiopathologie de cette maladie. 

 

Ë lÕimage du polymorphisme structural des IgA, les r�cepteurs et prot�ines 

interagissant avec les IgA sont tout aussi vari�s. Ils semblent n�anmoins pouvoir �tre 

rassembl�s en deux principales cat�gories : les r�cepteurs au Fc et ceux aux glycanes (Tableau 

I.2). Les premiers sont organis�s en domaines de type immunoglobuline et interagissent 

principalement avec les IgA au niveau de lÕinterface entre les domaines CH2 et CH3. Dans 

cette famille, CD71 se distingue dÕabord par sa structure qui, tr�s diff�rente des autres 

r�cepteurs au Fc, ne le pr�dispose a priori pas � interagir avec les IgA. En outre, lÕaffinit� 

particuli�re de CD71 pour la r�gion charni�re et les O-glycanes des IgA tendrait � le classer 

parmi les r�cepteurs aux glycanes mais les modalit�s dÕinteraction avec ses ligands connus et 

lÕabsence de domaine de type lectine ne sugg�rent pas de r�le du m�me type (Radoshitzky et 

al., 2008). 
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La seconde cat�gorie de r�cepteurs de type lectine, refl�te la richesse et lÕexposition 

des glycosylations des IgA, incomparablement sup�rieure aux autres isotypes dÕanticorps. 

Cette diversit� de glycanes, notamment sur les SIgA, est aussi mise � profit pour interagir 

avec de nombreux micro-organismes. De telles fonctions sont ind�pendantes des Fab et 

placent subtilement  les SIgA � lÕinterface entre immunit� adaptative (dont elles sont issues) 

et immunit� inn�e (par la reconnaissance de divers motifs mol�culaires associ�s aux 

microbes, MAMP). La description de ces fonctions fera, entre autres, lÕobjet du chapitre 

suivant. 

 

 
Tableau I.2 : Synth�se des principales caract�ristiques des r�cepteurs et prot�ines interagissant avec les 
IgA. Pour chacun des r�cepteurs sont mentionn�s son poids mol�culaire et son affinit� pour les diff�rentes sous-
classes et formes dÕIgA. La n�cessit� de cations calciques est aussi renseign�e, accompagn�e de la fraction de 
lÕIgA impliqu�e dans lÕinteraction. PM : Poids mol�culaire ; kDa : kilodaltons ; Ca2+ : Interaction d�pendante du 
calcium ; Fc : Fragment cristallisable ; SC : Pi�ce s�cr�toire ; ? : Param�tre inconnu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prot�ine PM (kDa) Affinit� Ca2+ Interaction 
 

pIgR 120 
pIgA1 
pIgA2 ! Fc 

Fc!RI 50 Ð 100 

mIgA1, pIgA1 
mIgA2, pIgA2 

SIgA* 
! Fc 

Fc!/µR 58 
pIgA1 
pIgA2 ! Fc 

CD71 90 pIgA1 ! Fc 

FcRL4 57 IgA s�riques ? Fc 

TRIM21 54 

IgA1 et IgA2 
s�riques 

SIgA 
! Fc 

FcRLA 47 IgA ! Fc 

Prot�ine PM (kDa) Affinit� Ca2+ Interaction 
 

Kitamura et 
al., 2000 ? mIgA1, mIgA2 ? ? 

Lamkhioued 
et al., 1995 

15 SIgA ? SC 

Oortwijn et 
al., 2006 ? SIgA ! ? 

Prot�ine PM (kDa) Affinit� Ca2+ Interaction 
(ose impliqu�) 

ASGPR 33 Ð 35 

IgA2 > IgA1 
m = p 

(+ SIgA) 
" 

Glycanes 
(Galactose) 

DC-SIGN 44 
mIgA2 
SIgA " 

Glycanes 
(Mannose) 

Dectine-1 28 
mIgA2, pIgA2 

SIgA2 ? 
Glycanes 

(acide sialique) 

Siglec-5 70 
mIgA2, pIgA2 

SIgA2 ? 
Glycanes 

(acide sialique) 

MMR 175 SIgA " 
Glycanes 

(Mannose) 

Gal-1 15 pIgA1 > mIgA1 ! 
Glycanes 

(acide sialique) 

Gal-3 26 IgA ! Glycanes 

Gal-8 36 IgA1 ! 
Glycanes 

(acide sialique) 

b4Gal-T1 45 Ð 55 

pIgA2 ++ 
mIgA1, mIgA2 

pIgA1, SIgA 
"!! Glycanes 
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CHAPITRE 3 : Les fonctions des IgA intestinales en relation avec 

lÕ�pith�lium. 

 

Dans la lumi�re intestinale, les SIgA sont s�par�es de lÕ�pith�lium par une couche de 

mucus. Ce mucus, �pais et dense dans le colon, forme une barri�re tr�s peu perm�able aux 

antig�nes microbiens. En revanche, lÕintestin gr�le est recouvert dÕune couche de mucus 

beaucoup plus fine et d�sorganis�e, plus permissive � lÕentr�e en contact des antig�nes 

(alimentaires et microbiens) avec les IEC (Atuma et al., 2001; Shan et al., 2013). Cette plus 

grande promiscuit� n�cessite la mise en place de m�canismes compl�mentaires afin de limiter 

la p�n�tration de pathog�nes et de maintenir la tol�rance au microbiote commensal. Dans cet 

environnement, les SIgA contribuent de fa�on importante � la barri�re intestinale et exercent 

leurs diverses fonctions en �troite collaboration avec lÕ�pith�lium. Les SIgA sont notamment 

capables dÕemp�cher lÕentr�e et lÕadh�sion des micro-organismes luminaux par divers 

m�canismes discut�s dans la premi�re partie de ce chapitre. Dans la seconde partie, nous 

verrons que les fonctions des SIgA ne se limitent pas � la lumi�re mais op�rent aussi dans les 

IEC o� elles peuvent neutraliser des antig�nes intracellulaires. Une troisi�me partie d�crira la 

capacit� des pIgA � agir dans le chorion par excr�tion luminale de complexes immuns. 

 Le syst�me immunitaire nÕest toutefois pas ignorant de ce qui se passe dans la lumi�re 

intestinale. Des �chantillons du contenu microbien luminal lui arrivent notamment par un 

m�canisme hautement r�gul� de transcytose inverse � travers les cellules M. Ce m�canisme 

sera d�taill� dans la quatri�me partie de ce chapitre. Enfin, une derni�re partie illustrera le 

d�tournement de ce m�canisme physiologique par lÕent�rocyte, dans le cas de la maladie 

cÏliaque. 

 

1. LÕexclusion luminale. 

1.1. Exclusion d�pendante de la sp�cificit� antig�nique. 

 

Les SIgA prot�gent lÕorganisme face � de nombreux pathog�nes et toxines en 

reconnaissant sp�cifiquement des �pitopes de surface (Apter et al., 1993b; Hutchings et al., 

2004; Michetti et al., 1992). 
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Un des m�canismes par lesquels les SIgA conf�rent cette protection est le blocage de 

la liaison de lÕantig�ne � son r�cepteur sp�cifique. Ce m�canisme op�re dans un mod�le murin 

dÕinfection par le reovirus de type 1 Lang (T1L) dans lequel les IgA produites en r�ponse � 

une immunisation sont n�cessaires � la protection en cas de r�infection ult�rieure (Silvey et 

al., 2001). Des �tudes compl�mentaires ont montr� que les SIgA protectrices contre ce virus 

sont neutralisantes, avec pour antig�ne commun le domaine de liaison de lÕadh�sine virale '1 

� son r�cepteur cellulaire (Helander et al., 2004; Hutchings et al., 2004). Ce m�canisme de 

blocage de liaison entre lÕantig�ne et son r�cepteur est aussi employ� par les SIgA pour 

emp�cher lÕadh�sion � lÕ�pith�lium de la ricine, une lectine v�g�tale extr�mement 

cytotoxique, dont la crainte dÕune utilisation bioterroriste stimule la recherche en vaccinologie 

(Mantis et al., 2006) 

De fa�on similaire, les SIgA produites en r�ponse � lÕimmunisation par la toxine 

chol�rique jouent un r�le majeur en cas de r�infection par V. cholerae (Lycke et al., 1999; 

Uren et al., 2005). Cette toxine est constitu�e de deux types de sous-unit�s, A et B. Cette 

derni�re sÕoligom�rise en pentam�res et permet la fixation de la toxine AB5 au ganglioside 

GM1, dont r�sulte lÕinternalisation du complexe (Sattler et al., 1978; Zhang et al., 1995). 

LÕanalyse des anticorps protecteurs in vitro montre que ceux-ci emp�chent lÕadh�sion de la 

toxine � une monocouche dÕIEC. Cependant, bien que dirig�s contre la sous-unit� B, aucun de 

ces anticorps nÕa pour �pitope le domaine de liaison � GM1 (Apter et al., 1993a). Ce r�sultat 

sugg�re que lÕeffet protecteur des SIgA contre lÕinfection par V. cholerae serait li� � un 

ph�nom�ne dÕencombrement st�rique qui emp�cherait la fixation de la sous-unit� B � 

lÕ�pith�lium. 

 

1.2. Exclusion ind�pendante de la sp�cificit� antig�nique. 

 

Ë la diff�rence des exemples pr�c�dents, les fonctions des SIgA d�taill�es dans cette 

partie sont g�n�ralement attribu�es � la r�ponse immunitaire inn�e. En effet, les SIgA sont 

hautement glycosyl�es et arborent des motifs oligosaccharidiques similaires aux 

glycoprot�ines de surface des IEC. Cette ressemblance permet aux glycanes des SIgA de fixer 

certaines lectines mibrobiennes (ou toxines v�g�tales) et dÕemp�cher leur adh�sion 

�pith�liale. 
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Plusieurs �tudes ont montr� que les SIgA sont capables de pr�venir lÕadh�sion 

�pith�liale de diff�rentes souches de E. coli, notamment de la souche ent�ropathog�ne, en se 

liant � leurs adh�sines (Perrier et al., 2006; Schroten et al., 1998; Wold et al., 1990). Perrier et 

coll�gues ont montr� que cette protection implique plus pr�cis�ment les r�sidus Gal et 

Neu5Ac des SIgA et peut �tre conf�r�e par la SC seule (Perrier et al., 2006). De mani�re 

similaire les r�sidus mannoses des SIgA leur permettent dÕinteragir avec V. cholerae et de 

limiter la formation de biofilms (Murthy et al., 2011).  

Les toxines v�g�tales et bact�riennes peuvent aussi �tre cibles de ce m�canisme. La 

toxine de la ricine, d�j� pr�sent�e dans la partie pr�c�dente, interagit avec des SIgA non 

sp�cifiques et la SC seule. Cette interaction d�pend des r�sidus Gal (Mantis et al., 2004). Les 

Gal et Neu5Ac de la SC sont aussi mis � profit pour limiter lÕeffet cytopathog�ne de la toxine 

A de C. difficile dans le colon (Dallas and Rolfe, 1998; Perrier et al., 2006). 

 

Les capacit�s dÕinteractions pr�sent�es dans cette partie sont g�n�ralement dÕaffinit� 

mod�r�e au regard de lÕexclusion d�pendante de la sp�cificit� antig�nique. Elles ne sont 

n�anmoins pas � n�gliger compte tenu de lÕabondance des SIgA dans la lumi�re intestinale et 

de la combinaison potentielle entre diff�rents m�canismes de protection (Mantis et al., 2004; 

2006). 

 

1.3. Exclusion immune. 

 

LÕexclusion immune consiste en (1) la formation dÕamas microscopiques ou 

lÕagglutination, (2) lÕaccrochage dans le mucus et (3) la clairance des microbes, emp�chant 

ainsi lÕattachement, et lÕinvasion de la muqueuse (Shan et al., 2013; Williams and Gibbons, 

1972). 

Les travaux pionniers de Williams & Gibbons r�alis�s sur diff�rentes souches de 

streptocoques, ont montr� que les souches agglutin�es par des SIgA purifi�es de glandes 

parotides adh�raient en moyenne trois fois moins bien quÕen lÕabsence de SIgA (Williams and 

Gibbons, 1972). 

Shigella flexneri est un pathog�ne humain responsable dÕun grave syndrome 

dysent�rique, dont la protection peut �tre conf�r�e par des IgA sp�cifiques de lÕantig�ne O du 

lipopolysaccharides (LPS) (Phalipon et al., 1994). Plusieurs �tudes ont montr� que cette 

protection est d�pendante des glycosylations de la SC des IgA, dont lÕinteraction avec le 
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mucus permet lÕancrage des complexes immuns et leur �limination par exclusion immune 

(Boullier et al., 2009; Phalipon et al., 2002).  

La limite majeure de lÕexclusion immune par agglutination est quÕelle nÕest effective 

quÕ� de fortes densit�s de micro-organismes (( 108 unit�s de formation de colonies (CFU) par 

gramme) alors que dans nombre dÕinfections, les densit�s atteintes sont beaucoup plus faibles 

(100-107 CFU.g-1) (Moor et al., 2017). Les r�cents travaux de Moor et coll�gues ont permis de 

revisiter la d�finition m�me du m�canisme dÕexclusion immune en montrant que la formation 

dÕamas bact�riens microscopiques est suffisante � lÕeffectivit� du m�canisme. Leur �tude 

men�e dans un mod�le dÕinfection intestinale par S. typhimurium montre que des SIgA de 

haute avidit� sp�cifiques du pathog�ne permettent lÕ Ç encha�nement bact�rien È et r�duiraient 

la densit� bact�rienne de 90% pour de tr�s faibles CFU (d�s 102 g-1). Leur mod�lisation 

math�matique confirm�e par des r�sultats exp�rimentaux montre que lÕ Ç enchainement 

bact�rien È (1) augmente le taux dÕextinction clonal, (2) acc�l�re la clairance du pathog�ne et 

(3) limiterait le transfert horizontal de plasmides entre populations s�par�es. 

 

1.4. Effets sur la virulence bact�rienne. 

 

Les SIgA peuvent avoir un effet direct sur les micro-organismes dont elles sont 

sp�cifiques. Les IgA dirig�es contre lÕantig�ne O du LPS de S. typhimurium ont ainsi une 

forte capacit� de r�duction de la motilit� bact�rienne et de lÕinvasion �pith�liale d�pendante 

du syst�me de s�cr�tion de type 3 (Forbes et al., 2008). Ces r�sultats, appuy�s par des clich�s 

de microscopie �lectronique � balayage sugg�rent que lÕaction des SIgA serait cons�cutive � 

un stress induit par la d�formation de la paroi bact�rienne externe (Amarasinghe et al., 2013; 

Mantis and Forbes, 2010). Les SIgA sp�cifiques de lÕantig�ne O du LPS de S. flexneri 

exercent un effet similaire en alt�rant temporairement la motilit� du pathog�ne ainsi que la 

bio�nerg�tique de son syst�me de s�cr�tion de type 3 (Forbes et al., 2011). 

 

LÕensemble de ces m�canismes exerc�s par les SIgA dans la lumi�re intestinale 

conf�re une premi�re protection de lÕorganisme vis-�-vis des bact�ries, virus et toxines. 

LÕeffet protecteur des SIgA est favoris� par la compl�mentarit� de ces m�canismes. Ainsi, des 

pathog�nes comme S. flexneri et S. typhimurium sont les cibles dÕantig�nes sp�cifiques mais 

aussi dÕinteractions d�pendantes des glycanes des SIgA, dont r�sulte lÕexclusion immune des 

micro-organismes. En outre, les SIgA ne constituent pas seulement une barri�re physique 
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s�parant lÕh�te des micro-organismes luminaux, mais ont des effets directs sur la physiologie 

de leurs cibles. Toutefois, certains pathog�nes r�ussissent � p�n�trer dans les IEC et 

n�cessitent la mise en place dÕautres moyens de protection. 

 

2. La neutralisation intracellulaire. 

 

La neutralisation intracellulaire de virus par les IgA est un ph�nom�ne observ� de 

longue date par les chercheurs, notamment pour le virus de Sendai, le virus influenza, le 

rotavirus et le VIH (Bomsel et al., 1998; Burns et al., 1996; Mazanec et al., 1995a; 1992). 

Cette neutralisation sÕop�re dans des compartiments endosomaux apicaux dans lesquels les 

pIgA qui transcytent associ�es au pIgR recontrent les particules virales internalis�es au p�le 

apical (Fujioka et al., 1998; Mazanec et al., 1995b). De mani�re int�ressante, lÕeffet protecteur 

des IgA dirig�es contre la prot�ine virale 6 (VP6) du rotavirus nÕop�re pas dans la lumi�re 

intestinale mais uniquement par ce m�canisme de neutralisation intracellulaire (Corthesy et 

al., 2006). Fernandez et coll�gues ont montr� que ce m�canisme est aussi employ� par les 

pIgA pour att�nuer la r�ponse pro-inflammatoire anti-bact�rienne (Fernandez et al., 2003). 

Dans ce mod�le, les pIgA colocalisent avec le LPS dans lÕendosome de recyclage apical et 

limitent la r�ponse pro-inflammatoire d�pendante de la voie NF-%B. 

La neutralisation virale par le IgA directement dans le cytoplasme de cellules infect�es 

a r�cemment �t� mise en �vidence. Ce m�canisme, appel� neutralisation intracellulaire 

d�pendante des anticorps (ADIN), est directement permis par le r�cepteur intracellulaire aux 

IgA, TRIM21 (Bidgood et al., 2014). Comme d�taill� dans le chapitre 2 (partie 4.1), ce 

m�canisme est permis par le recouvrement de surface des particules virales par des IgA non 

neutralisantes. LÕeffectivit� de ce m�canisme nÕa toutefois pas encore �t� d�montr�e dans les 

IEC. 

 

3. LÕexcr�tion luminale. 

 

Certains microbes parviennent n�anmoins � atteindre le chorion des muqueuses o� les 

pIgA intestinales peuvent exercer une ultime fonction protectrice, lÕexcr�tion luminale des 

antig�nes. Les travaux de Kaetzel et coll�gues in vitro ont rapport� que des complexes 
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immuns de pIgA form�s dans le chorion des muqueuses sont capables dÕemprunter la voie de 

transcytose du pIgR (Kaetzel et al., 1994; 1991). De mani�re similaire � la transcytose de 

pIgA seules, les complexes immuns de pIgA sont transport�s sans �tre d�grad�s, puis excr�t�s 

au p�le apical de lÕ�pith�lium. 

 

Le transport des pIgA par le pIgR joue un r�le central dans la protection conf�r�e par 

les IgA en leur permettant dÕexercer leurs fonctions effectrices dans le chorion et pendant leur 

transport trans-�pith�lial (neutralisation intracellulaire). Le r�le du pIgR est dÕautant plus 

important que son action est d�multipli�e en conditions pro-inflammatoires. En effet, diverses 

�tudes ont montr� une augmentation dÕexpression du pIgR en r�ponse � lÕIFN-!, au TNF, � 

lÕIL-1, � lÕIL-4 et � lÕIL-17 (Cao et al., 2012; Jaffar et al., 2009; Kaetzel, 2005). La 

transcytose par lÕinterm�diaire du pIgR appara�t ainsi comme un important pilier � lÕinterface 

entre lÕimmunit� inn�e et adaptative, maintenant la s�paration entre lÕh�te et lÕenvironnement 

ext�rieur. 

LÕh�te est n�anmoins Ç tenu inform� È de ce qui se passe dans la lumi�re et poss�de 

dÕastucieux syst�mes de r�tro-transport � travers lÕ�pith�lium. Ces divers syst�mes consistent 

notamment en lÕimportante capacit� endocytique des cellules M au niveau des plaques de 

Peyer, le passage dÕantig�nes associ� aux cellules caliciformes (GAP), et lÕ�mission de 

dendritiques � travers lÕ�pith�lium par les DC (McDole et al., 2012; Neutra et al., 1987; 

Rescigno et al., 2001). Un m�canisme additionnel, nomm� transcytose inverse, implique les 

SIgA et fera lÕobjet de la partie suivante. 

 

4. La transcytose inverse. 

4.1. La transcytose inverse physiologique, la cellule M. 

 

Les cellules M repr�sentent environ 10% des cellules de lÕ�pith�lium associ� aux 

follicules lympho�des (FAE), recouvrant les plaques de Peyer et les follicules lympho�des 

isol�s. Ë la diff�rence des ent�rocytes des villosit�s intestinales, les cellules M ont une 

morphologie unique avec un glycocalyx r�duit et lÕabsence presque totale de bordure en 

brosse. Elles forment n�anmoins des jonctions serr�es avec les cellules voisines et pr�sentent 

une Ç poche intra�pith�liale È basolat�rale dans laquelle se logent des populations 

immunitaires sp�cifiques. 
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Le premier clich� mettant en �vidence la fixation de SIgA au niveau des cellules M 

des plaques de Peyer de lapin a �t� pris il y a quarante ans par Roy et coll�gues (Roy and 

Varvayanis, 1987). Deux �tudes ult�rieures ont confirm� ce r�sultat et sugg�r� lÕexistence 

dÕun r�cepteur aux IgA � la surface des cellules M (Kato, 1990; Weltzin et al., 1989). Les 

travaux de Mantis et coll�gues suivis de ceux de Rochereau et collaborateurs (Mantis et al., 

2002; Rochereau et al., 2013) ont permis dÕidentifier ce(s) r�cepteur(s) comme �tant dectine-

1, et potentiellement siglec-5 (voir chapitre 2, parties 2.3 & 2.4). 

Rochereau et coll�gues ont mis � profit ce mode de r�tro-transport pour d�livrer dans 

les plaques de Peyer des SIgA2 conjugu�es � lÕantig�ne p24 du VIH. Ils ont montr� que les 

DC CX3CR1+ du d�me sous-�pith�lial sont ensuite capables dÕendocyter les SIgA via DC-

SIGN, et dÕinduire une importante r�ponse humorale syst�mique et mucosale dirig�e contre 

lÕantig�ne p24 du VIH (Rochereau et al., 2013). 

Bien que lÕexistence de la transcytose inverse par les cellules M ne fasse aucun doute, 

le r�le de dectine-1 nÕa pas �t� confirm� pour le r�tro-transport de complexes immuns de 

bact�ries dans les r�cents travaux de lÕ�quipe de M. Rescigno (Fransen et al., 2015). Dans 

cette �tude, ni lÕadministration dÕanticorps bloquants anti-dectine-1, ni les souris Clec7a-/- 

nÕont permis de r�duire la transcytose inverse des complexes immuns. 

Ces r�sultats contradictoires indiquent que la nature des complexes dÕIgA serait 

d�terminante dans le choix des r�cepteurs auxquels ils se lient � la surface des cellules M 

et/ou des autres cellules �pith�liales des FAE et sugg�rent lÕexistence dÕun autre r�cepteur aux 

IgA non encore identifi�. 

 

4.2. La transcytose inverse pathologique, lÕent�rocyte et la maladie cÏliaque. 

 

La maladie cÏliaque (CeD) est une ent�ropathie chronique induite par lÕingestion de 

gluten chez des individus g�n�tiquement pr�dispos�s (HLA-DQ2/8) (Sollid et al., 1989). Le 

gluten constitue la fraction prot�ique insoluble dans lÕeau des farines de bl�, de seigle et 

dÕorge. Cet antig�ne alimentaire a la particularit� dÕ�tre riche en r�sidus prolines, ce qui lui 

conf�re une r�sistance �lev�e aux enzymes gastro-pancr�atiques et intestinales d�pourvues 

dÕactivit� endoprolylpeptidase efficace (Shan et al., 2002). La d�gradation des peptides issus 

du gluten sÕop�re majoritairement lors de leur transport trans-�pith�lial, conduisant � la 

pr�sence dans le chorion de courts peptides dont une tr�s faible fraction est immunog�ne () 

10%). En revanche, pr�s de 50% de ces peptides sont retrouv�s intacts ou partiellement 
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d�grad�s suite � leur transport � travers lÕ�pith�lium dÕun individu cÏliaque (Matysiak-

Budnik et al., 2003). 

Dans une muqueuse saine, lÕexpression de CD71 est normalement restreinte au p�le 

basolat�ral des ent�rocytes mais il a �t� montr� que son expression est augment�e et retrouv�e 

au p�le apical des ent�rocytes de patients cÏliaques (Barisani et al., 2004; Matysiak-Budnik 

et al., 2008). Apr�s avoir �cart� lÕhypoth�se dÕun transport paracellulaire accru chez les 

patients cÏliaques, notre laboratoire a montr� que lÕinteraction entre les SIgA et CD71 

participe � la transcytose inverse de complexes immuns de SIgA (Matysiak-Budnik et al., 

2008; M�nard et al., 2012). En outre, CD71 permet aux complexes immuns dÕ�chapper � la 

d�gradation lysosomale et dÕ�tre relargu�s en partie intacts au p�le basal des ent�rocytes 

(Lebreton et al., 2012). Une �tude chez la souris a permis de confirmer ces r�sultats. 

LÕexpression apicale de CD71 sur les ent�rocytes a �t� induite dans des souris produisant des 

SIgA anti-ovalbumine (OVA) (mod�le de tumeur Ç backpack È) et gav�es par de lÕOVA 

(Abed et al., 2014). Dans ce mod�le, une importante transcytose inverse dÕOVA est observ�e 

et sÕaccompagne de la production de cytokines pro-inflammatoires de type IFN-! par les LT 

CD4+ sp�cifiques de lÕOVA dans les ganglions m�sent�riques (Abed et al., 2014). 

