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Résumé

Parmi les cinq isotypes d’anticorps présents chez ’Homme, les immunoglobulines A (IgA)
prédominent dans les muqueuses. Les IgA sont produites dans le chorion sous forme
majoritairement polymérique (pIgA) et sécrétées dans la lumiere des muqueuses. Leur transport
trans-€épithélial est assuré par le récepteur aux immunoglobulines polymériques (pIgR), exprimé au
pole basal des épithéliums. Les pIgA ainsi sécrétées conservent le domaine extracellulaire du pIgR
et sont appelées IgA sécrétoires (SIgA).

Une fonction essentielle des SIgA intestinales est de maintenir microorganismes et antigenes
alimentaires dans la lumiere des muqueuses afin d’empécher leur pénétration dans 1'organisme.
Néanmoins, la transcytose inverse des SIgA couplées a des bactéries a été décrite dans les plaques
de Peyer ou elle participe a la génération de la réponse immune contre ces bactéries. En outre, les
travaux passés du laboratoire ont suggéré que le récepteur de la transferrine (CD71), surexprimé au
pole apical des entérocytes chez les patients cceliaques, interagit avec les SIgA couplées a des
peptides de gliadines et permet leur transcytose inverse a travers 1’épithélium intestinal.

Ce travail de theése a eu pour objectif de mieux caractériser I’interaction SIgA-CD71 dans les
entérocytes humains.

Dans un premier temps, nous avons utilisé la technologie CRISPR-Cas9 pour générer une
lignée cellulaire intestinale humaine (Caco-2 TC7) dépourvue du récepteur CD71 (CD71%°). De
maniere inattendue, nous n’avons observé aucune altération de la fixation des SIgA sur les cellules
Caco-2 CD71"°. Ce résultat nous a amenés a réévaluer le role de CD71 comme récepteur aux SIgA.

Dans un second temps, nous avons vérifié et confirmé que les SIgA interagissent avec
CD71, mais nous avons montré que cette interaction est indirecte. Nous avons ensuite criblé les
récepteurs aux IgA déja décrits dans la littérature et montré qu'aucun n'est responsable de la fixation
des SIgA a la surface des cellules Caco-2 TC7. Ces résultats nous ont amenés a chercher le(s)
autre(s) partenaire(s) du complexe SIgA-CD71. Par immunoprécipitation couplée a la spectrométrie
de masse, nous avons identifié les protéines 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 a nouveau sur la technologie CRIPSR-Cas9,
nous avons montré qu’aucun de ses partenaires n’interagit directement avec les SIgA. Néanmoins,
nos résultats suggerent que SCAMP3 est nécessaire a I’oligomérisation de surface des complexes de
fixation des SIgA. Enfin, I’internalisation des SIgA n'est pas altérée par 1’absence de chacun des
partenaires du complexe, suggérant que leur réle advient durant le transport trans-épithélial des
SIgA.

L’ensemble de nos travaux montre que les SIgA interagissent avec 1'épithélium intestinal via
un complexe protéique composé d'au moins cinq membres : CD71, SCAMP3, BCAP31, HM13 et
le(s) récepteur(s) inconnu(s) aux SIgA. Ces résultats completent les travaux antérieurs sur le role
physiopathologique des SIgA dans la maladie cceliaque et contribuent a souligner la complexité des
interactions entre IgA et entérocytes. Une question importante sera d’identifier le(s) récepteur(s)
aux SIgA et de déterminer le rdle des partenaires identifiés dans la transcytose inverse des SIgA par
I’entérocyte.

Mots clés : Immunoglobuline A sécrétoire, SIgA, CD71, SCAMP3, BCAP31, HM13, entérocyte
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Avant-propos.

Parmi les cinq isotypes d’anticorps présents chez I’Homme, les immunoglobulines A
(IgA) prédominent dans les muqueuses. La production d’IgA est estimée a plusieurs grammes
par jour, ce qui en fait I’isotype le plus abondamment produit. Les muqueuses représentent
plusieurs centaines de metres carrés d’interface entre 1’organisme et 1’environnement
extérieur et font l'objet d’un étroit contr6le par le systtme immunitaire. Dans cet
environnement, les IgA produites dans le chorion et sécrétées sous forme d’IgA sécrétoires
(SIgA) dans la lumiere constituent la premiere ligne de défense de I’'immunité adaptative de
I’héte. Alors que les anticorps sont généralement étudiés pour leur spécificité antigénique et
les fonctions liées a leur fragment cristallisable, les études récentes ne cessent de nous étonner
quant a ’originalité et a la diversité des mécanismes d’action des SIgA. L’immunologie des
muqueuses étant actuellement en plein essor, les SIgA ne sauraient tarder a nous surprendre

davantage.

Ma these s’inscrit dans la continuité des travaux du laboratoire portant sur I’étude de
I’interaction entre les SIgA humaines et le récepteur a la transferrine (CD71) a la surface de
I’entérocyte, dans la maladie cceliaque. Les travaux antérieurs ont montré que CD71,
surexprimé au pdle apical des entérocytes chez les patients cceliaques, interagit avec les SIgA
couplées a des peptides de gliadines et permet leur transcytose inverse a travers 1’épithélium
intestinal. L’objectif initial de ma these était d’étudier les voies de signalisation entérocytaires
induites par cette interaction afin d’expliquer les dommages épithéliaux caractéristiques de la
maladie ceeliaque. Apres plus d’un an et demi passé a faire face a d’importantes difficultés de
reproductibilité dans ces expériences de signalisation, j’ai voulu, dans notre systeme actuel,
réévaluer notre hypothese initiale qui €tait que la signalisation intracellulaire recherchée était
induite par I’interaction directe des SIgA avec CD71. Pour ce faire, j’ai passé une année a
générer plusieurs lignées épithéliales intestinales stables dépourvues du récepteur CD71. A
notre grande surprise, la fixation des SIgA sur ces cellules ne s’est pas retrouvée altérée.
Apres confirmation par des expériences complémentaires, nous en sommes venus a la
conclusion que CD71, bien que présent au site de fixation des SIgA sur I’entérocyte, n’est pas

le récepteur direct.
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J’ai d’abord vérifié que la fixation des SIgA ne s’expliquait pas par la présence d’un
récepteur déja décrit dans la littérature. Et c’est en fin de troisiéme année de these que j’ai
entrepris la recherche du(des) récepteur(s) aux SIgA présent(s) sur les cellules Caco-2 TC7.

A I’heure on J €écris cette these, nous n’avons pas encore identifié ce(s) récepteur(s)
mais avons néanmoins identifié et confirmé la présence de trois nouveaux membres du
complexe protéique. Dans un souci de cohérence, mon manuscrit de these ne portera pas sur
I’étude de la signalisation et des dommages épithéliaux initiée en début de these mais se
focalisera sur la réévaluation de notre hypothese initiale, la recherche du(des) récepteur(s) aux
SIgA et la description des trois nouveaux partenaires de ce complexe protéique.

Dans le premier chapitre de cette introduction, nous nous attacherons a décrire la
structure polymorphique des IgA ainsi que I’origine de leur synthese et leur biodistribution.

Dans un second chapitre, nous chercherons a mieux comprendre les parametres qui
régissent I'interaction des IgA avec leurs (nombreux) récepteurs afin de tenter d’esquisser le
profil requis a un nouveau candidat.

Le troisieme chapitre intégrera les IgA dans 1’environnement de notre étude et sera

ainsi consacré aux fonctions exercées par les IgA en relation avec 1’épithélium intestinal.
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I. Introduction
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CHAPITRE 1 : Les immunoglobulines A.

Les immunoglobulines A sont hautement polymorphiques et retrouvées sous différents
degrés d’oligomérisation. Dans le sérum, les IgA (~3,3 mg.ml") sont le deuxiéme isotype le
plus abondant apres les IgG. Elles y sont majoritairement monomériques (mlIgA) tandis que
les polymeres (pIgA) prédominent dans le chorion des muqueuses. Une fois sécrétées dans la
lumiere intestinale, les pIgA conservent le domaine extracellulaire du récepteur aux
immunoglobulines polymériques (pIgR) et sont dites sécrétoires (SIgA). Cette premicre partie
s’attachera d’abord a décrire la structure biochimique des différentes formes d’IgA afin de
mettre en évidence les similarités et caractéristiques propres a chacune. Une seconde partie

détaillera I’origine et la distribution des IgA dans I’organisme.

1. Structure biochimique des immunoglobulines A.

1.1.Les IgA monomériques.
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Figure I.1: Structure d’une IgA monomérique humaine. A gauche, structure bidimensionnelle détaillées
d’une IgAl monomérique humaine. Les deux chalnes légeres et les domaines Vi et Cyl des deux chaines
lourdes forment le fragment de fixation a I’antigene (Fab, fond bleu ciel), tandis que les domaines C2 et Cy3
des deux chaines lourdes constituent le fragment cristallisable (Fc, fond vert). La région charniere (en rouge)
relie le Fab au Fc et un appendice (en bleu) de 18 acides aminés est présent en C, des chaines lourdes. Les ponts
disulfures sont indiqués en vert par la mention « S-S ». Les domaines des chaines lourdes et 1égeres (a gauche)
sont colorisés de maniere identique aux séquences protéiques correspondantes (& droite). N, : N-terminal ; C,:
C-terminal ; V: Domaine variable de la chaine légere ; C,: Domaine constant de la chalne légere; Vy:
Domaine variable de la chaine lourde ; Cy;: Domaine constant de la chaine lourde.

14



Les mIgA sont au sens strict du terme des hétérotétrameres d’environ 160 kDa,
constitués de deux chaines lourdes et de deux chaines légeres, identiques entre elles (figure
I.1). Les chaines légeres (~25 kDa) sont communes a tous les isotypes et sont de deux types,

kappa (%) ou lambda (A). Chaque chaine légere est composée, de N-terminal (N,,) vers C-

ter.

terminal (C,,), d’un domaine variable (V,) et d’'un domaine constant (C,). La chaine lourde

ter
des IgA humaines (C,, ~60 kDa) est codée par deux genes distincts, IGHAI et IGHA2,
définissant deux sous-classes d’IgA, les IgA1 et les I[gA2 (Putnam et al., 1979). On distingue
trois allotypes d’IgA2, les IgA2m(1), les IgA2m(2) et les IgA2(n) (Chintalacharuvu et al.,
1994; Torano and Putnam, 1978; Tsuzukida et al., 1979). Chaque chaine lourde est
vers C

constituée, de N d’un domaine variable (V) et de trois domaines constants (Cy1,

ter ter>

Cy2 et C,3). L’ensemble des domaines des chaines lourdes et 1égeres (~110 acides aminés
chacun) est de type globulaire et s’organise en un sandwich f3 stabilisé par au moins un pont
disulfure interne (figure I.1). Des ponts disulfures entre chaines lourdes stabilisent aussi
I’ensemble de la structure. Les IgAl, IgA2m(2) et IgA2(n) établissent des ponts disulfures
entre les domaines Cy1 et C, tandis que les IgA2m(1) n’établissent un pont disulfure qu’entre
leurs domaines C, . De ce fait, les IgA2m(1) sont séparées en dimeres de chaines lourdes et de
chaines légeres en conditions dénaturantes (Grey et al., 1968).

IgAl et IgA2 contiennent un site de N-glycosylation au sein du domaine C,;2 (Asn*”

sur les IgA 1, Asn* sur les IgA2) et un a leur extrémité C,, (Asn*” sur les IgA1, Asn** sur les

ter
IgA2). Les IgA2 contiennent deux sites de N-glycosylations supplémentaires, un sur le
domaine Cy1 (Asn'®), I’autre sur le domaine Cy;2 (Asn®**). Enfin, les [gA2m(2) et les IgA2(n)
possédent un cinquie¢me site de glycosylation dans le domaine Cy;1 (Asn®'") (figure 1.2).

Entre les domaines C,1 et C,2, la région charniere riche en prolines et peu flexible,
concentre la majorité des différences entre IgA1l et IgA2. La région charniere des IgAl est
constituée d’une séquence de 21 acides aminés (aa) hautement répétée contenant six sites
potentiels de O-glycosylations. Les IgA2 en revanche, sont dépourvues de O-glycosylation,
conséquence d’une délétion de 13 aa (Kerr, 1990). Cette différence majeure entre IgAl et
IgA2 est a I’origine de certaines particularités propres a chacune des sous-classes. La majorité
des protéases a IgA bactériennes (N. gonorrhoeae, H. influenzae et N. meningitidis) clive
spécifiquement la région charniere des IgA1, absente sur les IgA2 (Pohlner et al., 1987; Qiu
et al., 1996). En outre, les O-glycosylations des IgAl leur permettent d’interagir
spécifiquement avec certains récepteurs et ligands dont la jacaline, une lectine végétale
spécifique des résidus D-galactoses, utilisée pour la purification différentielle des IgAl et

IgA2 (Moura et al., 2004; Roque-Barreira and Campos-Neto, 1985; Rudd et al., 1994). Enfin,
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la plus longue charniere des IgAl leur confere une conformation moins compacte et une
flexibilité légerement supérieure aux IgA2 (Furtado et al., 2004).

A la différence des autres isotypes dont la conformation a été décrite en « Y », les IgA
adoptent une conformation prédominante en « T » avec un angle entre fragments de fixation a
I’antigéne (Fab) d’environ 180°, ce qui expose fortement la région charniere et favoriserait la

fixation bivalente d’antigenes relativement éloignés (Furtado et al., 2004).
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Figure 1.2: Structure des différentes sous-classes et allotypes d’IgA humains. (A, B, C) Structure
bidimensionnelle détaillée (a gauche), séquences protéiques des chaines lourdes et légeres (au centre), et
séquence primaire de la région charniére (a droite). Les IgA humaines s’organisent en deux sous-classes, IgA1
(A) et IgA2 (B, C), caractérisées par la longueur de leur région charniere. (A) La région charniere (en rouge) des
IgAl est longue de 21 acides aminés et comporte six sites potentiels de O-glycosylation (tridents noirs et jaunes)
tandis que la région charniere des IgA2 (B, C) est amputée de 13 acides aminés et ne comporte aucun site de O-
glycosylation. Chaque chaine lourde d’IgAl contient deux sites de N-glycosylation, respectivement localisés
dans le domaine Cy2 et ’appendice. La sous-classe IgA2 est subdivisée en trois allotypes, IgA2m(1) (B),
IgA2m(2) et IgA2(n) (C). (B) Les IgA2m(1) différent des IgA2m(2) et IgA2(n) par la présence d’un pont
disulfure (trait vert en pointillés) entre leurs chaines légeres et par 1’absence de liaison covalente entre chaines
lourdes et chaines légeres. Chaque chaine lourde d’IgA2m(1) comporte quatre sites de N-glycosylation, un sur le
domaine Cyl, deux sur le domaine Cy2 et un sur I’appendice. (C) Les IgA2m(2) et IgA2(n) comportent un site
de glycosylation supplémentaire par rapport aux IgA2m(1), localisé sur le domaine Cyl. Les IgA2(n) sont
probablement issues de la recombinaison génique entre les deux alleles IGHA2. De ce fait, elles sont identiques
aux IgA2m(2) a I’exception du domaine Cy3, emprunté aux IgA2m(1).
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De maniere intéressante, la souris ne possede qu’un gene codant la chaine lourde
d’IgA (Igha) (Tucker et al., 1981). Parmi les nombreux allotypes rapportés entre souches
murines, la majorité des différences se concentre au sein de la région charniere, dont la
longueur est variable (Phillips-Quagliata, 2002). Néanmoins, les IgA murines sont
généralement comparées aux IgA2 humaines, de par la faible O-glycosylation de leur région

charniere (0 ou 1 site selon les allotypes) (Phillips-Quagliata, 2002).

1.2.Les IgA polymériques.

Figure 1.3 : Structure d’une IgAl dimérique (dIgAl)
humaine. Structure bidimensionnelle détaillée (a gauche)
Chaine J d’un dimere d’IgAl relié par la chaine J (en orange). La

séquence protéique de la chaine J est indiquée a droite.
Les résidus cystéines (Cys” et Cys®) de la chaine J
* gysts établissent chacun un pont disulfure (trait vert en
pointillés) avec la pénultiéme cystéine d’une chalne
lourde d’une IgA monomérique. Un pont disulfure
supplémentaire maintient directement les chaines lourdes
o restantes entre elles. L’ensemble de la structure de la
o dIgA s’inscrit presque dans un plan mais comporte un
bord convexe généré par la présence de la chaine J. La

Chaine J

chaine J est constituée d’un unique site de N-
glycosylation (trident noir et jaune) dont le rdle est
primordial dans I’interaction des dIgA avec le pIgR.

Les IgA polymériques sont majoritairement dimériques (dIgA) mais peuvent aussi
former des trimeres, des tétrameres et des agrégats de haut poids moléculaire (Vaerman et al.,

1995). Cette possibilité leur est conférée par la présence de 18 aa a I’extrémité C,, de chacune

ter
des chaines lourdes. Le pénultieme résidu de cet appendice, une cystéine, est capable d’établir
un pont disulfure avec une protéine de 15 kDa, la chaine de jonction (ou chaine J) (figure 1.3).
La chaine J, dont la structure tridimensionnelle n’est pas établie, est constituée de 137 aa dont
un site de N-glycosylation (Asn®). Six cystéines sont impliquées dans trois ponts disulfures
internes tandis que les résidus Cys" et Cys” peuvent chacun établir un pont disulfure avec
une chaine lourde d’IgA.

Les dIgA consistent en deux molécules de mIgA bout a bout, liées d’une part par la
chaine J qui établit un pont disulfure avec la pénultieme cystéine d’une chaine lourde de

chaque mIgA, d’autre part par un pont disulfure entre les chaines lourdes restantes (figure 1.3)

(Garcia-Pardo et al., 1981). La molécule de dIgA s’inscrit presque dans un plan mais la
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présence de la chaine J incline les fragments cristallisables (Fc) I'un par rapport a 1’autre,
générant ainsi un bord convexe (figure 1.3) (Bonner et al., 2008). La caractérisation des
différentes formes de pIgA suggere une augmentation du ratio molaire de chaine J avec la
taille des polymeres sans que les caractéristiques de ces interactions ne soient clairement
établies (Vaerman et al., 1995).