 

Aucun des multiples r�cepteurs aux IgA d�crit dans le chapitre 2 nÕa �t� d�crit au p�le 

apical de lÕ�pith�lium intestinal en conditions physiologiques. LÕexemple de la CeD montre � 

quel point lÕexpression ectopique de lÕun dÕentre eux peut, en pr�sence de SIgA sp�cifiques, 

d�clencher une importante r�ponse pro-inflammatoire. Ces r�sultats renforcent lÕid�e que 

lÕenvironnement dans lequel sÕop�re la transcytose inverse doit �tre restreint � des sites 

privil�gi�s o� les m�canismes dÕimmunosurveillance et immunor�gulateurs sont 

abondamment pr�sents. 
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Justification et objectifs du travail de th�se. 
 

Ma th�se sÕinscrit dans la continuit� des travaux du laboratoire portant sur lÕ�tude de 

lÕinteraction entre les SIgA humaines et le r�cepteur � la transferrine (CD71) � la surface de 

lÕent�rocyte, dans la maladie cÏliaque. Les travaux ant�rieurs ont montr� que CD71, 

surexprim� au p�le apical des ent�rocytes chez les patients cÏliaques, interagit avec les SIgA 

coupl�es � des peptides de gliadines et permet leur transcytose inverse � travers lÕ�pith�lium 

intestinal. LÕobjectif initial de ma th�se �tait dÕ�tudier les voies de signalisation ent�rocytaires 

induites par cette interaction afin dÕexpliquer les dommages �pith�liaux (atrophie villositaire, 

hyperplasie cryptique) observ�s dans la maladie cÏliaque. Pour ce faire, nous avons entrepris 

de g�n�rer des lign�es �pith�liales intestinales stables d�pourvues du r�cepteur CD71, � lÕaide 

de la technologie CRISPR-Cas9. Ë notre grande surprise, nous avons remarqu� que lÕabsence 

de CD71 � la surface de ces diff�rentes lign�es cellulaires nÕalt�re pas la fixation des SIgA. 

Nous avons ainsi r�orient� nos objectifs selon quatre axes majeurs : 

(1) Confirmer que CD71 nÕest pas le r�cepteur direct aux SIgA humaines. 

(2) Caract�riser les param�tres dÕinteraction et identifier le(s) (co-)r�cepteur(s) direct(s) 

aux SIgA exprim�(s) par la lign�e Caco-2. 

(3) Pr�ciser lÕorganisation du complexe prot�ique interagissant avec les SIgA dans le 

mod�le Caco-2. 

(4) D�finir le r�le fonctionnel des partenaires identifi�s dans le mod�le Caco-2. 
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II. M�thodologie 
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1. Pr�parations dÕimmunoglobulines. 

 

Les IgA proviennent de pr�parations commerciales purifi�es � partir de s�rums 

dÕindividus sains (MP Biomedicals, Athens Research & Technology), de patients atteints de 

my�lome multiple � IgA1 ou IgA2m(1) (Athens Research & Technology) et de colostrum 

humain (Fitzgerald, Athens Research & Technology, Sigma-Aldrich). Pour toutes les 

solutions dÕIgA que nous avons utilis�es, nous avons proc�d� � une s�paration des 

monom�res et polym�res par chromatographie dÕexclusion st�rique sur colonne Superdex 200 

(GE Healthcare), suivie dÕune reconcentration en tampon phosphate salin (PBS, Gibcoª) par 

ultrafiltration (Amicon¨, Merck) (figure suppl�mentaire 1). 

Les IgG et IgM utilis�es dans les exp�riences de comp�tition par cytom�trie en flux 

proviennent de chez Athens Research & Technology. 

Toutes les pr�parations dÕimmunoglobulines ont �t� dos�es par mesure de 

lÕabsorbance � 280 nm (Nanodrop 2000, Thermo Scientific), et les concentrations d�termin�es 

selon les coefficients dÕextinction molaires �tablis par Nikolayenko et coll�gues (Nikolayenko 

and Galkin, 2005). 

 

2. Culture cellulaire. 

 

Les exp�riences ont �t� r�alis�es sur les cellules Caco-2 (American type culture 

collection (ATCC¨) HTB-37ª), Caco-2 sous-clone TC7 (P. Sansonetti, Inserm U786), HT-

29 (N. Cerf-Bensussan, Inserm U1163), HIEC (J.-F. Beaulieu, (Perreault and Beaulieu, 

1996)) et COS-7 (A. Hovnanian, Inserm U1163). Ces diff�rentes lign�es ont �t� cultiv�es 

selon les recommandations de lÕATCC. Les cellules Caco-2 sous-clone TC7 ont �t� 

maintenues en milieu DMEM GlutaMAX (Gibcoª), suppl�ment� par 20% de s�rum de veau 

fÏtal (SVF) (Gibcoª), 10 U.ml-1 de p�nicilline et 10 #g.ml-1 de streptomycine (Gibcoª). Le 

milieu de culture des cellules TFRC_em a �t� compl�t� par 500 #M de citrate de fer (Merck). 

Les cellules ont �t� pass�es deux fois par semaine, apr�s d�crochage par la trypsine 

(Gibcoª). 
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2.1. Expression h�t�rologue de CD71 humain. 

 

La s�quence codant CD71 humain (NM_001128148) ins�r�e dans le vecteur 

pcDNA3.1(+) a �t� g�n�reusement donn�e par I. Moura (Inserm U1163). Le vecteur 

pcDNA3.1(+) seul (Invitrogenª) a �t� utilis� comme contr�le n�gatif. Les cellules COS-7 

ont �t� transfect�es � lÕaide de la lipofectamine LTX (Invitrogenª) selon les 

recommandations du fabricant. Bri�vement, les cellules ont �t� ensemenc�es 24 h avant 

transfection en plaque 6 puits. 2,5 #g dÕADN plasmidique ont �t� pr�-incub�s pendant 20 min 

en milieu Opti-MEM¨ (Gibcoª) contenant 12,5 #l de lipofectamine LTX et 2,5 #l de 

PLUSª Reagent. Apr�s lavage du tapis cellulaire, les cellules ont �t� incub�es en pr�sence 

des complexes ADN-lipides pendant 6 h � 37¡C. Le milieu de culture a ensuite �t� remplac� 

par du DMEM suppl�ment� par 10% de SVF. Deux jours apr�s transfection et pendant tout le 

temps de leur culture, les cellules transfect�es ont �t� s�lectionn�es positivement par le sulfate 

G418 (G�n�ticine¨, Gibcoª). 

 

2.2. Extinction de g�nes par la technologie CRISPR-Cas9. 

 

Les s�quences guides ciblant les g�nes dÕint�r�t ont �t� d�termin�es � lÕaide de lÕoutil 

en ligne Benchling (www.benchling.com). Parmi les s�quences propos�es, nous avons choisi 

trois s�quences par g�ne selon les crit�res suivants : 

     (1) La s�quence g�nique cibl�e est partag�e par tous les transcrits alternatifs du g�ne. 

     (2) La s�quence g�nique appartient aux exons les plus proximaux. 

     (3) La s�quence du guide pr�sente une sp�cificit� et une efficacit� de clivage 

respectivement sup�rieures � 80% et 60% dÕapr�s les algorithmes d�velopp�s par Hsu et 

collaborateurs, et Doench et coll�gues (Doench et al., 2016; Hsu et al., 2013). 

Les s�quences choisies ont �t� clon�es dans le vecteur lentiviral pLentiCRISPRv2 

(Addgene) contenant la s�quence codant lÕenzyme Cas9, selon le protocole �tabli par Shalem 

et coll�gues (tableau II.1) (Shalem et al., 2014). Le plasmide pLentiCRISPRv2 a ensuite �t� 

transfect� en pr�sence des plasmide de trans-compl�mentation psPAX (Addgene) et pMD2.G 

(Addgene) contenant respectivement les g�nes dÕenveloppe Gag du VIH et de la 

glycoprot�ine de surface du virus de la stomatite v�siculaire (VSV-G). Les cellules Lenti-X 

293T (Clontech Laboratories) ont �t� transfect�es 24 h apr�s ensemencement (~70% de 

confluence) par 15 #g de plasmide total (ratio insert:enveloppe:glycoprot�ine de surface de 



 
64 

2:1:1) et 45 #l de lipofectamine 2000 (Invitrogenª). Six heures apr�s transfection, le milieu 

de culture a �t� renouvel�. Le surnageant de culture contenant les particules virales a �t� 

r�colt� 72 h plus tard et filtr� (0,45 #m). Les cellules Caco-2 TC7 sauvages ensemenc�es 

depuis 24 h en plaque 6 puits (~80% confluence) ont �t� transduites par 1 ml de surnageant 

compl�t� par 500 #l de milieu Opti-MEM¨ et 8 #g.ml-1 de polybr�ne (Sigma-Aldrich), 

pendant 2 h � 300 g et 37¡C. 24 h apr�s transduction et durant 14 jours, les cellules transduites 

ont �t� s�lectionn�es par la puromycine (10 #g.ml-1 ; Gibcoª). 

Afin dÕobtenir une population polyclonale d�ficiente en CD71 aussi homog�ne que 

possible, les cellules TFRC_em et TFRC_6 ont �t� tri�es � lÕaide du cytom�tre en flux SH-

800 (Sony Biotechnology) selon leur niveau dÕexpression de CD71. 

Apr�s s�lection antibiotique et/ou tri cellulaire, lÕexpression r�siduelle des g�nes cibl�s 

a �t� �valu�e par western-blot (WB) et/ou cytom�trie en flux selon les �pitopes reconnus par 

les anticorps disponibles. 

 

G�ne cible Nom du guide S�quence du guide (5Õ Ð 3Õ) 

Contr�le n�gatif Scramble GGACAATCATGGTGAAAGCGG 

TFRC 
TFRC_em 
TFRC_6 

GAGAACCATTGTCATATACC 
GGGTTATGTGGCGTATAGTA 

LGALS3 
Gal-3 sg3.3 
Gal-3 sg4.2 

GAAGGATGGCCTGGCGCATGG 
GCTGATAACAATTCTGGGCA 

LGALS8 Gal-8 sg7.1 GTGAAAGGCCACATCGGCTCG 

SCAMP3 
SCAMP3 sg1 
SCAMP3 sg3 

GATGGCTCAGAGCAGAGACGG 
GTGGGGCTGAGCTTTCTCGA 

BCAP31 
BCAP31 sg2.1 
BCAP31 sg4 

GTGCCACCTTCCTCTATGCGG 
GATACTTCCGAATTTCGCGCA 

HM13 
HM13 sg1.1 
HM13 sg1.2 

GTCCGCATAACGGCAGTGCCG 
GCCCCACCAACAGCACTACG 

Tableau II.1 : S�quences guides CRISPR-Cas9. S�quences utilis�es et dont lÕefficacit� a �t� v�rifi�e. Contr�le 
n�gatif : S�quence oligonucl�otidique ne ciblant aucun g�ne du g�nome humain. 

 

3. Cytom�trie en flux. 

 

Pour les exp�riences de cytom�trie en flux, les cellules ont �t� d�croch�es par la 

solution enzymatique TrypLEª Express (Gibcoª) en remplacement de la trypsine, afin de 

pr�server les �pitopes de surface. 
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3.1. Exp�riences de fixation des IgA et de lÕholotransferrine. 

 

Les cellules (1-2x105) ont �t� lav�es en PBS puis incub�es � 4¡C pendant 30 min, dans 

100 !l de PBS contenant 200 !g.ml-1 dÕIgA. Apr�s un lavage, les cellules ont �t� incub�es en 

pr�sence des anticorps secondaires (FabÕ)2 anti-IgA biotinyl�s (tableau II.2) pendant 30 min � 

4¡C. Un nouveau lavage a �t� r�alis� avant dÕajouter de la streptavidine conjugu�e au tandem 

de fluorochromes phyco�rythrine-cyanine 7 (PE-Cy7), ainsi quÕun marqueur de viabilit� 

cellulaire (Live/Deadª cell dye Pacific Orange, Invitrogenª), pendant 30 min � 4¡C. Apr�s 

un ultime lavage, les cellules ont �t� analys�es � lÕaide du cytom�tre en flux Canto II (BD 

Biosciences). 

Pour les autres marquages de surface analys�s par cytom�trie en flux et lors des tris 

cellulaires, le m�me protocole a �t� utilis� en adaptant les anticorps. 

Pour les exp�riences de comp�tition, les cellules ont �t� pr�-incub�es en pr�sence de 

2,0 mg.ml-1 dÕimmunoglobulines comp�titrices pendant 30 min � 4¡C, avant dÕajouter 200 

!g.ml-1 de SIgA biotinyl�es (EZ Linkª Sulfo-NHS-Biotin, Thermo Scientificª) sans lavage 

interm�diaire. 

Les exp�riences de fixation de la transferrine ont �t� r�alis�es en incubant les cellules 

en pr�sence de 25 !g.ml-1 de transferrine humaine s�rique conjugu�e au fluorochrome Alexa 

Fluor¨ 647 (Invitrogenª) pendant 30 min � 4¡C. 

Apr�s analyse des �chantillons par cytom�trie en flux, lÕintensit� de fluorescence 

m�diane (MFI) du bruit de fond a �t� soustraite � la MFI mesur�e pour chaque �chantillon. 

 

3.2. Exp�riences dÕendocytose des IgA. 

 

Les cellules (1-2x105) ont �t� lav�es en PBS et incub�es en pr�sence dÕIgA (200 

!g.ml-1) pendant 30 min � 4¡C. Un lavage par centrifugation (400 g/5 min/4¡C) a �t� r�alis� 

afin dÕ�liminer toutes les IgA non fix�es aux cellules. Les cellules ont �t� resuspendues dans 

50 !l de PBS glacial, puis 500 !l de PBS pr�-chauff� � 37¡C ont �t� ajout�s et les cellules ont 

�t� incub�es pendant 1 � 10 min dans un bain-marie � 37¡C. La r�action a imm�diatement �t� 

stopp�e par ajout de 2 ml de PBS glacial et stockage des �chantillons en glace. Apr�s un 

lavage, les incubations en pr�sence des anticorps secondaires, de la streptavidine et du 

marqueur de viabilit� ont �t� r�alis�es comme pr�c�demment d�taill�. 



 

66 

Apr�s analyse des �chantillons par cytom�trie en flux, la MFI du bruit de fond ((FabÕ)2 

anti-IgA biotinyl�s et streptavidine PE-Cy7 incub�s en lÕabsence dÕIgA), a �t� soustraite � la 

MFI de chacune des conditions. Nous avons ensuite calcul� le rapport entre les MFI mesur�es 

au diff�rents temps dÕincubation � 37¡C et les MFI mesur�es dans les �chantillons 

exclusivement incub�s sur glace. Toutes les conditions incub�es sur glace ont �t� normalis�es 

� 100% afin de ne pas tenir compte des diff�rences de fixation initiales des diff�rentes formes 

dÕIgA. Enfin, toutes les valeurs obtenues ont �t� soustraites � 100 afin dÕobtenir le 

pourcentage dÕIgA internalis�es selon le temps dÕincubation � 37¡C. 

 

3.3. Anticorps et r�actifs utilis�s en cytom�trie en flux. 

 

R�actif ou antig�ne - 

fluorochrome 
Distributeur, r�f�rence Clone Esp�ce Dilution 

CD71 - PE 

 

CD71 - APC 

BD Pharmingenª , 

#555537 

eBioscienceª, #17-0719 

M-A712 

 

OKT9 

Souris 

 

Souris 

1/10e 

 

0,24 !g.ml-1 

IgA (H) humaine 
Southern Biotech, 

#2052-08 
Polyclonal Ch�vre 10 !g.ml-1 

IgA1 humaine 
Southern Biotech, 

#9130-08 
B3506B4 Souris 10 !g.ml-1 

IgA2 humaine 
Southern Biotech, 

#9140-08 
A9604D2 Souris 10 !g.ml-1 

Streptavidine - PE-Cy7 eBioscienceª, #25-4317 - - 1/100e 

Live/Dead cell dye - 

Pacific Orange 
Invitrogenª, #L34957 - - 

100 !l  DMSO puis 
1/100e 

Contr�les isotypiques 

¯ - APC Sony, #2600595 
MOPC-21 

(IgG1") 
Souris 

Concentration 

identique � 

lÕanticorps 

primaire 

- CST, #5415 
G3A1 

(IgG1) 
Souris 

- CST, #2729 
Polyclonal 

(IgG) 
Lapin 

- CST, #3900 
DA1E 

(IgG) 
Lapin 

Tableau II.2 : Anticorps et r�actifs utilis�s en cytom�trie en flux. CST : Cell Signaling Technology¨ ; Sony : 

Sony Biotechnology. 
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4. Western-blot. 

4.1. Pr�paration des lysats prot�iques. 

 

Les cellules ont �t� lys�es en tampon RIPA (Sigma-Aldrich) suppl�ment� en 

inhibiteurs de prot�ases (cOmpleteª, Roche), en PMSF (1 mM ; Sigma-Aldrich) et en EDTA 

(5 mM). La lyse cellulaire a �t� r�alis�e sur glace pendant 15 min sous agitation. Les d�bris 

cellulaires ont �t� culot�s et �limin�s apr�s centrifugation � 16 000 g pendant 20 min � 4¡C. 

La concentration prot�ique des �chantillons a �t� estim�e par dosage colorim�trique selon la 

m�thode de Bradford (Bio-Rad). 

 

4.2. R�alisation du western-blot. 

 

Les �chantillons (10 Ð 30 #g de prot�ines) ont �t� dilu�s en tampon Laemmli (Bio-Rad) en 

pr�sence ou non de 5% de $-mercapto�thanol, et chauff�s pendant 5 min � 95¡C sous 

agitation. Apr�s une br�ve centrifugation, les �chantillons ont �t� charg�s sur gels de 

polyacrylamide pr�-coul�s (Gradients 4-15%, Bio-Rad). LÕ�lectrophor�se (SDS-PAGE) a �t� 

effectu�e pendant 30 � 60 min � 180 V en tampon Tris-Glycine-SDS (Bio-Rad). Les prot�ines 

ont ensuite �t� transf�r�es sur membrane de polyfluorure de vinylid�ne (PVDF) (Bio-Rad) par 

transfert semi-sec (Trans-Blot¨ Turbo, Bio-Rad) selon les recommandations du fabricant. 

Les membranes de PVDF on �t� bloqu�es sous agitation pendant 60 min � temp�rature 

ambiante en tampon TBS-T (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween¨ 20, pH7,6) en 

pr�sence de 5% de lait ou dÕalbumine bovine s�rique (BSA), selon les anticorps utilis�s 

(tableau II.3). Les anticorps primaires ont �t� hybrid�s en TBS-T 2-5% de lait ou 5% de BSA, 

selon le blocage r�alis�, pendant 60 min � temp�rature ambiante ou durant la nuit � 4¡C, 

toujours sous agitation. Apr�s trois lavages de 10 min en TBS-T, les membranes ont �t� 

incub�es en pr�sence de lÕanticorps secondaire dilu� en TBS-T 2% de lait pendant 60 min � 

temp�rature ambiante, sous agitation. Trois nouveaux lavages ont �t� r�alis�s et les prot�ines 

ont �t� r�v�l�es par chimiluminescence (Amershamª ECLª Prime, GE Healthcare) � lÕaide 

dÕune cam�ra � dispositif � transfert de charges (CCD) (ChemiDocª XRS+, Bio-Rad). 

Lorsque deux prot�ines de m�me poids mol�culaire ont d� �tre r�v�l�es, les anticorps 

du premier marquage ont �t� d�shybrid�s (RestoreªWestern Blot stripping buffer, Thermo 
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Scientificª) sous agitation forte pendant 25 min � temp�rature ambiante. Apr�s lavages et 

blocage de la membrane, le second marquage a �t� r�alis� comme d�crit auparavant. 

 

4.3. Anticorps et r�actifs utilis�s en western-blot. 

 
Antig�ne Distributeur, r�f�rence Clone Esp�ce Dilution/Concentration 

CD71 
Thermo Fisher, #13-6800 

CST, #13113 
CST, #13208 

H68.4 
D7G9X 
D7S5Z 

Souris 
Lapin 
Lapin 

1,0 #g.ml-1 
0,15 #g.ml-1 

1/1000e 
TfR2 Santa Cruz, sc-32271 9F8 1C11 Souris 0,20 #g.ml-1 

b4Gal-T1 Atlas Antibodies, #HPA010807 Polyclonal Lapin 0,20 #g.ml-1 
HM13 Abcam, ab190253 Polyclonal Lapin 1,0 #g.ml-1 

SCAMP3 Abcam, ab96305 Polyclonal Lapin 0,50 #g.ml-1 
BCAP31 Invitrogenª, #MA3-003 CC-4 Rat 1/2000e 

pIgR 
Fourni par B. Corth�sy 

(Universit� de Lausanne) 
Polyclonal Lapin 1/500e 

$-actine CST, #4970 13E5 Lapin 1/1000e 
GAPDH - HRP  CST, #3683  14C10 Lapin 1/2000e 

Streptavidine Ð 
HRP 

CST, #3999 - - 1/4000e 

Anticorps secondaires 
IgG (H+L) 

Souris 
CST, #7076 Polyclonal Cheval 1/2000e 

IgG (H+L) 
Lapin 

CST, #7074 Polyclonal Ch�vre 1/2000e 

IgG (H+L) 
Rat 

R&D, #HAF005 Polyclonal Ch�vre 1/2000e 

IgA (H) 
humaine 

Southern Biotech, #2050-05 Polyclonal Ch�vre 1/2000e 

Tableau II.3 : Anticorps et r�actifs utilis�s en western-blot. CST : Cell Signaling Technology¨ ; H : Cha�nes 
lourdes ; H+L : Cha�nes lourdes et l�g�res ; HRP : P�roxydase de raifort. 
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5. Immunopr�cipitation. 

5.1. Couplage des anticorps aux billes magn�tiques. 

 

Toutes les exp�riences dÕimmunopr�cipitations (IP) ont �t� r�alis�es � lÕaide 

dÕanticorps coupl�s � des billes magn�tiques fonctionnalis�es par des groupements �poxy 

(Dynabeads¨ M-270 Epoxy, Invitrogenª), selon les recommandations du fabricant. 

Bri�vement, les billes magn�tiques ont �t� lav�es une fois en PBS. 15 #g dÕanticorps (tableau 

II.4) par milligramme de billes ont �t� incub�s en tampon de couplage pendant 24 h � 37¡C, 

sur roue rotative. Apr�s des lavages extensifs en pr�sence de 0,1% de Tween¨ 20 (Sigma-

Aldrich), les billes ont �t� resuspendues � 10 mg.ml-1 et stock�es � 4¡C. Le reliquat de 

couplage a �t� dos� � 280 nm afin dÕestimer la quantit� dÕanticorps par milligramme de billes. 

 

5.2. Biotinylation de surface. 

 

Les cellules ont �t� d�croch�es par traitement au TrypLEª Express et abondamment 

lav�es en PBS glacial. Elles ont ensuite �t� incub�es pendant 30 min sur glace en pr�sence de 

1 mg.ml-1 de r�actif sulfo-NHS-biotin (Pierce) en PBS, sous agitation r�guli�re. La fraction de 

r�actif nÕayant pas r�agi  avec les groupements amines des prot�ines de surface a �t� bloqu�e 

par deux lavages en PBS contenant 100 mM de glycine, suivis dÕun lavage en PBS. Le culot 

cellulaire a ensuite �t� resuspendu en tampon de lyse dÕIP. 

 

5.3. Immunopr�cipitation en lysat total. 

 

Les cellules (107 cellules par IP) fraichement confluentes ont �t� d�croch�es par 

incubation en TrypLEª Express. Apr�s deux lavages en PBS, les cellules ont �t� lys�es en  

tampon Brij (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,50% Brij O20, anti-prot�ases cOmpleteª, 

pH7,6) pendant 30 min, sur glace, et sur roue rotative. Les lysats ont ensuite �t� soniqu�s, 

centrifug�s � 16 000 g pendant 20 min � 4¡C, et le surnageant a �t� soniqu� une seconde fois. 

La concentration prot�ique de la solution a �t� estim�e selon la m�thode colorim�trique de 

Bradford. 
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Les IgA coupl�es aux billes ont �t� pr�-incub�es pendant 20 min � temp�rature 

ambiante en tampon Tris (1 M Tris, pH8,5) afin de bloquer les groupements �poxy non 

occup�s. Apr�s deux lavages des billes en tampon Brij, 10 #g dÕanticorps coupl�s aux billes 

ont �t� incub�s en pr�sence de 2,0 mg de lysat prot�ique pendant 120 min � 4¡C, sur une roue 

rotative. Les complexes dÕIgA form�s � la surface des billes magn�tiques ont �t� d�barrass�s 

des contaminants cellulaires non sp�cifiques par cinq lavages de 5 min sur glace, dans 1 ml de 

tampon Brij. Le culot de billes a finalement �t� resuspendu dans 80 #l de tampon Laemmli 

sans agent r�ducteur, et �lu� par chauffage � 95¡C pendant 5 min sous agitation. LÕ�luat a �t� 

s�par� des billes magn�tiques et a �t� charg� sur gel pour migration en SDS-PAGE. Les 

�tapes ult�rieures sont d�crites dans les parties Western-blot  (Partie 4.2) et spectrom�trie de 

masse (Partie 6). 

 

5.4. Co-immunopr�cipitation sur cellules adh�rentes ou en suspension. 

 

La suspension ou le tapis cellulaire a �t� incub� pendant 60 min en PBS en pr�sence 

dÕIgA (250 #g.ml-1), sur glace et sous agitation r�guli�re. Apr�s deux lavages, les cellules 

adh�rentes ont �t� d�croch�es � lÕaide dÕun grattoir et lys�es pendant 30 min sur glace en 

tampon Brij (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10% glyc�rol, 1,0% 

Brij O10, anti-prot�ases cOmpleteª sans EDTA, pH7,6). Les d�bris cellulaires non 

solubilis�s ont �t� culot�s et �limin�s par centrifugation � 16 000 g pendant 20 min � 4¡C. Les 

lysats prot�iques ont �t� dos�s et lÕIP a �t� r�alis�e comme pr�c�demment d�crit, en pr�sence 

de 6,0 #g dÕIgG anti-IgA ou de (FabÕ)2 anti-IgA coupl�s aux billes magn�tiques. Les �luats en 

en tampon Laemmli ont �t� charg�s sur gel pour migration en SDS-PAGE ou stock�s � -80¡C 

en vue de leur analyse par spectrom�trie de masse. 

Les co-IP r�alis�es � lÕaide des anticorps anti-CD71 et anti-SCAMP3 (tableau II.4) ont 

�t� r�alis�es selon le m�me protocole. Les billes coupl�es aux IgG anti-souris ou anti-lapin 

ont respectivement �t� pr�-incub�es en pr�sence des anticorps anti-CD71 ou anti-SCAMP3 

(selon un ratio 1:0,5) en PBS 0,1% CHAPS pendant 30 min � temp�rature ambiante, sous 

agitation. Apr�s trois lavages en tampon Brij, 3,0 #g dÕanticorps anti-CD71 ou anti-SCAMP3 

coupl�s aux billes magn�tiques ont �t� incub�s en pr�sence du lysat prot�ique. 
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Antig�ne Distributeur, r�f�rence Clone Esp�ce 

IgA Southern Biotech, #2050-01 Polyclonal Ch�vre 
IgA Southern Biotech, #2052-01 Polyclonal Ch�vre 

IgG de souris Southern Biotech, #1030-01 Polyclonal Ch�vre 
IgG de lapin Southern Biotech, #4090-01 2A9 Souris 

CD71 Thermo Fisher, #13-6800 H68.4 Souris 
SCAMP3 Abcam, ab96305 Polyclonal Lapin 

Contr�les isotypiques 

- 
CST, #5415 G3A1 

(IgG1) 
Souris 

- CST, #2729 
Polyclonal 

(IgG) 
Lapin 

Tableau II.4 : Anticorps utilis�s en immunopr�cipitation. 

 

5.5. Quantification prot�ique. 

 

Ë la suite de la r�v�lation des prot�ines dÕint�r�t par chimiluminescence, les images 

ont �t� analys�es � lÕaide du logiciel ImageJ 1.47v (National Institutes of Health, �tats-Unis). 

Chaque piste a �t� analys�e selon son profil de niveaux de gris et lÕintensit� des bandes 

dÕint�r�t a �t� estim�e par mesure de lÕaire sous la courbe. 

Dans les IP r�alis�es avec diff�rentes formes dÕIgA (mIgA, pIgA1 et SIgA), les 

quantifications ont �t� normalis�es selon la bande de plus forte intensit� (figures 3C, 10A, 

11A, 12A et 13A). Pour lÕIP exclusivement r�alis�e en pr�sence de SIgA (figure 14A), la 

quantification de lÕintensit� de la bande SCAMP3 a �t� rapport�e � la quantit� dÕIgA et 

normalis�e selon le rapport SCAMP3/IgA des cellules contr�les. 

 

6. Identification de prot�ines par spectrom�trie de masse. 

 

La pr�paration et lÕanalyse des �luats dÕIP par spectrom�trie de masse ont �t� r�alis�s 

par la plateforme de prot�omique de la structure f�d�rative de recherche Necker Ð Enfants 

Malades. 
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6.1. Pr�paration des �chantillons. 

6.1.1. Digestion tryptique sur gel. 

 

Les �chantillons prot�iques obtenus par IP et �lu�s en tampon Laemmli ont �t� s�par�s 

par SDS-PAGE sur gels � 10% de polyacrylamide (Bio-Rad), � 200 V pendant 30 min � 

temp�rature ambiante. Apr�s lÕ�lectrophor�se, les prot�ines ont �t� visualis�es par marquage 

au nitrate dÕargent, et les bandes dÕint�r�t ont �t� excis�es. Les fragments de gels ont ensuite 

�t� lav� � lÕeau et le nitrate dÕargent a �t� retir� � lÕaide dÕune solution de d�coloration (30 

mM ferricyanide de potassium, 100 mM thiosulfate de sodium (v/v)) pendant 2 � 3 min. 

Apr�s d�coloration, les fragments de gels ont �t� lav�s et d�shydrat�s dans trois bains 

successifs constitu�s de 50 mM de bicarbonate dÕammonium (ABC), de 25 mM dÕABC dans 

50% dÕac�tonitrile (ACN), et de 100% dÕACN. 

Les gels d�shydrat�s ont �t� plac�s pendant 60 min � 56¡C en solution r�ductrice (10 

mM DTT, 12 mM ABC) afin de permettre la r�duction des ponts disulfures. Le surnageant a 

�t� retir� et les cyst�ines ont �t� alkyl�es � lÕabri de la lumi�re pendant 45 min, dans une 

solution constitu�e de 55 mM dÕiodoac�tamide et de 25 mM dÕABC. Les fragments de gels 

ont � nouveau �t� lav�s en solution 25 mM ABC et 50% ACN, puis d�shydrat�s avec 100% 

dÕACN. 

Les gels d�shydrat�s ont �t� incub�s pendant 16 h � 37¡C en pr�sence de trypsine 

hautement purifi�e (Promega) selon un ratio trypsine:prot�ine de 1:50, dans une solution 

constitu�e de 25 mM dÕABC et de 5 mM de CaCl2. Les peptides ont �t� extraits des gels par 

incubations successives dans une solution � 1% dÕacide trifuloroac�tique (TFA) dans 50% 

dÕACN, puis dans 100% dÕACN. La solution peptidique a finalement �t� d�shydrat�e par 

centrifugation sous vide dÕair (SpeedVacª, Thermo Scientific) avant dÕ�tre resuspendue dans 

une solution � 10% dÕACN et 0,1% de TFA (v/v). 

 

6.1.2. Digestion tryptique sur filtre (FASP). 

 

La pr�paration dÕ�chantillon sur filtre (FASP) a �t� r�alis�e selon le protocole �tabli 

par Wi*niewski et coll�gues (Wi*niewski et al., 2009). Les �luats dÕIP en tampon Laemmli 

ont directement �t� d�pos�s sur des filtres de centrifugation (Microcon¨ 30 kDa, Millipore), 

incub�s en pr�sence de 200 #l de tampon UA (8 M ur�e, 100 mM Tris-HCl, pH8,8) et 
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centrifug�s � 15 000 g pendant 15 min. Deux lavages suppl�mentaires dans 200 #l de tampon 

UA ont �t� r�alis�s afin de retirer les d�tergents. LÕalkylation a �t� men�e � lÕabri de la 

lumi�re dans 50 mM dÕiodoac�tamide, pendant 45 min. Les filtres ont ensuite �t� lav�s � deux 

reprises avec 100 #l de tampon UA suivis par deux lavages en tampon ABC (50 mM). 

Comme pour la digestion sur gel, la trypsine a �t� ajout�e et la digestion r�alis�e sur la nuit � 

37¡C. Les peptides dig�r�s ont �t� collect�s par centrifugation, lav�s deux fois dans 40 #l de 

tampon ABC (50 mM), et d�shydrat�s par centrifugation sous vide dÕair. Les peptides ont �t� 

resuspendus dans une solution � 10% dÕACN et 0,1% de TFA (v/v). 

 

6.2. Analyse des �chantillons par spectrom�trie de masse. 

 

Pour chaque analyse, 5 #l dÕ�chantillon ont �t� inject�s dans un syst�me de 

chromatographie en phase liquide � faible flux (Syst�me nano-RSLC UltiMateª 3000, 

Thermo Scientificª) coupl� � un spectrom�tre de masse (MS) Orbitrap Exactiveª Plus 

quadrip�le (Thermo Scientificª). Les peptides ont �t� s�par�s sur colonne de 

chromatographie liquide en phase inverse (PepMapª C18, Thermo Scientificª). Les 

solvants utilis�s pour la chromatographie sont (A) 0,1% dÕacide formique dilu� en eau, et (B) 

80% dÕACN et 0,08% dÕacide formique. Les peptides ont �t� �lu�s de la colonne selon le 

gradient 5% - 40% de solution (B) (120 min) et 40% - 80% de solution (A) (10 min). Apr�s 

131 min, le gradient est retourn� � 5% pour r��quilibrer la colonne pendant 30 min avant 

lÕinjection suivante. Deux blancs, un gradient court par �tape de 40 min, et un gradient 

lin�aire de 60 min ont �t� r�alis�s entre chaque analyse pour �viter toute contamination entre 

�chantillon. Les peptides �lu�s de la colonne ont �t� analys�s par spectrom�trie de masse en 

tandem (MS/MS), selon la m�thode Top10. La r�solution des balayages de MS a �t� r�gl�e � 

70 000, et � 17 500 pour le MS/MS d�pendant des donn�es afin dÕaugmenter la vitesse de 

balayage. Le contr�le de gain automatique pr�dictif a �t� ajust� � 3x106 comptes pour les 

balayages MS et � 105 comptes pour les balayages MS/MS. LÕintervalle de balayage du MS a 

�t� d�fini pour un rapport m/z compris entre 400 et 2000. MS et MS/MS ont �t� enregistr�s en 

mode profil. La dur�e dÕexclusion dynamique de signal de fond a �t� �tablie � 20 sec. 
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6.2.1. S�lection des candidats identifi�s par spectrom�trie de masse. 
 

Les donn�es de spectrom�trie de masse nous ont �t� transmises par la plateforme de 

spectrom�trie de masse sous la forme dÕun fichier contenant le nombre de peptides d�tect�s 

par prot�ine identifi�e dans chacun des �chantillons. Nous avons d�fini les candidats dÕint�r�t 

selon les crit�res suivants : 

(1) Cette prot�ine est plus abondamment retrouv�e dans les �chantillons incub�s en 

pr�sence de SIgA que de mIgA ou de pIgA1M. 

(2) Cette prot�ine nÕest pas un contaminant issu du colostrum humain, dÕapr�s les 

donn�es de la litt�rature (Grapov et al., 2015; Palmer et al., 2006). 

(3) Cette prot�ine est exprim�e � la membrane plasmique, dÕapr�s les donn�es de la 

litt�rature. 

(4) Cette prot�ine est identifi�e dans plusieurs exp�riences dÕIP-MS. 

 (5) Cette prot�ine est exprim�e dans lÕintestin humain, dÕapr�s les donn�es de la 

litt�rature et de lÕoutil en ligne Protein Atlas (www.proteinatlas.org). 

 

7. PCR quantitative en temps r�el (qPCR). 

7.1. Extraction des ARN cellulaires. 

 

Les  culots cellulaires ont �t� lys�s et d�natur�s en tampon RLT Plus (Qiagen) 

contenant de lÕisothiocyanate de guanidium et 1% de $-mercapto�thanol pendant 10 min � 

temp�rature ambiante. LÕextraction des ARN a ensuite �t� r�alis�e � lÕaide du kit RNeasy¨ 

Plus Mini (Qiagen) selon les recommandations du fabricant. Bri�vement, les lysats ont �t� 

charg�s sur colonne et centrifug�s pendant 30 sec � 8 000 g en pr�sence de fortes 

concentrations de sels afin dÕ�liminer lÕADN g�nomique. Les ARN pr�sents dans la solution 

filtr�e ont �t� pr�cipit�s par une solution dÕ�thanol � 70% (1:1 v/v) et retenus sur colonne de 

silice par centrifugation. Apr�s plusieurs lavages afin dÕ�liminer les contaminants cellulaires, 

les ARN ont �t� �lu�s en eau. Les �chantillons ont �t� stock�s � -80¡C. 
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7.2. Synth�se des ADN compl�mentaires par transcription inverse. 

 

Les ARN totaux purifi�s (1 !g) ont �t� dilu�s dans 11 !l en pr�sence 250 ng 

dÕamorces al�atoires et de 250 ng dÕamorces oligo(dT)12-18 (Invitrogenª). Apr�s d�naturation 

� 70¡C pendant 10 min, la transcription inverse des ARN messagers (ARNm) a �t� r�alis�e 

pendant 75 min � 37¡C par ajout de 200 U de transcriptase inverse du virus Moloney de la 

leuc�mie murine, de 10 nmol de dNTP, de 200 nmol de DTT et de 40 U de RNaseOUTª 

(Invitrogenª) en tampon salin (50 mM Tris-HCl, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, pH8,3). Apr�s 

une ultime �tape de d�naturation � 70¡C pendant 5 min, les �chantillons dÕADNc ont �t� 

stock�s � -20¡C. 

 

7.3. PCR quantitative en temps r�el. 

 

Pour chacun des g�nes �tudi�s, les r�actions de polym�risation par r�action en cha�ne 

(PCR) quantitative en temps r�el (qPCR) ont �t� r�alis�es en duplicats et deux puits sans 

ADNc ont �t� ajout�s afin de v�rifier la sp�cificit� de lÕamplification. Les ADNc obtenus par 

transcription inverse ont �t� dilu�s au 1/5e en eau et 2 !l ont �t� amplifi�s en pr�sence des 

sondes TaqManª appropri�es (Tableau II.5) dans 20 !l de tampon universel TaqMan¨ 

(Applied Biosystemsª) contenant des dNTP, de lÕADN polym�rase AmpliTaq Gold¨, de 

lÕuracile-ADN-glycosylase, le marqueur de r�f�rence passif ROXª. La qPCR a �t� r�alis�e � 

lÕaide du syst�me de PCR en temps r�el StepOnePlusª (Applied Biosystemsª) selon le 

protocole compos� dÕune �tape de d�naturation initiale dÕ1 min � 95¡C, suivie par 40 cycles 

de PCR (5 sec � 95¡C et 30 sec � 60¡C) et un cycle de dissociation (15 sec � 95¡C, 1 min � 

60¡C et 15 sec � 95¡C). 

 

G�ne cible R�f�rence G�ne cible R�f�rence 

PIGR Hs00922561_m1 B4GALT1 Hs00155245_m1 

FCAMR Hs01049679_m1 FCRL4 Hs00972783_m1 

SIGLEC5 Hs00174659_m1 CD209 Hs01588349_m1 

FCAR Hs00370197_m1 LGALS1 Hs00355202_m1 

ASGR1 Hs01005019_m1 CLEC7A Hs00224028_m1 

ASGR2 Hs00910100_m1 MRC1 Hs00267207_m1 

TFR2 Hs01056398_m1 RPLP0 Hs99999902_m1 

TFRC Hs00951083_m1 

Tableau II.5 : Sondes TaqManª utilis�es en qPCR. 
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8. Microscopie. 

8.1. Culture cellulaire. 

 

Les cellules Caco-2 TC7 ont �t� ensemenc�es en plaque 8 puits #-Slide ibiTreat 

(Ibidi¨) � 5,0x104 cellules.cm-2. Un jour apr�s confluence, les cellules ont �t� lav�es en PBS 

glacial, puis incub�es en pr�sence dÕIgA (250 #g.ml-1) en DMEM pendant 60 min � 4¡C. 

Apr�s deux lavages en PBS glacial, les cellules ont �t� fix�es en ac�tone pendant 10 min � -

20¡C. Les cellules fix�es ont �t� stock�es � -20¡C dans lÕattente de r�alisation des marquages. 

 

8.2. FRET par FLIM. 

 

Les cellules fix�es en ac�tone ont �t� perm�abilis�es pendant 10 min � temp�rature 

ambiante en PBS en pr�sence de 0,1% de triton X-100 et de 0,1% de BSA. Le blocage des 

sites de fixation non sp�cifiques a �t� r�alis� en PBS 0,3% BSA pendant 30 min � temp�rature 

ambiante. Les anticorps primaires (tableau II.6) dilu�s en diluant dÕanticorps (Dako) ont �t� 

incub�s pendant 60 min � temp�rature ambiante. Deux lavages de 5 min ont �t� effectu�s en 

PBS 0,1% BSA et les cellules ont �t� incub�es en pr�sence des anticorps secondaires coupl�s 

aux fluorochromes (tableau II.6) pendant 30 min � temp�rature ambiante et � lÕabri de la 

lumi�re. Deux derniers lavages ont �t� r�alis�s et le milieu de montage Vectashield (Vector 

Laboratories) a �t� ajout� dans chacun des puits. Le transfert dÕ�nergie de fluorescence par 

r�sonance (FRET) a �t� acquis par mesure du temps de d�croissance de fluorescence du 

fluorochrome donneur (FLIM) par comptage de photons uniques corr�l� au temps (TCSPC) � 

lÕaide du microscope confocal � balayage laser (LSM) TCS SP8 (Leica Microsystems) �quip� 

du module PicoQuant LSM pour FLIM et spectroscopie de corr�lation de fluorescence (FCS). 

Les �chantillons ont �t� excit�s par un laser puls� dÕune longueur dÕonde de 470 nm et dÕune 

fr�quence de 40 MHz. Le signal �mis par les �chantillons a �t� r�cup�r� dans un unique canal 

� lÕaide dÕune photodiode � avalanche de photons uniques (SPAD). Chaque acquisition a �t� 

r�alis�e pendant 2 min afin dÕobtenir un minimum de 105 photons par courbe de d�croissance 

de fluorescence. 

LÕanalyse de la demi-vie de vie du fluorochrome donneur (Tau, en nanosecondes) a 

�t� effectu�e � lÕaide du logiciel SymphoTime 32 (PicoQuant). La valeur maximale des 

courbes de d�croissance de fluorescence (figure 4C) a �t� normalis�e � 105 photons afin de 
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permettre la superposition des courbes et lÕestimation visuelle de lÕ�volution de Tau entre les 

diff�rentes conditions. La valeur de Tau a �t� obtenue par mod�lisation biexponentielle de la 

portion lin�aire des courbes de d�croissance de fluorescence. 

 Le graphique repr�sentant Tau en fonction du rapport de lÕintensit� du fluorochrome 

accepteur (IAcc) sur lÕintensit� du fluorochrome donneur (IDon) a �t� obtenu de la mani�re 

suivante : pour chaque mesure de FRET par FLIM, une image du champ analys� a 

pr�alablement �t� prise par microscopie confocale dans les canaux des fluorochromes 

donneur (Alexa Fluor¨ 488) et accepteur (Alexa Fluor¨ 555). La somme des intensit�s de 

chacun des pixels de ces deux images a �t� mesur�e � lÕaide du logiciel ImageJ 1.47v, ce qui a 

permis dÕen calculer le rapport. Ce rapport IAcc/IDon, mesur� sur des champs non saturants, 

permet dÕestimer la quantit� dÕIgA fix�es par champ en fonction de la quantit� totale de CD71 

(consid�r�e comme constante entre champs). 

 

8.3. Exp�riences de ligation de proximit� (PLA). 

 

La pr�paration des �chantillons, pr�alablement incub�s en pr�sence dÕIgA et fix�s en 

ac�tone, a �t� r�alis�e selon les recommandations du fabricant (Duolink¨ PLA Fluorescence, 

Sigma-Aldrich). Les cellules ont �t� perm�abilis�es en PBS en pr�sence de 0,1% de triton X-

100 et de 0,1% de BSA. Les sites non sp�cifiques ont �t� bloqu�s pendant 30 min � 37¡C en 

chambre humide. Les anticorps primaires (tableau II.6) ont ensuite �t� incub�s pendant 60 

min � 37¡C. Apr�s deux lavages de 5 min, les deux anticorps secondaires respectivement 

coupl�s � des sondes oligonucl�otidiques compl�mentaires Ç PLUS È et Ç MINUS È ont �t� 

incub�s pendant 60 min � 37¡C. Deux nouveaux lavages ont �t� effectu�s avant dÕinitier la 

ligation en pr�sence dÕ1 U de ligase durant 30 min � 37¡C. De cette �tape de ligation, ont 

r�sult� des oligonucl�otides circulaires qui ont �t� amplifi�s par 5 U dÕADN polym�rase 

pendant 100 min � 37¡C. LÕamplification sÕest d�roul�e dans un tampon contenant des sondes 

oligonucl�otidiques fluorescentes capables de sÕhybrider avec les produits dÕamplification 

circulaires. Deux lavages de 5 min ont �t� effectu�s et suivis dÕun dernier lavage dÕ1 min en 

tampon de lavage dilu� � 0,01X. Les noyaux cellulaires ont �t� color�s par du DAPI avant 

dÕajouter le milieu de montage Mowiol 4-88 dans les puits (Cold Spring Harbor Protocols, 

2006). Les diff�rentes conditions ont �t� observ�es � lÕaide du microscope confocal TCS SP8. 

Les signaux punctiformes d�tect�s ont �t� quantifi�s en utilisant le module Ç Spot detector È 

du logiciel Icy (Institut Pasteur). 
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8.4. Microscopie confocale par d�pl�tion par �mission stimul�e (STED). 

 

Pour les exp�riences de microscopie confocale par STED, les cellules ont �t� 

ensemenc�es sur lamelles de verre dÕindice r�fractom�trique de 1,5H. LÕincubation des IgA a 

�t� r�alis�e comme pr�c�demment d�crit (Partie 8.1). Apr�s fixation en ac�tone, les cellules 

ont �t� perm�abilis�es en PBS contenant 0,1% de triton X-100 et 0,1% de BSA. Les sites de 

fixation non sp�cifiques ont ensuite �t� bloqu�s en pr�sence de PBS 0,3% BSA pendant 30 

min � temp�rature ambiante. Les anticorps primaires (tableau II.6) dilu�s en diluant 

dÕanticorps (Dako) ont �t� incub�s pendant 60 min � temp�rature ambiante. Deux lavages ont 

�t� effectu�s et les cellules ont �t� incub�es en pr�sence des anticorps secondaires coupl�s aux 

fluorochromes (tableau II.6) pendant 30 min � temp�rature ambiante et � lÕabri de la lumi�re. 

Deux derniers lavages ont �t� r�alis�s et les lamelles de verres ont �t� mont�es sur une lame 

de verre SuperFrost¨ (VWR) en pr�sence de milieu de montage Mowiol 4-88. Ces montages 

lame-lamelle ont �t� lut�s avec de la p�te dentaire afin dÕ�viter toute p�n�tration dÕair. 

Les �chantillons ont �t� analys�s � lÕaide du microscope TCS SP8 �quip� de la 

technologie de STED, utilisant un laser de d�pl�tion dÕune longueur dÕonde de 660 nm. Les 

images acquises ont ensuite �t� d�convolu�es � lÕaide du logiciel Huygens (Scientific Volume 

Imaging). 
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8.5. Anticorps utilis�s en microscopie. 
 

Antig�ne - 

fluorochrome 
Distributeur, r�f�rence Clone Esp�ce Dilution/Concentration 

CD71 
Thermo Fisher, #13-6800 

CST, #13113 
H68.4 

D7G9X 
Souris 
Lapin 

5,0 !g.ml-1 
1,5 !g.ml-1 

HM13 Abcam, ab190253 Polyclonal Lapin 10 !g.ml-1 

SCAMP3 Abcam, ab96305 Polyclonal Lapin 10 !g.ml-1 

BCAP31 Invitrogenª, #MA3-003 CC-4 Rat 1/100e 

EEA1 Abcam, ab109110 EPR4245 Lapin 1/200e 

Anticorps secondaires 

IgA (H) 
humaines 

Southern Biotech, #2050-01 Polyclonal Ch�vre 10 !g.ml-1 

IgA (H) 
humaines - 

AF555 
Southern Biotech, #2052-32 

Polyclonal 
(FabÕ)2 

Ch�vre 5,0 !g.ml-1 

Rat (H+L) Abcam, ab102248 Polyclonal Lapin 5,0 !g.ml-1 

IgG de souris - 
AF555 

Abcam, ab150114 Polyclonal Ch�vre 10 !g.ml-1 

IgG de lapin 
- AF488 

Abcam, ab150073 Polyclonal åne 10 !g.ml-1 

IgG de lapin 
- AF568 

Invitrogen, #A-11011 Polyclonal Ch�vre 2,0 !g.ml-1 

Contr�les isotypiques 

- CST, #5415 
G3A1 
(IgG1) 

Souris 

Concentration identique � 
lÕanticorps primaire 

- CST, #2729 
Polyclonal 

(IgG) 
Lapin 

- CST, #3900 
DA1E 
(IgG) 

Lapin 

- eBiosciencesª, #16-4321  (IgG2a") Rat 

Tableau II.6 : Anticorps utilis�s en microscopie. CST : Cell Signaling Technology¨ ; H : Cha�nes lourdes ; 
H+L : Cha�nes lourdes et l�g�res. 