Bien que des polymeres d’IgA non covalents puissent se former en ’absence de
chaine J, cette derniere facilite la constitution et stabilise les polymeres de facon covalente.
En outre, la présence de la chaine J est indispensable au transport trans-épithélial des pIgA par

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

1.3.Les IgA sécrétoires.
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Figure 1.4: Structure d’une IgAl sécrétoire (SIgA) humaine. Structure bidimensionnelle d’une SIgAl
dimérique (2 gauche), séquence protéique du pIgR (au centre) et structure bidimensionnelle du pIgR (a droite).
Le pIgR permet le transport trans-épithélial des dIgA et leur relargage dans la lumiére des muqueuses. A I’issue
de ce transport, le pIgR est clivé au sein du domaine 6 (ciseaux) et son ectodomaine, dés lors appelé piece
sécrétoire (SC), reste associé aux dIgA. L’ensemble (dIgA et SC) forme une IgA sécrétoire (SIgA). La SC est
richement glycosylée de par la présence de sept sites de N-glycosylation (tridents noirs et jaunes) répartis sur ses
cinq domaines de type immunoglobuline. L’interaction entre la SC et la molécule de SIgA1 repose d’une part
sur un pont disulfure entre les domaines 5 du pIgR et Cy2 d’une chaine lourde d’IgA, d’autre part sur des
liaisons non covalentes entre le domaine 1 du pIgR et les domaines Cy2 et Cy3 d’une seconde chaine lourde
d’IgA. Les SIgA2m(1) (non représentées) interagissent avec la SC de manilre strictement non covalente.
L’ensemble de la structure de la SIgA1 s’inscrit presque dans un plan, avec un bord convexe généré du coté de la
chaine J et de la SC. A la différence des SIgA1, les SIgA2 voient leurs Fab sortir du plan constitué par les Fc, la
SC et la chaine J.
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Les pIgA produites dans le chorion des muqueuses sont transportées a travers
I’épithélium par le récepteur aux immunoglobulines polymériques (pIgR), dont elles
conservent le domaine extracellulaire des lors appelé piece sécrétoire (SC). Dans la lumiere
des muqueuses, les pIgA associées a la SC sont nommées SIgA. La SC est une protéine
d’environ 50 a 80 kDa composée de cinq domaines globulaires de type immunoglobuline (D1
a D5) (Stadtmueller et al., 2016). Elle est hautement glycosylée de par la présence de sept

sites de N-glycosylation (Asn®>7> 7,168,403 45 et 481

). La SC interagit avec une dIgA1l contenant
une chaine J en établissant un pont disulfure entre les résidus Cys*’ de D5 et Cys’'' du
domaine C,2 d’une molécule d’IgA. D’autres interactions non covalentes entre D1 et les
domaines C,3 et C,2 de la seconde molécule d’IgA stabilisent I’ensemble de la structure
(figure 1.4) (Almogren et al., 2007; Fallgreen-Gebauer et al., 1993). L’association de la SC
avec une dIgA2m(1) n’implique cependant pas de liaison covalente et se retrouve rompue en
conditions dénaturantes (Almogren et al., 2007). L’association de la SC avec les dIgA au
niveau du bord convexe des deux Fc stabilise 1’ensemble de la structure et accroit leur
résistance aux protéases (Crottet and Corthesy, 1998; Renegar et al., 1998). Néanmoins, cette
différence d’association de la SC avec les SIgAl et SIgA2m(1) rend ces dernieres plus
sensibles a 1’action de certaines protéases bactériennes, comme celle produite par P. mirabilis
(Almogren et al., 2007). Comme les dIgAl, les SIgA1 ont une structure tridimensionnelle
comprenant leurs Fab et leurs Fc presque dans le méme plan. Les SIgA2 en revanche voient
leurs Fab sortir du plan formé par les Fc, conséquence probable de la constriction induite par
la SC et de leur région charnicre réduite (Bonner et al., 2009). Cette différence
conformationnelle entre SIgAl et SIgA2, associée aux différences de flexibilité et de
compaction précédemment mentionnées pourraient réguler leur capacité a reconnaitre certains
types d’antigenes et a interagir avec leurs récepteurs (Ladjeva et al., 1989). Pareillement aux
plgA, les SIgA peuvent former des trimeres, tétrameres et agrégats de haut poids
moléculaires. Suzuki et collegues ont analysé la réponse SIgA dans les sécrétions nasales de
volontaires sains en réponse a la vaccination intranasale par le virus influenza (H3N2, virus
Victoria). De maniere intéressante, les résultats de cette étude ont montré que les pouvoir
neutralisant des SIgA augmente selon leur degré de polymérisation (Suzuki et al., 2015).
Cette observation pourrait s’expliquer par une proportion de SIgA spécifiques accrue, par

I’augmentation de 1’avidité et/ou de I’encombrement stérique des polymeres de SIgA.
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1.4.Les glycosylations des IgA.

Une caractéristique importante des IgA est leur haut niveau de glycosylation. On
estime qu’environ 8 a 10% du poids total des IgA est 1i€ aux glycosylations, les chaines J et la
SC étant elles aussi glycosylées 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 hétérogenes que celles des IgA sériques (McGuire et al., 1989).

14.1. Les O-glycosylations.

Figure 1.5 : Profil des O-glycosylations des
IgAl sériques humaines.  Structure
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Parmi les six sites potentiels de O-glycosylation de la région charniere des IgA1, seuls
trois a cinq sites sont généralement occupés (quatre glycosylations par chaine lourde étant le
plus fréquent) selon I’ordre de préférence décroissant: Thr**®, Ser*, Ser*?, Thr**’, Thr*®,
Thr*” (Franc et al., 2013). Des O-glycosylations présentes sur les régions Fab des IgAl
sériques ont aussi été rapportées (Mattu et al., 1998). Les O-glycosylations des IgA sériques
sont de structure relativement simple et consistent en un N-acétylgalactosamine (GalNAc)
auquel peut étre branché un galactose (Gal) en 3-1,3, ce motif étant appelé antigéne T (ou
core 1) (figure 1.5) (Baenziger and Kornfeld, 1974). A chacun de ces glucides peut aussi étre
branché un acide sialique (NeuSAc), en a-2,6 sur le GalNAc et en a-2,3 sur le Gal. De ces
différentes combinaisons résultent six motifs, détaillés dans la figure 1.5. Deux de ces motifs,

le plus souvent retrouvés sur les résidus Ser*’ et Thr*°, sont déficients en Gal et fréquemment
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retrouvés sur les IgA1 de myélome et de patients atteints de néphropathie a IgA (Franc et al.,
2013; Novak et al., 2007). L’absence de Gal sur les O-glycosylations des pIgA1l est d’ailleurs
impliquée dans leur interaction avec le récepteur CD71 (voir chapitre 2, partie 1.4) qui joue
un role important dans I’atteinte glomérulaire de la néphropathie a 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 été rapportées avec une large variété d’épitopes glucidiques,
incluant notamment la présence de fucose (Huang et al., 2015; Royle et al., 2003). Cette
différence majeure de O-glycosylation entre IgA1 sériques et sécrétoires suggere un profil de
glycosylation spécifique des tissus dont pourraient résulter des fonctions des IgA propres a

chacun de ces environnements.

1.4.2. Les N-glycosylations.
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Figure 1.6 : Profil des N-glycosylations des IgA sécrétoires du colostrum. Représentation schématique des
motifs de N-glycosylation des SIgA1/2 du colostrum de donneurs individuels humains. Les différents N-
glycanes identifiés sont en regard de chaque site de N-glycosylation des chaines lourdes d’IgA1 et IgA2 (en haut
a gauche), de la chaine J (en bas & gauche) et de la SC (en bas a droite). L’abondance des différents motifs de
glycosylation a chacun des sites est représentée par un petit disque (de blanc a rouge), tandis que le pourcentage
d’occupation de chaque site est indiqué par un grand disque (de blanc a violet). Les N-glycosylations des SIgA
sont tres diversifiées et complexes, avec des structure bi-, tri- et tétraantennaires riches en oligomannanes. La SC
est la chaine J sont aussi richement sialylées. Figure adaptée de Huang et al., 2015.
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Les N-glycosylations présentes sur les IgA sont de structure globalement plus
complexe et variable que les O-glycosylations (Huang et al., 2015; Tomana et al., 1972). La
majorité des travaux réalisés a partir d’IgA sériques ne détaille que les N-glycosylations des
IgA1, du fait de la faible proportion d’IgA2.

Les N-glycosylations du Fc des IgA1 sériques sont principalement biantennaires, avec
une bissection située au niveau des résidus N-acétylglucosamines (GIcNAc). Des résidus
fucoses sont présents a la base des chaines oligosaccharidiques portées par 1I’Asn*” (sur
I’appendice) tandis que I’Asn’*” n’en contient pas (Bondt et al., 2016; Tanaka et al., 1998).
Comme pour les O-glycanes, Mattu et collegues ont montré qu’environ 30% des Fab sont
glycosylés avec des structures triantennaires et plus sialylées que les N-glycanes des Fc
(Mattu et al., 1998).

On constate deux différences majeures entre les mIgA et les IgA polymériques et
sécrétoires. Tandis que les mIgA arborent une tres faible quantité d’oligomannanes (~0,1 %)
et ont plus de 90% des N-glycosylations sialylées, les pIgA et SIgA présentent plus
d’oligomannanes (~8%) et sont moins sialylées (Mattu et al., 1998; Oortwijn et al., 2006b;
Royle et al., 2003; Tanaka et al., 1998). Cette différence de contenu en oligomannanes, au

niveau de 1’Asn**

de I'appendice, est a 1’origine de I’aptitude des pIgA a activer la voie
alterne du complément. Bien qu’aussi riches que les pIgA en oligomannanes, les SIgA
n’activent pas le complément, du fait de la présence de la SC au niveau du Fc (Deshpande et
al., 2010; Oortwijn et al., 2006b).

Les glycosylations des SIgA du colostrum présentent aussi une majorité de structures
biantennaires, et une présence accrue de N-glycanes tronqués avec un GIcNAc terminal
(figure 1.6) (Huang et al., 2015; Royle et al., 2003). L’unique site de glycosylation de la
chaine J est richement sialylé (> 75%) mais de facon surprenante, ce site ne semble occupé
que dans 20% des cas (Royle et al., 2003). Ce faible pourcentage d’occupation souleve une
importante question car I’unique glycosylation sur I’Asn*’ de la chaine J apparait nécessaire a
la transcytose des dIgA par I’intermédiaire du pIgR (Vaerman et al., 1998). La SC possede
une majorité de glycosylations tri- et tétra-antennaires avec la présence de fucoses a la base
des branchements ainsi qu’une importante sialylation (Huang et al., 2015). Une faible
proportion de glycanes riches en mannose est aussi notable (Huang et al., 2015). Les
différences de compositions entre la SC d’une part et les IgA et la chaine J pourrait
s’expliquer par les différents types cellulaires (cellule épithéliale et plasmocyte) a 1’origine de
leur production. L’ensemble des données obtenues sur les SIgA est néanmoins a prendre avec

précaution du fait que les SIgA du colostrum purifiées a partir de donneurs individuels
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apparaissent beaucoup plus diverses et sialylées que les SIgA du colostrum commerciales
utilisées dans la majorité des études (Huang et al., 2015).

En outre, il a été montré que les IgA recombinantes, utilisées dans de nombreuses
études notamment in vitro, ne présentent pas tout a fait les mémes oligosaccharides que les
IgA naturelles. La complexité des branchements et le niveau de sialylation semblent
notamment liés aux types cellulaires dans lesquels ces IgA sont produites (Lipniunas et al.,

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

Cette premiere partie nous a permis d’illustrer la diversité structurale des IgA. Cette
diversité repose a la fois sur les différentes sous-classes et allotypes mais aussi sur la structure
quaternaire des IgA, capables de former des polymeres et de s’associer a la SC. Les N/O-
glycosylations contribuent de maniere importante a cette diversit¢ d’une part entre IgAl et
IgA2, d’autre part entre IgA sériques et sécrétoires. De par I’ensemble de ces caractéristiques,
les IgA regroupent de multiples entités moléculaires, ce qui complexifie énormément 1’étude

de leurs fonctions a travers 1’organisme.

2. Synthese et biodistribution des IgA.

La synthése d’IgA par les plasmablastes et plasmocytes, collectivement appelés
cellules sécrétrices d’anticorps (ASC), requiert la commutation isotypique (CSR) d’IgM en
IgA (0-CSR). L’a-CSR nécessite la prolifération cellulaire du LB, la présence de facteurs
commutateurs promouvant la synthése du transcrit codant la chaine lourde d’IgAl (C,,) ou
d’IgA2 (C,,), et I'induction de la cytidine désaminase induite par activation (AID) (figure 1.7)
(Muramatsu et al., 2000).

On admet généralement que 1’0-CSR requiert deux signaux. Le premier signal est
principalement apporté par le TGF-f, ainsi que par I’acide rétinoique, I'IGIP (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
I’interaction du récepteur CD40 a la surface du LB et de son ligand, CD40L, exprimé par un
lymphocyte T (LT) activé spécifique de I’antigéne (Korthduer et al., 1993). L’a-CSR peut
aussi se faire indépendamment des LT. Dans ce cas, le second signal est apporté par

I’interaction 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 récepteurs membranaires BAFF-R,
BCMA (B-cell maturation antigen) et TACI (Transmembrane activator and calcium

modulator and cyclophilin ligand interactor), tous trois exprimés par le LB (Litinskiy et al.,
2002).
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Figure 1.7 : Mécanisme de commutation isotypique d’IgM en IgA1l. (A) Suite a la recombinaison V(D)J, les
chaines lourdes d’IgM synthétisées s’associent a des chaines 1égeres et les IgM sont exprimées par les ASC.
L’a-CSR est précédée par la synthése d’un transcrit germinal Ia-S-Co (B) constitué de I’exon d’initiation (Ial),
de la région intronique de commutation (Sal) et des exons de la chaine lourde d’IgA (Cal). La synthése de ce
transcrit germinal est induite par I’activation du promoteur en amont de d’lal en réponse aux cytokines
promouvant I’0-CSR (voir texte). La prise en charge de ce transcrit primaire génere un transcrit germinal et un
transcrit épissé au niveau de sa région S. La région S épissée s’associe avec la région S correspondante sur
I’ADN, formant un hybride ADN-ARN stable. (C) L’ADN simple brin de la région S riche en guanines, déplacé
par la présence de ’ARN S semble étre le substrat de I’AID qui opere une cassure double brin a ce niveau. (D)
La machinerie de réparation de I’ADN permet ensuite la jonction des régions Sa et Sy de I’ADN, ce qui permet
la recombinaison du locus Cy. (E) La portion d’ADN circulaire excisée par cette recombinaison est de courte
durée de vie mais témoigne de la réalisation de I’0-CSR dans I’ASC étudiée. Figure modifiée de Xu et al., 2012.

A Tétat physiologique, la synthése d’IgA dans I’organisme semble relativement
compartimentalisée entre le sérum et les muqueuses. Cette distinction est suggérée d’une part
par I’'impossibilité de générer des ASC productrices d’IgA dans les muqueuses lors d’une

immunisation systémique et inversement, par le confinement dans les muqueuses de la
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réponse IgA dirigée contre les micro-organismes commensaux (Macpherson et al., 2000; Mei
et al., 2009). D’autre part, la production d’IgA sériques est majoritairement monomérique
(~80%) et de sous-classe IgA1 (ratio IgA1:IgA2 de 89:11), tandis que les IgA des muqueuses
sont majoritairement polymériques (puis sécrétoires) avec une proportion tres variable mais
toutefois plus élevée d’IgA2 selon les fluides biologiques (Tableau I.1) (Kerr, 1990; Smith,
2013).

Tableau I.1: Biodistribution des IgA
Sérum 3,3 13 89:11 humaines.  Concentration en  IgA,
Larmes 0,08-0,40 63:37 pourcentage d’IgA polymériques et ratio
Sécrétions nasales 0,07-0,85 n.d. 71:29 IgA1:IgA2 dans les fluides biologiques
Salive totale 0,10-0,21 96 56:44 humains. D’apres Kerr, 1990 et Smith et
Bronches 0,003 82 67:33 al.,2013.
Colostrum 12,3-53,8 96 41:59 - 77:23
Lait 0,47-1,63 n.d. 52:48 - 65:35
Bile 0,11 65 74:26
Duodénum 0,31 n.d. 70:30
Jéjunum 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
Ejaculat 0,01-0,2 n.d. 83:17
Urine < 0,001 n.d. n.d.

Cette compartimentalisation s’observe aussi par la localisation des ASC productrices
d’IgA sériques et mucosales. Les LB a I’origine des ASC productrices d’IgA sériques sont
activés dans la rate et les ganglions lymphatiques périphériques et les ASC expriment le
récepteur CXCR4 et I’intégrine o,3, qui permettent respectivement le recrutement par la
chimiokine CXCL12 produite par la moelle osseuse et 1’adhésion a VCAM-1 exprimé par
I’endothélium de ce site (Macpherson et al., 2008).

Les pIgA des muqueuses sont quant a elles produites in situ par des ASC coexprimant
la chaine J (Brandtzaeg, 1974). Chez ’'Homme, les données actuelles suggerent que la
majorité de la réponse IgA intestinale (dépendante et indépendante des LT) trouve son origine
dans les centres germinatifs du tissu lymphoide associé a I’intestin (GALT) présents dans les
plaques de Peyer et les follicules lymphoides isolés. Les plasmablastes issus de 1’activation et
de la différentiation des LB expriment I’intégrine o,f; et les récepteurs aux chimiokines
CCR9 et CCRI10. Apres recirculation dans le canal thoracique, ces trois molécules leur
permettent respectivement d’adhérer a 1’adressine MadCAM-1 exprimée par 1’endothélium
intestinal et d’étre recrutés par les chimiokines CCL25 et CCL28 respectivement produites

par les cellules épithéliales intestinales de 1’intestin gréle et du colon (Kunkel et al., 2000; Pan
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et al., 2000). De retour dans la muqueuse, les ASC disséminent dans le chorion, simple site
effecteur de la réponse IgA chez I’Homme (Boursier et al., 2005). De maniere intéressante,
les ASC IgA™ générées dans ’intestin expriment un panel d’intégrines et de récepteurs aux
chimiokines leur permettant d’accéder a I’ensemble des compartiments de I’organisme tandis
que les ASC générées dans les tissus non muqueux sont restreintes a la moelle osseuse
(Kunkel and Butcher, 2003).

Les SIgA sont obtenues apres transcytose des pIgA a travers les épithéliums et ne sont
théoriquement retrouvées que dans la lumiere des muqueuses et dans les fluides excrétés.
Plusieurs travaux rapportent néanmoins la présence d’une faible concentration de SIgA (2,2 —
10 pg.ml") dans le sérum d’individus sains, pouvant atteindre 50 — 70 pg.ml" dans certaines
atteintes hépatiques (cirrhose et métastases hépatiques) (Delacroix and Vaerman, 1981;
Oortwijn et al., 2006a; Tissandie et al., 2011). L origine et les conséquences fonctionnelles de

la présence de SIgA dans le sérum restent toutefois inconnues.

26



CHAPITRE 2 : Les récepteurs et protéines interagissant avec les

IgA.

Ce second chapitre a pour objectif de mieux comprendre les parametres qui régissent
I’interaction des IgA avec les cellules de notre organisme. Pour ce faire, nous distinguerons
les protéines interagissant avec les IgA des récepteurs aux IgA, ces derniers étant les seuls
dotés d’une capacité de signalisation intracellulaire (propre ou par I’intermédiaire de chaines
intracellulaires complémentaires). Parmi les récepteurs aux IgA, nous regrouperons d’une part
ceux capables d’interagir avec le Fc des IgA, d’autre part ceux interagissant spécifiquement
avec leurs glycanes. Une partie sera dédiée aux récepteurs pour lesquels le domaine de liaison
n’est pas identifié et aux protéines solubles dont seule une interaction avec les IgA a été
rapportée. Deux récepteurs intracellulaires aux IgA seront présentés et suivis par une derniere
partie composée de trois articles caractérisant des récepteurs dont 1’identité reste a I’heure
actuelle inconnue. Pour chacune de ces parties, nous nous attacherons a décrire la structure
des récepteurs/protéines, les modalités d’interaction avec les IgA et les conséquences

fonctionnelles directes de 1’interaction dans les cellules impliquées.

1. Récepteurs au Fc des IgA.

1.1.Le récepteur aux immunoglobulines polymériques (pIgR).