 

9. Mise en forme des donn�es et statistiques. 
 

Les donn�es num�riques obtenues par les diff�rentes techniques ont �t� mises en 

forme et analys�es � lÕaide du logiciel Prism 6.0 (GraphPad Software). LÕ�chantillonnage des 

donn�es �tant trop faible pour d�terminer si leur distribution suit une loi normale, nous avons 

r�alis� des tests statistiques non param�triques. Nous avons r�alis� un test de Wilcoxon 

lorsque les donn�es analys�es �taient appari�es. Les diff�rences ont �t� consid�r�es 

statistiquement significatives pour un risque # inf�rieur � 0,05. 
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III. R�sultats 
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1. R��valuation de lÕinteraction entre CD71 et les IgA. 

1.1. �tablissement dÕune lign�e cellulaire stable d�pourvue de CD71. 

 

Afin dÕexplorer pr�cis�ment le r�le de CD71 dans son interaction avec les SIgA, nous 

avons d�cid� de g�n�rer une lign�e cellulaire stable d�pourvue de ce r�cepteur. Pour ce faire, 

nous avons utilis� le sous-clone TC7 de la lign�e de cellules �pith�liales intestinales (IEC) 

humaines Caco-2 utilis�e dans nos pr�c�dentes �tudes (Lebreton et al., 2012). CD71 �tant 

impliqu� dans lÕabsorption du fer, nous nous attendions � avoir des difficult�s � lÕinactiver de 

fa�on compl�te en raison (1) de la mort des cellules CD71KO et/ou (2) dÕune pression de 

s�lection promouvant lÕ�chappement par acquisition de mutations au site cibl� par la 

technique dÕextinction de g�ne utilis�e. 

Nous avons fait le choix dÕutiliser la technologie CRISPR-Cas9 pour son efficacit� 

sup�rieure aux technologies dÕinterf�rence par ARN. Nous avons dessin� un ARN guide, 

nomm� TFRC_em, ciblant le motif dÕendocytose 20YTRF23 (figure III.1A) dont la suppression 

et/ou la mutation emp�che(nt) lÕendocytose de CD71 (Rothenberger et al., 1987). Nous avons 

suppl�ment� le milieu de culture en fer soluble afin de compenser le d�faut dÕabsorption de 

fer par la voie holotransferrine-CD71 (Neumannova et al., 1995). Apr�s sept jours de 

s�lection antibiotique, les cellules ont �t� tri�es par cytom�trie en flux afin dÕobtenir une 

population homog�ne dont lÕexpression r�siduelle de CD71 test�e par RT-qPCR, western-blot 

et cytom�trie en flux est tr�s faible (figure III.1B-D). 

Dans un second temps, nous avons v�rifi� lÕexpression de TfR2, une isoforme de 

CD71 dont lÕectodomaine est capable de fixer lÕholotransferrine et les pIgA1 (Kawabata et 

al., 1999; Moura et al., 2004). Par cytom�trie en flux, aucune expression compensatrice de 

TfR2 nÕa �t� d�tect�e sur les cellules TFRC_em (figure III.1E). Ce r�sultat a �t� confirm� par 

lÕincapacit� de ces cellules � fixer lÕholotransferrine � leur surface (figure III.1F). Nous avons 

cultiv� ces cellules pendant plus de deux mois cons�cutifs, sans observer de diff�rence 

majeure de prolif�ration par rapport aux cellules trait�es par lÕARN guide contr�le (cellules 

contr�les ou Ç scramble È), et sans d�tecter dÕ�chappement de clones r�exprimant CD71 

(donn�es non montr�es). 

LÕensemble de ces r�sultats montre que nous avons r�ussi � g�n�rer des IEC humaines 

(Caco-2 sous-clone TC7) d�pourvues de mani�re stable dÕexpression de CD71 et de capacit� 

� fixer lÕholotransferrine. Ce nouvel outil peut de ce fait �tre utilis� pour lÕ�tude de 

lÕinteraction entre CD71 et les SIgA. 
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Figure III.1 : Caract�risation de la lign�e Caco-2 TC7 d�pourvue de CD71 de mani�re stable (lign�e TFRC_em). (A) 
Repr�sentation sch�matique de la structure bidimensionnelle et de la s�quence prot�ique de CD71, indiquant la s�quence cible de 
lÕARN guide TFRC_em (ast�risque noir et jaune). (B) �valuation par RT-qPCR de lÕexpression relative de lÕARNm de CD71 par 
rapport � lÕARNm de r�f�rence endog�ne RPLP0, dans les cellules Caco-2 TC7 contr�les (Ç scramble È, en noir) et TFRC_em (en 
rouge). Le diagramme en b�tons indique lÕexpression relative de CD71 par rapport � RPLP0, normalis�e par rapport aux cellules 
contr�les. (n = 1) (C) �valuation de lÕexpression prot�ique de CD71 par western-blot dans les cellules Caco-2 TC7 contr�les et 
TFRC_em, par trois anticorps monoclonaux sp�cifiques de CD71 (clones indiqu�s entre parenth�ses). (n ( 3) (D) �valuation de 
lÕexpression de CD71 � la surface des cellules Caco-2 TC7 contr�les et TFRC_em par cytom�trie en flux, � lÕaide de deux 
anticorps monoclonaux sp�cifiques de CD71 (clones indiqu�s entre parenth�ses). En contr�le n�gatif, lÕanticorps anti-CD71 a �t� 
remplac� par un anticorps de m�me isotype, � la m�me concentration (isotype, en gris) (n > 3) (E) �valuation de lÕexpression de 
TfR2 � la surface des cellules Caco-2 TC7 contr�les (en noir) et TFRC_em (en rouge), et de la lign�e de lymphoblastes B de 
Daudi (contr�le positif dÕexpression de TfR2, en bleu). (n = 1) (F) �tude de la fixation de lÕholo-Tf (25 #g.ml-1) par les cellules 
Caco-2 TC7 contr�les et TFRC_em par cytom�trie en flux. Le diagramme en b�tons indique lÕintensit� de fluorescence m�diane 
(MFI) de lÕholo-Tf coupl�e au fluorochrome Alexa Fluor¨ 647, normalis�e par rapport aux cellules contr�les. (duplicats, n = 1) 
Nter : Extr�mit� N-terminale ; ARNm : ARN messager ; Holo-Tf : Holotransferrine. 
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1.2. �tude de la capacit� de fixation de diff�rentes formes dÕIgA par les 

cellules d�pourvues de CD71. 

 

Nous avons souhait� caract�riser notre syst�me cellulaire en d�terminant sa capacit� 

de fixation de diff�rentes formes dÕIgA humaines. Pour ce faire, nous avons utilis� des IgA 

commerciales de diff�rents distributeurs dont nous avons, pour les IgA s�riques, s�par� les 

monom�res des polym�res par chromatographie dÕexclusion st�rique (figure suppl�mentaire 

1). 

Nous avons observ� une diminution de pr�s de 80% de la fixation des pIgA1 issues de 

my�lome (pIgA1M) sur les cellules TFRC_em par rapport aux cellules contr�les (figure 

III.2A-B) indiquant une fixation principalement d�pendante de CD71. Bien que la fixation 

des mIgA1M soit aussi d�pendante de CD71, nos r�sultats montrent que CD71 fixe 

pr�f�rentiellement les IgA1 de forme polym�rique comme en t�moigne le niveau de fixation 

des mIgA1M et pIgA1M sur les cellules contr�les. La fixation des mIgA2M et pIgA2M sÕest 

r�v�l�e partiellement d�pendante de CD71 tandis que les mIgA et pIgA issues s�rum de sujets 

sains sont peu/pas affect�es, et de mani�re non reproductible selon les distributeurs. Ë notre 

surprise, la fixation des SIgA de colostrum appara�t ind�pendante de CD71, quel que soit le 

distributeur dÕorigine (Fitzgerald (FITZ), Athens Research & Technology (ART) ou Sigma-

Aldrich (SIGM)). 

Afin de confirmer lÕensemble de ces r�sultats, nous avons g�n�r� une seconde lign�e 

cellulaire stable d�pourvue de CD71 � lÕaide dÕun nouvel ARN guide ciblant le sixi�me exon 

de CD71 (~acide amin� 223, dans le domaine apical). La fixation des diff�rentes formes 

dÕIgA sur ces cellules, nomm�es TFRC_6, est identique aux cellules TFRC_em (figure 

III.2B). 

Nous avons aussi voulu �liminer la possibilit� que lÕabsence de diminution de fixation 

des SIgA soit due au sous-clone de Caco-2 utilis� (TC7) dans lÕhypoth�se o� il exprimerait un 

second r�cepteur aux SIgA absent dans les lign�es utilis�es dans nos pr�c�dentes �tudes. 

Nous avons ainsi inactiv� CD71 dans trois nouvelles lign�es dÕIEC : deux lign�es canc�reuses 

(HT-29, Caco-2 HTB-37) et une lign�e primaire (HIEC) (Perreault and Beaulieu, 1996). 

Aucune de ces lign�es ne pr�sente une fixation des SIgA d�pendante de CD71 (figure III.2C-

E). Les lign�es HT-29 et HIEC pr�sentent aussi un profil diff�rent de fixation des mIgA et 

pIgA1M. LÕimportante fixation des mIgA sur les HT-29 est en accord avec les r�sultats de 

Kitamura et coll�gues qui sugg�rent lÕexistence dÕun r�cepteur aux mIgA non encore identifi� 
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sur ces cellules (Kitamura et al., 2000). En outre, la lign�e HT-29 exprime faiblement le pIgR 

� lÕ�tat basal, ce qui pourrait expliquer la fixation r�siduelle des pIgA1M sur les HT-29 

TFRC_em (Chintalacharuvu et al., 1991). Enfin, lÕabsence de fixation des pIgA1M sur les 

HIEC est � lÕimage du tr�s faible niveau dÕexpression de CD71 � la surface de ces cellules. 

Dans lÕensemble, ces r�sultats confirment lÕaffinit� pr�f�rentielle de CD71 pour les 

IgA1 de forme polym�rique, observ�e par Moura et coll�gues (Moura et al., 2004). En outre, 

la fixation pr�f�rentielle � CD71 des pIgA1 de my�lome par rapport aux pIgA s�riques 

dÕindividus sains sugg�re lÕimportance des glycosylations dans leur interaction avec CD71. 

En effet, il a �t� rapport� que les pIgA1 de my�lome comportent r�guli�rement des anomalies 

de glycosylation, avec notamment une hypogalactosylation (Renfrow et al., 2007). En 

revanche, nos r�sultats montrent quÕune fraction des IgA2 de my�lome (ici dÕun unique 

patient) peut se fixer � CD71 et que les SIgA de colostrum nÕinteragissent pas directement 

avec CD71. Les r�sultats obtenus avec les SIgA nÕ�tant pas coh�rents avec les pr�c�dents 

travaux du laboratoire, nous avons d�cid� de r��valuer lÕinteraction des SIgA avec CD71 � 

lÕaide de techniques compl�mentaires. 

Pour la suite de ce manuscrit, nous avons r�alis� les exp�riences avec les SIgA 

commerciales de chez Athens Research & Technology (SIgAART). Les mIgA purifi�es de 

s�rums dÕindividus sains (mIgA, MP Biomedicals) et les pIgA1 de my�lome (pIgA1M, Athens 

Research & Technology) nous ont respectivement servi de contr�les n�gatif et positif de 

fixation � CD71. 
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Figure III.2 : �tude par cytom�trie en flux de la fixation dÕIgA sur diff�rentes lign�es dÕIEC humaines d�pourvues ou non 
de CD71. (A) Histogrammes repr�sentant la fixation de diff�rentes formes dÕIgA (200 #g.ml-1) sur un m�lange de cellules 
contr�les (en noir) et TFRC_em (en rouge) identifi�es par leur niveau dÕexpression de CD71, par cytom�trie en flux. Les contr�les 
n�gatifs consistent en lÕincubation des (FabÕ)2 anti-IgA biotinyl�s et de la streptavidine coupl�e au PE-Cy7, en lÕabsence dÕIgA. 
(histogrammes repr�sentatifs, n ( 6). (B) Diagramme en b�tons repr�sentant la fixation dÕIgA (200 #g.ml-1) sur les cellules Caco-2 
TC7 contr�les (en noir), TFRC_em (en rouge) et TFRC_6 (en vert). En ordonn�es, lÕintensit� de fluorescence m�diane (MFI) du 
marquage IgA est normalis�e par rapport � la fixation des SIgAFITZ sur les cellules Caco-2 TC7 contr�les. Chaque symbole 
repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 1 Ð 10). n.s. : Diff�rence non significative ; * : p < 0,05 dÕapr�s le test 
statistique de Wilcoxon ; n.r. : Condition non r�alis�e. (C, D, E) �tude de la fixation des IgA (200 #g.ml-1) par cytom�trie en flux 
dans trois autres lign�es dÕIEC humaines. Le nuage de points (� gauche) repr�sente la taille des cellules (FSC-A) en fonction de 
lÕexpression de CD71 par cytom�trie en flux, et permet de distinguer deux populations exprimant faiblement (cellules TFRC_em) 
et fortement (cellules contr�les) CD71 m�lang�es dans le m�me tube (graphique repr�sentatif, n = 2 Ð 3). Sous ce graphique, le 
western-blot montre le niveau dÕexpression de CD71 par rapport � la prot�ine endog�ne GAPDH dans les lysats totaux des deux 
populations indiqu�es en cytom�trie en flux (n = 1). Le diagramme en b�tons repr�sente la MFI de fixation des diff�rentes formes 
dÕIgA (200 #g.ml-1) dans les deux populations indiqu�es sur le nuage de points. La MFI a �t� normalis�e par rapport � la fixation 
des SIgA dans les cellules contr�les. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 2 Ð 3). pIgA1M : 
pIgA1 issues de my�lome ; PE-Cy7 : Phyco�rythrine-Cyanine 7. 
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1.3. R��valuation de lÕinteraction entre les SIgA et CD71. 

 

Afin de r��valuer lÕinteraction entre les SIgA et CD71, nous avons pos� comme 

premi�re hypoth�se quÕun m�canisme compensateur pourrait expliquer le maintien de la 

fixation des SIgA � la surface des diff�rentes lign�es cellulaires �tudi�es. Pour tester cette 

hypoth�se, nous avons transfect� la lign�e fibroblastique r�nale simienne COS-7 avec le 

r�cepteur CD71 humain. 

LÕexpression h�t�rologue de CD71 en cellules COS-7 permet la synth�se dÕun 

r�cepteur fonctionnel � la surface des cellules comme en atteste lÕaugmentation de plus de 10 

fois de la fixation des pIgA1M sur les cellules hCD71+ par rapport � la population hCD71- 

(figure III.3A). Venant confirmer nos pr�c�dents r�sultats, les pIgA2M se fixent de mani�re 

comparable aux pIgA1M sur les deux populations �tudi�es. En revanche, les mIgA et SIgA ne 

sont que tr�s peu affect�es par la surexpression de CD71 (augmentation de fixation x1,9 et 

x1,4 respectivement). 

LÕabsence dÕeffet notoire de la suppression ou de la surexpression de CD71 sur la 

fixation des SIgA nous a amen�s � une nouvelle hypoth�se. La forte fixation basale sur les 

diff�rentes lign�es cellulaires contr�les pourrait masquer une faible fixation d�pendante de 

CD71. 

Pour tester cette hypoth�se, nous avons r�alis� des exp�riences dÕimmunopr�cipitation 

dÕIgA incub�es en pr�sence de lysats totaux, ou pr�alablement incub�es sur cellules 

adh�rentes ou en suspension (figure III.3B). Chacun de ces dispositifs exp�rimentaux 

confirme que seules les pIgA1M sont capables dÕinteragir directement avec CD71 (figure 

III.3C). 

 

LÕensemble de ces approches indique lÕabsence dÕinteraction physique directe entre 

CD71 et les SIgA. Ces r�sultats sont en accord avec ceux de Moura et coll�gues (Moura et al., 

2004) mais nÕexpliquent pas les donn�es pr�c�demment obtenues par notre laboratoire (Abed 

et al., 2014; Lebreton et al., 2012; Matysiak-Budnik et al., 2008). 
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Figure III.3 : (A) �tude de la fixation dÕIgA dans un syst�me dÕexpression h�t�rologue de CD71 humain. Les cellules COS-
7 ont �t� transfect�es par un plasmide vide ou contenant le g�ne codant CD71 humain (hCD71). Le nuage de points (� gauche) 
montre la taille des cellules (FSC-A) en fonction du niveau dÕexpression de hCD71 dans les deux population cellulaires 
transfect�es, m�lang�es dans le m�me tube. La fixation des IgA (200 !g.ml-1) (histogrammes) a �t� compar�e entre les deux 
populations, n�gatives (en noir) et positives (en bleu) pour lÕexpression de hCD71, s�lectionn�es sur le nuage de points. Le 
diagramme en b�tons (� droite) indique le facteur de multiplication de la fixation des IgA entre les cellules hCD71- (en noir) et 
hCD71+ (en bleu) pour chaque forme dÕIgA test�e. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 1 Ð 4). 
(B) Repr�sentation sch�matique des dispositifs exp�rimentaux dÕimmunopr�cipitation. Les IP et co-IP r�alis�es sur les 
cellules Caco-2 TC7 ont �t� men�es selon trois dispositifs exp�rimentaux. En haut, les lysats totaux ont �t� incub�s en pr�sence 
dÕIgA (10 !g) coupl�es de fa�on covalente � des billes magn�tiques. Au milieu, les IgA (200 !g.ml-1) ont �t� incub�es sur des 
cellules adh�rentes. Les cellules ont ensuite �t� lys�es et la co-IP a �t� r�alis�e � lÕaide dÕIgG anti-IgA coupl�es de fa�on covalente 
� des billes magn�tiques. En bas, des suspensions cellulaires ont �t� incub�es en pr�sence dÕIgA (200 !g.ml-1) puis lys�es. La co-
IP a �t� r�alis�e � lÕaide dÕIgG anti-IgA coupl�es de fa�on covalente � des billes magn�tiques. (C) Western-blot et quantification 
des (co-)immunopr�cipitations. Ë gauche, western-blot r�alis�s sur les �luats de chacun des dispositif exp�rimentaux dÕIP, et 
r�v�l�s � lÕaide dÕun anticorps sp�cifique de CD71 (images repr�sentatives, n = 1 Ð 5). Ë droite, diagrammes en b�tons des 
quantifications des bandes r�v�l�es par lÕanticorps anti-CD71 par western-blot. Les quantifications ont �t� r�alis�es � lÕaide du 
logiciel ImageJ et normalis�es par rapport � la condition pIgA1M. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante 
(m�diane, n = 1 Ð 5). pIgA1M : pIgA1 issues de my�lome. BSA : Albumine bovine s�rique. 
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LÕabsence dÕinteraction physique directe par cytom�trie en flux et 

immunopr�cipitation ne pr�clut pas dÕune �troite proximit� des SIgA et de CD71 et/ou de la 

pr�sence de CD71 au sein dÕun complexe prot�ique interagissant avec les SIgA � la surface 

cellulaire. Pour tester cette possibilit�, nous avons r�alis� des exp�riences de ligation de 

proximit� (PLA) dont la positivit� t�moigne dÕune distance prot�ine-prot�ine inf�rieure � 40 

nm, ainsi que de transfert dÕ�nergie de fluorescence par r�sonance (FRET) par analyse du 

temps de vie de fluorescence du fluorochrome donneur (FLIM), op�rant pour des distances 

inf�rieures � 10 nm. 

LÕ�tude de proximit� entre CD71 et IgA par PLA confirme lÕinteraction directe CD71-

pIgA1M pr�c�demment observ�e et indique la pr�sence de CD71 � proximit� des SIgA (figure 

III.4A). En revanche, aucune interaction entre les mIgA et CD71 nÕest d�tect�e. Ces r�sultats 

ont �t� confirm�s � lÕaide dÕun second couple dÕanticorps (donn�es non montr�es). 

Les r�sultats obtenus par FRET-FLIM montrent un transfert de fluorescence entre le 

fluorochrome donneur (CD71) et lÕaccepteur (IgA) exclusivement en pr�sence de pIgA1M et 

de SIgA (figure III.4B-C). La mod�lisation math�matique de la courbe de d�croissance de 

fluorescence du fluorochrome donneur (figure III.4C) permet de calculer la valeur de son 

temps de vie de fluorescence (Tau). La comparaison des Tau indique que le FRET entre 

CD71 et pIgA1M/SIgA est tr�s proche du maximum obtenu � lÕaide de deux anticorps anti-

CD71. La sp�cificit� est quant � elle confirm�e par lÕabsence de FRET entre Ep-CAM 

(Epithelial cell ahesion molecule) et les SIgA. Ces r�sultats ont �t� confirm�s � lÕaide dÕun 

second couple dÕanticorps, mais aussi en inversant la disposition des fluorochromes donneur 

et accepteur (donn�es non montr�es).  

Les donn�es obtenues par PLA et FRET-FLIM confirment lÕinteraction physique entre 

CD71 et les pIgA1M et r�v�lent une �troite proximit� (< 10 nm) entre CD71 et les SIgA, 

malgr� lÕabsence dÕinteraction physique directe. 

La valeur de Tau obtenue par FRET-FLIM est influenc�e par la distance entre les 

interactants (1/r6) et par la fraction de mol�cules donneuses impliqu�e dans le FRET. De 

mani�re int�ressante, les SIgA �tablissent un plus grand nombre dÕinteractions avec CD71 

que les pIgA1M (+40%) en PLA alors que les valeurs de Tau pour CD71-pIgA1M et CD71-

SIgA sont similaires. La mise en relation de ces deux r�sultats sugg�re que la distance plus 

importante entre CD71 et SIgA est compens�e par un plus grand nombre de complexes 

CD71-SIgA form�s (et/ou par des complexes de plus grande taille) � la surface. Pour tester 

cette hypoth�se, nous avons repr�sent� Tau = f(IIgA/ICD71) o� I correspond � lÕintensit� du 

marquage quantifi�e sur lÕimage obtenue par microscopie confocale (figure III.4D). Sur ce 
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graphique, on note que le niveau de fixation des SIgA requis pour atteindre une m�me valeur 

de Tau est plus �lev� que pour les pIgA1M. Autrement dit, pour une quantit� �gale dÕIgA 

fix�e, le FRET CD71-SIgA est inf�rieur au FRET CD71-pIgA1M, ce qui r�v�le une moindre 

proximit� entre CD71 et les SIgA. 

 

LÕensemble de ces r�sultats indique quÕ� la diff�rence des pIgA1M, les SIgA 

nÕ�tablissent pas dÕinteraction physique directe avec CD71. CD71 et SIgA sont n�anmoins 

extr�mement proches, ce qui permet dÕexpliquer les pr�c�dentes observations (colocalisation, 

FRET et PLA) faites in vitro et sur biopsies de patients cÏliaques (Lebreton et al., 2012; 

Matysiak-Budnik et al., 2008). Se pose d�sormais la question de lÕidentit� du(des) prot�ines 

interagissant directement avec les SIgA � la surface de la lign�e Caco-2 TC7. 
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Figure III.4 : �tude de lÕinteraction entre CD71 et les IgA sur les cellules Caco-2 TC7 par PLA et FRET-FLIM. (A) �tude 
de la proximit� entre CD71 et les IgA (250 !g.ml-1) par PLA, en microscopie confocale. Ë gauche, images repr�sentatives de 
chacune des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximit� CD71-
IgA (points rouges). Ë droite, diagramme en b�tons indiquant le nombre dÕinteractions CD71-IgA par cellule, quantifi� � lÕaide du 
module Ç Spot detector È du logiciel Icy. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 3). Le nombre 
dÕinteractions CD71-IgA a �t� normalis� par rapport � la condition r�alis�e en pr�sence de SIgA. (B, C, D) �tude de lÕinteraction 
entre CD71 et les IgA (250 !g.ml-1) par FRET-FLIM. (B) Images microscopiques confocales repr�sentatives des marquages 
r�alis�s � lÕaide des anticorps anti-CD71 (� gauche, en vert) et anti-IgA (au milieu, en rouge), et repr�sentation colorim�trique du 
temps de vie du fluorochrome donneur (Tau, � droite) calcul� par FRET-FLIM. (C) En haut, les courbes de d�croissance de 
fluorescence repr�sentant le nombre de photons �mis par les �chantillons et re�us par la photodiode apr�s une stimulation du 
fluorochrome donneur par un laser puls�, en fonction du temps (en nanosecondes). La valeur maximale de photons d�tect�e a �t� 
normalis�e � 105 pour chaque condition, afin de permettre la superposition des courbes et leur analyse visuelle. En bas, le 
diagramme en b�tons repr�sente le temps de vie du fluorochrome donneur (Tau) calcul� par mod�lisation biexponentielle de la 
portion lin�aire d�croissante des courbes de d�croissance de fluorescence, pour chacune des conditions. Chaque symbole 
repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 2 Ð 4). (D) Nuage de points repr�sentant le temps de vie du fluorochrome 
donneur (Tau) en fonction du rapport des intensit�s de fluorescence des marquages IgA et CD71. Les intensit�s de fluorescence 
ont �t� quantifi�es sur les images obtenues par microscopie confocale, � lÕaide du logiciel ImageJ. Chaque symbole repr�sente un 
champ microscopique (8 champs par condition, n = 2). Pour chaque condition, une courbe de tendance lin�aire a �t� trac�e. 
DAPI : 4Õ-6-diamidino-2-ph�nylindole ; NT : Cellules non trait�es ; pIgA1M : pIgA1 issues de my�lome. 
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2. Caract�risation des param�tres de fixation des SIgA et 
identification de partenaires du complexe prot�ique. 