Le pIgR, identifié en 1980 par Mostov et collegues, est codé par le gene PIGR localisé
sur le chromosome 1q32 (Mostov et al., 1980). Son expression est restreinte au podle
basolatéral (ou séreux) des cellules épithéliales mucosales et glandulaires. Le pIgR est un
récepteur de type I a un domaine transmembranaire d’environ 120 kDa (764 aa). Il est
constitué d’un domaine extracellulaire (620 aa), d’un domaine transmembranaire (23 aa) et
d’un domaine intracellulaire (103 aa) (figure 1.8A). La portion extracellulaire du pIgR
précédemment décrite dans la SC (voir chapitre 1.3) comprend sept sites de glycosylation et
s’organise en six domaines dont cinq de type immunoglobuline (D1 a D5) (Mostov et al.,
1984). Le pIgR est exclusivement capable de fixer les IgA (et IgM) polymériques, quelle que
soit leur sous-classe (Radl et al., 1971). Les N-glycosylations des IgA ne sont pas nécessaires

a D’interaction mais la présence de 1’'unique glycosylation de la chaine J est indispensable
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(Brandtzaeg and Prydz, 1984; Chuang and Morrison, 1997; Vaerman et al., 1998). Le
domaine D1 est nécessaire et suffisant a la fixation des dIgA par I’intermédiaire de liaisons
non covalentes a I’interface des domaines C,2 et C,3 d’un monomere d’IgA tandis que le
domaine D5 établit un pont disulfure avec la Cys’' du domaine C,;2 du second monomére
d’IgA (figure 1.8B) (Bakos et al., 1994; Fallgreen-Gebauer et al., 1993; Frutiger et al., 1986;
Hamburger et al., 2004; Lewis et al., 2005).
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Figure 1.8 : Le récepteur aux immunoglobulines polymériques (pIgR). (A) Structure bidimensionnelle et
séquence protéique du pIgR. Le pIgR se présente comme un récepteur transmembranaire de type I, richement
glycosylé et dont le domaine extracellulaire est recroquevillé sur lui-méme. La fixation des pIgA a son
ectodomaine permet son dépliement et induit son clivage, générant la SC. Chaque domaine de la séquence
protéique est représenté par une couleur propre, retrouvée sur la structure bidimensionnelle. Le peptide signal,
excisé dans le réticulum endoplasmique est exclusivement indiqué sur la séquence protéique (en gris clair). Le
site de clivage de I’ectodomaine en SC est représenté dans le domaine 6 (ciseaux). Les glycosylations sont
schématisées par les tridents noirs et jaunes. Les dimensions indiquées sont issues des données
cristallographiques du récepteur (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 Cy2 et Cy3 des pIgA, impliqués dans I’interaction
entre ces deux protéines.

Le site de clivage de I’ectodomaine du pIgR n’est pas clairement identifi€é mais est
contenu dans le sixieme domaine. Son clivage au pole apical des cellules épithéliales permet
le relargage des SIgA dans la lumiere des muqueuses (Eiffert et al., 1984). Le clivage du pIgR
s’opere aussi indépendamment de la présence de dIgA et permet la sécrétion de SC libre dans
la lumiere des muqueuses (Musil and Baenziger, 1987).

En marge de son interaction avec les immunoglobulines polymériques, le pIgR peut
directement interagir avec une protéine de surface de S. pneumoniae, permettant la
transcytose de ce pathogene a travers les cellules épithéliales respiratoires (Zhang et al.,
2000). La SC, du fait de ses nombreuses N-glycosylations est aussi capable d’interagir avec le

mucus, ainsi que diverses bactéries et lectines (voir chapitre 3, partie 1) (Kaetzel, 2005).

28



1.2.Le récepteur au Fc des IgA (CD89).
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Figure 1.9 : Le récepteur au Fc des IgA (FcoRI). (A) Structure de FcoRI. FcaRI est un récepteur
membranaire de type I richement glycosylé (tridents noirs et jaunes), dont les deux domaines extracellulaires de

SigA

type immunoglobuline établissent un angle de 90°. La séquence protéique indique la présence d’un peptide
signal (en gris clair) excisé dans le réticulum endoplasmique et non représenté sur la structure bidimensionnelle.
(B) L’Interaction d’une mIgA avec FcaRI nécessite deux récepteurs FcoRI et implique les domaines EC1 de
FcaRI et I’interface Cy2-Cy3 des chaines lourdes d’IgA (disques rouges). FcoRI est capable d’interagir avec
toutes les formes d’IgA, y compris avec les SIgA. Son interaction avec les SIgA requiert néanmoins la présence
du co-récepteur Mac-1 (CD11b/CD18). Pour cette raison, le disque d’interaction n’est pas représenté sur les
SIgA.

Découvert en 1990 par R. Monteiro et collaborateurs, le récepteur au Fc des IgA
(FcaRI) est codé par le gene FCAR situé sur le chromosome 19q13 (Monteiro et al., 1990).
Ce récepteur est exprimé par les cellules immunes de la lignée myéloide que sont les
polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, la majorité 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). FcaRI est un récepteur de type I a un domaine
transmembranaire, composé de 266 aa. Il possede un domaine extracellulaire (206 aa), une
région transmembranaire (19 aa) et une courte séquence intracellulaire (41 aa) (figure 1.9A).
Sa séquence primaire suggere un poids moléculaire théorique de 32 kDa mais son important
niveau de glycosylations lui confere une taille apparente pouvant varier de 50 a 100 kDa selon
les types cellulaires (Monteiro et al., 1993).

FcoRI est un récepteur de faible/moyenne affinité (K, ~10° M) pour les IgAl et
IgA2. Tandis que les mIgA interagissent faiblement, 1’avidité des pIgA et des complexes

d’IgA pour FcaRI est beaucoup plus importante (Monteiro et al., 1990). Les SIgA sont aussi
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capables d’interagir avec FcaRI (van Spriel et al., 2002). La fixation des IgA a FcoRI

7 et le

implique I'interface entre les domaines Cy2 et C,;3, et plus précisément le résidu Leu
motif “’PLAF*” (figure 1.9B) (Carayannopoulos et al., 1996; Herr et al., 2003; Pleass et al.,
1999).

L’ectodomaine de FcaRlI, constitué de deux domaines de type immunoglobuline (EC1
et EC2), interagit avec les IgA au niveau des résidus Tyr” et Arg> et du motif * YRIGHYR®’
de son domaine EC1 (Herr et al., 2003; Morton et al., 1999; Wines et al., 1999; 2001).

La présence de la SC sur les SIgA masque en partie la région Cy2-C,3 et rend la
présence de ’intégrine a3, (Mac-1, CD11b/CD18) strictement nécessaire a 1’activation de
FcaRI. De maniere intéressante, la SC se révele nécessaire et suffisante pour interagir avec
Mac-1 (van Spriel et al., 2002). Cette interaction impliquerait les glycanes de la SC.

La fixation des pIgA a FcaRI peut induire le clivage de son domaine extracellulaire et
générer des complexes solubles retrouvés dans le sérum d’individus sains et, sous une forme
différente, dans celui de patients atteints de néphropathie a IgA (Launay et al., 2000; van
Zandbergen et al., 1999).

La queue cytoplasmique de FcaRI ne porte aucun motif de signalisation. Par
conséquent, la signalisation en aval de FcaRI dépend de son association avec la chaine FcRy
intracellulaire (Pfefferkorn and Yeaman, 1994). FcRy régule la signalisation induite par
FcaRI selon le degré de phosphorylation de son motif ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based
activation motif). Ainsi les mlgA, incapables d’agréger FcaRI, n’induisent que la
phosphorylation partielle de FcRy, dont résulte un signal ITAM inhibiteur ITAM,) (Pasquier
et al., 2005). Ce signal ITAM; est anti-inflammatoire comme en témoigne sa capacité a
inhiber des réponses pro-inflammatoires induites par d’autres récepteurs dépendants ou non
de motifs ITAM (Kanamaru et al., 2008; Pasquier et al., 2005). En revanche, I’avidité des
complexes d’IgA pour FcaRI est plus importante et favorise le regroupement de récepteurs.
Ces deux facteurs induisent une forte phosphorylation de FcRy a I’origine d’une importante
réponse pro-inflammatoire directement induite par les complexes d’IgA (Pasquier et al.,
2005).

En conclusion, FcaRI est un récepteur capable de fixer toutes les formes d’IgA. Sa
bifonctionnalité confere des propriétés anti-inflammatoires aux IgA sériques (majoritairement
monomériques), et lui permet de déclencher une importante réponse pro-inflammatoire en

réponse a la fixation de complexes immuns d’IgA, notamment en cas d’infection.
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1.3.Le récepteur au Fc des IgA et des IgM (CD351).
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Figure 1.10 : Le récepteur au Fc des IgA et des IgM (Fco/u R). (A) Structure de Fca/uR. Fco/pR est un
récepteur de type I constitué de trois domaines extracellulaires (EC1 a EC3). Son ectodomaine présente deux
sites de N-glycosylation (tridents noirs et jaunes). Sa séquence protéique comprend un peptide signal (en gris
clair), non représenté sur la structure bidimensionnelle. A la surface cellulaire, Fco/puR s’hétérodimérise avec
une protéine dont 1’identité est inconnue (symbolisée par « X + »). (B) Interaction des IgA avec Fco/uR.
Fca/uR sous forme hétérodimérique interagit avec les pIgAl et pIgA2 au niveau de son domaine EC2 (disque

N

rouge). Le motif “’PLAF* a I’interface entre les domaines C;;2 et C,3 des IgA (disque rouge) est impliquée
cette interaction.

Le récepteur au Fc des IgA et des IgM (Fca/uR) est codé par le gene FCAMR localisé
sur le chromosome 1q32 (Shibuya et al., 2000). Chez I’'Homme, 1’expression de Fca/uR est
restreinte aux LB pré-germinatifs tonsillaires, aux cellules dendritiques folliculaires, aux
cellules mésangiales ainsi qu’a I'intestin (Kikuno et al., 2007; McDonald et al., 2002; Wang
et al., 2009). Fco/puR est un récepteur de type I a un domaine transmembranaire. Il est
constitué 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 moléculaire
théorique de 58 kDa (figure 1.10A). Chez I’'Homme, les monomeres de Fca/uR sont
uniquement retrouvés dans le cytosol. Fca/pR est exprimé a la surface cellulaire sous forme
d’hétérodimeres d’environ 125 kDa avec une protéine dont I’identité n’est pas connue
(Kikuno et al., 2007; Takagaki et al., 2013). Ces dimeres sont non réductibles et faiblement
glycosylés (Kikuno et al., 2007).

Fca/uR est un récepteur de haute affinité aux pentameres d’IgM et d’affinité
intermédiaire aux dIgA. Les sous-classes IgA1 et IgA2 interagissent de fagon similaire avec

Fca/pR tandis que I’ajout de la SC empéche toute interaction (Ghumra et al., 2009).
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L’ectodomaine de Fco/pR s’organise en trois domaines (EC1, EC2 et EC3). La structure
d’EC2 est de type immunoglobuline et contient une séquence conservée, retrouvée 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 indépendante des glycosylations et implique les résidus 440 a 443 (Pro-
Leu-Ala-Phe) du domaine C,;3, situés a I'interface avec le domaine C,2 (figure 1.10B) (Yoo
et al., 2011). De maniere intéressante, cette région des IgA est aussi impliquée dans
Iinteraction avec le pIgR et CD89 (Ghumra et al., 2009). A la différence de I’interaction des
plgA avec le pIgR, la chaine J n’est pas nécessaire a I’interaction avec Fca/pR (Yoo et al.,
2011).

Malgré 1’absence de motif d’endocytose conventionnel, le domaine intracellulaire de
Fca/pR permet I’endocytose du récepteur li€¢ aux IgM et aux IgA, mais seulement lorsque ces
dernicres sont agrégées entre elles (Yang et al., 2009; Yoo et al., 2011).

Dans D'intestin, Fca/uR est exprimé par les cellules de Paneth, les macrophages du
chorion et les plasmocytes (Wang et al., 2009). Néanmoins, 1’incapacité des SIgA a interagir
avec ce récepteur interroge sur son importance fonctionnelle dans I’homéostasie intestinale.

En conclusion, Fca/uR permet uniquement la fixation et ’endocytose des pIgA, de
sous-classes IgAl et IgA2. Le rdle physiologique de cette interaction reste néanmoins a
définir dans un contexte d’étude compliqué par un profil d’expression de Fco/pR tres

différent entre les populations cellulaires murines et humaines.

1.4.Le récepteur a la transferrine (CD71).

Le récepteur CD71, codé par le gene TFRC sur le chromosome 3q29, est exprimé par
toutes les cellules de l'organisme a [’exception des érythrocytes. Son expression est
étroitement corrélée a 1I’état de prolifération cellulaire et aux besoins en fer avec de hauts
niveaux d’expression dans [’épithélium intestinal, dans les cellules mononucléées
périphériques sanguines activées, dans les cellules cancéreuses et dans les précurseurs
érythroides (Daniels et al., 2006). CD71 est un récepteur de type II a un domaine
transmembranaire, long de 760 aa (~90 kDa). Il est constitué d’une queue cytoplasmique (67
aa), d’'un domaine transmembranaire (21 aa) et d’un large domaine extracellulaire (672 aa)
(figure I.11A). A la surface cellulaire, CD71 s’assemble en homodiméres de 180 kDa liés par
deux ponts disulfures. Chaque monomere possede trois sites de N-glycosylations et un de O-

glycosylation.
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Figure 1.11: Le récepteur a la transferrine (CD71). (A) Structure de CD71. CD71 est un récepteur
transmembranaire de type II dont I’ectodomaine peut étre clivé au niveau du domaine tige (ciseaux). Son
ectodomaine comprend quatre sites de glycosylation (tridents noirs et jaunes) et présente une structure
tridimensionnelle en « papillon ». CD71 s’assemble principalement en homodimeéres, reliés par deux ponts
disulfures (traits verts en pointillés). Son domaine intracellulaire comporte un motif d’endocytose *’YTRF* (en
vert clair). L’ensemble de la structure bidimensionnelle de CD71 est a I’échelle, compte-tenu des données
cristallographiques publiées (Lawrence, 1999). (B) Interaction des IgA avec CD71. La région charnicre des
plgAl apparait nécessaire a leur fixation a CD71 (disques rouges). En revanche, les domaines de CD71 et des
SIgA impliqués dans I’interaction ne sont pas connus.

Chaque homodimere de CD71 fixe deux molécules de son ligand canonique,
I’holotransferrine. Le complexe est ensuite endocyté selon un mécanisme dépendant de la
clathrine. L’acidification de I’endosome favorise la libération du fer par la transferrine et son
absorption par la cellule tandis que I'interaction entre CD71 et 1’apotransferrine, maintenue
dans I’endosome, permet leur recyclage a la surface cellulaire (Aisen, 2004).

CD71 est aussi capable d’interagir avec une importante variété de ligands comme la
chaine lourde de la ferritine, la protéine de 1’hémochromatose 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 d’I. Moura et collegues ont montré que CD71 est un récepteur spécifique
aux IgA1l (Moura et al., 2001; 2004). CD71 interagit préférentiellement avec les IgA1 sous
forme polymérique et dont les N- et O-glycosylations sont hypogalactosylées (figure 1.11B)
(Moura et al., 2004). Dans la néphropathie a IgA, I’interaction entre CD71 et les plgAl
hypogalactosylées a la surface de la cellule mésangiale induit la production de cytokines de
type IL-6 et TGF-f3, promeut la prolifération cellulaire et participe a la formation des dépots
pathologiques d’IgA dans le glomérule (Moura et al., 2005). Les pIgA1 interagissent aussi
avec CD71 a la surface des érythroblastes, favorisant leur prolifération et leur survie en

présence de doses physiologiques de facteurs de croissance (Coulon et al., 2011). Dans ce
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systtme, la fixation des pIgAl a CD71 induit ’activation de voies de signalisation qui
convergent et potentialisent celles activées par I’érythropoiétine (EPO).

Plus récemment, notre laboratoire a montré que les SIgA sont des ligands de CD71 a
la surface de la cellule épithéliale intestinale (IEC) et que cette interaction est impliquée dans
la physiopathologie de la maladie ceeliaque (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 été décrit et son gene identifié sur le chromosome 7q22
(Glockner et al., 1998). TfR2 est exprimé par les précurseurs érythroides, les hépatocytes et
les entérocytes de I’intestin gréle (Deaglio et al., 2002). CD71 et TfR2 peuvent former des
hétérodimeres mais s’assemblent préférentiellement en homodimeres (Vogt et al., 2003). De
maniere intéressante, I’ectodomaine de TfR2 sous forme soluble est aussi capable d’interagir
avec les pIgA1 (Moura et al., 2004).

L’ensemble des données publiées sur I’interaction entre CD71 et IgA souligne
I’importance des glycosylations, notamment celles de la région charniere propres aux IgAl et
suggere que la présence de la SC dans les SIgA ne masque pas le domaine d’interaction avec
CD71. De plus, cette interaction peut étre suivie de I’endocytose des complexes et/ou d’une

signalisation, dans des types cellulaires tres différents.

2. Récepteurs aux IgA de type lectine.

2.1.Le récepteur a I’asialoglycoprotéine (ASGPR).

Le récepteur a I’asialoglycoprotéine (ASGPR) est composé de deux sous-unités,
ASGPRI1 et ASGPR2, codées par les genes ASGRI et ASGR2, localisés sur le chromosome
17p13. ASGPR est exclusivement exprimé par I’hépatocyte (Hudgin et al., 1974). ASGPR1 et
ASGPR?2 sont des récepteurs de type II a un domaine transmembranaire de 33 et 35 kDa
respectivement. Ces deux sous-unités s’assemblent selon une stoechiométrie trés variable,
dont ASGPR1 est cependant la sous-unité majoritaire (Renz et al., 2012). De maniere
intéressante, cette steechiométrie semble jouer un réle important dans I’affinité des oligomeres
pour leurs ligands (Renz et al.,, 2012). ASGPR1 est constitué d’une courte queue
cytoplasmique (40 aa), d’'un domaine transmembranaire (21 aa) et d’un domaine
extracellulaire de type lectine dépendant du calcium (230 aa) (figure I.12A). ASGPR2 est

organisé selon le méme modele avec une queue cytoplasmique légerement plus longue (58
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aa). ASGPR est fortement glycosylé et impliqué dans le catabolisme des glycoprotéines
sériques désialylées, interagissant avec les résidus galactosyl de maniere dépendante du
calcium (Hudgin et al., 1974). Les IgA sériques apparaissent ainsi comme le ligand majeur

d’ASGPR, ce qui permet leur catabolisme hépatique.
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Figure 1.12: Le récepteur a l’asialoglycoprotéine (ASGPR). (A) Structure d’ASGPR. ASGPR est un
récepteur transmembranaire de type II. Chaque monomere d’ASGPR est constitué d’un domaine extracellulaire

ter

tige comprenant deux sites de N-glycosylation (trigents noirs et jaunes) et d’un domaine de type lectine de type
C. (B) Interaction des IgA avec ASGPR. A la surface cellulaire, ASGPR est retrouvé sous forme oligomérique,
ce qui lui permet de gagner en avidité vis-a-vis de ses ligands. ASGPR interagit avec toutes les formes d’IgA par
I’intermédiaire de leurs glycosylations (tridents rouges), ce qui suggere 1’implication de son domaine de type
lectine de type C (disque rouge). ASGPR semble néanmoins avoir une affinité préférentielle pour les IgA2, plus
riches en N-glycosylations.

Les premiers travaux menés in vitro ont montré qu’ASGPR posséde une affinité
supérieure pour la sous-classe IgA1 (Stockert et al., 1982). L’étude de Tomana et collegues a
confirmé ces résultats et montré que la forme (monomérique ou polymérique) n’a pas
d’influence sur I’affinité pour ASGPR (figure 1.12B) (Tomana and Kulhavy, 1988). Des
résultats plus difficiles a interpréter ont néanmoins été obtenus pour les SIgA dont la fixation
dépendante d’ASGPR mise en évidence sur des fractions de foie humain n’a pas été retrouvée
sur la lignée hépatocytaire humaine (HepG2). La SC seule quant a elle, interagit fortement
avec ASGPR.

Des travaux plus récents réalisés dans des souris Asgr2” sont cependant venus

remettre en cause les précédentes études (Rifai et al., 2000). Les chercheurs ont démontré de
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maniere convaincante qu’ASGPR assure la clairance préférentielle des IgA?2 sériques alors
qu’un faible pourcentage des IgAl emprunte cette voie. L’inter-changement des domaines
d’IgA1l et d’IgA2 a permis d’identifier la région charnicre des IgA1 (et probablement leurs O-
glycosylations) comme responsable de leur moindre affinit¢é pour ASGPR. Au regard des
résultats de Rifai et collegues, la clairance hépatique des IgA dépendrait des résidus Gal des
N-glycosylations. Les IgAl possedent moins de N-glycosylations que les IgA2, ce qui

expliquerait leur clairance réduite et leur présence majoritaire dans le sérum.