2.1. Param�tres de fixation des SIgA � la surface des cellules Caco-2 TC7. 

 

Dans un premier temps, nous avons d�cid� de caract�riser les param�tres de fixation 

des SIgA � la surface de la lign�e Caco-2 TC7. Par cytom�trie en flux, la fixation des SIgA 

nÕest pas saturable sur lÕintervalle de concentrations [0 ; 2 mg.ml-1] (figure III.5A), m�me si 

un l�ger infl�chissement de la courbe est observ� � partir de 0,75 Ð 1 mg.ml-1. En outre, 

lÕinteraction nÕest pas d�pendante de cations (figure III.5B). Apr�s avoir d�termin� par ELISA 

le ratio IgA1:IgA2 dans notre pr�paration de SIgA (80:20), nous avons compar� la fixation 

des SIgA1 et des SIgA2 � lÕaide dÕanticorps sp�cifiques de chaque isotype. La figure III.5C 

indique que sur lÕintervalle de concentrations test�es [0 ; 400 #g.ml-1], aucune diff�rence de 

fixation nÕest observ�e entre IgA1 et IgA2. 

 Dans un second temps, nous avons d�termin� la sp�cificit� de lÕinteraction entre les 

SIgA et ce r�cepteur. Pour ce faire, nous avons pr�-incub� les cellules en pr�sence de 2 

mg.ml-1 dÕIg comp�titrices non marqu�es avant dÕajouter des SIgA (200 #g.ml-1) biotinyl�es. 

Malgr� une importante variabilit� probablement due � lÕabsence de saturation compl�te du 

r�cepteur aux concentrations utilis�es, cette exp�rience sugg�re que la fixation des SIgA est 

sp�cifique et nÕentre pas en comp�tition avec les autres isotypes ou formes dÕIgA utilis�es 

(figure III.5D). La sp�cificit� de la fixation des SIgA a aussi �t� confirm�e en pr�sence de 

s�rum de veau fÏtal () 2%) et dÕimportantes concentrations de BSA () 150 mg.ml-1) 

(donn�es non montr�es). 

 Ces donn�es sugg�rent que les cellules Caco-2 TC7 expriment un(des) r�cepteur(s) 

capable(s) dÕinteragir sp�cifiquement avec les SIgA, ind�pendamment de la sous-classe dÕIgA 

et de la pr�sence de cations. 
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2.2. Criblage dÕexpression des r�cepteurs et prot�ines interagissant avec les 

IgA d�crits dans la litt�rature. 

 

Apr�s avoir d�termin� les param�tres de fixation des SIgA, nous avons entrepris de 

v�rifier lÕexpression des r�cepteurs aux IgA d�crits dans la litt�rature par RT-qPCR et/ou 

western-blot. Les r�sultats de RT-qPCR de la figure III.6A indiquent que, parmi les ARN 

messagers (ARNm) �tudi�s, seuls TFR2 (TfR2), B4GALT1 (b4Gal-T1) et FCAMR (Fc"/!R) 

sont exprim�s � des niveaux sup�rieurs � 0,01 fois un contr�le positif dÕexpression. Nous 

avons confirm� lÕexpression des prot�ines correspondant � ces trois transcrits, ainsi que des 

galectines (Gal)-3 et Gal-8 par western-blot (figure III.6B). 
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Figure III.5 : �tude des param�tres de fixation des SIgA � la surface des cellules Caco-2 TC7. (A) Courbe de fixation des 
SIgA � la surface des cellules Caco-2 TC7 en fonction de la dose de SIgA (0 Ð 2 mg.ml-1), par cytom�trie en flux (moyenne ± 
d�viation standard � la moyenne (SEM), n = 2). MFI : Intensit� moyenne de fluorescence. (B) Histogramme repr�sentant la 
fixation des SIgA (200 !g.ml-1) sur les cellules Caco-2 TC7 dans diff�rents milieux dÕincubation (histogramme repr�sentatif, n = 
2). (C) Courbe de fixation des SIgA1 et SIgA2 � la surface des cellules Caco-2 TC7, d�termin�e � lÕaide dÕanticorps sp�cifiques 
de chaque isotype, par cytom�trie en flux (n = 1). MFI : Intensit� de fluorescence moyenne. (D) Diagramme en b�tons 
repr�sentant la fixation des SIgA (200 !g.ml-1) en pr�sence dÕimmunoglobulines comp�titrices (2 mg.ml-1), par cytom�trie en flux. 
LÕintensit� de fluorescence moyenne (MFI) a �t� normalis�e par rapport � la condition SIgA en lÕabsence dÕimmunoglobuline 
comp�titrice (moyenne, n = 3). Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (n = 3). 
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 DÕapr�s ces r�sultats, la lign�e Caco-2 TC7 exprime cinq candidats 

r�cepteurs/prot�ines interagissant avec les IgA. N�anmoins, lÕanalyse des caract�ristiques de 

fixation des SIgA (figure III.5) et des donn�es de la litt�rature permet dÕen �liminer deux. 

Comme nous lÕavons d�j� montr� (figure III.1), TfR2 nÕest pas exprim� � la surface des 

cellules. DÕautre part, Fc"/#R nÕest exprim� que sous forme monom�rique (~58 kDa) dans les 

Caco-2 TC7 (figure III.6B) alors que seule la forme h�t�rodim�rique non r�ductible (~125 

kDa) est exprim�e � la surface cellulaire (Kikuno et al., 2007). De plus, nous avons montr� 

que la pr�sence dÕIgM comp�titrices ne r�duit pas la fixation des SIgA (figure III.5D). 
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Figure III.6 : �tude de lÕexpression des g�nes codant les prot�ines capables dÕinteragir avec les IgA, par RT-qPCR et 
western-blot. (A) Expression par les cellules Caco-2 TC7 des ARNm codant les diff�rentes prot�ines capables dÕinteragir avec les 
IgA. LÕexpression de chacun des transcrits a �t� rapport�e au transcrit de r�f�rence endog�ne, RPLP0. Pour chaque transcrit, une 
lign�e de cellules humaines a servi de contr�le positif dÕexpression. n.d. : ARNm non d�tect� apr�s 40 cycles dÕamplification par 
qPCR (n = 1). (B) Western-blot r�alis� sur lysats totaux de cellules Caco-2 TC7 et r�v�l� � lÕaide dÕanticorps sp�cifiques des 
prot�ines �tudi�es (n ( 2). 
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2.3. Les galectines-3, -8 et lÕenzyme b4Gal-T1, trois candidates potentielles. 

 

Ces donn�es nous ont conduits � explorer le r�le de Gal-3, Gal-8 et b4Gal-T1 dans la 

fixation des SIgA. Pour ce faire, nous avons r�alis� lÕextinction des g�nes correspondants par 

la technologie CRISPR-Cas9 (figure III.7A, C et E). La fixation des SIgA sur ces cellules a 

ensuite �t� analys�e par cytom�trie en flux (figure III.7B, D et F). Aucune alt�ration de 

fixation des SIgA nÕa �t� d�tect�e dans les cellules d�ficientes en chacun de ces g�nes. 

 

Le criblage de toutes les prot�ines capables dÕinteragir avec les IgA d�crites dans la 

litt�rature nÕa pas permis dÕidentifier le partenaire direct des SIgA � la surface de la lign�e 

Caco-2 TC7. Ces r�sultats nous ont conduits � entreprendre des exp�riences 

dÕimmunopr�cipitation suivies par de la spectrom�trie de masse (IP-MS) pour tenter 

dÕidentifier le(s) prot�ine(s) responsable(s) de la fixation des SIgA. 
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Figure III.7 : �tude de trois prot�ines candidates capables dÕinteragir avec les SIgA. (A, C, E) Western-blot r�alis�s � lÕaide 
dÕanticorps sp�cifiques de chacun des candidats sur les cellules contr�les (ou Ç scramble È, transduites par un ARN guide ne 
ciblant aucun g�ne humain) ou inactiv�es pour le g�ne dÕint�r�t par la technologie CRISPR-Cas9 (n ( 2). (B, D, F) Histogrammes 
repr�sentant la fixation des SIgA (200 #g.ml-1) par cytom�trie en flux � la surface des diff�rentes lign�es �tudi�es (n ( 2). 



 
96 

2.4. Recherche de candidat(s) r�cepteur(s) aux SIgA par IP-MS. 

 

Une premi�re approche a consist� � coupler de fa�on covalente les IgA avec des billes 

magn�tiques fonctionnalis�es avec des groupements �poxy. Cette strat�gie a pour principal 

avantage de retenir les IgA lors de lÕ�lution finale en tampon Laemmli et dÕam�liorer la 

sensibilit� de d�tection de candidats faiblement pr�sents. Cette premi�re tentative ne sÕest pas 

r�v�l�e concluante. Les r�sultats de MS ont montr� une importante contamination par des 

prot�ines provenant du colostrum, issues de la pr�paration de SIgA commerciales (donn�es 

non montr�es). Nous supposons que ces prot�ines ont �t� adsorb�es � la surface des billes lors 

du couplage des IgA et �lu�es en m�me temps que les prot�ines immunopr�cipit�es, diluant le 

signal sp�cifique dans un important bruit de fond. 

La seconde approche a �t� de coupler de fa�on covalente des IgG anti-IgA aux billes 

magn�tiques afin de r�aliser une co-immunopr�cipitation (co-IP) des IgA pr�alablement 

incub�es sur cellules vivantes en suspension (figure III.8A). La figure III.8C illustre une 

exp�rience de co-IP r�alis�e apr�s biotinylation de surface des cellules vivantes pour contr�ler 

la qualit� de lÕIP avant lÕanalyse par MS (les �chantillons envoy�s en MS nÕ�tant pas 

biotinyl�s). On note la pr�sence de nombreuses bandes non sp�cifiques dans lÕIP contr�le 

r�alis�e avec lÕIgG anti-IgA seule, t�moignant de la r�activit� des prot�ines du lysat avec 

lÕanticorps utilis� pour lÕIP. Une bande de 35 kDa, sp�cifiquement retrouv�e dans lÕIP r�alis�e 

en pr�sence de SIgA est n�anmoins observ�e. Sa r�v�lation par la streptavidine coupl�e � la 

peroxydase de raifort indique que cette prot�ine a �t� biotinyl�e et quÕelle comporte au moins 

un domaine extracellulaire expos� � la surface cellulaire. La MS a permis dÕidentifier cette 

prot�ine comme �tant SCAMP3 (Secretory carrier-associated membrane protein 3), et de 

confirmer sa pr�sence exclusivement dans lÕ�chantillon incub� en pr�sence de SIgA (figure 

III.8E). 

Finalement, une troisi�me approche a �t� mise au point (figure III.8B). Nous avons 

biotinyl� dÕimportantes quantit�s de cellules en suspension � lÕaide de groupements sulfo-

NHS-biotin avant de les incuber avec les IgA. Nous avons r�alis� une premi�re co-IP avec un 

(FabÕ)2 anti-IgA coupl� aux billes pour r�duire le bruit de fond observ� avec lÕIgG anti-IgA 

pr�c�demment utilis�e. Apr�s une �lution douce, une deuxi�me IP a �t� faite avec des billes 

magn�tiques coupl�es � la streptavidine. Cette seconde IP a eu pour avantage dÕ�liminer les 

contaminants intracellulaires adsorb�s aux (FabÕ)2 anti-IgA et aux IgA. Th�oriquement, cette 

strat�gie dÕIP en tandem permet de ne retenir que les prot�ines pr�alablement biotinyl�es qui 
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de fait, ont �t� expos�es � la surface cellulaire. Cette troisi�me approche nous a permis 

dÕidentifier deux candidats uniquement immunopr�cipit�s pas les SIgA, BCAP31 (B-cell 

receptor-associated protein 31) et HM13 (Histocompatibility minor 13) (figure III.8D-E). 

 

 

  

Figure III.8 : Identification de(s) r�cepteur(s) aux SIgA par IP-MS. (A, B) Repr�sentations sch�matiques des dispositifs 
exp�rimentaux dÕIP-MS. (A) Des suspensions de cellules Caco-2 TC7 ont �t� incub�es en pr�sence dÕIgA (200 Ð 500 #g.ml-1) 
avant dÕ�tre lys�es. La co-IP a �t� r�alis�e � lÕaide dÕIgG anti-IgA coupl�es de fa�on covalente � des billes magn�tiques. Les �luats 
de co-IP ont �t� analys�s par spectrom�trie de masse apr�s digestion tryptique sur gel. (B) Les cellules Caco-2 TC7 en suspension 
ont �t� biotinyl�es avant dÕ�tre incub�es en pr�sence dÕIgA (200 Ð 500 #g.ml-1) et lys�es. Une co-IP a ensuite �t� r�alis�e � lÕaide 
de (FabÕ)2 anti-IgA coupl�s de fa�on covalente � des billes magn�tiques. Une seconde IP a �t� men�e par des billes magn�tiques 
coupl�es � la streptavidine. Les prot�ines �lu�es ont �t� dig�r�es par FASP et analys�es par MS. (C) Parall�lement � lÕenvoi des 
�chantillons en MS, une exp�rience de contr�le selon le dispositif (A) a �t� r�alis�e sur des cellules dont les prot�ines de surface 
ont pr�alablement �t� biotinyl�es. Les prot�ines co-immunopr�cipit�es ont �t� �lu�es et r�v�l�es par la streptavidine-HRP apr�s 
migration en SDS-PAGE. Ces r�sultats ont permis dÕorienter la d�coupe sur gel (symbolis�e par le rectangle rouge) des 
�chantillons envoy�s en MS. (D) 20% des �luats de co-IP ont �t� mis � migrer en SDS-PAGE et r�v�l�s par la streptavidine-HRP 
afin dÕ�valuer la qualit� de la co-IP envoy�e pour analyse en MS. Le rectangle rouge symbolise lÕanalyse de lÕ�luat total permis 
par la m�thode de digestion FASP. (E) Tableaux r�sumant le nombre de peptides d�tect�s dans une analyse MS apr�s une co-IP 
selon le dispositif (A) (tableau du haut) ou (B) (tableau du bas). Le nombre de peptides d�tect�s par condition est indiqu� pour 
chacun des candidats identifi�s. Accession : R�f�rence de la prot�ine identifi�e dans les bases donn�es ; MS : Spectrom�trie de 
masse ; FASP : Digestion tryptique sur filtre. 
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La difficult� majeure de ces approches par IP-MS a �t� de r�ussir � discriminer le 

signal sp�cifique par rapport au bruit de fond. LÕefficacit� de ces IP est en effet relativement 

faible, cons�quence probable de la faible affinit� des SIgA pour leur r�cepteur, et les 

contaminants cellulaires et/ou du colostrum, tr�s nombreux. Nos diff�rentes strat�gies nous 

ont toutefois permis dÕidentifier trois candidats exclusivement pr�sents dans les �chantillons 

incub�s avec les SIgA : SCAMP3, BCAP31 et HM13 (figure III.9). 

 

  
Figure III.9 
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Figure III.9 : Repr�sentations sch�matiques des trois prot�ines identifi�es par IP-MS. (A) SCAMP3 est une prot�ine 
dÕenviron 35 kDa, compos�e de quatre domaines transmembranaires, et dont les extr�mit�s Nter et Cter sont cytosoliques. (B) 
BCAP31 est une prot�ine dÕenviron 28 kDa, comprenant trois domaines transmembranaires et dont deux topologies ont �t� 
rapport�es. LÕextr�mit� Cter de BCAP31 comporte trois sites potentiels de O-glycosylation (non repr�sent�s) (C) HM13 (ou SPP) 
est une prot�ine de 41-43 kDa, constitu�e de neuf domaines transmembranaires. Son extr�mit� Nter comprenant deux r�sidus N-
glycosyl�s (tridents noirs et jaunes) est expos�e dans le RE ou � la surface cellulaire. Les domaines transmembranaires 6 et 7 
contiennent les r�sidus du domaine catalytique (�toiles rouges) dont r�sulte son activit� aspartyl prot�ase. Deux isoformes de 
HM13 ont �t� d�crites, SPP" (377 aa) et SPP$  (394 aa) identiques pour les acides amin�s 1 � 347 mais dont lÕextr�mit� Cter (carr� 
en pointill�s rouges) diff�re. La diff�rence de s�quence entre SPP" et SPP$ est notifi�e par les hachures blanches sur la s�quence 
de SPP$. SPP" poss�de un motif de r�tention dans le RE (KKEK) en Cter, absent sur SPP$. Nter : Extr�mit� N-terminale ; Cter : 
Extr�mit� C-terminale. 
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3. Confirmation des candidats obtenus par IP-MS. 

3.1. Secretory carrier-associated membrane protein 3 (SCAMP3). 

 

SCAMP3 (35 kDa) est une prot�ine constitu�e de quatre domaines transmembranaires, 

et dont les extr�mit�s Nter et Cter sont intracellulaires (figure III.9A). SCAMP3 est exprim� 

dans de nombreux tissus, � la surface cellulaire et dans diff�rentes organelles impliqu�es dans 

le recyclage des prot�ines de surface (Castle, 2005; Singleton et al., 1997). SCAMP3 peut 

sÕhomodim�riser, ce qui est associ� � sa tendance � former des amas � la surface cellulaire 

(Castle, 2005; Singleton et al., 1997). La colocalisation entre CD71 et SCAMP3 a �t� 

rapport�e dans les endosomes pr�coces (Castle, 2005). SCAMP3 peut �tre ubiquitinyl� et 

interagir avec des prot�ines du complexe de tri endosomal requis pour le transport (ESCRT)-0 

et -1 (Aoh et al., 2009). DÕun point de vue fonctionnel, SCAMP3 est impliqu� dans le trafic 

intracellulaire de lÕEGFR (Aoh et al., 2009; Falgui�res et al., 2011). 

 

Dans un premier temps, nous avons confirm� lÕinteraction physique entre les SIgA et 

le candidat SCAMP3 � lÕaide dÕun anticorps sp�cifique de SCAMP3. Nous avons r�alis� des 

co-IP avec des IgG anti-IgA dans lesquelles SCAMP3 nÕa �t� d�tect� quÕen pr�sence de SIgA 

(figure III.10A). Des co-IP r�alis�es avec des IgG anti-SCAMP3 ont permis de confirmer 

lÕexistence de lÕinteraction entre SCAMP3 et les SIgA (figure III.10A). Ces exp�riences 

d�montrent la pr�sence dÕune interaction physique retrouv�e entre SCAMP3 et les SIgA, mais 

pas entre SCAMP3 et les mIgA ou les pIgA1M. De mani�re similaire, le PLA r�v�le la 

proximit� entre SCAMP3 et les SIgA (figure III.10B). Cette technique indique aussi des 

interactions de proximit� entre SCAMP3 et les pIgA1M, mais dans des proportions beaucoup 

moins importantes (5 fois moins dÕinteractions que les SIgA). En revanche, aucune 

interaction entre SCAMP3 et les SIgA nÕa pu �tre mise en �vidence par FRET-FLIM malgr� 

lÕutilisation de plusieurs couples dÕanticorps, et de cellules surexprimant SCAMP3 (donn�es 

non montr�es). 

Pour d�terminer si lÕinteraction physique entre les SIgA et SCAMP3 est directe, nous 

avons g�n�r� deux lign�es cellulaires d�ficientes en SCAMP3 (figure III.10D) et avons 

caract�ris� leur capacit� de fixation des IgA par cytom�trie en flux (figure III.10E). LÕabsence 

dÕalt�ration de la fixation des SIgA � la surface de ces cellules montre que lÕinteraction 

physique entre SIgA et SCAMP3 nÕest pas directe. 
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 En conclusion, les donn�es obtenues par IP, PLA et MS indiquent que SCAMP3 

interagit physiquement avec les SIgA. N�anmoins, les r�sultats de cytom�trie en flux et de 

FRET �cartent la possibilit� que cette interaction soit directe. 
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Figure III.10 : �tude de lÕinteraction entre SCAMP3 et les IgA sur les cellules Caco-2 TC7. (A) Des suspensions cellulaires 
ont �t� incub�es en pr�sence ou non dÕIgA (200 Ð 500 #g.ml-1) puis lys�es en tampon dÕIP. Une co-IP a ensuite �t� r�alis�e � lÕaide 
dÕIgG anti-IgA (en haut) ou dÕIgG anti-SCAMP3 (en bas) et les prot�ines �lu�es ont �t� analys�es par western-blot. En haut, la 
membrane a �t� r�v�l�e � lÕaide dÕun anticorps anti-SCAMP3 (n ( 3). En bas, la membrane a �t� r�v�l�e � lÕaide dÕun anticorps 
anti-IgA (n = 2). (B) �tude de la proximit� entre SCAMP3 et les IgA (200 #g.ml-1) par PLA, en microscopie confocale. Ë gauche, 
images repr�sentatives de chacune des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les 
interactions de proximit� SCAMP3-IgA (points rouges). Ë droite, diagramme en b�tons indiquant le nombre dÕinteractions 
SCAMP3-IgA par cellule, quantifi� � lÕaide du module Ç Spot detector È du logiciel Icy. Chaque symbole repr�sente une 
exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 2 Ð 3). Le nombre dÕinteractions SCAMP3-IgA a �t� normalis� par rapport � la condition 
r�alis�e en pr�sence de SIgA. (C) Diagramme en b�ton repr�sentant le temps de vie du fluorochrome donneur (Tau) obtenu par 
FRET-FLIM et calcul� par mod�lisation biexponentielle de la courbe de d�croissance de fluorescence, pour chacune des 
conditions en pr�sence ou non dÕIgA (250 #g.ml-1) (diagramme repr�sentatif de trois exp�riences). (D) �valuation par western-blot 
de lÕexpression de SCAMP3 dans les cellules contr�les et dans les deux lign�es inactiv�es par la technologie CRISPR-Cas9. (E) Ë 
gauche, histogrammes repr�sentatif de la fixation de diff�rentes formes dÕIgA (200 #g.ml-1) sur les cellules contr�les (en noir) et 
d�ficientes en SCAMP3 (en bleus clair et fonc�) par cytom�trie en flux. Ë droite, diagramme en b�tons montrant la MFI de 
fixation des IgA, normalis�e par rapport � la fixation des SIgA sur les cellules contr�les. Chaque symbole repr�sente une 
exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 2 Ð 3). NT : Cellules incub�es en absence dÕIgA (non trait�es) ; pIgA1M : pIgA1 issues de 
my�lome. MFI : Intensit� de fluorescence m�diane. 
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3.2. B-cell receptor-associated protein 31 (BCAP31). 

 

BCAP31 (~28 kDa) est une prot�ine ubiquitaire compos�e de trois domaines 

transmembranaires dont lÕextr�mit� Cter est cytosolique (figure III.9B). BCAP31 est 

abondamment retrouv�e dans le r�ticulum endoplasmique (RE) o� elle op�re en tant que 

chaperonne de nombreuses prot�ines comme la cellubr�vine, le CFTR (Cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator) ou lÕIgD membranaire (Annaert et al., 1997; Lambert 

et al., 2001; Schamel et al., 2003). BCAP31 r�gule aussi la d�gradation prot�ique associ�e au 

RE (ERAD) ainsi que lÕexport de prot�ines � la membrane plasmique comme lÕint�grine $2 

CD11b/CD18 ou le complexe majeur dÕhistocompatibilit� (CMH)-I (Abe et al., 2009; Wang 

et al., 2008; Zen et al., 2004). Enfin, BCAP31 est impliqu� dans le d�clenchement de 

lÕapoptose induite par le stress du RE (Namba et al., 2013).  LÕexpression de BCAP31 � la 

membrane plasmique a r�cemment �t� montr�e � la surface des PNN et des cellules souches 

embryonnaires humaines (hESC) (Bartee et al., 2010; Kim et al., 2015). De mani�re 

int�ressante, BCAP31 pr�sente une topologie invers�e et expose son extr�mit� Cter � la surface 

des hESC (figure III.9B) (Kim et al., 2015). 

 

Comme nous lÕavons fait pour SCAMP3, nous avons dÕabord v�rifi� les r�sultats 

obtenus par MS � lÕaide de diff�rentes techniques. Par IP, nous avons confirm� que BCAP31 

interagit physiquement avec les SIgA tandis quÕune interaction semble aussi pr�sente avec les 

mIgA, mais dans une moindre une mesure (figure III.11A). Les exp�riences de PLA ont 

confirm� lÕinteraction entre les SIgA et BCAP31, et beaucoup plus faiblement avec les mIgA 

(figure III.11B). En revanche, cette derni�re technique indique que malgr� lÕabsence 

dÕinteraction physique d�tectable par IP, BCAP31 se trouve � proximit� des complexes 

CD71-pIgA1M. 

Nous avons g�n�r� deux lign�es cellulaires d�ficientes en BCAP31 afin dÕ�valuer sa 

capacit� dÕinteraction avec les IgA par cytom�trie en flux (figure III.11C). LÕabsence de 

diff�rence par rapport aux cellules contr�les montre que BCAP31 nÕest pas n�cessaire � la 

fixation des IgA � la surface des cellules Caco-2 TC7 (figure III.11D). 