2.2.DC-SIGN (CD209).
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Figure 1.13 : DC-SIGN. (A) Structure de DC-SIGN. DC-SIGN est un récepteur transmembranaire de type II
pourvu d’un trés long ectodomaine a I’extrémité duquel réside un domaine de type lectine de type C (en orange).
Les nombreuses répétitions en tandem (en vert) participent a I’homotétramérisation des récepteurs a la surface.
Un unique site de N-glycosylation (trident noir et jaune) est retrouvé en bordure du domaine transmembranaire
(en marron). L’ensemble de la structure bidimensionnelle est a I’échelle, d’apres les données cristallographiques
(Tabarani et al., 2009). (B) Interaction des IgA avec DC-SIGN. Les glycosylations des IgA (tridents rouges)
sont impliquées dans I’interaction DC-SIGN. Les parameétres d’interactions suggere le role du domaine de type
lectine de type C de DC-SIGN (disque rouge). Une vue aérienne de I’homotétramere est représentée au-dessus
de la vue de profil afin d’observer 1’organisation en « fleur » du tétramére. D’apres Tabarani et al., 2009.

DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing non-integrin) est codé par le gene
CD209 situé sur le chromosome 19p13. Ce récepteur est exprimé 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 récepteur de type II a un domaine transmembranaire. Il est
constitué de 404 aa (~44 kDa) et s’organise en trois domaines : cytoplasmique (40 aa),
transmembranaire (15 aa) et extracellulaire (349 aa) (figure [.13A) (Geijtenbeek et al.,
2000b). Son ectodomaine est constitué de huit répétitions en tandem formant un long « cou »
de plus de 20 nm au bout duquel se situe le domaine de reconnaissance des sucres (CRD) de
type lectine de type C (fixation dépendante du calcium). Le domaine répété est composé
d’hélices o partiellement hydrophobes qui favoriseraient la formation des homotétrameres
dont le principal avantage est d’augmenter 1’avidit¢ de DC-SIGN pour ses ligands (Snyder et
al., 2005; Tabarani et al., 2009).

DC-SIGN a d’abord été impliqué dans la fixation de la protéine gp120 du virus de
I’immunodéficience acquise (VIH) sur le placenta humain, sans étre identifié (Curtis et al.,
1992). En 2000, DC-SIGN a été identifié et caractérisé comme récepteur aux molécules
d’adhésion intercellulaires (ICAM)-2, ICAM-3 et comme récepteur de reconnaissance de
motifs (PRR) doté d’une large spécificité virale et bactérienne (Appelmelk et al., 2003;
Geijtenbeek et al., 2000a; 2000b; 2003; Lozach et al., 2003).

Plus récemment, Baumann et collegues ont montré que DC-SIGN est un récepteur
fixant les SIgA d’une maniere dépendante du calcium et des résidus mannoses (figure 1.13B)
(Baumann et al., 2010). Ces premiers travaux ont montré que la SC est requise pour cette
interaction, ce qui expliquerait I’incapacité de DC-SIGN a fixer les mIgA1, mIgA2, pIgAl et
plgA2 (Baumann et al., 2010). L’expression de DC-SIGN en cellules Henrietta Lacks (HeLa)
a cependant révélé sa capacité d’interaction avec des mIgA2 humaines recombinantes,
complexifiant la compréhension du mécanisme d’interaction (Rochereau et al., 2013).

D’un point de vue fonctionnel, la liaison des SIgA a DC-SIGN déclenche I’endocytose
du complexe (Baumann et al., 2010). Chez la souris, I’interaction SIgA — SIGNRI
(I’homologue murin de DC-SIGN) oriente les DC dérivées de la moelle osseuse vers un profil
tolérogene et leur permet de diminuer la sévérité de 1’encéphalomyélite autoimmune
expérimentale et du diabete de type 1 (Diana et al., 2013). Dans I’intestin, DC-SIGN est
exprimé par une population de DC située au niveau du dome sous-épithélial des plaques de
Peyer (Jameson et al., 2002). Dans ce contexte, DC-SIGN serait impliqué dans
I’internalisation par les DC de SIgA qui auraient préalablement été transportées a travers les
cellules M (voir chapitre 3, partie 4.1). Ce mécanisme participerait a 1’immunisation
systémique et mucosale de souris contre 1’antigene p24 du VIH (Rochereau et al., 2013).

Compte-tenu des travaux précédemment décrits, I’internalisation des SIgA dépendante de
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DC-SIGN semble jouer des roles tres différents selon la nature des complexes, mais aussi la

population de DC et sa localisation dans I’organisme.

2.3.Dectine-1 (CD369).
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Figure 1.14 : Dectine-1. (A) Structure de dectine-1. Dectine-1 est un récepteur transmembranaire de type II de
petite taille, dont I’ectodomaine est constitué d’un domaine tige (en vert) et d’un domaine de type lectine de type
C (en orange). (B) L’Interaction des IgA avec dectine-1 implique les N-glycosylations des IgA2
monomériques, polymériques et sécrétoires (tridents rouges). Le domaine de type lectine de type C de dectine-1
(disque rouge) est tres probablement impliqué, compte-tenu du fait que ’interaction dépend des résidus sialylés
des IgA2.

ter

Dectine-1 (Dendritic-cell associated C-type lectin 1) (28 kDa) est un récepteur de type
IT 2 un domaine transmembranaire, codé par le géne CLEC7A localisé sur le chromosome
12p13. Dectine-1 est exprimé par une large variété de cellules immunitaires (DC,
macrophages, monocytes, neutrophiles et une sous-population de LT), notamment dans les
poumons et I’intestin (Brown, 2006). Son ectodomaine est constitué d’un domaine de type
lectine de type C, capable de fixer les 3-1,3- et 3-1,6-glucanes, indépendamment des ions
métalliques (figure I.14A) (Brown and Gordon, 2001). Ces polymeres glucidiques sont
exprimés a la surface de nombreux micro-organismes (champignons, bactéries et levures) et
font de dectine-1 un PRR (Brown and Gordon, 2001). L’interaction des IgA avec dectine-1 a

probablement été caractérisée pour la premiere fois par I’étude de Mantis et collegues, sans
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que le récepteur ne soit identifié (Mantis et al., 2002). Ces travaux ont montré in vivo que les
mlgA et dIgA humaines de sous-classe IgA2 (ainsi que les IgA murines) sont capables
d’interagir avec les cellules M murines a l'aide de leurs domaines Cyl et C,2,
indépendamment de la présence de la chaine J ou de la SC (figure 1.14B) (Mantis et al.,
2002). En 2013, ces résultats ont été confirmés et précisés en montrant que le domaine C;1
des mIgA?2 et des dIgA2 humaines est nécessaire et suffisant pour interagir avec dectine-1, et
que cette interaction requiert la présence de résidus sialylés sur les IgA2 (Rochereau et al.,
2013). D’un point de vue fonctionnel, dectine-1 est exprimé a la surface des cellules M
murines et humaines, et permet la transcytose inverse des SIgA2 dans les plaques de Peyer.
Ce transport d’antigénes participe au développement d’une réponse systémique et mucosale
en réponse a I’administration orale de SIgA conjuguées a I’antigene p24 du VIH (voir

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

24.Siglec-5 (CD170).

Les travaux de Rochereau et collegues décrivant I’interaction entre dectine-1 et les
IgA2 ont aussi montré que siglec-5 (Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin 5), une
lectine spécifique des résidus acides sialiques branchés en a-2,3 et a-2,6, est capable de fixer
les IgA2 selon les mémes parametres que dectine-1 (Cornish et al., 1998; Rochereau et al.,
2013). Siglec-5 (~70 kDa) est un récepteur de type I a un domaine transmembranaire codé par
le gene SIGLECS situé sur le chromosome 19q13. Son ectodomaine est organisé en quatre
domaines de type immunoglobuline dont seul le premier est capable de fixer les résidus
acides sialiques (figure I.15A) (Cornish et al., 1998; Zhuravleva et al., 2008). Comme
dectine-1, la fixation des IgA2 a siglec-5 permet leur transcytose inverse par les cellules M
(figure I.15B). Le role de l’interaction entre les SIgA2 et siglec-5 n’a cependant pas été
confirmé in vivo (Rochereau et al., 2013). En effet, bien qu’exprimé par les cellules des
plaques de Peyer chez I’ Homme, aucun orthologue murin de siglec-5 n’a été rapporté (Angata

et al., 2004).
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Figure 1.15 : Siglec-5. (A) Structure de siglec-5. Siglec-5 est un récepteur transmembranaire de type I constitué
de quatre domaines extracellulaires de type immunoglobuline. Siglec-5 présente sept sites de N-glycosylation
(tridents noirs et jaunes) et deux sites de O-glycosylation potentiels. Le peptide signal (en gris clair), clivé dans
le réticulum endoplasmique, n’est indiqué que sur la séquence protéique. (B) Interaction des IgA avec siglec-5.
De maniere similaire a dectine-1, I’interaction des IgA2 (monomériques, polymériques et sécrétoires) requiert la
présence de leurs N-glycosylations. Seul le domaine 1 de siglec-5 est capable de fixer les résidus acides
sialiques, ce qui suggere son implication dans I’interaction avec les IgA (disque rouge).

2.5.Le récepteur macrophagique au mannose (CD206).

Le récepteur au mannose macrophagique (MMR) est une lectine de type C de 175 kDa
codée par le géne MRCI, situé sur le chromosome 10pl12. MMR est exprimé par les
macrophages et les DC immatures, particuliecrement dans la peau, les amygdales et le chorion
des muqueuses (Engering et al., 2002). Son expression a aussi €été rapportée dans les cellules
mésangiales, les cellules musculaires lisses de la trachée et dans certaines populations de
cellules endothéliales (Stahl and Ezekowitz, 1998). MMR est un récepteur de type I a un
domaine transmembranaire. Son ectodomaine, long de 1389 aa et richement glycosylé, est
constitué d’un domaine lectine de type ricine B riche en cystéines, d’un 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)
sialylés indépendamment du calcium, tandis que le domaine 4 de type lectine de type C fixe
préférentiellement les chaines oligosaccharidiques se terminant par des résidus mannose,

fucose ou GlcNAc, de maniere dépendante du calcium (Liu et al., 2000; Taylor et al., 1992).
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Intercalé entre les domaines de type lectine et le domaine riche en cystéines, le domaine
fibronectine de type II confere a MMR la capacité de se fixer aux collagenes I a V (Martinez-
Pomares et al., 2006). Cette diversité de domaines permet a MMR de fixer de nombreux
ligands endogenes et exogenes, et le classe parmi les PRR (Martinez-Pomares, 2012; Stahl

and Ezekowitz, 1998).
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Figure 1.16 : Le récepteur macrophagique au mannose (MMR). (A) Structure de MMR. MMR est un
récepteur transmembranaire de type II de trés grande taille (~175 kDa) constitué de domaines variés, lui
conférant un large spectre d’interaction (voir texte). MMR possede cinq sites potentiels de N-glycosylation
(tridents noirs et jaunes) et 24 sites potentiels de O-glycosylation (non représentés). L’ectodomaine de MMR
peut étre clivé (ciseaux). La structure bidimensionnelle de MMR n’est pas a 1’échelle mais I’organisation relative
des domaines a été établie d’apres Boskovic et al. (Boskovic et al., 2006). (B) Interaction des IgA avec MMR.
Les données structurales indiquent que MMR est replié a 1’état basal, de telle sorte que le quatrieme domaine de
type lectine de type C est masqué. Ce domaine est trés probablement impliqué dans I’interaction avec les
glycosylations des SIgA (tridents rouges) compte-tenu de ses propriétés et des parametres de I’interaction (voir

texte).

MMR est exclusivement capable d’interagir avec les IgA sous forme sécrétoire (figure
[.16B) (Baumann et al., 2010; Heystek et al., 2002). Cette interaction met en jeu les résidus
mannose des SIgA et nécessite la présence de calcium, suggérant I’implication du domaine 4
de type lectine de type C (Taylor et al., 1992). D’un point de vue fonctionnel, la fixation des
SIgA par MMR a la surface des DC n’induit pas leur maturation (Heystek et al., 2002).

Compte-tenu du fait que MMR est constitutivement internalisé et recyclé a la surface, la
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fixation de complexes de SIgA pourrait participer a I’échantillonnage d’antigénes par les DC
et au maintien de I’homéostasie intestinale a 1’égard du microbiote (Stahl et al., 1980). Chez
I’Homme et la souris, I’ectodomaine de MMR est aussi retrouvé sous forme soluble (sMMR)
suite a son clivage par une métalloprotéase membranaire (Jordens et al., 1999; Martinez-
Pomares et al., 1998). La production de sSMMR par les macrophages murins est constitutive
mais augmente selon un mécanisme dépendant de la fixation de B-glucanes fongiques a
dectine-1 (Gazi et al., 2011). Des expériences réalisées sur des DC (dérivées de monocytes)
humaines immatures indiquent aussi une production constitutive de SMMR qui se voit réduite
lors de la maturation des DC induite par le LPS (Jordens et al., 1999). De manicre
intéressante, SMMR est retrouvé dans le sérum murin et dans le colostrum humain ou il
pourrait former des complexes avec les IgA et participer a leur fonction immunomodulatrice

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

3. Autres récepteurs et protéines solubles.

3.1.Le récepteur de type récepteur au Fc 4 (CD307d).
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Le récepteur de type récepteur au Fc 4 (FcRL4) est codé par le gene FCRLA4 localisé
sur le chromosome 1q23 (Figure 1.17). C’est un récepteur de 57 kDa de type I a un domaine
transmembranaire dont I’expression est restreinte a une sous-population de LB mémoires
présente dans les zones marginales et sous-épithéliales des tissus lymphoides associés aux
muqueuses (Ehrhardt et al., 2003; Wilson et al., 2012). FcRL4 est capable d’interagir avec les
IgA sériques sans que le mécanisme d’interaction ne soit connu (Wilson et al., 2012). Le
domaine intracellulaire de FCRL4 présente trois motifs ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif). L’expression d’une protéine chimérique contenant le domaine
extracellulaire de FcyRIIb, un co-récepteur du BCR, et le domaine intracellulaire de FcRL4
inhibe la signalisation en aval du BCR selon un mécanisme dépendant des deux motifs ITIM
distaux de FcRL4 (Ehrhardt et al., 2003). Compte-tenu de sa fonction inhibitrice et de son
expression dans les LB mémoires, FcRL4 pourrait agir comme un régulateur négatif de la

réponse humorale.

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

Figure 1.18 : Les galectines-1, -3 et 8.
Les galectines (Gal-)1, -3 et -8 sont de

Honemeres 8 48 % petites protéines constituées d’un ou
deux domaine(s) de type lectine. Au

> sein de la famille des galectines, Gal-1

Oligoméres > 8%@ appartient au groupe prototype de par la

Galectine-1 Galectine-3 Galectine-8

présence d’un seul domaine de type
lectine et sa capacité a

s’homodimériser. Gal-3 est une galectine chimere constituée d’un domaine lectine mais capable de
s’oligomériser par son extrémité N, 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 capacité a former de larges multimeres par oligomérisation de
ses régions N, et C,,. L’interaction des Gal-1, -3 et -8 avec les IgA est dépendante des glycosylations des IgA.
Figure modifiée de Thiemann et al., 2016.

Les galectines constituent une famille de quinze protéines solubles de petite taille
définie par la présence d’un ou deux domaine(s) de reconnaissance de glucides de type lectine
(Cederfur et al., 2008) (figure 1.18). Ces lectines lient les résidus [-galactosides et sont
exprimées sous forme soluble, a la surface et dans le cytoplasme de nombreux types
cellulaires. Les galectines sont caractérisées par une relativement faible affinité (K, ~10° M)
pour leurs ligands mais aussi par une importante capacité d’oligomérisation dont résultent des

interactions de haute avidité (Thiemann and Baum, 2016).
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Un criblage des protéines sériques a permis de mettre en évidence 1’affinité des
galectines (Gal)-3 et Gal-8 pour les IgA sériques (Cederfur et al., 2008). Gal-3 est une
galectine chimere, composée d’un seul domaine de type lectine mais capable de
s’oligomériser par sa région N, (figure 1.18) (Thiemann and Baum, 2016). Gal-3 est
particulierement affine pour les IgA et les IgE murines (Reljic et al., 2004). Gal-8 est une
galectine en tandem, constituée de deux domaines de type lectine, capable de former de larges
multimeres (figure 1.18). De maniere intéressante, Gal-8 interagit avec les résidus p-1,3-
galactosides a-2,3-sialylées, principalement retrouvés sur les O-glycosylations des IgAl
sériques (figure 1.5) (Carlsson et al., 2012). Ainsi I’altération du profil de ces O-glycanes chez
les patients atteints de néphropathie a IgA est a I'origine d’une diminution de la fraction
sérique interagissant avec la Gal-8, sans qu’aucune conséquence physiopathologique ne soit
toutefois établie (Carlsson et al., 2012). Sangeetha et collegues ont montré que Gal-1, une
galectine prototype composée d’un unique domaine de type lectine (figure 1.18), est aussi
capable de fixer les IgAl sériques, de préférence sous forme polymérique et désialylée
(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 prédiction des conséquences fonctionnelles de

ces interactions.

3.3.La f3-1, 4-galactosyltransférase 1 (b4Gal-T1).

La -1, 4-galactosyltransférase 1 (b4Gal-T1) est une protéine ubiquitaire d’environ 45
— 55 kDa (figure [.19A) (Gmeiner, 1985; Tomana et al., 1993a; 1993b). B4Gal-T1 est codée
par le gene B4GALT] situé sur le chromosome 9p21. B4GALTI code deux isoformes, une
longue et une courte, respectivement constituées d’un domaine intracellulaire de 24 et 11 aa
(Russo et al., 1990; Strous et al., 1988). Ces deux isoformes de b4Gal-T1 sont exprimées dans
I’appareil de Golgi. Une faible fraction de I’isoforme longue est néanmoins retrouvée a la
membrane plasmique selon un mécanisme dépendant de 1’état de phosphorylation de son
domaine intracellulaire (Hathaway et al., 2003; Lopez et al., 1991; Molyneux et al., 2017).
B4Gal-T1 est aussi retrouvée sous forme soluble, notamment dans le lait maternel, a la suite
du clivage protéolytique du récepteur transmembranaire. De maniere intéressante, la forme

soluble possede la méme activité enzymatique que la forme membranaire (Gmeiner, 1985).
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Le domaine catalytique de b4Gal-T1 permet le branchement de Gal en 31, 4- sur des
résidus N-acétylglucosamines (GlcNAc) (Hill et al., 1968). Dans les glandes mammaires,
b4Gal-T1 s’hétérodimérise avec 1’o-lactalbumine, générant la lactose synthétase, ce qui
modifie la spécificité de substrat de b4Gal-T1 du GlcNAc au glucose (Glc) et permet la
production de lactose (Glc-Gal) (Brodbeck et al., 1967). Plusieurs études suggerent aussi que
b4Gal-T1 est capable de s’homodimériser voire de former des oligomeres incluant d’autres
protéines, notamment les a- et P-tubulines (Ramakrishnan et al., 2002; Teasdale et al., 1994;

Yamaguchi and Fukuda, 1995).
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Figure 1.19 : L’enzyme [3-1,4-galactosyltransférase 1 (b4Gal-T1). (A) Structure de b4Gal-T1. B4Gal-T1 est
une enzyme transmembranaire constituée d’un 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 aminés 91 et 126, représentés sous le terme « O-glyc ». B4Gal-T1 peut étre clivée
au niveau du domaine tige (ciseaux) et exercer son activité enzymatique sous forme soluble. Deux isoformes
(courte et longue) de b4Gal-T1 existent. Ces deux isoformes sont identiques a I’exception des 13 premiers acides
aminés en N, absents de 1’isoforme courte. (B) L’interaction de b4Gal-T1 avec les IgA semble impliquer son
domaine catalytique (disque rouge) et les glycosylations de chacune des formes d’IgA (tridents rouges).