 

LÕensemble de ces donn�es indique que BCAP31 est un partenaire du complexe 

prot�ique interagissant physiquement, mais de mani�re indirecte, avec les SIgA. 
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Figure III.11 : �tude de lÕinteraction entre BCAP31 et les IgA dans les cellules Caco-2 TC7. (A) Des suspensions cellulaires 
ont �t� incub�es en pr�sence ou non dÕIgA (200 #g.ml-1) puis lys�es en tampon dÕIP. Une co-IP a ensuite �t� r�alis�e � lÕaide 
dÕIgG anti-IgA et les prot�ines �lu�es ont �t� analys�es par western-blot. La membrane a �t� r�v�l�e � lÕaide dÕun anticorps anti-
BCAP31 (� gauche). Ë droite, diagramme en b�tons des quantifications des bandes r�v�l�es par lÕanticorps anti-BCAP31. Les 
quantifications ont �t� r�alis�es � lÕaide du logiciel ImageJ et normalis�es par rapport � la condition r�alis�e en pr�sence de SIgA. 
Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 3). (B) �tude de la proximit� entre BCAP31 et les IgA 
(250 #g.ml-1) par PLA, en microscopie confocale. Ë gauche, images repr�sentatives de chacune des conditions sur lesquelles 
apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximit� BCAP31-IgA (points rouges). Ë droite, 
diagramme en b�tons indiquant le nombre dÕinteractions BCAP31-IgA par cellule, quantifi� � lÕaide du module Ç Spot detector È 
du logiciel Icy. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 2). Le nombre dÕinteractions BCAP31-
IgA a �t� normalis� par rapport � la condition r�alis�e en pr�sence de SIgA. (C) �valuation par western-blot de lÕexpression de 
BCAP31 dans les cellules contr�les et dans deux lign�es inactiv�es par la technologie CRISPR-Cas9. (D) Histogrammes 
repr�sentatifs de la fixation de diff�rentes formes dÕIgA (200 #g.ml-1) sur les cellules contr�les (en noir) et d�ficientes en BCAP31 
(en violet) par cytom�trie en flux (histogramme repr�sentatif, n = 2). NT : Cellules incub�es en absence dÕIgA (non trait�es) ; 
pIgA1M : pIgA1 issues de my�lome. 
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3.3. Histocompatibility minor 13 (HM13). 

 

HM13 (aussi nomm�e peptidase de peptide signal, SPP) est une prot�ine dÕenviron 41 

kDa (377 aa) constitu�e de neuf domaines transmembranaires, dot�e dÕune activit� aspartyl 

prot�ase intramembranaire (figure III.9C) (Friedmann et al., 2004; Weihofen et al., 2002). 

HM13 exerce sa fonction enzymatique lorsquÕil est sous forme homot�tram�rique (Miyashita 

et al., 2011). La pr�sence dÕun motif peptidique KKEK en Cter de lÕisoforme " (SPP") 

majoritaire explique sa caract�risation initiale comme prot�ine r�sidente du RE (Weihofen et 

al., 2002). De par son activit� enzymatique, HM13 est impliqu� dans de nombreux 

m�canismes cellulaires comme le clivage de peptides signaux de r�cepteurs 

transmembranaires de type II apr�s un premier clivage par une signal peptidase, la 

d�gradation de prot�ines par la voie ERAD ainsi que la maturation de prot�ines virales (Chen 

et al., 2014; McLauchlan et al., 2002; Weihofen et al., 2002). De mani�re int�ressante, HM13 

est aussi capable de former dÕimportants complexes oligom�riques (200 Ð 600 kDa), 

ind�pendamment de son activit� aspartyl prot�ase (Schrul et al., 2010). En 2006, une seconde 

isoforme de HM13 (SPP$) a �t� d�crite chez la souris. SPP$ (~43 kDa, 394 aa) est identique 

� SPP" pour les acides amin�s 1 � 347 mais son extr�mit� Cter diff�re et ne poss�de pas de 

motif de r�tention dans le RE (figure III.9C) (Urny et al., 2006). De mani�re int�ressante, 

Urny et coll�gues ont montr� que SPP$, mais pas SPP", est exprim� � la membrane 

plasmique (Urny et al., 2006). SPP$ a aussi �t� mis en �vidence chez lÕHomme, ce qui 

sugg�re, � lÕimage de son orthologue murin, lÕexpression de cette isoforme de HM13 � la 

surface des cellules humaines. Ë ce jour, aucune fonction nÕa �t� attribu�e � SPP$. 

 
Pour ce troisi�me candidat, nous avons entrepris la m�me d�marche que pour les deux 

candidats pr�c�dents, � lÕaide dÕun anticorps polyclonal capable de r�agir avec les deux 

isoformes de HM13. Comme dans le cas de BCAP31, lÕ�tude par IP montre que HM13 

interagit physiquement avec les SIgA, dans une moindre mesure avec les mIgA, mais pas 

avec les pIgA1M (figure III.12A). Les donn�es de PLA indiquent la proximit� entre HM13 et 

les trois formes dÕIgA test�es (figure III.12B). Les interactions sont n�anmoins 2,5 fois plus 

nombreuses en pr�sence de pIgA1M et de SIgA quÕen pr�sence de mIgA. Nous avons g�n�r� 

deux lign�es d�ficientes en HM13 � lÕaide dÕARN guides ciblant des s�quences conserv�es 

entre les isoformes SPP" et SPP$ (figure III.12C) et avons montr� que les cellules d�ficientes 

en HM13 ne pr�sentent aucune alt�ration de la fixation des IgA par cytom�trie en flux (figure 

III.12D). 
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Ces r�sultats permettent dÕ�tablir que HM13 est membre du complexe prot�ique liant 

les SIgA � la surface cellulaire mais indiquent quÕil nÕest pas directement impliqu� dans la 

fixation des SIgA. LÕanticorps utilis� dans ces exp�riences ne permet toutefois pas de 

d�terminer quelle(s) isoforme(s) de HM13 interagi(ssen)t avec les SIgA.  
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Figure III.12 : �tude de lÕinteraction entre HM13 et les IgA dans les cellules Caco-2 TC7. (A) Des suspensions cellulaires ont 
�t� incub�es en pr�sence ou non dÕIgA (200 #g.ml-1) puis lys�es en tampon dÕIP. Une co-IP a ensuite �t� r�alis�e � lÕaide dÕIgG 
anti-IgA et les prot�ines �lu�es ont �t� analys�es par western-blot. La membrane a �t� r�v�l�e � lÕaide dÕun anticorps anti-HM13 (� 
gauche). Ë droite, diagramme en b�tons des quantifications des bandes r�v�l�es par lÕanticorps anti-HM13. Les quantifications ont 
�t� r�alis�es � lÕaide du logiciel ImageJ et normalis�es par rapport � la condition r�alis�e en pr�sence de SIgA. Chaque symbole 
repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 4). (B) �tude de la proximit� entre HM13 et les IgA (250 #g.ml-1) par PLA, 
en microscopie confocale. Ë gauche, images repr�sentatives de chacune des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux 
cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximit� HM13-IgA (points rouges). Ë droite, diagramme en b�tons indiquant le 
nombre dÕinteractions HM13-IgA par cellule, quantifi� � lÕaide du module Ç Spot detector È du logiciel Icy. Chaque symbole 
repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 2). Le nombre dÕinteractions HM13-IgA a �t� normalis� par rapport � la 
condition r�alis�e en pr�sence de SIgA. (C) �valuation par western-blot de lÕexpression de HM13 dans les cellules contr�les et 
dans deux lign�es inactiv�es par la technologie CRISPR-Cas9. (D) Histogrammes repr�sentatifs de la fixation de diff�rentes 
formes dÕIgA (200 #g.ml-1) sur les cellules contr�les (en noir) et d�ficientes en HM13 (en vert) par cytom�trie en flux (n = 2). 
NT : Cellules incub�es en absence dÕIgA (non trait�es) ; pIgA1M : pIgA1 issues de my�lome. 
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En conclusion de cette partie, nous avons identifi� et caract�ris� trois nouvelles 

prot�ines capables dÕinteragir physiquement, mais de mani�re indirecte, avec les SIgA � la 

surface des IEC Caco-2 TC7. Notre strat�gie par IP-MS ne nous a n�anmoins pas permis 

dÕidentifier le partenaire direct des SIgA. Pour y parvenir, nous avons entrepris deux 

nouvelles approches dont les r�sultats ne sont pas connus � ce jour (voir Discussion). En 

compl�ment de ces exp�riences, nous nous sommes attach�s � pr�ciser les liens entre ces 

diff�rents partenaires afin de mieux caract�riser lÕorganisation du complexe de fixation des 

SIgA. 

 

4. Organisation du complexe de fixation des SIgA. 

4.1. Dynamique de lÕinteraction entre SCAMP3, CD71 et les IgA. 

 

Dans un premier temps, nous nous sommes demand�s si les diff�rents partenaires des 

SIgA interagissent entre eux � lÕ�tat basal. Par IP et PLA, nous avons montr� que CD71 et 

SCAMP3 interagissent physiquement en lÕabsence dÕIgA (figure III.13A-B). Des donn�es 

pr�liminaires par IP sugg�rent que CD71 et BCAP31 interagissent aussi physiquement � lÕ�tat 

basal (donn�es non montr�es). HM13 et BCAP31 ayant r�cemment �t� identifi�s par MS, 

lÕinteraction de ces deux prot�ines entre elles et avec CD71 et SCAMP3 en lÕabsence dÕIgA 

reste � �valuer. 

De mani�re int�ressante, la stimulation des cellules par les pIgA1M et les SIgA 

augmente la quantit� dÕinteractions SCAMP3-CD71 observ�es en PLA tandis quÕaucune 

diff�rence nÕappara�t par IP (figure III.13B). Cette absence de corr�lation entre IP et PLA 

sugg�re que la fixation des pIgA1M et des SIgA induit le regroupement de CD71 et SCAMP3 

au sein de complexes multim�riques [CD71x:SCAMP3y]n par agr�gation dÕoligom�res 

(CD71)x:(SCAMP3)y d�j� constitu�s (n �tant variable, pour x et y constants) (figure III.13C). 
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Figure III.13 : �tude de lÕinteraction entre SCAMP3 et CD71 dans les cellules Caco-2 TC7. (A) Des suspensions cellulaires 
ont �t� incub�es en pr�sence ou non dÕIgA (200 #g.ml-1) puis lys�es en tampon dÕIP. Une co-IP a ensuite �t� r�alis�e � lÕaide 
dÕIgG anti-SCAMP3 (en haut) ou dÕIgG anti-CD71 (en bas) et les prot�ines �lu�es ont �t� analys�es par western-blot. En haut, la 
membrane a �t� r�v�l�e � lÕaide dÕun anticorps anti-CD71 (n = 3). En bas, la membrane a �t� r�v�l�e � lÕaide dÕun anticorps anti-
SCAMP3 (n = ( 4). (B) �tude de la proximit� entre SCAMP3 et CD71 par PLA en pr�sence ou non dÕIgA (250 #g.ml-1), en 
microscopie confocale. Ë gauche, images repr�sentatives de chacune des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux 
cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximit� SCAMP3-CD71 (points rouges). Ë droite, diagramme en b�tons 
indiquant le nombre dÕinteractions SCAMP3-CD71 par cellule, quantifi� � lÕaide du module Ç Spot detector È du logiciel Icy. 
Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 3). Le nombre dÕinteractions HM13-IgA a �t� normalis� 
par rapport � la condition r�alis�e en pr�sence de SIgA. (C) Sch�ma hypoth�tique de lÕoligom�risation des complexes CD71-
SCAMP3 en pr�sence de pIgA1M et de SIgA, dÕapr�s les donn�es dÕIP et de PLA. 
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LÕ�tude par IP de lÕinteraction entre SCAMP3 et les SIgA sur les cellules TFRC_em 

montre un d�faut de recrutement de SCAMP3 de lÕordre de 70% au sein du complexe de 

fixation des SIgA (figure III.14A). De la m�me mani�re, le nombre dÕinteractions SCAMP3-

SIgA diminue de 80% dans les cellules TFRC_em (figure III.14B). Ces r�sultats indiquent 

que CD71 est n�cessaire au recrutement de SCAMP3 au sein du complexe prot�ique, ainsi 

quÕ� lÕinteraction physique entre SCAMP3 et les SIgA (figure III.14C). 
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Figure III.14 : �tude de lÕinteraction entre SCAMP3 et les IgA sur les cellules TFRC_em. (A) Des suspensions de cellules 
contr�les et TFRC_em ont �t� incub�es en pr�sence ou non de SIgA (200 #g.ml-1) puis lys�es en tampon dÕIP. Une co-IP a ensuite 
�t� r�alis�e � lÕaide de (FabÕ)2 anti-IgA et les prot�ines �lu�es ont �t� analys�es par western-blot. Ë gauche, la membrane a �t� 
r�v�l�e � lÕaide dÕanticorps anti-CD71, anti-IgA (cha�ne lourde) et anti-GAPDH. Ë droite, diagramme en b�tons repr�sentant la 
quantification des bandes r�v�l�es par lÕanticorps anti-SCAMP3, rapport�e � la quantification des bandes r�v�l�es par lÕanticorps 
anti-IgA. Les quantifications ont �t� r�alis�es � lÕaide du logiciel ImageJ et normalis�es par rapport aux cellules contr�les incub�es 
en pr�sence de SIgA. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 5). (B) �tude de la proximit� entre 
SCAMP3 et les IgA (250 #g.ml-1) par PLA, en microscopie confocale. Ë gauche, images repr�sentatives de chacune des 
conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximit� SCAMP3-IgA (points 
rouges). Ë droite, diagramme en b�tons indiquant le nombre dÕinteractions SCAMP3-IgA par cellule, quantifi� � lÕaide du module 
Ç Spot detector È du logiciel Icy. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 2 Ð 4). Le nombre 
dÕinteractions SCAMP3-IgA a �t� normalis� par rapport aux cellules contr�les incub�es en pr�sence de SIgA. (C) Sch�ma 
hypoth�tique illustrant le r�le de CD71 dans le recrutement de SCAMP3 au sein du complexe de fixation des SIgA. Le point 
dÕinterrogation indique le r�cepteur direct aux SIgA non identifi�.
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R�ciproquement, nous avons voulu savoir si SCAMP3 influence le recrutement de 

CD71. Pour ce faire, nous avons compar� lÕIP de CD71 par les pIgA1M sur les cellules 

contr�les et SCAMP3KO (figure III.15A). Aucune diff�rence nÕappara�t entre ces deux 

conditions, sugg�rant que SCAMP3 nÕest pas impliqu� dans lÕinteraction physique entre 

CD71 et les pIgA1M. En revanche, aucune interaction entre CD71 et les pIgA1M ou les SIgA 

nÕest d�tect�e par PLA et FRET dans les cellules SCAMP3KO (figure III.15B-C). Ces r�sultats 

sont tr�s surprenants compte-tenu de lÕabsence dÕalt�ration de la fixation des IgA sur les 

cellules SCAMP3KO par cytom�trie en flux (figure III.10E). N�anmoins, les interactions 

CD71-pIgA1M et CD71-SIgA nÕont pas �t� totalement abolies dans une des trois exp�riences 

de FRET (symbolis�e par le disque rouge sur la figure III.15C). Dans cette exp�rience, 

lÕintensit� de FRET CD71-IgA obtenue sur les cellules contr�les est tr�s �lev�e (Tau < 2,0 

ns), et des interactions CD71-pIgA1M et CD71-SIgA r�siduelles (Tau ~2,6 ns) sont d�tect�es 

sur les cellules SCAMP3KO. 

LÕensemble de ces r�sultats indique que les interactions CD71-pIgA1M et CD71-SIgA 

sont toujours pr�sentes sur les cellules SCAMP3KO mais sugg�re un d�faut de formation des 

complexes prot�iques permettant lÕamplification et la d�tection du signal en PLA et en FRET. 

Cette hypoth�se selon laquelle SCAMP3 serait n�cessaire � lÕoligom�risation des complexes 

prot�iques � la surface (figure III.15D) est confort�e par la capacit� de SCAMP3 � former des 

homodim�res stables, comme le sugg�rent nos r�sultats de western-blot et les donn�es de la 

litt�rature (figure suppl�mentaire 2A) (Singleton et al., 1997). 
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Figure III.15 : �tude de lÕinteraction entre CD71 et les IgA sur les cellules SCAMP3KO. (A) Des suspensions de cellules 
contr�les et SCAMP3KO ont �t� incub�es en pr�sence ou non de pIgA (200 !g.ml-1) puis lys�es en tampon dÕIP. Une co-IP a 
ensuite �t� r�alis�e � lÕaide de (FabÕ)2 anti-IgA et les prot�ines �lu�es ont �t� analys�es par western-blot. La membrane a �t� 
r�v�l�e � lÕaide dÕanticorps anti-CD71, anti-IgA (cha�ne lourde) et anti-GAPDH (m�diane, n = 2). (B) �tude de la proximit� entre 
CD71 et les IgA (250 !g.ml-1) par PLA, en microscopie confocale. Ë gauche, images repr�sentatives de chacune des conditions 
sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximit� CD71-IgA (points rouges). Ë 
droite, diagramme en b�tons indiquant le nombre dÕinteractions CD71-IgA par cellule, quantifi� � lÕaide du module Ç Spot 
detector È du logiciel Icy. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 3 Ð 4). Le nombre dÕinteractions 
CD71-IgA a �t� normalis� par rapport aux cellules contr�les incub�es en pr�sence de SIgA. (C) Diagramme en b�tons 
repr�sentant le temps de vie du fluorochrome donneur (Tau) obtenu par FRET-FLIM et calcul� pour les cellules contr�les (en 
noir) et SCAMP3KO incub�es ou non en pr�sence dÕIgA (250 !g.ml-1). Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante 
(m�diane, n = 3). Les valeurs symbolis�es par les disques rouges ont �t� r�alis�es au sein de la m�me exp�rience. (D) Sch�ma 
hypoth�tique illustrant le r�le de SCAMP3 dans la formation dÕoligom�res de complexes prot�iques dÕIgA, n�cessaire � la 
d�tection de signaux par PLA et FRET-FLIM. 
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4.2. Dynamique de lÕinteraction entre HM13, BCAP31 et les IgA. 

 

Le manque pr�sent de donn�es concernant les interactions HM13-SIgA et BCAP31-

SIgA rend difficile de d�finir pr�cis�ment leur position et leur r�le dans lÕorganisation du 

complexe. N�anmoins, nos r�sultats pr�liminaires obtenus par PLA sur cellules TFRC_em et 

SCAMP3KO sugg�rent que CD71 est n�cessaire au recrutement de HM13 et BCAP31 (figure 

III.16A-B) tandis que SCAMP3 est exclusivement requis pour recruter BCAP31 (figure 

III.16A-B). 

Compte-tenu de lÕimplication de CD71 dans le recrutement de SCAMP3 (figure 

III.14A), lÕabsence dÕalt�ration de lÕinteraction HM13-IgA sur les cellules SCAMP3KO 

sugg�re que le recrutement de HM13 est ind�pendant de lÕoligom�risation, et li� � la pr�sence 

de CD71 et/ou dÕautres partenaires pr�sents dans le Ç cÏur È du complexe prot�ique (figure 

IV.1). 

En ce qui concerne les interactions BCAP31-pIgA1M et BCAP31-SIgA, nos donn�es 

pr�liminaires dÕIP indiquant son interaction avec CD71 (lui-m�me associ� � SCAMP3) � 

lÕ�tat basal, sugg�rent son recrutement dans le cÏur du complexe prot�ique par 

lÕinterm�diaire de CD71 et de SCAMP3. 

 

Ë lÕheure actuelle, de nombreuses inconnues persistent concernant chacun des 

partenaires du complexe prot�ique impliqu� dans lÕinteraction avec les pIgA1M et les SIgA. 

Nous avons n�anmoins tent� dÕ�laborer un mod�le global dÕorganisation dont les hypoth�ses 

seront justifi�es dans la discussion de ce manuscrit (figure IV.1). 

 

 

 

  



 
111 

 

  

!"#$%&'((()*+'

S
c
ra

m
b

le

T
F

R
C

_
e
m

S
C

A
M

P
3

K
O

0

1

2

3

4

5

In
te

ra
c
ti

o
n

s
 H

M
1
3
-I

g
A

(n
b

/c
e
ll
u

le
, 
n

o
rm

a
li
s
�
)

,'

-
.%
/
0
1
2&
'

3,4('

45,6'78*9'Ð (#,'

:
!
;
<
=
&
0

'

0(#,'>?@'A%/"AB'

-
<
,
8
4
9
C
D
'

E(#,*8' -(#,'

!"#$%&'()*+,(

NT
mIgA

pIgA1M
SIgA

-
.%
/
0
1
2&
'

3,4('

45,6'F<,49*'Ð (#,'

:
!
;
<
=
&
0

'

0(#,'>?@'A%/"AB'

-
<
,
8
4
9
C
D
'

E(#,*8' -(#,'

!"#$%&'(-./0,+(

F'

S
c
ra

m
b

le

T
F

R
C

_
e
m

S
C

A
M

P
3

K
O

0

2

4

6

8

10

In
te

ra
c
ti

o
n

s
 B

C
A

P
3
1
-I

g
A

(n
b

/c
e
ll
u

le
, 
n

o
rm

a
li
s
�
)

Figure III.16 : �tude des interactions HM13-IgA et BCAP31-IgA dans les cellules TFRC_em et SCAMP3KO. (A) �tude de la 
proximit� entre HM13 et les IgA (250 #g.ml-1) par PLA, en microscopie confocale. Ë gauche, images repr�sentatives de chacune 
des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximit� HM13-IgA 
(points rouges). Ë droite, diagramme en b�tons indiquant le nombre dÕinteractions HM13-IgA par cellule, quantifi� � lÕaide du 
module Ç Spot detector È du logiciel Icy. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 1 Ð 3). Le 
nombre dÕinteractions HM13-IgA a �t� normalis� par rapport aux cellules contr�les incub�es en pr�sence de SIgA. (B) �tude de la 
proximit� entre BCAP31 et les IgA (250 #g.ml-1) par PLA. Ë gauche, images repr�sentatives de chacune des conditions sur 
lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximit� BCAP31-IgA (points rouges). Ë 
droite, diagramme en b�tons indiquant le nombre dÕinteractions BCAP31-IgA par cellule, quantifi� � lÕaide du module Ç Spot 
detector È du logiciel Icy. Chaque symbole repr�sente une exp�rience ind�pendante (m�diane, n = 1 Ð 3). Le nombre dÕinteractions 
BCAP31-IgA a �t� normalis� par rapport aux cellules contr�les incub�es en pr�sence de SIgA. 
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5. R�le fonctionnel des membres du complexe de fixation des 
SIgA. 

 

Compte-tenu du r�le de CD71 dans la transcytose inverse des SIgA mis en �vidence 

par notre laboratoire, nous avons souhait� d�terminer lÕimplication des diff�rents partenaires 

identifi�s dans lÕendocytose des SIgA. Pour ce faire, nous avons dÕabord v�rifi� quÕapr�s 

fixation � la surface, les SIgA sont endocyt�es. La figure III.17A indique quÕapr�s 10 min � 

37¡C, une fraction des SIgA colocalise avec le marqueur endosomal pr�coce EEA1 dans le 

cytoplasme. Nous avons alors mis au point un test dÕendocytose par cytom�trie en flux afin de 

permettre une quantification pr�cise de lÕendocytose des IgA en fonction du temps. 

Dans un premier temps, nous avons �tudi� la dynamique dÕinternalisation des 

diff�rentes formes dÕIgA sur les cellules contr�les (figure III.17B). Pour pouvoir comparer la 

vitesse dÕendocytose ind�pendamment de la capacit� de fixation des IgA sur les cellules, nous 

avons normalis� ce param�tre. Cette repr�sentation montre que les SIgA sont plus rapidement 

endocyt�es que les pIgA1M par les cellules Caco-2 TC7. Malgr� leur tr�s faible fixation � la 

surface cellulaire, les mIgA sont n�anmoins internalis�es selon une dynamique similaire aux 

SIgA. 

LÕinternalisation des SIgA, compl�te en 10 min, sugg�re fortement lÕimplication dÕune 

voie dÕendocytose active et non passive (beaucoup plus lente et lin�aire). Ce point m�ritera 

n�anmoins dÕ�tre confirm� � lÕaide dÕinhibiteurs sp�cifiques de lÕendocytose. Par ailleurs, 

lÕinternalisation des SIgA est plus rapide que celle des pIgA1M d�pendante de CD71, ce qui 

sugg�re un m�canisme dÕendocytose distinct. 

Dans un second temps, nous avons compar� la dynamique dÕendocytose des SIgA sur 

les diff�rentes lign�es cellulaire g�n�r�es (figure III.17C). De mani�re surprenante, aucune 

des lign�es �tudi�es ne pr�sente dÕalt�ration de lÕinternalisation des SIgA, y compris les 

cellules d�ficientes en CD71 et SCAMP3 (cellules double KO). 

LÕensemble de ces r�sultats indique quÕaucun des partenaires identifi�s nÕintervient 

dans la phase initiale dÕinternalisation du complexe prot�ique. En outre, lÕoligom�risation 

induite par SCAMP3 sugg�r�e par nos pr�c�dents r�sultats ne semble pas influencer 

lÕendocytose des SIgA. 