L’interaction entre b4Gal-T1 et les IgA (figure 1.19B) est dépendante de cations et
implique les glycanes, préférentiellement ceux exposés par les pIgA2 mais aussi par toutes les
autres formes d’IgA (Tomana et al., 1993a). Les travaux de Tomana et collegues ont montré
que la fixation a b4Gal-T1 n’est associée ni au catabolisme, ni a I'internalisation des IgA
(Tomana et al., 1993b).

Dans une récente étude, un criblage d’ADNc exprimés par les cellules mésangiales

humaines (HMC) a révélé ’expression de b4Gal-T1 et son implication dans la fixation d’IgA
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sériques a la surface des HMC (Molyneux et al., 2017). A la différence des travaux de
Tomana et collegues, cet article suggere que I'interaction entre les IgA et b4Gal-T1 opere
indépendamment de la présence de cations, au niveau du domaine catalytique de I’enzyme. La
fixation des IgA a b4Gal-T1 induirait la production d’IL-6 et pourrait participer a I’atteinte

glomérulaire observée dans la néphropathie a IgA.

4. Récepteurs et protéines intracellulaires.

4.1.La protéine contenant un motif tripartite 21 (TRIM21).
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Figure 1.20 : La protéine contenant un motif tripartite 21 (TRIM21). (A) Structure de TRIM21. TRIM21
est une protéine soluble présente dans le cytosol. Elle est constituée de quatre domaines dont deux en doigt de
zinc, RING a activité ligase d’ubiquitine E3, et boite B. TRIM21 posséde aussi un domaine de dimérisation en
super-hélice et un domaine B30.2/SPRY permettant son interaction avec d’autres protéines. (B) Modele
prédictif d’interaction des IgA avec TRIM21. Le domaine de TRIM21 en super-hélice permettrait la
formation d’homodimeres antiparalleles capables d’interagir avec les IgA sériques et sécrétoires via son domaine
B30.2/SPRY. Cette interaction impliquerait I’interface entre els domaines Cy2 et Cy;3 des IgA. Schéma réalisé
d’apres (James et al., 2007). RING : Really interesting new gene.

TRIM21 (Tripartite motif-containing protein 21) est une protéine cytoplasmique de 54
kDa, codée par le gene TRIM21 situé sur le chromosome 11p15. TRIM21 est exprimé dans la
majorité des tissus et dans divers types cellulaires immuns et non immuns (Yoshimi et al.,
2009). Sa structure est organisée en quatre domaines. Les trois premiers domaines forment un
motif tripartite constitué de deux domaines en doigt de zinc, RING (Really interesting new
gene) a activité ligase d’ubiquitine E3, et boite B, et d’un domaine en super-hélice. Le
domaine B30.2/SPRY est situé en C,,
(figure I.20A) (McEwan, 2016). TRIM21 interagit avec les IgG, les IgM et les IgA, ce qui est

et permet I’interaction de TRIM21 avec ses ligands
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inhabituel pour un récepteur au Fc des immunoglobulines (Bidgood et al., 2014; Mallery et
al., 2010). TRIM21 est capable de se lier aux IgA1l et aux IgA2 sériques ainsi qu’aux SIgA
humaines (Bidgood et al., 2014). De maniere similaire a I’interaction avec FcaRI, Fca/uR et
le pIgR, la modélisation du complexe TRIM21-IgA suggere I’implication du motif **PLAF*
du domaine C,;2 des IgA (figure 1.20B). Malgré la présence de la SC qui masque ce domaine
sur au moins deux des quatre Fc d’IgA de la molécule de SIgA (figure 1.4), I’exposition
partielle des Fc sur le bord concave des SIgA et/ou les conditions réductrices présentes dans
le cytoplasme suffirait a permettre a une fraction des SIgA d’interagir avec TRIM21 (Bidgood
etal.,2014).

Couplées a des particules virales, les IgA cytosoliques sont reconnues par TRIM21 et
dirigées vers la voie de dégradation du protéasome par I’'intermédiaire de 1’activité ligase
d’ubiquitine E3 du domaine RING. Du fait de leur interaction avec TRIM21, ces complexes
sont considérés comme des motifs moléculaires associés a un signal de danger (DAMP) et
activent la voie NF-»B dont résulte une importante réponse pro-inflammatoire caractérisée
par la sécrétion d’interféron (IFN)-f3, de TFN, d’IL-6 et de CXCL10 (Bidgood et al., 2014).

Il est important de noter que les IgA impliquées dans ces complexes immuns ne sont
pas neutralisantes : elles ne préviennent pas 1’entrée virale qui s’opere a 1’aide des récepteurs
spécifiques au virus. Ce mécanisme, potentiellement présent dans toutes les cellules de
I’organisme, permettrait ainsi aux IgA de déclencher une réponse immunitaire innée,

indépendamment de toute capacité d’immunosurveillance.

4.2.Le récepteur de type récepteur au Fc A (FcRLA).

Le récepteur de type récepteur au Fc A (FcRLA) est une protéine soluble codée par le
gene FFCRLA localisé sur le chromosome 1q23. FCRLA est exprimé par diverses populations
de LB notamment dans les centres germinatifs et la zone marginale de la rate (Mechetina et
al., 2002). Cette protéine d’environ 44 kDa, dépourvue de domaine transmembranaire,
s’organise en quatre domaines (figure 1.21). Le premier domaine, de structure désorganisée, et
suivi de deux domaines de type immunoglobuline et d’'un domaine bipartite, de type mucine
(Mechetina et al., 2002). FcRLA est

riche en prolines en N, et formant une hélice o en C

ter ter

une protéine résidente du réticulum endoplasmique ou elle est capable d’interagir avec les

IgG, les IgM et les IgA (Santiago et al., 2011; Wilson et al., 2010). FCRLA pourrait jouer un
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role de chaperonne dans 1’assemblage des anticorps produits par les LB mais 1’absence de

phénotype des souris Fcrla” suggére que son rdle est redondant (Wilson et al., 2010).
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5. Les récepteurs aux IgA non identifiés.

De nombreux articles ont fait la description de récepteurs aux IgA sans parvenir a les
identifier (Barratt et al., 2000; Diven et al., 1998; Gémez-Guerrero et al., 1993; Millet et al.,
1989; 1988; Sibille et al., 1994). La découverte de FcaRI en 1990 et des récepteurs
précédemment décrits dans le deuxieme chapitre de ce manuscrit, explique probablement
désormais la majorité de ces résultats. Néanmoins, il me semble qu’au moins trois de ces

articles ne trouvent toujours pas de récepteur correspondant a leur description.

5.1.Récepteur(s) aux IgA monomériques.

Kitamura et collegues on publi€ un article relatant la fixation des mIgA a la surface de
la lignée cellulaire intestinale épithéliale humaine HT-29 (Kitamura et al., 2000). Cette
interaction, saturable a une concentration en mIgA de 800 nM (~128 pg.ml"), n’entre pas en
compétition avec les IgG, les IgM, les SIgA ou I’asialoorosomucoide (ligand d’ASGPR),
mais seulement avec les IgA monomériques et agrégées par chauffage. Ce récepteur semble
capable de fixer les mIgAl et mIgA2 et serait aussi exprimé par d’autres lignées intestinales

épithéliales humaines, T84 et Caco-2.
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5.2.Récepteur(s) aux IgA sécrétoires.

Les travaux de Lamkhioued et collegues ont décrit un récepteur a la SC (seule ou
associée dans les SIgA) exprimé par 5 a 60% des polynucléaires €éosinophiles (PNE) humains
isolés de patients hyper-€osinophiles (Lamkhioued et al., 1995). Cette molécule, non
exprimée par les polynucléaires neutrophiles, a une taille de 15 kDa. De maniere intéressante,
la fixation de la SC (100 pg.ml') est réduite de plus de 80% en présence de SIgA
compétitrices ou de SC seule tandis qu’elle n’est pas/peu affectée par les mIgA et les IgG.
D’un point de vue fonctionnel, ’interaction de SIgA agrégées avec un anticorps anti-IgA (ou
de SC agrégée avec un anticorps anti-SC) avec ce récepteur déclencherait la dégranulation des
PNE tandis que la SC seule n’aurait aucun effet. Cette activation dépendante de 1’agrégation
n’est pas sans rappeler celle de CD89 sur les PNN et suggere un role de ce récepteur dans la

réponse immune infectieuse, notamment anti-parasitaire.

La présence d’un récepteur inconnu aux SIgA a aussi été€ rapportée par Oortwijn et
collegues a la surface des HMC (Oortwijn et al., 2006a). Cette interaction, non saturable pour
des concentrations en SIgA de I’ordre de 250 pg.ml’, est indépendante du calcium et
déclencherait la production d’IL-6 par les HMC. De par 1’augmentation de la concentration
sérique en SIgA chez les patients atteints de néphropathie a IgA, ce récepteur pourrait, a

I’image de CD71, participer a la physiopathologie de cette maladie.

A Tlimage du polymorphisme structural des IgA, les récepteurs et protéines
interagissant avec les IgA sont tout aussi variés. Ils semblent néanmoins pouvoir étre
rassemblés en deux principales catégories : les récepteurs au Fc et ceux aux glycanes (Tableau
[.2). Les premiers sont organisés en domaines de type immunoglobuline et interagissent
principalement avec les IgA au niveau de I’interface entre les domaines C,2 et C,3. Dans
cette famille, CD71 se distingue d’abord par sa structure qui, trés différente des autres
récepteurs au Fc, ne le prédispose a priori pas a interagir avec les IgA. En outre, I’affinité
particuliere de CD71 pour la région charniere et les O-glycanes des IgA tendrait a le classer
parmi les récepteurs aux glycanes mais les modalités d’interaction avec ses ligands connus et
I’absence de domaine de type lectine ne suggerent pas de role du méme type (Radoshitzky et

al., 2008).
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La seconde catégorie de récepteurs de type lectine, reflete la richesse et 1’exposition
des glycosylations des IgA, incomparablement supérieure aux autres isotypes d’anticorps.
Cette diversité de glycanes, notamment sur les SIgA, est aussi mise a profit pour interagir
avec de nombreux micro-organismes. De telles fonctions sont indépendantes des Fab et
placent subtilement les SIgA a I'interface entre immunité adaptative (dont elles sont issues)
et immunité innée (par la reconnaissance de divers motifs moléculaires associés aux

microbes, MAMP). La description de ces fonctions fera, entre autres, I’objet du chapitre

suivant.
plgA1 IgA2 > IgA1
plgR 120 DlgA2 X Fe ASGPR 33-35 m=p (Szzﬁgii)
(+ SlgA)
migA1, plgA1
FcaRI 50-100  mIgA2, plgA2 X Fe migA2 @eEmes
SlgA* DESIGH S SIgA 4 (Mannose)
plgA1 . mlgA2, plgA2 Glycanes
Fcal/uR 58 plgA2 X Fc Dectine-1 28 SIgA2 ? (acide sialique)
. migA2, plgA2 Glycanes
cD71 90 plgAT X Fe Siglec-5 70 SIgA2 ? (acide sialique)
FcRL4 57 IgA sériques ? Fc MMR 175 SigA v (ﬂgﬁz::)
IgA1 et IgA2 Glycanes
TRIM21 54 seériques X Fo CaLt 15 ploAt>migAt X (acide sialique)
SIgA
Gal-3 26 IgA X Glycanes
FcRLA 47 IgA X Fc
Glycanes
Gal-8 36 IgA1 X (acide sialique)
|p,I§1A ¢ g2 7/,
" b4Gal-T1 45 -55 mligA1, mlg. X Glycanes
e ? migA1, migA2  ? ? PlgAt, SigA
Lamkhioued
etal, 1995 15 Slog ? &
Oortwijn et
al., 2006 ? Elos X ?

Tableau 1.2 : Synthése des principales caractéristiques des récepteurs et protéines interagissant avec les
IgA. Pour chacun des récepteurs sont mentionnés son poids moléculaire et son affinité pour les différentes sous-
classes et formes d’IgA. La nécessité de cations calciques est aussi renseignée, accompagnée de la fraction de
I’IgA impliquée dans I’interaction. PM : Poids moléculaire ; kDa : kilodaltons ; Ca**: Interaction dépendante du
calcium ; Fc : Fragment cristallisable ; SC : Piece sécrétoire ; ? : Parameétre inconnu.
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CHAPITRE 3 : Les fonctions des IgA intestinales en relation avec

I’épithélium.

Dans la lumiere intestinale, les SIgA sont séparées de I’épithélium par une couche de
mucus. Ce mucus, épais et dense dans le colon, forme une barriere trés peu perméable aux
antigénes microbiens. En revanche, I’intestin gréle est recouvert d’une couche de mucus
beaucoup plus fine et désorganisée, plus permissive a l’entrée en contact des antigénes
(alimentaires et microbiens) avec les IEC (Atuma et al., 2001; Shan et al., 2013). Cette plus
grande promiscuité nécessite la mise en place de mécanismes complémentaires afin de limiter
la pénétration de pathogenes et de maintenir la tolérance au microbiote commensal. Dans cet
environnement, les SIgA contribuent de facon importante a la barriere intestinale et exercent
leurs diverses fonctions en étroite collaboration avec I’épithélium. Les SIgA sont notamment
capables d’empécher I’entrée et 1’adhésion des micro-organismes luminaux par divers
mécanismes discutés dans la premiere partie de ce chapitre. Dans la seconde partie, nous
verrons que les fonctions des SIgA ne se limitent pas a la lumiere mais operent aussi dans les
IEC ou elles peuvent neutraliser des antigenes intracellulaires. Une troisieme partie décrira la
capacité des pIgA a agir dans le chorion par excrétion luminale de complexes immuns.

Le systéme immunitaire n’est toutefois pas ignorant de ce qui se passe dans la lumiere
intestinale. Des échantillons du contenu microbien luminal lui arrivent notamment par un
mécanisme hautement régulé de transcytose inverse a travers les cellules M. Ce mécanisme
sera détaillé dans la quatrieme partie de ce chapitre. Enfin, une derniere partie illustrera le
détournement de ce mécanisme physiologique par ’entérocyte, dans le cas de la maladie

ceeliaque.

1. L’exclusion luminale.

1.1. Exclusion dépendante de la spécificité antigénique.

Les SIgA protegent l’organisme face a de nombreux pathogeénes et toxines en
reconnaissant spécifiquement des épitopes de surface (Apter et al., 1993b; Hutchings et al.,

2004; Michetti et al., 1992).
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Un des mécanismes par lesquels les SIgA conferent cette protection est le blocage de
la liaison de 1’antigene a son récepteur spécifique. Ce mécanisme opere dans un modele murin
d’infection par le reovirus de type 1 Lang (T1L) dans lequel les IgA produites en réponse a
une immunisation sont nécessaires a la protection en cas de réinfection ultérieure (Silvey et
al., 2001). Des études complémentaires ont montré que les SIgA protectrices contre ce virus
sont neutralisantes, avec pour antigéne commun le domaine de liaison de 1’adhésine virale o,
a son récepteur cellulaire (Helander et al., 2004; Hutchings et al., 2004). Ce mécanisme de
blocage de liaison entre ’antigéne et son récepteur est aussi employé par les SIgA pour
empécher 1’adhésion a 1’épithélium de la ricine, une lectine végétale extrémement
cytotoxique, dont la crainte d’une utilisation bioterroriste stimule la recherche en vaccinologie
(Mantis et al., 2006)

De facon similaire, les SIgA produites en réponse a I’immunisation par la toxine
cholérique jouent un role majeur en cas de réinfection par V. cholerae (Lycke et al., 1999;
Uren et al., 2005). Cette toxine est constituée de deux types de sous-unités, A et B. Cette
derniere s’oligomérise en pentameres et permet la fixation de la toxine AB;s au ganglioside
GM1, dont résulte I’internalisation du complexe (Sattler et al., 1978; Zhang et al., 1995).
L’analyse des anticorps protecteurs in vitro montre que ceux-ci empéchent 1’adhésion de la
toxine a une monocouche d’IEC. Cependant, bien que dirigés contre la sous-unité B, aucun de
ces anticorps n’a pour épitope le domaine de liaison a GM1 (Apter et al., 1993a). Ce résultat
suggere que l’effet protecteur des SIgA contre I'infection par V. cholerae serait 1ié a un
phénomene d’encombrement stérique qui empécherait la fixation de la sous-unit¢ B a

I’épithélium.

1.2. Exclusion indépendante de la spécificité antigénique.

A la différence des exemples précédents, les fonctions des SIgA détaillées dans cette
partie sont généralement attribuées a la réponse immunitaire innée. En effet, les SIgA sont
hautement glycosylées et arborent des motifs oligosaccharidiques similaires aux
glycoprotéines de surface des IEC. Cette ressemblance permet aux glycanes des SIgA de fixer
certaines lectines mibrobiennes (ou toxines végétales) et d’empécher leur adhésion

épithéliale.
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Plusieurs études ont montré que les SIgA sont capables de prévenir 1’adhésion
épithéliale de différentes souches de E. coli, notamment de la souche entéropathogene, en se
liant a leurs adhésines (Perrier et al., 2006; Schroten et al., 1998; Wold et al., 1990). Perrier et
collegues ont montré que cette protection implique plus précisément les résidus Gal et
Neu5Ac des SIgA et peut étre conférée par la SC seule (Perrier et al., 2006). De maniere
similaire les résidus mannoses des SIgA leur permettent d’interagir avec V. cholerae et de
limiter la formation de biofilms (Murthy et al., 2011).

Les toxines végétales et bactériennes peuvent aussi étre cibles de ce mécanisme. La
toxine de la ricine, déja présentée dans la partie précédente, interagit avec des SIgA non
spécifiques et la SC seule. Cette interaction dépend des résidus Gal (Mantis et al., 2004). Les
Gal et Neu5Ac de la SC sont aussi mis a profit pour limiter I’effet cytopathogene de la toxine

A de C. difficile dans le colon (Dallas and Rolfe, 1998; Perrier et al., 2006).

Les capacités d’interactions présentées dans cette partie sont généralement d’affinité
modérée au regard de I’exclusion dépendante de la spécificité antigénique. Elles ne sont
néanmoins pas a négliger compte tenu de 1’abondance des SIgA dans la lumiére intestinale et
de la combinaison potentielle entre différents mécanismes de protection (Mantis et al., 2004;

2006).

1.3.Exclusion immune.

L’exclusion immune consiste en (1) la formation d’amas microscopiques ou
I’agglutination, (2) I’accrochage dans le mucus et (3) la clairance des microbes, empéchant
ainsi I’attachement, et 1’invasion de la muqueuse (Shan et al., 2013; Williams and Gibbons,
1972).

Les travaux pionniers de Williams & Gibbons réalisés sur différentes souches de
streptocoques, ont montré que les souches agglutinées par des SIgA purifiées de glandes
parotides adhéraient en moyenne trois fois moins bien qu’en ’absence de SIgA (Williams and
Gibbons, 1972).

Shigella flexneri est un pathogéne humain responsable d’un grave syndrome
dysentérique, dont la protection peut étre conférée par des IgA spécifiques de ’antigene O du
lipopolysaccharides (LPS) (Phalipon et al., 1994). Plusieurs études ont montré que cette

protection est dépendante des glycosylations de la SC des IgA, dont I'interaction avec le
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mucus permet I’ancrage des complexes immuns et leur élimination par exclusion immune
(Boullier et al., 2009; Phalipon et al., 2002).

La limite majeure de 1’exclusion immune par agglutination est qu’elle n’est effective
qu’a de fortes densités de micro-organismes (= 10° unités de formation de colonies (CFU) par
gramme) alors que dans nombre d’infections, les densités atteintes sont beaucoup plus faibles
(10°-10" CFU.g") (Moor et al., 2017). Les récents travaux de Moor et collégues ont permis de
revisiter la définition méme du mécanisme d’exclusion immune en montrant que la formation
d’amas bactériens microscopiques est suffisante a I’effectivité du mécanisme. Leur étude
menée dans un modele d’infection intestinale par S. typhimurium montre que des SIgA de
haute avidité spécifiques du pathogene permettent I’ « enchainement bactérien » et réduiraient
la densité bactérienne de 90% pour de trés faibles CFU (dés 10” g'). Leur modélisation
mathématique confirmée par des résultats expérimentaux montre que 1’ « enchainement
bactérien » (1) augmente le taux d’extinction clonal, (2) accélere la clairance du pathogene et

(3) limiterait le transfert horizontal de plasmides entre populations séparées.

1.4.Effets sur la virulence bactérienne.

Les SIgA peuvent avoir un effet direct sur les micro-organismes dont elles sont
spécifiques. Les IgA dirigées contre ’antigene O du LPS de S. typhimurium ont ainsi une
forte capacité de réduction de la motilité bactérienne et de 1’invasion épithéliale dépendante
du systeme de sécrétion de type 3 (Forbes et al., 2008). Ces résultats, appuyés par des clichés
de microscopie électronique a balayage suggerent que ’action des SIgA serait consécutive a
un stress induit par la déformation de la paroi bactérienne externe (Amarasinghe et al., 2013;
Mantis and Forbes, 2010). Les SIgA spécifiques de I’antigeéne O du LPS de S. flexneri
exercent un effet similaire en altérant temporairement la motilit€ du pathogeéne ainsi que la

bioénergétique de son systeme de sécrétion de type 3 (Forbes et al., 2011).

L’ensemble de ces mécanismes exercés par les SIgA dans la lumicre intestinale
confere une premiere protection de 1’organisme vis-a-vis des bactéries, virus et toxines.
L’effet protecteur des SIgA est favorisé€ par la complémentarité de ces mécanismes. Ainsi, des
pathogenes comme S. flexneri et S. typhimurium sont les cibles d’antigenes spécifiques mais
aussi d’interactions dépendantes des glycanes des SIgA, dont résulte I’exclusion immune des

micro-organismes. En outre, les SIgA ne constituent pas seulement une barriere physique
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séparant 1’hote des micro-organismes luminaux, mais ont des effets directs sur la physiologie
de leurs cibles. Toutefois, certains pathogenes réussissent a pénétrer dans les IEC et

nécessitent la mise en place d’autres moyens de protection.

2. La neutralisation intracellulaire.

La neutralisation intracellulaire de virus par les IgA est un phénomene observé 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 s’opere dans des compartiments endosomaux apicaux dans lesquels les
pIgA qui transcytent associées au pIgR recontrent les particules virales internalisées au pole
apical (Fujioka et al., 1998; Mazanec et al., 1995b). De maniere intéressante, I’effet protecteur
des IgA dirigées contre la protéine virale 6 (VP6) du rotavirus n’opere pas dans la lumiere
intestinale mais uniquement par ce mécanisme de neutralisation intracellulaire (Corthesy et
al., 2006). Fernandez et collegues ont montré que ce mécanisme est aussi employé par les
pIgA pour atténuer la réponse pro-inflammatoire anti-bactérienne (Fernandez et al., 2003).
Dans ce modele, les pIgA colocalisent avec le LPS dans I’endosome de recyclage apical et
limitent la réponse pro-inflammatoire dépendante de la voie NF-»B.

La neutralisation virale par le IgA directement dans le cytoplasme de cellules infectées
a récemment ét€é mise en €vidence. Ce mécanisme, appelé neutralisation intracellulaire
dépendante des anticorps (ADIN), est directement permis par le récepteur intracellulaire aux
IgA, TRIM21 (Bidgood et al., 2014). Comme détaillé dans le chapitre 2 (partie 4.1), ce
mécanisme est permis par le recouvrement de surface des particules virales par des IgA non
neutralisantes. L’effectivité de ce mécanisme n’a toutefois pas encore été démontrée dans les

IEC.

3. L’excrétion luminale.

Certains microbes parviennent néanmoins a atteindre le chorion des muqueuses ou les
pIgA intestinales peuvent exercer une ultime fonction protectrice, I’excrétion luminale des

antigénes. Les travaux de Kaetzel et collegues in vitro ont rapporté que des complexes



immuns de pIgA formés dans le chorion des muqueuses sont capables d’emprunter la voie de
transcytose du pIgR (Kaetzel et al., 1994; 1991). De maniere similaire a la transcytose de
plgA seules, les complexes immuns de pIgA sont transportés sans étre dégradés, puis excrétés

au pole apical de 1’épithélium.

Le transport des pIgA par le pIgR joue un role central dans la protection conférée par
les IgA en leur permettant d’exercer leurs fonctions effectrices dans le chorion et pendant leur
transport trans-épithélial (neutralisation intracellulaire). Le role du pIgR est d’autant plus
important que son action est démultipliée en conditions pro-inflammatoires. En effet, diverses
études ont montré une augmentation d’expression du pIgR en réponse a I'IFN-y, au TNF, a
I'IL-1, a ’IL-4 et a I’'IL-17 (Cao et al., 2012; Jaffar et al., 2009; Kaetzel, 2005). La
transcytose par 1’intermédiaire du pIgR apparait ainsi comme un important pilier a I’interface
entre I’immunité innée et adaptative, maintenant la séparation entre I’héte et I’environnement
extérieur.

L’ hote est néanmoins « tenu informé » de ce qui se passe dans la lumicre et possede
d’astucieux systemes de rétro-transport a travers 1’épithélium. Ces divers systemes consistent
notamment en |’importante capacité endocytique des cellules M au niveau des plaques de
Peyer, le passage d’antigenes associé aux cellules caliciformes (GAP), et 1’émission de
dendritiques a travers 1’épithélium par les DC (McDole et al., 2012; Neutra et al., 1987,
Rescigno et al., 2001). Un mécanisme additionnel, nommé transcytose inverse, implique les

SIgA et fera I’objet de la partie suivante.

4. La transcytose inverse.

4.1.La transcytose inverse physiologique, la cellule M.

Les cellules M représentent environ 10% des cellules de I’épithélium associé aux
follicules lymphoides (FAE), recouvrant les plaques de Peyer et les follicules lymphoides
isolés. A la différence des entérocytes des villosités intestinales, les cellules M ont une
morphologie unique avec un glycocalyx réduit et I’absence presque totale de bordure en
brosse. Elles forment néanmoins des jonctions serrées avec les cellules voisines et présentent
une « poche intraépithéliale » basolatérale dans laquelle se logent des populations

immunitaires spécifiques.
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Le premier cliché mettant en évidence la fixation de SIgA au niveau des cellules M
des plaques de Peyer de lapin a été pris il y a quarante ans par Roy et collegues (Roy and
Varvayanis, 1987). Deux études ultérieures ont confirmé ce résultat et suggéré 1’existence
d’un récepteur aux IgA a la surface des cellules M (Kato, 1990; Weltzin et al., 1989). Les
travaux de Mantis et collegues suivis de ceux de Rochereau et collaborateurs (Mantis et al.,
2002; Rochereau et al., 2013) ont permis d’identifier ce(s) récepteur(s) comme étant dectine-
1, et potentiellement siglec-5 (voir chapitre 2, parties 2.3 & 2.4).

Rochereau et collegues ont mis a profit ce mode de rétro-transport pour délivrer dans
les plaques de Peyer des SIgA2 conjuguées a I’antigene p24 du VIH. Ils ont montré que les
DC CX3CR1" du dome sous-épithélial sont ensuite capables d’endocyter les SIgA via DC-
SIGN, et d’induire une importante réponse humorale systémique et mucosale dirigée contre
I’antigéne p24 du VIH (Rochereau et al., 2013).

Bien que I’existence de la transcytose inverse par les cellules M ne fasse aucun doute,
le role de dectine-1 n’a pas été confirmé pour le rétro-transport de complexes immuns de
bactéries dans les récents travaux de I’équipe de M. Rescigno (Fransen et al., 2015). Dans
cette étude, ni I’administration d’anticorps bloquants anti-dectine-1, ni les souris Clec7a”
n’ont permis de réduire la transcytose inverse des complexes immuns.

Ces résultats contradictoires indiquent que la nature des complexes d’IgA serait
déterminante dans le choix des récepteurs auxquels ils se lient a la surface des cellules M
et/ou des autres cellules épithéliales des FAE et suggerent 1’existence d’un autre récepteur aux

IgA non encore identifié.

4.2.La transcytose inverse pathologique, I’entérocyte et la maladie cceeliaque.

La maladie cceliaque (CeD) est une entéropathie chronique induite par I’ingestion de
gluten chez des individus génétiquement prédisposés (HLA-DQ2/8) (Sollid et al., 1989). Le
gluten constitue la fraction protéique insoluble dans I’eau des farines de blé, de seigle et
d’orge. Cet antigene alimentaire a la particularité d’étre riche en résidus prolines, ce qui lui
confere une résistance élevée aux enzymes gastro-pancréatiques et intestinales dépourvues
d’activité endoprolylpeptidase efficace (Shan et al., 2002). La dégradation des peptides issus
du gluten s’opeére majoritairement lors de leur transport trans-épithélial, conduisant a la
présence dans le chorion de courts peptides dont une tres faible fraction est immunogene (<

10%). En revanche, prés de 50% de ces peptides sont retrouvés intacts ou partiellement
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dégradés suite a leur transport a travers 1’épithélium d’un individu cceliaque (Matysiak-
Budnik et al., 2003).

Dans une muqueuse saine, I’expression de CD71 est normalement restreinte au pdle
basolatéral des entérocytes mais il a ét€ montré que son expression est augmentée et retrouvée
au pole apical des entérocytes de patients cceliaques (Barisani et al., 2004; Matysiak-Budnik
et al., 2008). Apres avoir écarté 1’hypothése d’un transport paracellulaire accru chez les
patients cceliaques, notre laboratoire a montré que ’interaction entre les SIgA et CD71
participe a la transcytose inverse de complexes immuns de SIgA (Matysiak-Budnik et al.,
2008; Ménard et al., 2012). En outre, CD71 permet aux complexes immuns d’échapper a la
dégradation lysosomale et d’étre relargués en partie intacts au poOle basal des entérocytes
(Lebreton et al., 2012). Une étude chez la souris a permis de confirmer ces résultats.
L’expression apicale de CD71 sur les entérocytes a été induite dans des souris produisant des
SIgA anti-ovalbumine (OVA) (modele de tumeur « backpack ») et gavées par de ’'OVA
(Abed et al., 2014). Dans ce modele, une importante transcytose inverse d’OVA est observée
et s’accompagne de la production de cytokines pro-inflammatoires de type IFN-y par les LT

CD4" spécifiques de 'OV A dans les ganglions mésentériques (Abed et al., 2014).

Aucun des multiples récepteurs aux IgA décrit dans le chapitre 2 n’a été décrit au pdle
apical de I’épithélium intestinal en conditions physiologiques. L’exemple de la CeD montre a
quel point I’expression ectopique de 1’'un d’entre eux peut, en présence de SIgA spécifiques,
déclencher une importante réponse pro-inflammatoire. Ces résultats renforcent ’'idée que
I’environnement dans lequel s’opere la transcytose inverse doit &tre restreint a des sites
privilégiés ou les mécanismes d’immunosurveillance et immunorégulateurs sont

abondamment présents.
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Justification et objectifs du travail de these.

Ma these s’inscrit dans la continuité des travaux du laboratoire portant sur I’étude de
I’interaction entre les SIgA humaines et le récepteur a la transferrine (CD71) a la surface de
I’entérocyte, dans la maladie cceliaque. Les travaux antérieurs ont montré que CD71,
surexprimé au podle apical des entérocytes chez les patients cceliaques, interagit avec les SIgA
couplées a des peptides de gliadines et permet leur transcytose inverse a travers 1’épithélium
intestinal. L’objectif initial de ma these était d’étudier les voies de signalisation entérocytaires
induites par cette interaction afin d’expliquer les dommages épithéliaux (atrophie villositaire,
hyperplasie cryptique) observés dans la maladie cceliaque. Pour ce faire, nous avons entrepris
de générer des lignées épithéliales intestinales stables dépourvues du récepteur CD71, a I’aide
de la technologie CRISPR-Cas9. A notre grande surprise, nous avons remarqué que 1’absence
de CD71 a la surface de ces différentes lignées cellulaires n’altere pas la fixation des SIgA.
Nous avons ainsi réorienté nos objectifs selon quatre axes majeurs :

(1) Confirmer que CD71 n’est pas le récepteur direct aux SIgA humaines.

(2) Caractériser les parametres d’interaction et identifier le(s) (co-)récepteur(s) direct(s)
aux SIgA exprimé(s) par la lignée Caco-2.

(3) Préciser I’organisation du complexe protéique interagissant avec les SIgA dans le
modele Caco-2.

(4) Définir le role fonctionnel des partenaires identifiés dans le modele Caco-2.
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I1. Méthodologie
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1. Préparations d’immunoglobulines.

Les IgA proviennent de préparations commerciales purifiées a partir de sérums
d’individus sains (MP Biomedicals, Athens Research & Technology), de patients atteints de
myélome multiple a IgA1l ou IgA2m(1) (Athens Research & Technology) et de colostrum
humain (Fitzgerald, Athens Research & Technology, Sigma-Aldrich). Pour toutes les
solutions d’IgA que nous avons utilisées, nous avons procédé a une séparation des
monomeres et polymeres par chromatographie d’exclusion stérique sur colonne Superdex 200
(GE Healthcare), suivie d’une reconcentration en tampon phosphate salin (PBS, Gibco™) par
ultrafiltration (Amicon®, Merck) (figure supplémentaire 1).

Les IgG et IgM utilisées dans les expériences de compétition par cytométrie en flux
proviennent de chez Athens Research & Technology.

Toutes les préparations d’immunoglobulines ont ét€é dosées par mesure de
I’absorbance a 280 nm (Nanodrop 2000, Thermo Scientific), et les concentrations déterminées
selon les coefficients d’extinction molaires établis par Nikolayenko et collegues (Nikolayenko

and Galkin, 2005).

2. Culture cellulaire.

Les expériences ont été réalisées sur les cellules Caco-2 (American type culture
collection (ATCC®) HTB-37™), 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 différentes lignées ont été cultivées
selon les recommandations de I’ATCC. Les cellules Caco-2 sous-clone TC7 ont été
maintenues en milieu DMEM GlutaMAX (Gibco™ ), supplémenté par 20% de sérum de veau
feetal (SVF) (Gibco™ ), 10 U.ml™" de pénicilline et 10 pg.ml" de streptomycine (Gibco™ ). Le
milieu de culture des cellules TFRC_em a ét€ complété par S00 uM de citrate de fer (Merck).
Les cellules ont été passées deux fois par semaine, apres décrochage par la trypsine

(Gibco™).
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2.1. Expression hétérologue de CD71 humain.

La séquence codant CD71 humain (NM_001128148) insérée dans le vecteur
pcDNA3.1(+) a été généreusement donnée par I. Moura (Inserm U1163). Le vecteur
pcDNA3.1(+) seul (Invitrogen™ ) a été utilis€ comme controle négatif. Les cellules COS-7
ont été transfectées a 1’aide de la lipofectamine LTX (Invitrogen™) selon les
recommandations du fabricant. Brievement, les cellules ont été ensemencées 24 h avant
transfection en plaque 6 puits. 2,5 pg d’ADN plasmidique ont été pré-incubés pendant 20 min
en milieu Opti-MEM® (Gibco™) contenant 12,5 pl de lipofectamine LTX et 2,5 ul de
PLUS™ Reagent. Apres lavage du tapis cellulaire, les cellules ont été incubées en présence
des complexes ADN-lipides pendant 6 h a 37°C. Le milieu de culture a ensuite été remplacé
par du DMEM supplémenté par 10% de SVF. Deux jours apres transfection et pendant tout le
temps de leur culture, les cellules transfectées ont été sélectionnées positivement par le sulfate

G418 (Généticine®, Gibco™).

2.2.Extinction de genes par la technologie CRISPR-Cas9.

Les séquences guides ciblant les genes d’intérét ont été déterminées a 1’aide de 1’outil

en ligne Benchling (www.benchling.com). Parmi les séquences proposées, nous avons choisi

trois s€équences par gene selon les criteres suivants :

(1) La séquence génique ciblée est partagée par tous les transcrits alternatifs du gene.

(2) La séquence génique appartient aux exons les plus proximaux.

(3) La séquence du guide présente une spécificité et une efficacité de clivage
respectivement supérieures a 80% et 60% d’apres les algorithmes développés par Hsu et
collaborateurs, et Doench et collegues (Doench et al., 2016; Hsu et al., 2013).

Les séquences choisies ont été clonées dans le vecteur lentiviral pLentiCRISPRv2
(Addgene) contenant la séquence codant I’enzyme Cas9, selon le protocole établi par Shalem
et collegues (tableau II.1) (Shalem et al., 2014). Le plasmide pLentiCRISPRv2 a ensuite été
transfecté en présence des plasmide de trans-complémentation psPAX (Addgene) et pMD2.G
(Addgene) contenant respectivement les genes d’enveloppe Gag du VIH et de la
glycoprotéine de surface du virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G). Les cellules Lenti-X
293T (Clontech Laboratories) ont été transfectées 24 h aprés ensemencement (~70% de

confluence) par 15 pg de plasmide total (ratio insert:enveloppe:glycoprotéine de surface de
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2:1:1) et 45 pl de lipofectamine 2000 (Invitrogen™ ). Six heures apres transfection, le milieu
de culture a été renouvelé. Le surnageant de culture contenant les particules virales a été
récolté 72 h plus tard et filtré (0,45 um). Les cellules Caco-2 TC7 sauvages ensemencées
depuis 24 h en plaque 6 puits (~80% confluence) ont été transduites par 1 ml de surnageant
complété par 500 pl de milieu Opti-MEM® et 8 pg.ml' de polybréne (Sigma-Aldrich),
pendant 2 h a 300 g et 37°C. 24 h apres transduction et durant 14 jours, les cellules transduites
ont été sélectionnées par la puromycine (10 pg.ml" ; Gibco™).

Afin d’obtenir une population polyclonale déficiente en CD71 aussi homogene que
possible, les cellules TFRC_em et TFRC_6 ont été triées a 1’aide du cytometre en flux SH-
800 (Sony Biotechnology) selon leur niveau d’expression de CD71.

Apres sélection antibiotique et/ou tri cellulaire, I’expression résiduelle des genes ciblés
a été évaluée par western-blot (WB) et/ou cytométrie en flux selon les épitopes reconnus par

les anticorps disponibles.

Gene cible Nom du guide Séquence du guide (5’ - 3’)
Controle négatif Scramble GGACAATCATGGTGAAAGCGG
TFRC TFRC_em GAGAACCATTGTCATATACC
TFRC_6 GGGTTATGTGGCGTATAGTA
LGALS3 Gal-3 sg3.3 GAAGGATGGCCTGGCGCATGG
Gal-3 sg4.2 GCTGATAACAATTCTGGGCA
LGALSS Gal-8 sg7.1 GTGAAAGGCCACATCGGCTCG
SCAMP3 SCAMP3 sgl GATGGCTCAGAGCAGAGACGG
SCAMP3 sg3 GTGGGGCTGAGCTTTCTCGA
BCAP31 BCAP31 sg2.1 GTGCCACCTTCCTCTATGCGG
BCAP31 sg4 GATACTTCCGAATTTCGCGCA
HMI3 HM13 sgl.1 GTCCGCATAACGGCAGTGCCG
HM13 sgl.2 GCCCCACCAACAGCACTACG

//////

négatif : Séquence oligonucléotidique ne ciblant aucun gene du génome humain.

3. Cytométrie en flux.

Pour les expériences de cytométrie en flux, les cellules ont ét€ décrochées par la
solution enzymatique TrypLE™ Express (Gibco™ ) en remplacement de la trypsine, afin de

préserver les épitopes de surface.
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3.1. Expériences de fixation des IgA et de I’holotransferrine.