Compte-tenu des r�les de SCAMP3 et CD71 d�crits dans la litt�rature et de 

lÕimportance de CD71 dans la transcytose inverse des SIgA, ces prot�ines pourraient 

intervenir plus tardivement, notamment dans lÕorientation du transport intracellulaire des 

SIgA (voir Discussion). 
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Figure III.17 : �tude de lÕendocytose des IgA par les cellules Caco-2 TC7. (A) Images obtenues en microscopie confocale par 
STED sur des cellules contr�les pr�-incub�es en pr�sence de SIgA (250 #g.ml-1) pendant 60 min sur glace et incub�es ou non 
pendant 10 min � 37¡C. Les cellules ont �t� fix�es en ac�tone et immunomarqu�es � lÕaide dÕanticorps anti-IgA (� gauche) et anti-
EEA1 (milieu gauche). Sur lÕimage superposant les deux immunomarquages (milieu droit), un carr� en pointill�s blancs indique le 
champ grossi sur lÕimage de droite. Le Ç c È indique le cytoplasme cellulaire, tandis que la forme circulaire en pointill�s blancs 
d�finit la membrane plasmique dÕune cellule. (B) Courbes repr�sentant lÕinternalisation de diff�rentes formes dÕIgA (200 #g.ml-1) 
par cytom�trie en flux sur des cellules contr�les. Le protocole d�taill� pour lÕobtention des courbes est pr�sent� dans la partie 3.2 
du Mat�riels et M�thodes (moyenne ± SEM, n = 3). (C) Ë gauche, courbes repr�sentant lÕinternalisation de SIgA (200 #g.ml-1) en 
fonction du temps dÕincubation � 37¡C sur les cellules contr�les (en noir), TFRC_em (en rouge), SCAMP3KO (en bleu) et double 
KO (en gris) (moyenne ± SEM, n = 1 Ð 2). Ë droite, courbes repr�sentant lÕinternalisation de SIgA (200 #g.ml-1) en fonction du 
temps dÕincubation � 37¡C sur les cellules contr�les (en noir), HM13KO (en vert) et BCAP31KO (en violet) (n = 1). La ligne en 
pointill�s noirs indique le maximum th�orique dÕinternalisation (100%). EEA1 : Early endosome antigen 1 ; pIgA1M : pIgA1 
issues de my�lome ; Double KO : Cellules d�pourvues de CD71 et SCAMP3. 
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IV. Discussion & Perspectives 
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Nos travaux ont permis de r��valuer lÕinteraction entre CD71 et les IgA humaines � 

lÕaide dÕun nouveau mod�le d�pourvu de CD71 de mani�re stable. Ë la diff�rence de 

lÕapproche par petits ARN interf�rents (siARN) utilis�e dans de pr�c�dents articles, notre 

syst�me a lÕavantage de permettre la r�alisation dÕexp�riences � distance de la transfection 

cellulaire et dÕ�viter tout biais li� aux cons�quences aigu�s de la r�pression dÕexpression de 

CD71. N�anmoins, CD71 est un r�cepteur dont les fonctions sont essentielles au m�tabolisme 

cellulaire (Wang et al., 2015). Il est ainsi possible que sur le long terme, les cellules 

d�ficientes en CD71 �chappent au m�canisme de r�pression par acquisition de mutation(s). 

Ce m�canisme dÕ�chappement a dÕailleurs �t� observ� lors de notre premi�re tentative 

dÕinactivation (donn�es non montr�es), lorsque nous avons utilis� un ARN guide ciblant la 

s�quence nucl�otidique codant les acides amin�es 24 � 26 (imm�diatement apr�s le motif 

dÕendocytose 20YTRF23). Les clones cellulaires isol�s par dilution limite et cultiv�s en 

lÕabsence de suppl�mentation en fer soluble nÕont pr�sent� quÕune r�duction dÕexpression de 

CD71, suivie dÕune r�cup�ration de lÕexpression apr�s quelques passages en culture cellulaire. 

Le s�quen�age de la s�quence nucl�otidique codant le domaine intracellulaire de CD71 a 

montr� la pr�sence de mutations au site de clivage par lÕenzyme Cas9 (donn�es non 

montr�es). La s�lection de clones mut�s r�sulte probablement de la pression de s�lection 

exerc�e par les conditions de culture (dilution limite et absence de suppl�mentation en fer). 

Ces �v�nements nÕont pas �t� observ�s dans les cellules TFRC_em dont le site cibl� par 

lÕARN guide est un motif conserv� entre esp�ces et n�cessaire � la fonction du r�cepteur. 

 

1. Interaction directe entre CD71 et les pIgA. 
 

LÕutilisation de ce nouveau mod�le a confirm� les r�sultats obtenus par Moura et 

coll�gues sur la capacit� de fixation des pIgA1M par CD71 (Moura et al., 2004). Ces auteurs 

ont attribu� la capacit� de fixation pr�f�rentielle des IgA1 � CD71 � leur r�gion charni�re et 

notamment � la pr�sence de O-glycosylations hypogalactosyl�es (Moura et al., 2004). 

Toutefois, nous avons montr� que les IgA2 de my�lome (dÕun unique patient, dÕallotype 

IgA2m(1) voir figure suppl�mentaire 1C) peuvent directement interagir avec CD71, de 

mani�re comparable aux IgA1 de my�lome. Cette observation nÕest en accord ni avec les 

travaux de Moura et coll�gues ni avec les donn�es chez la souris dont les IgA de structure 
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similaire aux IgA2 humaines ne sont pas capables dÕinteragir avec CD71 (Abed et al., 2014; 

Moura et al., 2004). 

Les immunoglobulines issues de my�lome sont fr�quemment anormales, de par leur 

structure primaire et/ou leur profil de glycosylations (Despont et al., 1974; Franc et al., 2013). 

Ces anomalies pourraient contribuer � expliquer nos r�sultats. Le clone dÕIgA2m(1) que nous 

avons utilis� pourrait comporter des mutations � lÕorigine dÕune modification de sa r�gion 

charni�re et/ou de lÕapparition de sites de O-glycosylations normalement retrouv�es sur les 

IgA1. Cette hypoth�se est sugg�r�e par les travaux de Silvain et coll�gues qui d�crivent un 

clone hybride IgA1-IgA2 chez un patient atteint de my�lome multiple (Silvain et al., 1993). 

N�anmoins, lÕapproche g�n�tique par mutation des sites de glycosylations des IgA1 r�alis�e 

par Moura et coll�gues sugg�re la participation des N-glycosylations des IgA1 dans leur 

fixation � CD71 (Moura et al., 2004). La similarit� des N-glycosylations entre IgA1 et 

IgA2m(1), ainsi que la fixation du clone IgA2 dans notre �tude pourraient conduire � 

reconsid�rer lÕimportance relative de la s�quence primaire et des O/N-glycosylations dans 

lÕinteraction des IgA avec CD71. LÕ�tude de la fixation dÕautres clones dÕIgA2 humaines 

appara�t n�anmoins indispensable avant toute reconsid�ration. 

 

2. Interaction indirecte entre CD71 et les SIgA. 
 

Ë lÕaide de diff�rentes techniques � la fois biochimiques et microscopiques, nous 

avons montr� que CD71 et les SIgA de colostrum humain �tablissent des interactions de 

proximit�, mais que celles-ci ne sont pas directes. Compte-tenu des pr�c�dentes �tudes du 

laboratoire, ces r�sultats ont constitu� la surprise majeure de nos travaux. Dans ce contexte, 

nous avons du proc�der � une analyse fine des limites de chacune des techniques utilis�es afin 

de r�interpr�ter nos donn�es. Pour ce faire, nous avons inclus les mIgA et pIgA1M comme 

contr�les n�gatif et positif dÕinteraction directe avec CD71. Ces contr�les nous ont permis 

dÕ�tablir un Ç seuil de positivit� È, notamment dans les exp�riences dÕimmunopr�cipitation o� 

nous avons pu constater un bruit de fond qui, en lÕabsence des conditions mIgA/pIgA1M, 

aurait pu �tre interpr�t� comme un signal sp�cifique. Il en est de m�me dans les exp�riences 

de surexpression de CD71 humain en syst�me h�t�rologue o� la fixation des mIgA et des 

SIgA a �t� augment�e dÕun facteur proche de deux entre cellules hCD71- et hCD71+, avec une 

translation des histogrammes similaire aux m�mes cellules incub�es en pr�sence dÕanticorps 
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secondaires seuls. Ce ph�nom�ne pourrait �tre li� au caract�re transitoire de la transfection et 

de la surexpression de CD71 dont r�sulterait une alt�ration aigu� du m�tabolisme, du cycle 

cellulaire et, par cons�quent, du prot�ome de surface (�zl� et al., 2015). De fa�on non 

exclusive, il est possible que la surexpression de CD71 par transfection entraine lÕapparition 

dÕinteractions art�factuelles, non retrouv�es en syst�mes plus physiologiques. 

La forte r�solution du FRET (1 Ð 10 nm) est g�n�ralement utilis�e pour d�montrer 

lÕexistence dÕune interaction directe entre prot�ines. Cette distance th�orique est toutefois � 

nuancer selon le dispositif exp�rimental (Vereb et al., 2011). La d�tection des SIgA � lÕaide 

dÕun anticorps caprin anti-IgA, lui-m�me reconnu par un anticorps fluorescent anti-ch�vre, 

ainsi que de CD71 avec un anticorps de lapin conjugu� � un anticorps anti-lapin fluorescent 

augmentent de fa�on importante le risque dÕobtenir un signal positif pour des prot�ines 

�loign�es de plus de 10 nm. Nous avons test� cette hypoth�se en rempla�ant la cha�ne 

dÕanticorps anti-IgA par un unique (FabÕ)2 anti-IgA fluorescent, mais les r�sultats ont �t� 

identiques malgr� une intensit� de FRET r�duite (donn�es non montr�es). La d�monstration 

rigoureuse dÕune interaction de moins de 10 nm n�cessiterait lÕexpression dÕune prot�ine de 

fusion CD71-GFP, incub�e en pr�sence dÕIgA directement conjugu�es au fluorochrome 

accepteur, ce qui nÕa pas �t� r�alis� � ce jour. 

 

3. Recherche du(des) prot�ine(s) responsable(s) de la fixation des 
SIgA. 

 

La remise en question de lÕinteraction directe entre CD71 et SIgA indique la pr�sence 

dÕ(un) autre(s) r�cepteur(s) aux SIgA � la surface de la lign�e cellulaire Caco-2 TC7. Apr�s 

avoir �limin� les prot�ines d�j� connues pour interagir avec les IgA, nous avions comme 

principale pr�occupation de v�rifier que la fixation observ�e est sp�cifique. En effet, les SIgA 

utilis�es sont polyclonales, couvrent un large r�pertoire antig�nique, et pourraient pr�senter 

une certaine r�activit� vis-�-vis dÕantig�nes de surface, notamment pr�sents � la surface des 

lign�es cellulaires utilis�es. Cette hypoth�se est difficile � r�futer mais nous poss�dons 

n�anmoins plusieurs arguments � son encontre. Premi�rement, les mIgA purifi�es de s�rums 

dÕindividus sains sont �galement polyclonales et ne pr�sentent pas le m�me niveau de fixation 

que les SIgA. Deuxi�mement, les SIgA issues de diff�rents distributeurs pr�sentent pour deux 

dÕentre elles une capacit� de fixation identique, et nÕentrent en comp�tition ni avec la BSA ni 

avec tout autre isotype dÕanticorps y compris des IgM, similaires en termes de polyclonalit� et 
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de degr� dÕoligom�risation. Enfin, nous observons une fixation importante et ind�pendante de 

CD71 pour un clone de SIgA chim�riques anti-ovalbumine (B Cell Design, Limoges) 

(donn�es non montr�es). 

Une fois ces contr�les r�alis�s, nous avons entrepris lÕidentification de la (des) 

prot�ine(s) responsable(s) de la fixation des SIgA � la surface cellulaire. Notre approche par 

IP-MS a permis dÕidentifier trois nouveaux partenaires de ce complexe prot�ique : SCAMP3, 

BCAP31 et HM13. LÕidentit� du r�cepteur direct reste n�anmoins inconnue, malgr� les 

diff�rentes strat�gies d�velopp�es. Les difficult�s de lÕapproche par immunopr�cipitation 

pourraient �tre li�es aux caract�ristiques physico-chimiques du r�cepteur putatif, entrainant 

son agr�gation lors de lÕ�lution par chauffage en conditions d�naturantes et/ou r�ductrices. 

LÕagr�gation d�pendante du pH et de la temp�rature a �t� caract�ris�e en d�tail pour de 

nombreuses prot�ines, notamment pour CD71 dont lÕagr�gation op�re � pH inf�rieur � 5, ou � 

temp�rature sup�rieure � 70¡C (Sch�ler et al., 1999). Nous avons en effet observ� une perte 

cons�quente de CD71 lorsque lÕ�lution est r�alis�e en pr�sence dÕagent r�ducteur (donn�es 

non montr�es). De telles caract�ristiques, combin�es � la faible affinit� potentielle des SIgA 

pour ce r�cepteur pourraient expliquer les difficult�s rencontr�es dans son identification. 

Pour identifier cette(ces) prot�ine(s), nous avons entrepris deux nouvelles approches 

dont les r�sultats ne sont pas connus � ce jour. Notre premi�re strat�gie consiste en 

lÕutilisation dÕun agent de r�ticulation chimique, brevet� sous la technologie LRC-TriCEPSª 

(Dualsystems Biotech) (Frei et al., 2012). Cette mol�cule est dot�e de trois groupements 

fonctionnels. Le premier est un groupement NHS qui permet  le couplage covalent du ligand 

(ici, les SIgA) ; le second est un groupement hydrazide qui r�agit avec les glycanes oxyd�s ; 

le troisi�me est une biotine permettant la purification des complexes. Dans cette approche, les 

SIgA sont coupl�es � lÕagent de r�ticulation, puis incub�es sur des cellules dont les 

glycoprot�ines de surface ont pr�alablement �t� oxyd�es afin dÕ�tablir des liaisons covalentes 

entre les SIgA et leur(s) glycor�cepteur(s). La purification utilisant le groupement biotine peut 

�tre conduite dans des conditions plus stringentes que celles requises dans notre strat�gie de 

co-IP. Les �luats sont ensuite analys�s par spectrom�trie de masse afin dÕidentifier les 

glycoprot�ines retenues. Cette technologie a lÕavantage dÕaugmenter le rapport signal/bruit de 

fond (par diminution des contaminants intracellulaires) et de stabiliser des interactions de 

faible affinit�, deux limites rencontr�es dans nos pr�c�dentes strat�gies. 

Notre seconde approche, entreprise par un �tudiant en doctorat, consiste en une 

version haut d�bit de la technologie CRISPR-Cas9. Nous allons r�aliser un criblage parmi 

plus de 19 000 g�nes du g�nome humain, � lÕaide dÕune biblioth�que dÕARN guides pr�-
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�tablie en vecteur lentiviral (Shalem et al., 2014). Apr�s transduction par la librairie, les 

cellules Caco-2 TC7 qui auront perdu toute capacit� de fixer les SIgA seront tri�es par 

cytom�trie en flux. Une derni�re �tape consistera en lÕidentification des ARN guide pr�sents 

dans les cellules tri�es, par s�quen�age de nouvelle g�n�ration, ce qui permettra de conna�tre 

lÕidentit� du(des) g�ne(s) r�prim�(s). Cette derni�re strat�gie a lÕavantage de reposer sur une 

approche g�n�tique, permettant de sÕaffranchir des limites notamment li�es � un faible niveau 

dÕexpression de la prot�ine recherch�e et/ou de caract�ristiques physico-chimiques qui 

rendraient les approches biochimiques complexes. 

 

4. Mod�le dÕorganisation du complexe de fixation des SIgA. 
 

 En compl�ment des approches dÕidentification du(des) r�cepteur(s) aux SIgA, nous 

avons entrepris dÕ�tudier lÕorganisation des quatre partenaires du complexe prot�ique 

identifi�s � lÕheure actuelle : CD71, SCAMP3, BCAP31 et HM13. Ë la diff�rence de 

SCAMP3, identifi� � la fin du mois de f�vrier, BCAP31 et HM13 ne lÕont �t� quÕ� la fin du 

mois de juin, ce qui explique leur caract�risation encore tr�s incompl�te. La relation entre 

SCAMP3 et CD71 a, quant � elle, fait lÕobjet dÕune �tude plus approfondie. Alors quÕun seul 

article fait mention dÕune colocalisation entre SCAMP3 et CD71 au sein de lÕendosome, nous 

avons montr� que ces prot�ines interagissent physiquement � lÕ�tat basal (figure III.13A-B) 

(Castle, 2005). Ce r�sultat a �t� utilis� pour �tablir le mod�le propos� (figure IV.1). Du fait de 

lÕobservation dÕun FRET de faible intensit� et peu reproductible (donn�es non montr�es), 

nous nÕavons pu conclure � une interaction directe entre SCAMP3 et CD71. En outre, nos 

donn�es ne permettent pas de pr�ciser le lieu de cette interaction qui pourrait �tre retrouv�e � 

la surface cellulaire et/ou dans les compartiments de recyclage (endosome, r�seau du trans-

Golgi) dans lesquels ces deux prot�ines sont abondamment retrouv�es. N�anmoins, 

lÕidentification de SCAMP3 par IP-MS parmi les prot�ines de surface biotinyl�es (figure 

III.8E) sugg�re quÕau moins une fraction des complexes SCAMP3-CD71 r�side � la surface. 

Nos r�sultats obtenus par IP et cytom�trie en flux sur cellules SCAMP3KO ont montr� 

que SCAMP3 nÕest pas n�cessaire � lÕinteraction directe des pIgA1M avec CD71 (figures 

III.10E et III.15A). En revanche, SCAMP3 est requis pour la d�tection des interactions CD71-

pIgA1M et CD71-SIgA par PLA et FRET (figures III.15B-C). Afin dÕexpliquer la disparition 

des interactions d�tect�es par PLA et FRET entre CD71 et les IgA en lÕabsence de SCAMP3, 
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nous avons pos� lÕhypoth�se que SCAMP3 participe au regroupement de plusieurs Ç cÏurs È 

de complexes (figure IV.1). Selon cette hypoth�se, le regroupement de complexes conduirait 

� des amas suffisamment cons�quents pour g�n�rer un signal d�tectable par PLA et FRET. 

Cette hypoth�se est support�e par lÕexp�rience de FRET entre CD71 et les IgA symbolis�e 

par les disques rouges dans la figure III.15C. Dans cette exp�rience o� un FRET de tr�s forte 

intensit� a �t� observ� dans les cellules contr�les, un FRET r�siduel a pu �tre mis en �vidence 

sur les cellules SCAMP3KO. LÕaugmentation des interactions CD71-SCAMP3 par PLA en 

pr�sence de pIgA1M et de SIgA (figure III.13B), alors quÕaucune diff�rence nÕest d�tect�e par 

IP (figure III.13A), sugg�re aussi que la formation de complexes prot�iques oligom�riques 

nÕaffecte pas la stÏchiom�trie entre CD71 et SCAMP3 (figure IV.1). 

Pour tester notre hypoth�se de formation dÕoligom�res, nous avons entrepris la 

construction de prot�ines de fusion SCAMP3-GFP et SCAMP3-mCherry dont les s�quences 

nucl�otidiques reli�es par la s�quence codant un peptide 2A ont �t� ins�r�es dans un vecteur 

lentiviral. La compl�mentation des cellules SCAMP3KO par ce vecteur bicistronique permettra 

lÕexpression �quimolaire des deux constructions et la d�tection de FRET intermol�culaire en 

cas de dim�risation induite par les SIgA (Tramier et al., 2003). De mani�re similaire, nous 

pourrons coupler deux pr�parations de SIgA dÕune part � un fluorochrome donneur (p. ex. 

Alexa Fluor¨ 488), dÕautre part � un fluorochrome accepteur (p. ex. Alexa Fluor¨ 555) et les 

incuber ensemble afin de voir appara�tre un FRET en cas de formation de complexes 

oligom�riques � la surface cellulaire. Ces deux approches pourraient aussi contribuer � 

d�terminer si les oligom�res form�s r�sultent du regroupement de plusieurs Ç cÏurs È, 

comportant chacun une mol�cule de SIgA, ou si les SIgA servent de Ç pont mol�culaire È au 

regroupement de plusieurs complexes. 

DÕun point de vue m�canistique, la formation dÕoligom�res pourrait sÕexpliquer par la 

capacit� dÕhomomultim�risation de la majorit� des prot�ines du complexe, notamment de 

CD71 (multim�res), de SCAMP3 (dim�res) et de HM13 (dim�res-t�tram�res) (figure 

suppl�mentaire 2A) (Bernhard et al., 2004; Miyashita et al., 2011; Nyborg et al., 2004; 

Singleton et al., 1997). 

 

HM13 (ou SPP) est une prot�ase dont un des r�les est de cliver les peptides signaux 

persistant dans la membrane du RE apr�s que lÕectodomaine a �t� �limin� par un premier 

clivage effectu� par une peptidase du signal. De par la topologie de son domaine catalytique, 

HM13 ne clive que les peptides signaux provenant de r�cepteurs transmembranaires de type II 

(Weihofen et al., 2002). La pr�sence de HM13 a aussi �t� d�crite dans des complexes de haut 
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poids mol�culaires, ind�pendamment de sa fonction enzymatique (Schrul et al., 2010). 

LÕexistence dÕune prot�ine homologue de HM13, SPPL2b (signal peptide peptidase-like 2b), 

capable dÕinteragir et de d�grader le domaine transmembranaire de CD71 (une fois 

lÕectodomaine cliv�) permet dÕenvisager lÕassociation entre HM13 et CD71 au sein du 

complexe prot�ique (figure IV.1) (Zahn et al., 2013). Dans le contexte du complexe de 

fixation des IgA, HM13 sÕassocierait avec CD71, mais la pr�sence de lÕectodomaine de CD71 

emp�cherait toute activit� enzymatique de HM13. Cette hypoth�se expliquerait les r�sultats 

de PLA qui montrent lÕinteraction entre HM13 et les IgA dans les cellules contr�les et 

SCAMP3KO, mais pas dans les cellules TFRC_em. Dans lÕensemble, ces r�sultats 

pr�liminaires conduisent � sugg�rer que CD71 (mais pas SCAMP3) est n�cessaire au 

recrutement de HM13 dans les complexes induits par la pr�sence de pIgA1M et de SIgA 

(figure III.16A). 

Deux isoformes de HM13 (ou SPP)  existent, SPP" et SPP$. Ces deux isoformes sont 

respectivement constitu�es de 377 et 394 aa et sont identiques pour les acides amin�s 1 � 347. 

Chez la souris, la pr�sence du motif KKEK en Cter de SPP", absent sur SPP$ et dÕailleurs 

responsable de leur expression respective dans le RE et � la membrane plasmique (Urny et al., 

2006). LÕalignement des s�quences codant les isoformes murines et humaines indique une 

similarit� de s�quence de plus de 97%, notamment � lÕextr�mit� Cter (donn�es non montr�es). 

Ces donn�es sugg�rent fortement que comme son orthologue murin, SPP$ humain peut �tre 

exprim� � la membrane plasmique des cellules Caco-2 TC7. LÕinactivation de HM13 par 

CRISPR-Cas9 a �t� r�alis�e � lÕaide dÕun ARN guide ciblant une r�gion conserv�e entre les 

deux isoformes. Cependant, lÕanticorps polyclonal utilis� en western-blot a �t� g�n�r� par 

immunisation de lapins contre la s�quence 327-377 de SPP" et ne permet pas de distinguer 

quelle(s) isoforme(s) est(sont) immunopr�cipit�e(s) par les SIgA (les poids mol�culaires 

th�orique de 41 et 43 kDa �tant trop proches). Afin de diff�rencier ces deux isoformes, nous 

avons pr�vu de compl�menter les cellules HM13KO par transduction lentivirale de chacune des 

isoformes fusionn�es � une s�quence peptidique FLAG (DYKDDDDK). Ces cellules 

compl�ment�es exprimant s�lectivement chacune des isoformes pourront ensuite �tre utilis�es 

dans les exp�riences de co-IP, de PLA et de FRET. 

 
En ce qui concerne BCAP31, aucune interaction avec les partenaires du complexe nÕa 

�t� d�crite dans la litt�rature. Nos donn�es pr�liminaires par IP sugg�rent n�anmoins son 

interaction avec CD71 � lÕ�tat basal (donn�es non montr�es), tandis que le PLA indique un 

recrutement d�pendant de SCAMP3 et/ou de CD71 (CD71 �tant lui-m�me n�cessaire au 
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recrutement de SCAMP3) (figure III.16B). La confrontation de ces donn�es permet de faire 

lÕhypoth�se que BCAP31 est associ� � CD71 et SCAMP3 � lÕ�tat basal, et que son 

recrutement dans le Ç cÏur È du complexe est en partie assur� par le complexe CD71-

SCAMP3 (figure IV.1). 

 

 LÕensemble de ces hypoth�ses nous a permis de g�n�rer le mod�le pr�sent� dans la 

figure IV.1. Ce mod�le permet dÕexpliquer la majorit� de nos donn�es mais ne rend toutefois 

pas compte de certaines observations. 

 Le PLA entre les IgA et les diff�rents partenaires met en �vidence un nombre 

dÕinteractions sup�rieur en pr�sence de SIgA par rapport aux pIgA (figures III.4A, III.10B et 

III.11B). Cette observation peut ais�ment sÕexpliquer par la fixation plus importante des SIgA 

� la surface des cellules, dont r�sulte un plus grand nombre de complexes form�s. N�anmoins, 

les interactions HM13-IgA (figure III.12B) et CD71-SCAMP3 (figure III.13B) �chappent � 

cette r�gle. Cette contradiction pourrait �tre secondaire � un ph�nom�ne de saturation et � la 

non lin�arit� inh�rents au caract�re semi-quantitatif du PLA. Ces deux limites du PLA ont en 

effet �t� d�montr�es dans un mod�le dÕhomodim�risation de lÕEGFR en r�ponse � lÕEGF, 

dont seul le FRET est capable de rendre compte (Mocanu et al., 2011). Au regard des limites 

du PLA et de lÕabsence de donn�es concernant les interactions HM13-pIgA1M, HM13-SIgA et 

CD71-SCAMP3 en pr�sence de pIgA1M ou de SIgA par FRET, nous nÕavons pas tenu compte 

de ces apparentes contradictions dans notre mod�le. 