Les cellules (1-2x10%) ont été lavées en PBS puis incubées a 4°C pendant 30 min, dans
100 ul de PBS contenant 200 pg.ml™” d’IgA. Aprés un lavage, les cellules ont ét€ incubées en
présence des anticorps secondaires (Fab’), anti-IgA biotinylés (tableau I1.2) pendant 30 min a
4°C. Un nouveau lavage a été réalisé avant d’ajouter de la streptavidine conjuguée au tandem
de fluorochromes phycoérythrine-cyanine 7 (PE-Cy7), ainsi qu'un marqueur de viabilité
cellulaire (Live/Dead™ cell dye Pacific Orange, Invitrogen™ ), pendant 30 min a 4°C. Apres
un ultime lavage, les cellules ont été analysées a I’aide du cytometre en flux Canto II (BD
Biosciences).

Pour les autres marquages de surface analysés par cytométrie en flux et lors des tris
cellulaires, le méme protocole a été utilisé en adaptant les anticorps.

Pour les expériences de compétition, les cellules ont été pré-incubées en présence de
2,0 mg.ml" d’immunoglobulines compétitrices pendant 30 min a 4°C, avant d’ajouter 200
ug.ml” de SIgA biotinylées (EZ Link™ Sulfo-NHS-Biotin, Thermo Scientific™ ) sans lavage
intermédiaire.

Les expériences de fixation de la transferrine ont été réalisées en incubant les cellules
en présence de 25 pg.ml’ de transferrine humaine sérique conjuguée au fluorochrome Alexa
Fluor® 647 (Invitrogen™ ) pendant 30 min a 4°C.

Apres analyse des échantillons par cytométrie en flux, 'intensité de fluorescence

médiane (MFI) du bruit de fond a été soustraite a la MFI mesurée pour chaque échantillon.

3.2.Expériences d’endocytose des IgA.

Les cellules (1-2x10%) ont ét€ lavées en PBS et incubées en présence d’IgA (200
ug.ml™) pendant 30 min a 4°C. Un lavage par centrifugation (400 g/5 min/4°C) a été réalisé
afin d’éliminer toutes les IgA non fixées aux cellules. Les cellules ont été resuspendues dans
50 ul de PBS glacial, puis 500 pl de PBS pré-chauffé a 37°C ont été€ ajoutés et les cellules ont
été incubées pendant 1 a 10 min dans un bain-marie a 37°C. La réaction a immédiatement été
stoppée par ajout de 2 ml de PBS glacial et stockage des échantillons en glace. Apres un
lavage, les incubations en présence des anticorps secondaires, de la streptavidine et du

marqueur de viabilité ont été réalis€es comme précédemment détaillé.
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Apres analyse des échantillons par cytométrie en flux, la MFI du bruit de fond ((Fab’),

anti-IgA biotinylés et streptavidine PE-Cy7 incubés en 1’absence d’IgA), a été€ soustraite a la

MEFI de chacune des conditions. Nous avons ensuite calculé le rapport entre les MFI mesurées

au différents temps d’incubation a 37°C et les MFI mesurées dans les échantillons

exclusivement incubés sur glace. Toutes les conditions incubées sur glace ont ét€ normalisées

a 100% afin de ne pas tenir compte des différences de fixation initiales des différentes formes

d’IgA. Enfin, toutes les valeurs obtenues ont été soustraites a 100 afin d’obtenir le

pourcentage d’IgA internalisées selon le temps d’incubation a 37°C.

3.3. Anticorps et réactifs utilisés en cytométrie en flux.

Réactif ou antigene -

Distributeur, référence Clone Espéce Dilution
fluorochrome
CD71 - PE BD Pharmingen™ , M-A712 Souris 1/10°
#555537
CD71 - APC eBioscience™ , #17-0719 OKT9 Souris 0,24 ug.ml’
) Southern Biotech, . ¥
IgA (H) humaine #205-08 Polyclonal | Chevre 10 pg.ml
. Southern Biotech, . ¥
IgA1 humaine #9130-08 B3506B4 Souris 10 pg.ml
. Southern Biotech, . ¥
IgA2 humaine #9140-08 A9604D2 Souris 10 pg.ml
Streptavidine - PE-Cy7 | eBioscience™ , #25-4317 - - 1/100°
Live/Dead cell dye - . 100 pl DMSO puis
Invit ™ #1.34957 - - e
Pacific Orange fvitosen ? 1/100
MOPC-21
@ - APC Sony, #2600595 (15G1%) Souris
3Al i
. CST, #5415 ¢ Souris | Concentration
(IgG1) identique a
Polyclonal I’anti
; CST, #2729 OV | Lapin AnMHeorps
(IgG) primaire
DAIE
- CST, #3900 Lapin
(IgG) ’

Tableau I1.2 : Anticorps et réactifs utilisés en cytométrie en flux. CST : Cell Signaling Technology® ; Sony :

Sony Biotechnology.
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4. Western-blot.

4.1.Préparation des lysats protéiques.

Les cellules ont été lysées en tampon RIPA (Sigma-Aldrich) supplémenté en
inhibiteurs de protéases (cOmplete™ , Roche), en PMSF (1 mM ; Sigma-Aldrich) et en EDTA
(5 mM). La lyse cellulaire a été réalisée sur glace pendant 15 min sous agitation. Les débris
cellulaires ont été culotés et éliminés apres centrifugation a 16 000 g pendant 20 min a 4°C.
La concentration protéique des échantillons a été estimée par dosage colorimétrique selon la

méthode de Bradford (Bio-Rad).

4.2.Réalisation du western-blot.

Les échantillons (10 — 30 pg de protéines) ont été dilués en tampon Laemmli (Bio-Rad) en
présence ou non de 5% de B-mercaptoéthanol, et chauffés pendant 5 min a 95°C sous
agitation. Aprés une breve centrifugation, les échantillons ont été chargés sur gels de
polyacrylamide pré-coulés (Gradients 4-15%, Bio-Rad). L’électrophorese (SDS-PAGE) a été
effectuée pendant 30 a 60 min a 180 V en tampon Tris-Glycine-SDS (Bio-Rad). Les protéines
ont ensuite été transférées sur membrane de polyfluorure de vinylidene (PVDF) (Bio-Rad) par
transfert semi-sec (Trans-Blot® Turbo, Bio-Rad) selon les recommandations du fabricant.

Les membranes de PVDF on été bloquées sous agitation pendant 60 min a température
ambiante en tampon TBS-T (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween® 20, pH7,6) en
présence de 5% de lait ou d’albumine bovine sérique (BSA), selon les anticorps utilisés
(tableau II.3). Les anticorps primaires ont ét€ hybridés en TBS-T 2-5% de lait ou 5% de BSA,
selon le blocage réalisé, pendant 60 min a température ambiante ou durant la nuit a 4°C,
toujours sous agitation. Apres trois lavages de 10 min en TBS-T, les membranes ont été
incubées en présence de I’anticorps secondaire dilué¢ en TBS-T 2% de lait pendant 60 min a
température ambiante, sous agitation. Trois nouveaux lavages ont été réalisés et les protéines
ont été révélées par chimiluminescence (Amersham™ ECL™ Prime, GE Healthcare) a 1’aide
d’une caméra a dispositif a transfert de charges (CCD) (ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad).

Lorsque deux protéines de méme poids moléculaire ont di étre révélées, les anticorps

du premier marquage ont ét€¢ déshybridés (Restore™ Western Blot stripping buffer, Thermo
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Scientific™ ) sous agitation forte pendant 25 min a température ambiante. Apres lavages et

blocage de la membrane, le second marquage a été réalisé comme décrit auparavant.

4.3. Anticorps et réactifs utilisés en western-blot.

Antigene Distributeur, référence Clone Espéce | Dilution/Concentration
Thermo Fisher, #13-6800 H68 .4 Souris 1,0 ug.ml’!
CD71 CST, #13113 D7G9X | Lapin 0,15 pg.ml’
CST, #13208 D7S5Z Lapin 1/1000¢
TfR2 Santa Cruz, sc-32271 9F8 1C11 | Souris 0,20 ug.ml'1
b4Gal-T1 Atlas Antibodies, #HPAO10807 | Polyclonal | Lapin 0,20 pg.ml’!
HM13 Abcam, ab190253 Polyclonal | Lapin 1,0 ug.ml’!
SCAMP3 Abcam, ab96305 Polyclonal | Lapin 0,50 pg.ml’
BCAP31 Invitrogen™ , #MA3-003 CC-4 Rat 1/2000°
Fourni par B. Corthésy )
IgR Polyclonal | L 1/500°
plg (Université de Lausanne) olyeiond apin /
[3-actine CST, #4970 13E5 Lapin 1/1000°
GAPDH - HRP CST, #3683 14C10 Lapin 1/2000¢
Streptavidine —
T, #3 - - 1/4000¢
HRP CST, #3999 /
IgG (H+L
&G ( + ) CST, #7076 Polyclonal | Cheval 1/2000°
Souris
IgG (H+L
eG .+ ) CST, #7074 Polyclonal | Chevre 1/2000°
Lapin
IgG (H+L
gGéa: ) R&D, #HAF005 Polyclonal | Chevre 1/2000°
l2A (H) Southern Biotech, #2050-05 Polyclonal | Chevre 1/2000°
humaine

Tableau I1.3 : Anticorps et réactifs utilisés en western-blot. CST : Cell Signaling Technology® ; H : Chaines
lourdes ; H+L : Chaines lourdes et 1égeres ; HRP : Péroxydase de raifort.
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5. Immunoprécipitation.

5.1.Couplage des anticorps aux billes magnétiques.

Toutes les expériences d’immunoprécipitations (IP) ont été réalisées a 1’aide
d’anticorps couplés a des billes magnétiques fonctionnalisées par des groupements époxy
(Dynabeads® M-270 Epoxy, Invitrogen™), selon les recommandations du fabricant.
Brievement, les billes magnétiques ont été lavées une fois en PBS. 15 pg d’anticorps (tableau
I1.4) par milligramme de billes ont été incubés en tampon de couplage pendant 24 h a 37°C,
sur roue rotative. Apres des lavages extensifs en présence de 0,1% de Tween® 20 (Sigma-
Aldrich), les billes ont été resuspendues a 10 mg.ml" et stockées a 4°C. Le reliquat de

couplage a été dosé€ a 280 nm afin d’estimer la quantité d’anticorps par milligramme de billes.

5.2.Biotinylation de surface.

Les cellules ont été décrochées par traitement au TrypLE™ Express et abondamment
lavées en PBS glacial. Elles ont ensuite €t€ incubées pendant 30 min sur glace en présence de
1 mg.ml" de réactif sulfo-NHS-biotin (Pierce) en PBS, sous agitation réguliere. La fraction de
réactif n’ayant pas réagi avec les groupements amines des protéines de surface a été bloquée
par deux lavages en PBS contenant 100 mM de glycine, suivis d’un lavage en PBS. Le culot

cellulaire a ensuite été resuspendu en tampon de lyse d’IP.

5.3.Immunoprécipitation en lysat total.

Les cellules (10" cellules par IP) fraichement confluentes ont été décrochées par
incubation en TrypLE™ Express. Apres deux lavages en PBS, les cellules ont été lysées en
tampon Brij (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,50% Brij O20, anti-protéases cOmplete™ ,
pH7,6) pendant 30 min, sur glace, et sur roue rotative. Les lysats ont ensuite ét€ soniqués,
centrifugés a 16 000 g pendant 20 min a 4°C, et le surnageant a ét€ soniqué une seconde fois.
La concentration protéique de la solution a été estimée selon la méthode colorimétrique de

Bradford.
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Les IgA couplées aux billes ont été pré-incubées pendant 20 min a température
ambiante en tampon Tris (1 M Tris, pHS8,5) afin de bloquer les groupements époxy non
occupés. Apres deux lavages des billes en tampon Brij, 10 ug d’anticorps couplés aux billes
ont été incubés en présence de 2,0 mg de lysat protéique pendant 120 min a 4°C, sur une roue
rotative. Les complexes d’IgA formés a la surface des billes magnétiques ont été débarrassés
des contaminants cellulaires non spécifiques par cinq lavages de 5 min sur glace, dans 1 ml de
tampon Brij. Le culot de billes a finalement été resuspendu dans 80 pl de tampon Laemmli
sans agent réducteur, et élué par chauffage a 95°C pendant 5 min sous agitation. L’éluat a été
séparé des billes magnétiques et a ét€ chargé sur gel pour migration en SDS-PAGE. Les
étapes ultérieures sont décrites dans les parties Western-blot (Partie 4.2) et spectrométrie de

masse (Partie 6).

5.4. Co-immunoprécipitation sur cellules adhérentes ou en suspension.

La suspension ou le tapis cellulaire a été incubé pendant 60 min en PBS en présence
d’IgA (250 pg.ml™), sur glace et sous agitation réguliere. Aprés deux lavages, les cellules
adhérentes ont été décrochées a 1’aide d’un grattoir et lysées pendant 30 min sur glace en
tampon Brij (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10% glycérol, 1,0%
Brij O10, anti-protéases cOmplete™ sans EDTA, pH7,6). Les débris cellulaires non
solubilisés ont été culotés et éliminés par centrifugation a 16 000 g pendant 20 min a 4°C. Les
lysats protéiques ont été dosé€s et I’IP a été réalisée comme précédemment décrit, en présence
de 6,0 ug d’IgG anti-IgA ou de (Fab’), anti-IgA couplés aux billes magnétiques. Les éluats en
en tampon Laemmli ont été chargés sur gel pour migration en SDS-PAGE ou stockés a -80°C
en vue de leur analyse par spectrométrie de masse.

Les co-IP réalisées a 1’aide des anticorps anti-CD71 et anti-SCAMP3 (tableau II1.4) ont
été réalisées selon le méme protocole. Les billes couplées aux IgG anti-souris ou anti-lapin
ont respectivement €t€ pré-incubées en présence des anticorps anti-CD71 ou anti-SCAMP3
(selon un ratio 1:0,5) en PBS 0,1% CHAPS pendant 30 min a température ambiante, sous
agitation. Apres trois lavages en tampon Brij, 3,0 pug d’anticorps anti-CD71 ou anti-SCAMP3

couplés aux billes magnétiques ont été incubés en présence du lysat protéique.
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Antigene Distributeur, référence Clone Espece
IgA Southern Biotech, #2050-01 Polyclonal | Chevre
IgA Southern Biotech, #2052-01 Polyclonal | Chevre

IgG de souris Southern Biotech, #1030-01 Polyclonal | Chevre
IgG de lapin Southern Biotech, #4090-01 2A9 Souris
CD71 Thermo Fisher, #13-6800 H68 .4 Souris
SCAMP3 Abcam, ab96305 Polyclonal | Lapin
i CST, #5415 G3Al Souris
(IgG1)

Polyclonal .

- CST, #2729 (12G) Lapin

Tableau I1.4 : Anticorps utilisés en immunoprécipitation.

5.5. Quantification protéique.

A la suite de la révélation des protéines d’intérét par chimiluminescence, les images
ont été analysées a I’aide du logiciel ImageJ 1.47v (National Institutes of Health, Etats-Unis).
Chaque piste a été analysée selon son profil de niveaux de gris et I’intensité des bandes
d’intérét a été estimée par mesure de 1’aire sous la courbe.

Dans les IP réalisées avec différentes formes d’IgA (mlgA, pIgAl et SIgA), les
quantifications ont été normalisées selon la bande de plus forte intensité (figures 3C, 10A,
11A, 12A et 13A). Pour I'IP exclusivement réalisée en présence de SIgA (figure 14A), la
quantification de I'intensité de la bande SCAMP3 a été rapportée a la quantité d’IgA et

normalisée selon le rapport SCAMP3/IgA des cellules controles.

6. Identification de protéines par spectrométrie de masse.

La préparation et I’analyse des éluats d’IP par spectrométrie de masse ont été réalisés
par la plateforme de protéomique de la structure fédérative de recherche Necker — Enfants

Malades.
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6.1. Préparation des échantillons.

6.1.1. Digestion tryptique sur gel.

Les échantillons protéiques obtenus par IP et élués en tampon Laemmli ont été séparés
par SDS-PAGE sur gels a 10% de polyacrylamide (Bio-Rad), a 200 V pendant 30 min a
température ambiante. Apres 1’électrophorese, les protéines ont €té visualisées par marquage
au nitrate d’argent, et les bandes d’intérét ont été€ excisées. Les fragments de gels ont ensuite
été lavé a I’eau et le nitrate d’argent a été retiré a I’aide d’une solution de décoloration (30
mM ferricyanide de potassium, 100 mM thiosulfate de sodium (v/v)) pendant 2 a 3 min.
Apres décoloration, les fragments de gels ont été lavés et déshydratés dans trois bains
successifs constitués de 50 mM de bicarbonate d’ammonium (ABC), de 25 mM d’ABC dans
50% d’acétonitrile (ACN), et de 100% d’ACN.

Les gels déshydratés ont été placés pendant 60 min a 56°C en solution réductrice (10
mM DTT, 12 mM ABC) afin de permettre la réduction des ponts disulfures. Le surnageant a
été retiré et les cystéines ont été alkylées a I’abri de la lumiere pendant 45 min, dans une
solution constituée de 55 mM d’iodoacétamide et de 25 mM d’ABC. Les fragments de gels
ont a nouveau été lavés en solution 25 mM ABC et 50% ACN, puis déshydratés avec 100%
d’ACN.

Les gels déshydratés ont €t€¢ incubés pendant 16 h a 37°C en présence de trypsine
hautement purifiée (Promega) selon un ratio trypsine:protéine de 1:50, dans une solution
constituée de 25 mM d’ABC et de 5 mM de CacCl,. Les peptides ont été extraits des gels par
incubations successives dans une solution a 1% d’acide trifuloroacétique (TFA) dans 50%
d’ACN, puis dans 100% d’ACN. La solution peptidique a finalement ét€ déshydratée par
centrifugation sous vide d’air (SpeedVac™ , Thermo Scientific) avant d’étre resuspendue dans

une solution a 10% d’ACN et 0,1% de TFA (v/v).

6.1.2. Digestion tryptique sur filtre (FASP).

La préparation d’échantillon sur filtre (FASP) a été réalisée selon le protocole établi
par Wisniewski et collegues (WisSniewski et al., 2009). Les €luats d’IP en tampon Laemmli
ont directement été déposés sur des filtres de centrifugation (Microcon® 30 kDa, Millipore),

incubés en présence de 200 pl de tampon UA (8 M urée, 100 mM Tris-HCI, pH8,8) et
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centrifugés a 15 000 g pendant 15 min. Deux lavages supplémentaires dans 200 pl de tampon
UA ont été réalisés afin de retirer les détergents. L’alkylation a ét¢ menée a ’abri de la
lumiere dans 50 mM d’iodoacétamide, pendant 45 min. Les filtres ont ensuite ét€ lavés a deux
reprises avec 100 pl de tampon UA suivis par deux lavages en tampon ABC (50 mM).
Comme pour la digestion sur gel, la trypsine a été ajoutée et la digestion réalisée sur la nuit a
37°C. Les peptides digérés ont été€ collectés par centrifugation, lavés deux fois dans 40 pl de
tampon ABC (50 mM), et déshydratés par centrifugation sous vide d’air. Les peptides ont été
resuspendus dans une solution a 10% d’ACN et 0,1% de TFA (v/v).