 

En outre, notre mod�le nÕexplique pas la capacit� propre aux SIgA � co-

immunopr�cipiter chacun des partenaires du complexe, � lÕexception de CD71, tandis que les 

pIgA1M se comportent de mani�re strictement oppos�e (figures III.3C, III.10A, III.11A et 

III.12A). En effet, notre dispositif dÕIP en lysat total (figure III.3B) montre lÕassociation 

directe de CD71 exclusivement avec les pIgA1M. Nous nous attendions n�anmoins � observer 

CD71 dans les deux autres dispositifs de co-IP en pr�sence de SIgA, t�moignant dÕune 

interaction indirecte. Cette tendance de CD71 � ne pas �tre conserv� au sein du complexe 

prot�ique lors des co-IP pourrait �tre li�e � ses caract�ristiques physico-chimiques, entrainant 

son agr�gation et sa perte. De fa�on non exclusive, lÕ�tablissement de liaisons relativement 

faibles entre CD71 et les autres membres du complexe prot�ique pourrait constituer une 

seconde explication. Afin de tenir compte de ces observations, nous avons positionn� CD71 � 

une extr�mit� du complexe, permettant sa Ç perte È dans les exp�riences de co-IP par les 

SIgA, tout en conservant les autres membres du complexe (figure IV.1). 
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  !  Figure IV.1 : Repr�sentation hypoth�tique des complexes prot�iques form�s par les pIgA1M et les SIgA � la surface des 
cellules Caco-2 TC7. Dans les cellules contr�les (en haut au centre), (1) les SIgA interagiraient avec un(des) r�cepteur(s) 
inconnu(s) (disque gris avec un point dÕinterrogation). (2) La fixation des SIgA induirait le recrutement de complexes prot�iques 
compos�s de CD71, SCAMP3 et BCAP31, d�j� form�s � lÕ�tat basal. (3) HM13 serait pr�sent au sein des complexes CD71-
SCAMP3-BCAP31 � lÕ�tat basal et/ou recrut� de mani�re d�pendante de CD71 pour former le Ç cÏur È du complexe de fixation 
des SIgA. (4) LÕoligom�risation de plusieurs complexes serait ensuite initi�e par SCAMP3, avec la participation potentielle des 
autres partenaires et des SIgA dans la stabilisation des oligom�res. Ces agr�gats de taille importante seraient ensuite endocyt�s 
selon un m�canisme d�pendant du(des) r�cepteur(s) inconnu(s) et/ou dÕautre(s) membre(s) de ces larges agr�gats afin dÕ�tre r�tro-
transport�s � travers lÕIEC. Dans les cellules CD71

KO
 (en haut � gauche), lÕabsence de CD71 emp�cherait la formation des 

complexes CD71-SCAMP3-BCAP31 � lÕ�tat basal et limiterait les complexes aux SIgA fix�es � leur(s) r�cepteur(s) inconnu(s). 
Ces complexes de taille r�duite sont toutefois correctement endocyt�s par lÕIEC. Dans les cellules SCAMP3

KO
 (en haut � droite),  

lÕabsence de SCAMP3 emp�cherait la formation des complexes CD71-SCAMP3-BCAP31 � lÕ�tat basal. CD71 serait n�anmoins 
capable dÕ�tre recrut� par le complexe de fixation des SIgA et de recruter � son tour HM13. LÕabsence de SCAMP3 serait 
responsable dÕun Ç cÏur È de complexe r�duit, d�ficient en BCAP31 et incapable de former des oligom�res, mais dont 
lÕendocytose nÕest pas alt�r�e. Dans les cellules contr�les (en bas au centre), (1Õ) Les pIgA1M interagissent directement avec 
CD71, pr�sent sous forme de complexes avec SCAMP3 et BCAP31 � lÕ�tat basal. (2Õ) HM13, d�j� pr�sent au sein des complexes 
CD71-SCAMP3-BCAP31 � lÕ�tat basal et/ou recrut� de mani�re d�pendante de CD71 viendrait former le Ç cÏur È du complexe 
de fixation des pIgA1M. (3Õ) LÕoligom�risation de plusieurs complexes serait ensuite initi�e par SCAMP3, avec la participation 
potentielle des autres partenaires et des pIgA1M dans la stabilisation des oligom�res. Ces agr�gats membranaires de taille 
importante seraient ensuite endocyt�s selon un m�canisme d�pendant de CD71 et/ou dÕautre(s) partenaire(s) inconnu(s) du 
complexe prot�ique. Dans les cellules CD71

KO
 (en bas � gauche), lÕabsence de fixation des pIgA1M pr�vient toute formation de 

complexe. Dans les cellules SCAMP3
KO

 (en bas � droite), les pIgA1M, toujours capables dÕinteragir avec CD71 et de recruter 
HM13, ne pourraient pas recruter BCAP31 ni former dÕoligom�res. Ces complexes de taille r�duite sont toutefois correctement 
endocyt�s par lÕIEC. 
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5. Transport du complexe prot�ique � travers lÕIEC. 
 

La compr�hension de lÕorganisation de ce complexe prot�ique devrait contribuer � 

mieux appr�hender les cons�quences fonctionnelles de la fixation des SIgA. En ce sens, le 

laboratoire a d�j� montr� que la transcytose inverse de complexes immuns SIgA-gliadines par 

lÕinterm�diaire de CD71 pourrait contribuer � la physiopathologie de la maladie cÏliaque 

(Lebreton et al., 2012; Matysiak-Budnik et al., 2008). Par cons�quent, nous nous sommes 

int�ress�s � lÕendocytose des complexes de SIgA dans notre mod�le in vitro. Apr�s avoir 

confirm� par microscopie confocale � haute r�solution que les SIgA sont endocyt�es (figure 

III.17A), nous avons d�velopp� une approche quantitative de lÕendocytose par cytom�trie en 

flux. Cette technique a r�v�l� quÕaucun des partenaires du complexe ne semble participer � 

lÕendocytose des SIgA. De par son dispositif exp�rimental (voir partie M�thodologie), notre 

approche ne permet toutefois dÕexplorer que la phase initiale dÕinternalisation. De ce fait, 

nous pensons d�sormais que les partenaires du complexes participent � lÕorientation 

intracellulaire des endosomes durant la transcytose inverse des SIgA. Le d�clenchement de 

lÕinternalisation d�pendrait quant � lui du(des) r�cepteur(s) aux SIgA et/ou dÕautres 

partenaires non encore identifi�(s). 

Parmi les prot�ines que nous avons identifi�es, CD71 est connue pour participer � 

lÕendocytose et au recyclage de la transferrine, tandis que SCAMP3 oriente le trafic 

intracellulaire de lÕEGFR (Epidermal growth factor receptor) (Aisen, 2004; Aoh et al., 2009; 

Falgui�res et al., 2011). 

Ë lÕimage du transport de son ligand naturel, CD71 pourrait orienter lÕensemble du 

complexe prot�ique vers les compartiments endosomaux de recyclage (apicaux puis baso-

lat�raux) et ainsi permettre la transcytose inverse des SIgA. Les travaux pass�s du laboratoire 

ont montr� une inhibition partielle de la transcytose inverse des complexes immuns de SIgA 

en pr�sence de CD71 soluble (sCD71) (Lebreton et al., 2012; Matysiak-Budnik et al., 2008). 

Compte-tenu de lÕabsence dÕinteraction directe entre les SIgA et CD71, nous pouvons 

d�sormais envisager que sCD71 sÕassocie aux complexes prot�iques de surface � la place du 

r�cepteur endog�ne et que lÕabsence de domaine transmembranaire de sCD71 emp�che la 

correcte orientation intracellulaire du complexe prot�ique. Cette hypoth�se pourrait �tre test�e 

en comparant le trafic intracellulaire du complexe de SIgA entre les cellules CD71KO plus ou 

moins suppl�ment�es en sCD71, et les cellules sauvages. 

Ë lÕimage de lÕendocytose des SIgA (figure III.17C), la d�ficience en SCAMP3 

nÕaffecte pas lÕinternalisation de lÕEGFR (Falgui�res et al., 2011). Son r�le dans le trafic 
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intracellulaire de lÕEGFR semble n�anmoins complexe, avec deux articles aux conclusions 

contradictoires (Aoh et al., 2009; Falgui�res et al., 2011). La premi�re publication par Aoh et 

coll�gues montre que SCAMP3 favorise le recyclage de lÕEGFR tandis que les travaux de 

Falgui�res et collaborateurs indiquent que SCAMP3 promeut sa d�gradation lysosomale. 

SCAMP3 peut interagir avec les ligases dÕubiquitines de la famille Nedd4 et �tre 

multimonoubiquitinyl� (Aoh et al., 2009). Il peut aussi, ind�pendamment de son �tat 

dÕubiquitinylation, interagir avec les prot�ines Hrs et Tsg101 appartenant respectivement � la 

machinerie ESCRT-0 et ESCRT-I (Aoh et al., 2009). Le recrutement de la machinerie 

ESCRT � la membrane de lÕendosome est impliqu� dans la formation de v�sicules 

intraluminales, g�n�rant des corps multi-v�siculaires � destination du lysosome. Ces deux 

articles sugg�rent quÕ� travers de complexes interactions avec ses diff�rents partenaires, 

SCAMP3 est capable dÕorienter un m�me r�cepteur (ici, lÕEGFR) selon deux voies 

intracellulaires oppos�es. Falgui�res et coll�gues sugg�rent que ce m�canisme est d�pendant 

de lÕ�tat dÕubiquitinylation initial de SCAMP3, SCAMP3 ubiquitinyl� permettant le recyclage 

de lÕEGFR. LÕubiquitinylation de SCAMP3, en pr�sence de CD71, pourrait ainsi constituer 

un second signal n�cessaire � la transcytose inverse des complexes de SIgA � travers lÕIEC. 

 

6. Existence et cons�quences fonctionnelles de cette interaction in 

vivo. 
 

La capacit� des diff�rentes lign�es dÕIEC de notre �tude � fixer les SIgA in vitro 

soul�ve la question de lÕexistence de ce m�canisme in vivo. Physiologiquement, il est admis 

que lÕinteraction des SIgA avec lÕ�pith�lium intestinal humain est favoris�e dans lÕintestin 

gr�le o� lÕ�paisseur de mucus est relativement fine, et plus particuli�rement au niveau des 

FAE recouvrant les plaques de Peyer et les follicules lympho�des isol�s. Comme discut� dans 

lÕintroduction de ce manuscrit, une telle interaction a �t� d�crite il y a quarante ans � la 

surface des cellules M (Roy and Varvayanis, 1987). Bien que les travaux de Rochereau et 

coll�gues aient montr� que la fixation de SIgA2 conjugu�es � lÕantig�ne p24 du VIH implique 

le(s) r�cepteur(s) dectine-1 et/ou siglec-5 (Rochereau et al., 2013), les travaux r�cents de 

Fransen et collaborateurs nÕont pas confirm� ces r�sultats avec des complexes immuns de 

bact�ries (Fransen et al., 2015). Dans ce dernier article, lÕincubation de S. typhimurium sur 

des cellules Caco-2 en pr�sence de SIgA murines sp�cifiques (clone Sal4) permet une 

internalisation accrue de bact�ries compar�e aux IgA Sal4 non s�cr�toires. Ces r�sultats 
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sugg�rent lÕexistence dÕun (dÕ)autre(s) r�cepteur(s) aux IgA que dectine-1/siglec-5, 

respectivement tr�s faiblement et non exprim�s par les cellules Caco-2 (figure III.6A et 

(Fransen et al., 2015)). En outre, le(s) r�cepteur(s) caract�ris�(s) � la surface des cellules 

Caco-2 dans cet article et par nos travaux semble(nt) avoir une affinit� accrue pour les SIgA, 

ce qui le(s) distingue encore de dectine-1 et siglec-5. N�anmoins, lÕutilisation dÕIgA murines 

dans ces exp�riences rend difficile toute comparaison avec nos donn�es. La capacit� de ce(s) 

r�cepteur(s) � permettre la transcytose inverse de complexes immuns de SIgA in vivo est 

toutefois r�miniscente de celle d�crite dans les travaux publi�s par notre laboratoire. 

 

LÕexistence de la fixation et de la transcytose inverse de SIgA par lÕ�pith�lium 

intestinal a en effet �t� amplement d�montr�e par notre laboratoire dans le contexte de la 

maladie cÏliaque (Abed et al., 2014; Lebreton et al., 2012; Matysiak-Budnik et al., 2008). 

Pour les patients cÏliaques actifs comme dans le mod�le murin d�velopp� par Abed et 

coll�gues, lÕexpression de CD71 au p�le apical des ent�rocytes appara�t n�cessaire � la 

transcytose inverse des complexes de SIgA (Abed et al., 2014). En outre, ce mod�le murin 

montre lÕimportance du transport prot�g� dans la rupture de tol�rance vis-�-vis de lÕantig�ne 

alimentaire ovalbumine. La rupture de tol�rance nÕest pas li�e � lÕabsorption massive 

dÕantig�nes alimentaires, dont on sait depuis plus de cent ans quÕelle m�ne au m�canisme de 

tol�rance orale (Wells and Osborne, 1911). Par cons�quent, un signal de danger doit �tre 

associ� � la transcytose des SIgA pour expliquer les observations faites chez la souris, et 

potentiellement chez les patients cÏliaques. 

CD71 pourrait fournir ce signal de danger comme cela a �t� rapport� dans la 

n�phropathie � IgA. Plusieurs �tudes ont montr� que lÕinteraction entre les pIgA1 et CD71 � 

la surface des cellules m�sangiales humaines (HMC) induit la production dÕIL-6 selon un 

m�canisme d�pendant de la voie MAPK (Mitogen-activated protein kinases) et du r�cepteur � 

lÕangiotensine I (Moura et al., 2005; Tamouza et al., 2012b). En outre, Oortwijn et coll�gues 

ont caract�ris� un r�cepteur aux SIgA � la surface des HMC dont la description ressemble en 

tout point au(x) r�cepteur(s) que nous recherchons (Oortwijn et al., 2006a). De mani�re 

int�ressante, la fixation des SIgA sur ces cellules est aussi capable dÕinduire la production 

dÕIL-6. LÕensemble de ces r�sultats sugg�re quÕ� la surface des HMC, pIgA1 et SIgA 

convergent vers les m�mes voies de signalisation � travers deux r�cepteurs distincts. Cette 

distinction ne pourrait �tre que superficielle et engager une m�me plateforme prot�ique, 

similaire � celle d�crite par nos travaux. R�ciproquement, la production dÕIL-6 par les IEC en 
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pr�sence de SIgA pourrait fournir le signal de danger n�cessaire � la rupture de tol�rance au 

gluten dans la maladie cÏliaque. 

Ë la lueur de ces similarit�s entre maladie cÏliaque et n�phropathie � IgA, la 

plateforme prot�ique caract�ris�e par nos travaux pourrait une fois de plus r�unir ces deux 

pathologies qui, bien que cliniquement tr�s diff�rentes, partagent de nombreux m�canismes 

physiopathologiques communs. 
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V. Conclusion 
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En conclusion, lÕensemble des r�sultats prolonge les travaux du laboratoire analysant 

lÕinteraction entre les SIgA et CD71 au p�le apical de lÕIEC dans la physiopathologie de la 

maladie cÏliaque. N�anmoins, les nouvelles donn�es obtenues conduisent � r�viser le r�le de 

CD71 en montrant quÕil nÕest pas le r�cepteur aux SIgA mais membre dÕun large complexe 

prot�ique associ� � un (des) r�cepteur(s) aux SIgA encore inconnu(s). Les travaux effectu�s, 

bas�s sur lÕimmunopr�cipitation et la spectrom�trie de masse, ont  permis dÕidentifier trois 

nouveaux partenaires de ce complexe de fixation des SIgA : SCAMP3, BCAP31 et HM13. 

Aucune de ces prot�ines ne sÕest r�v�l�e �tre le r�cepteur aux SIgA. Nous avons n�anmoins 

initi� lÕanalyse des interactions au sein du complexe, et montr� que SCAMP3 et CD71 

interagissent � lÕ�tat basal et quÕils sont recrut�s en r�ponse � la fixation des SIgA. Nos r�sultats 

sugg�rent aussi que SCAMP3 participe au regroupement de surface de complexes dÕIgA sous 

forme de larges oligom�res. En outre, nous avons confirm� les donn�es publi�es par le 

laboratoire montrant que les SIgA fix�es � la surface des IEC sont rapidement endocyt�es. Les 

donn�es obtenues indiquent toutefois que lÕendocytose observ�e est ind�pendante de CD71 et 

des autres partenaires prot�iques identifi�s. Compte-tenu du r�le �tabli de SCAMP3 dans le 

trafic intracellulaire et des donn�es ant�rieures du laboratoire sur lÕorientation dans la voie de 

recyclage des SIgA associ�es � CD71, une hypoth�se plausible est le r�le de lÕun ou de plusieurs 

membre(s) du complexe dans lÕorientation du trafic intracellulaire des complexes dÕIgA. 

La priorit� des prochaines �tudes est dÕidentifier le(s) r�cepteur(s) aux SIgA � la surface 

des IEC. Il sera aussi n�cessaire de d�terminer le r�le de chacun des partenaires identifi�s, 

notamment dans le contexte de la transcytose inverse de SIgA et de lÕactivation potentielle de 

voies de signalisation ent�rocytaires. 

Ces donn�es apportent un nouvel exemple de la tr�s grande complexit� des interactions 

d�velopp�es par les IgA avec leurs partenaires cellulaires et illustrent comment les subtiles 

diff�rences structurales entre pIgA et SIgA contribuent � cette complexit�. Ces observations 

conduisent � sÕinterroger sur les avantages conf�r�s par cette complexit� qui ont pu conduire � sa 

persistance voire � sa s�lection au cours de lÕ�volution. Il est possible que la capacit� des IgA � 

interagir avec un tr�s grand nombre de structures participe � leur fonction de protection contre 

les microorganismes pr�sents dans la lumi�re des muqueuses. Leur capacit� � interagir de fa�on 

crois�e avec diff�rents microbes a ainsi �t� mise en �vidence dans de nombreux travaux. Ë 

lÕinverse, se pose la question du risque conf�r� par cette promiscuit� dÕinteractions. Ce risque est 

illustr� par le r�le des IgA dans la n�phropathie � IgA. Il contribue probablement aussi � la 

pathog�nie de la maladie cÏliaque. Des travaux compl�mentaires seront n�anmoins n�cessaires 

pour d�finir le r�le exact des SIgA dans cette maladie. 
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Figure suppl�mentaire 1 : S�paration des diff�rentes formes dÕIgA � partir des �chantillons commerciaux. (A, B, C) Les 
IgA s�riques dÕindividus sains, ainsi que les IgA1 et IgA2 de my�lome ont �t� s�par�es par chromatographie dÕexclusion st�rique 
(profil dÕ�lution � gauche) et les fractions contenant les IgA monom�riques dÕune part, et les IgA polym�riques dÕautre part ont �t� 
regroup�es (regroupements indiqu�s par les mentions Ç IgA polym�riques È et Ç IgA monom�riques È au-dessus des graphiques). 
Pour chaque �chantillon dÕIgA, 500 ng des diff�rentes fractions ont �t� mis � migrer en SDS-PAGE en conditions d�naturantes 
non r�ductrices, et la membrane a �t� r�v�l�e par un anticorps anti-IgA (cha�ne lourde) afin de d�terminer les fractions comportant 
des IgA monom�riques et/ou polym�riques. (C) Ë droite, la fl�che rouge indique la pr�sence de dim�res de cha�nes lourdes, 
permettant de pr�ciser que cet �chantillon dÕIgA2 est dÕallotype IgA2m(1). (D) Les SIgA issues de colostrum ont �t� s�par�es par 
chromatographie dÕexclusion st�rique (profil dÕ�lution � gauche) et les fractions A4 � B11 ont �t� regroup�es. La cha�ne lourde 
dÕIgA et la pi�ce s�cr�toire (SC) ont �t� r�v�l�es apr�s migration en SDS-PAGE en pr�sence ou non de $-mercapto�thanol ($-
ME), � lÕaide dÕanticorps sp�cifiques. 
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Figure suppl�mentaire 2 : SCAMP3 semble former des dim�res stables dans les cellules Caco-2 TC7. Les cellules Caco-2 
TC7 ont �t� lys�es en tampon de lyse contenant 1% de Brij O10 ou en tampon RIPA et 20 #g de prot�ines ont �t� mis � migrer en 
SDS-PAGE en conditions d�naturantes et r�ductrices (5% $-ME). La r�v�lation des membranes � lÕaide dÕun anticorps sp�cifique 
de SCAMP3 indique la pr�sence de monom�res (~35 kDa) et de dim�res (60 Ð 70 kDa) absents sur les cellules SCAMP3KO (non 
montr�). 
 



 



 



R�sum� 

 

Parmi les cinq isotypes dÕanticorps pr�sents chez lÕHomme, les immunoglobulines A (IgA) 

pr�dominent dans les muqueuses. Les IgA sont produites dans le chorion sous forme 

majoritairement polym�rique (pIgA) et s�cr�t�es dans la lumi�re des muqueuses. Leur transport 

trans-�pith�lial est assur� par le r�cepteur aux immunoglobulines polym�riques (pIgR), exprim� au 

p�le basal des �pith�liums. Les pIgA ainsi s�cr�t�es conservent le domaine extracellulaire du pIgR 

et sont appel�es IgA s�cr�toires (SIgA). 

Une fonction essentielle des SIgA intestinales est de maintenir microorganismes et antig�nes 

alimentaires dans la lumi�re des muqueuses afin dÕemp�cher leur p�n�tration dans l'organisme. 

N�anmoins, la transcytose inverse des SIgA coupl�es � des bact�ries a �t� d�crite dans les plaques 

de Peyer o� elle participe � la g�n�ration de la r�ponse immune contre ces bact�ries. En outre, les 

travaux pass�s du laboratoire ont sugg�r� que le r�cepteur de la transferrine (CD71), surexprim� au 

p�le apical des ent�rocytes chez les patients cÏliaques, interagit avec les SIgA coupl�es � des 

peptides de gliadines et permet leur transcytose inverse � travers lÕ�pith�lium intestinal. 

Ce travail de th�se a eu pour objectif de mieux caract�riser lÕinteraction SIgA-CD71 dans les 

ent�rocytes humains. 

Dans un premier temps, nous avons utilis� la technologie CRISPR-Cas9 pour g�n�rer une 

lign�e cellulaire intestinale humaine (Caco-2 TC7) d�pourvue du r�cepteur CD71 (CD71KO). De 

mani�re inattendue, nous nÕavons observ� aucune alt�ration de la fixation des SIgA sur les cellules 

Caco-2 CD71KO. Ce r�sultat nous a amen�s � r��valuer le r�le de CD71 comme r�cepteur aux SIgA. 

Dans un second temps, nous avons v�rifi� et confirm� que les SIgA interagissent avec 

CD71, mais nous avons montr� que cette interaction est indirecte. Nous avons ensuite cribl� les 

r�cepteurs aux IgA d�j� d�crits dans la litt�rature et montr� qu'aucun n'est responsable de la fixation 

des SIgA � la surface des cellules Caco-2 TC7. Ces r�sultats nous ont amen�s � chercher le(s) 

autre(s) partenaire(s) du complexe SIgA-CD71. Par immunopr�cipitation coupl�e � la spectrom�trie 

de masse, nous avons identifi� les prot�ines Secretory Carrier Membrane Protein 3 (SCAMP3), B-

Cell Receptor-Associated Protein 31 (BCAP31) et Histocompatibility minor 13 (HM13) comme 

membres du complexe SIgA-CD71. En nous appuyant � nouveau sur la technologie CRIPSR-Cas9, 

nous avons montr� quÕaucun de ses partenaires nÕinteragit directement avec les SIgA. N�anmoins, 

nos r�sultats sugg�rent que SCAMP3 est n�cessaire � lÕoligom�risation de surface des complexes de 

fixation des SIgA. Enfin, lÕinternalisation des SIgA n'est pas alt�r�e par lÕabsence de chacun des 

partenaires du complexe, sugg�rant que leur r�le advient durant le transport trans-�pith�lial des 

SIgA. 

LÕensemble de nos travaux montre que les SIgA interagissent avec l'�pith�lium intestinal via 

un complexe prot�ique compos� d'au moins cinq membres : CD71, SCAMP3, BCAP31, HM13 et 

le(s) r�cepteur(s) inconnu(s) aux SIgA. Ces r�sultats compl�tent les travaux ant�rieurs sur le r�le 

physiopathologique des SIgA dans la maladie cÏliaque et contribuent � souligner la complexit� des 

interactions entre IgA et ent�rocytes. Une question importante sera dÕidentifier le(s) r�cepteur(s) 

aux SIgA et de d�terminer le r�le des partenaires identifi�s dans la transcytose inverse des SIgA par 

lÕent�rocyte. 
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