6.2. Analyse des échantillons par spectrométrie de masse.

Pour chaque analyse, 5 pl d’échantillon ont été injectés dans un systetme de
chromatographie en phase liquide a faible flux (Systeme nano-RSLC UltiMate™ 3000,
Thermo Scientific™ ) couplé a un spectrometre de masse (MS) Orbitrap Exactive™ Plus
quadripole (Thermo Scientific™). Les peptides ont été séparés sur colonne de
chromatographie liquide en phase inverse (PepMap™ C18, Thermo Scientific™). Les
solvants utilisés pour la chromatographie sont (A) 0,1% d’acide formique dilué en eau, et (B)
80% d’ACN et 0,08% d’acide formique. Les peptides ont été élués de la colonne selon le
gradient 5% - 40% de solution (B) (120 min) et 40% - 80% de solution (A) (10 min). Apres
131 min, le gradient est retourné a 5% pour rééquilibrer la colonne pendant 30 min avant
I’injection suivante. Deux blancs, un gradient court par étape de 40 min, et un gradient
linéaire de 60 min ont été réalisés entre chaque analyse pour éviter toute contamination entre
échantillon. Les peptides élués de la colonne ont ét€ analysés par spectrométrie de masse en
tandem (MS/MS), selon la méthode Top10. La résolution des balayages de MS a été réglée a
70 000, et a 17 500 pour le MS/MS dépendant des données afin d’augmenter la vitesse de
balayage. Le contrdle de gain automatique prédictif a été ajusté a 3x10° comptes pour les
balayages MS et a 10° comptes pour les balayages MS/MS. L’intervalle de balayage du MS a
été défini pour un rapport m/z compris entre 400 et 2000. MS et MS/MS ont été enregistrés en

mode profil. La durée d’exclusion dynamique de signal de fond a été établie a 20 sec.
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6.2.1. Sélection des candidats identifiés par spectrométrie de masse.

Les données de spectrométrie de masse nous ont été transmises par la plateforme de
spectrométrie de masse sous la forme d’un fichier contenant le nombre de peptides détectés
par protéine identifiée dans chacun des échantillons. Nous avons défini les candidats d’intérét
selon les criteres suivants :

(1) Cette protéine est plus abondamment retrouvée dans les échantillons incubés en
présence de SIgA que de mIgA ou de pIgAl,,.

(2) Cette protéine n’est pas un contaminant issu du colostrum humain, d’apres les
données de la littérature (Grapov et al., 2015; Palmer et al., 2006).

(3) Cette protéine est exprimée a la membrane plasmique, d’apres les données de la
littérature.

(4) Cette protéine est identifiée dans plusieurs expériences d’IP-MS.

(5) Cette protéine est exprimée dans l’intestin humain, d’apreés les données de la

littérature et de 1’outil en ligne Protein Atlas (www.proteinatlas.org).

7. PCR quantitative en temps réel (QPCR).

7.1.Extraction des ARN cellulaires.

Les culots cellulaires ont été lysés et dénaturés en tampon RLT Plus (Qiagen)
contenant de 1’isothiocyanate de guanidium et 1% de P-mercaptoéthanol pendant 10 min a
température ambiante. L’extraction des ARN a ensuite été réalisée a 1’aide du kit RNeasy®
Plus Mini (Qiagen) selon les recommandations du fabricant. Brievement, les lysats ont été
chargés sur colonne et centrifugés pendant 30 sec a 8 000 g en présence de fortes
concentrations de sels afin d’éliminer I’ADN génomique. Les ARN présents dans la solution
filtrée ont été précipités par une solution d’éthanol a 70% (1:1 v/v) et retenus sur colonne de
silice par centrifugation. Apres plusieurs lavages afin d’éliminer les contaminants cellulaires,

les ARN ont été €lués en eau. Les échantillons ont été stockés a -80°C.
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7.2.Synthese des ADN complémentaires par transcription inverse.

Les ARN totaux purifiés (I pg) ont été dilués dans 11 ul en présence 250 ng
d’amorces aléatoires et de 250 ng d’amorces oligo(dT),, ;s (Invitrogen™ ). Apres dénaturation
a 70°C pendant 10 min, la transcription inverse des ARN messagers (ARNm) a été réalisée
pendant 75 min a 37°C par ajout de 200 U de transcriptase inverse du virus Moloney de la
leucémie murine, de 10 nmol de dNTP, de 200 nmol de DTT et de 40 U de RNaseOUT™
(Invitrogen™ ) en tampon salin (50 mM Tris-HCI, 75 mM KCl, 3 mM MgCl,, pHS8,3). Apres
une ultime étape de dénaturation a 70°C pendant 5 min, les échantillons d’ADNc ont été

stockés a -20°C.

7.3.PCR quantitative en temps réel.

Pour chacun des genes étudiés, les réactions de polymérisation par réaction en chaine
(PCR) quantitative en temps réel (QPCR) ont été réalisées en duplicats et deux puits sans
ADNCc ont été ajoutés afin de vérifier la spécificité de I’amplification. Les ADNc obtenus par
transcription inverse ont été dilués au 1/5° en eau et 2 ul ont été amplifiés en présence des
sondes TagMan™ appropriées (Tableau II.5) dans 20 pl de tampon universel TagMan®
(Applied Biosystems™ ) contenant des dNTP, de ’ADN polymérase AmpliTaq Gold®, de
I’uracile-ADN-glycosylase, le marqueur de référence passif ROX™ . La qPCR a été réalisée a
I’aide du systeme de PCR en temps réel StepOnePlus™ (Applied Biosystems™ ) selon le
protocole composé d’une étape de dénaturation initiale d’1 min a 95°C, suivie par 40 cycles
de PCR (5 sec a 95°C et 30 sec a 60°C) et un cycle de dissociation (15 sec a 95°C, 1 min a
60°C et 15 sec 2 95°C).

Gene cible Référence Gene cible Référence
PIGR Hs00922561_m1 B4GALTI Hs00155245_m1
FCAMR Hs01049679_m1 FCRL4 Hs00972783_m1
SIGLECS Hs00174659_m1 CD209 Hs01588349_m1
FCAR Hs00370197_m1 LGALSI Hs00355202_m1
ASGRI Hs01005019_m1 CLEC7A Hs00224028_m1
ASGR2 Hs00910100_m1 MRC1 Hs00267207_m1
TFR2 Hs01056398_m1 RPLPO Hs99999902_m1
TFRC Hs00951083_m1

Tableau I1.5 : Sondes TagMan™ utilisées en qPCR.
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8. Microscopie.

8.1. Culture cellulaire.

Les cellules Caco-2 TC7 ont été ensemencées en plaque 8 puits p-Slide ibiTreat
(Ibidi®) a 5,0x10* cellules.cm™. Un jour aprés confluence, les cellules ont été lavées en PBS
glacial, puis incubées en présence d’IgA (250 pg.ml") en DMEM pendant 60 min a 4°C.
Apres deux lavages en PBS glacial, les cellules ont été fixées en acétone pendant 10 min a -

20°C. Les cellules fixées ont été stockées a -20°C dans 1’attente de réalisation des marquages.

8.2.FRET par FLIM.

Les cellules fixées en acétone ont €t€ perméabilisées pendant 10 min a température
ambiante en PBS en présence de 0,1% de triton X-100 et de 0,1% de BSA. Le blocage des
sites de fixation non spécifiques a été réalisé en PBS 0,3% BSA pendant 30 min a température
ambiante. Les anticorps primaires (tableau I1.6) dilués en diluant d’anticorps (Dako) ont été
incubés pendant 60 min a température ambiante. Deux lavages de 5 min ont été effectués en
PBS 0,1% BSA et les cellules ont été incubées en présence des anticorps secondaires couplés
aux fluorochromes (tableau 11.6) pendant 30 min a température ambiante et a 1’abri de la
lumiere. Deux derniers lavages ont été réalisés et le milieu de montage Vectashield (Vector
Laboratories) a €t€ ajouté dans chacun des puits. Le transfert d’énergie de fluorescence par
résonance (FRET) a été acquis par mesure du temps de décroissance de fluorescence du
fluorochrome donneur (FLIM) par comptage de photons uniques corrélé au temps (TCSPC) a
I’aide du microscope confocal a balayage laser (LSM) TCS SP8 (Leica Microsystems) équipé
du module PicoQuant LSM pour FLIM et spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS).
Les échantillons ont été excités par un laser pulsé d’une longueur d’onde de 470 nm et d’une
fréquence de 40 MHz. Le signal émis par les échantillons a été récupéré dans un unique canal
a I’aide d’une photodiode a avalanche de photons uniques (SPAD). Chaque acquisition a été
réalisée pendant 2 min afin d’obtenir un minimum de 10° photons par courbe de décroissance
de fluorescence.

L’analyse de la demi-vie de vie du fluorochrome donneur (Tau, en nanosecondes) a
été effectuée a 1’aide du logiciel SymphoTime 32 (PicoQuant). La valeur maximale des

courbes de décroissance de fluorescence (figure 4C) a ét€ normalisée a 10° photons afin de
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permettre la superposition des courbes et I’estimation visuelle de I’évolution de Tau entre les
différentes conditions. La valeur de Tau a été obtenue par modélisation biexponentielle de la
portion linéaire des courbes de décroissance de fluorescence.

Le graphique représentant Tau en fonction du rapport de I’intensité du fluorochrome
accepteur (I,.) sur I'intensité du fluorochrome donneur (I,,,) a été obtenu de la maniere
suivante : pour chaque mesure de FRET par FLIM, une image du champ analysé a
préalablement été prise par microscopie confocale dans les canaux des fluorochromes
donneur (Alexa Fluor® 488) et accepteur (Alexa Fluor® 555). La somme des intensités de
chacun des pixels de ces deux images a été¢ mesurée a 1’aide du logiciel ImageJ 1.47v, ce qui a
permis d’en calculer le rapport. Ce rapport 1,./I,,, mesuré sur des champs non saturants,
permet d’estimer la quantité d’IgA fixées par champ en fonction de la quantité totale de CD71

(considérée comme constante entre champs).

8.3. Expériences de ligation de proximité (PLA).

La préparation des échantillons, préalablement incubés en présence d’IgA et fixés en
acétone, a €té réalisée selon les recommandations du fabricant (Duolink® PLA Fluorescence,
Sigma-Aldrich). Les cellules ont été perméabilisées en PBS en présence de 0,1% de triton X-
100 et de 0,1% de BSA. Les sites non spécifiques ont été bloqués pendant 30 min a 37°C en
chambre humide. Les anticorps primaires (tableau I1.6) ont ensuite été incubés pendant 60
min a 37°C. Apres deux lavages de 5 min, les deux anticorps secondaires respectivement
couplés a des sondes oligonucléotidiques complémentaires « PLUS » et « MINUS » ont été
incubés pendant 60 min a 37°C. Deux nouveaux lavages ont été effectués avant d’initier la
ligation en présence d’1 U de ligase durant 30 min a 37°C. De cette étape de ligation, ont
résulté des oligonucléotides circulaires qui ont été amplifiés par 5 U d’ADN polymérase
pendant 100 min a 37°C. L amplification s’est déroulée dans un tampon contenant des sondes
oligonucléotidiques fluorescentes capables de s hybrider avec les produits d’amplification
circulaires. Deux lavages de 5 min ont été effectués et suivis d’un dernier lavage d’1 min en
tampon de lavage dilué a 0,01X. Les noyaux cellulaires ont été colorés par du DAPI avant
d’ajouter le milieu de montage Mowiol 4-88 dans les puits (Cold Spring Harbor Protocols,
2006). Les différentes conditions ont été observées a I’aide du microscope confocal TCS SPS.
Les signaux punctiformes détectés ont été quantifiés en utilisant le module « Spot detector »

du logiciel Icy (Institut Pasteur).
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8.4.Microscopie confocale par déplétion par émission stimulée (STED).

Pour les expériences de microscopie confocale par STED, les cellules ont été
ensemencées sur lamelles de verre d’indice réfractométrique de 1,5H. L’incubation des IgA a
été réalis€e comme précédemment décrit (Partie 8.1). Apres fixation en acétone, les cellules
ont été perméabilisées en PBS contenant 0,1% de triton X-100 et 0,1% de BSA. Les sites de
fixation non spécifiques ont ensuite été bloqués en présence de PBS 0,3% BSA pendant 30
min a température ambiante. Les anticorps primaires (tableau II1.6) dilués en diluant
d’anticorps (Dako) ont ét€ incubés pendant 60 min a température ambiante. Deux lavages ont
été effectués et les cellules ont été incubées en présence des anticorps secondaires couplés aux
fluorochromes (tableau II1.6) pendant 30 min a température ambiante et a 1’abri de la lumiere.
Deux derniers lavages ont été réalisés et les lamelles de verres ont été montées sur une lame
de verre SuperFrost® (VWR) en présence de milieu de montage Mowiol 4-88. Ces montages
lame-lamelle ont ét€ lutés avec de la pate dentaire afin d’éviter toute pénétration d’air.

Les échantillons ont €ét€¢ analysés a I’aide du microscope TCS SP8 équipé de la
technologie de STED, utilisant un laser de déplétion d’une longueur d’onde de 660 nm. Les
images acquises ont ensuite été déconvoluées a 1’aide du logiciel Huygens (Scientific Volume

Imaging).
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8.5. Anticorps utilisés en microscopie.

Antioone -
nusene Distributeur, référence Clone Espece | Dilution/Concentration
fluorochrome
CD71 Thermo Fisher, #13-6800 H68 4 Souris 50 ug.ml"
CST, #13113 D7G9X Lapin 1,5 ug.ml”
HM13 Abcam, ab190253 Polyclonal | Lapin 10 ug.ml”
SCAMP3 Abcam, ab96305 Polyclonal | Lapin 10 ug.ml”
BCAP31 Invitrogen™ , #MA3-003 CC-4 Rat 1/100°
EEA1 Abcam, ab109110 EPR4245 Lapin 1/200¢
IgA (H
& ( ) Southern Biotech, #2050-01 Polyclonal | Chevre 10 ug.ml’]
humaines
IgA (H
g _( ) . Polyclonal N 4
humaines - Southern Biotech, #2052-32 (Fab’) Chevre 5,0 pg.ml
AF555 ?
Rat (H+L) Abcam, ab102248 Polyclonal | Lapin 5.0 ug.ml’
IgG d is -
£ A;SS?SHIS Abcam, ab150114 Polyclonal | Chevre 10 pg.ml”
IgG de lapin A ¥
_ AF488 Abcam, ab150073 Polyclonal Ane 10 pg.ml
IgG de lapi
g_ Agsggm Invitrogen, #A-11011 Polyclonal | Chevre 20 ;,Lg.ml"
G3Al
- CST, #5415 Souri
(1gG1) ouris
Polyclonal . L . R
- CST, #2729 (I¢G) Lapin Concentration identique a
DilE I’anticorps primaire
- CST, #3900 Lapin
(1¢G) b
- eBiosciences™ , #16-4321 (IgG2axn) Rat

Tableau I1.6 : Anticorps utilisés en microscopie. CST : Cell Signaling Technology® ; H : Chaines lourdes ;
H+L : Chaines lourdes et 1égeres.

9. Mise en forme des données et statistiques.

Les données numériques obtenues par les différentes techniques ont été mises en

forme et analysées a 1’aide du logiciel Prism 6.0 (GraphPad Software). L’échantillonnage des

données étant trop faible pour déterminer si leur distribution suit une loi normale, nous avons

réalisé des tests statistiques non paramétriques. Nous avons réalisé un test de Wilcoxon

lorsque les données analysées étaient appariées. Les différences ont ét€ considérées

statistiquement significatives pour un risque o inférieur a 0,05.
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II1. Résultats
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1. Réévaluation de I’interaction entre CD71 et les IgA.

1.1.Etablissement d’une lignée cellulaire stable dépourvue de CD71.

Afin d’explorer précisément le role de CD71 dans son interaction avec les SIgA, nous
avons décidé de générer une lignée cellulaire stable dépourvue de ce récepteur. Pour ce faire,
nous avons utilisé le sous-clone TC7 de la lignée de cellules épithéliales intestinales (IEC)
humaines Caco-2 utilisée dans nos précédentes études (Lebreton et al., 2012). CD71 étant
impliqué dans I’absorption du fer, nous nous attendions a avoir des difficultés a I’inactiver de
fagon compléte en raison (1) de la mort des cellules CD71%° et/ou (2) d’une pression de
sélection promouvant I’échappement par acquisition de mutations au site ciblé par la
technique d’extinction de gene utilisée.

Nous avons fait le choix d’utiliser la technologie CRISPR-Cas9 pour son efficacité
supérieure aux technologies d’interférence par ARN. Nous avons dessiné un ARN guide,
nommé TFRC_em, ciblant le motif d’endocytose *’YTRF? (figure II1.1A) dont la suppression
et/ou la mutation empéche(nt) I’endocytose de CD71 (Rothenberger et al., 1987). Nous avons
supplémenté le milieu de culture en fer soluble afin de compenser le défaut d’absorption de
fer par la voie holotransferrine-CD71 (Neumannova et al., 1995). Apres sept jours de
sélection antibiotique, les cellules ont été triées par cytométrie en flux afin d’obtenir une
population homogene dont I’expression résiduelle de CD71 testée par RT-qPCR, western-blot
et cytométrie en flux est tres faible (figure III.1B-D).

Dans un second temps, nous avons vérifié ’expression de TfR2, une isoforme de
CD71 dont I’ectodomaine est capable de fixer I’holotransferrine et les pIgAl (Kawabata et
al., 1999; Moura et al., 2004). Par cytométrie en flux, aucune expression compensatrice de
TfR2 n’a été détectée sur les cellules TFRC_em (figure III.1E). Ce résultat a été confirmé par
I’incapacité de ces cellules a fixer I’holotransferrine a leur surface (figure III.1F). Nous avons
cultivé ces cellules pendant plus de deux mois consécutifs, sans observer de différence
majeure de prolifération par rapport aux cellules traitées par I’ARN guide contrdle (cellules
contrdles ou « scramble »), et sans détecter d’échappement de clones réexprimant CD71
(données non montrées).

L’ensemble de ces résultats montre que nous avons réussi a générer des IEC humaines
(Caco-2 sous-clone TC7) dépourvues de maniere stable d’expression de CD71 et de capacité
a fixer I’holotransferrine. Ce nouvel outil peut de ce fait &étre utilis€é pour 1’étude de

I’interaction entre CD71 et les SIgA.
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Figure III.1: Caractérisation de la lignée Caco-2 TC7 dépourvue de CD71 de manieére stable (lignée TFRC_em). (A)
Représentation schématique de la structure bidimensionnelle et de la séquence protéique de CD71, indiquant la séquence cible de
I’ARN guide TFRC_em (astérisque noir et jaune). (B) Evaluation par RT-qPCR de 1’expression relative de ’ARNm de CD71 par
rapport a I’ARNm de référence endogéne RPLPO, dans les cellules Caco-2 TC7 contrbles (« scramble », en noir) et TFRC_em (en
rouge). Le diagramme en batons indique ’expression relative de CD71 par rapport a RPLPO, normalisée par rapport aux cellules
contrdles. (n = 1) (C) Evaluation de 1’expression protéique de CD71 par western-blot dans les cellules Caco-2 TC7 contrdles et
TFRC_em, par trois anticorps monoclonaux spécifiques de CD71 (clones indiqués entre parenthéses). (n = 3) (D) Evaluation de
I’expression de CD71 a la surface des cellules Caco-2 TC7 contrdles et TFRC_em par cytométrie en flux, a I’aide de deux
anticorps monoclonaux spécifiques de CD71 (clones indiqués entre parentheses). En contrdle négatif, I’anticorps anti-CD71 a été
remplacé par un anticorps de méme isotype, & la méme concentration (isotype, en gris) (n > 3) (E) Evaluation de I’expression de
TfR2 a la surface des cellules Caco-2 TC7 contrdles (en noir) et TFRC_em (en rouge), et de la lignée de lymphoblastes B de
Daudi (contr6le positif d’expression de TfR2, en bleu). (n = 1) (F) Etude de la fixation de 1’holo-Tf (25 pg.ml™) par les cellules
Caco-2 TC7 contrdles et TFRC_em par cytométrie en flux. Le diagramme en batons indique I’intensité de fluorescence médiane
(MFI) de I’holo-Tf couplée au fluorochrome Alexa Fluor® 647, normalisée par rapport aux cellules contrdles. (duplicats, n = 1)
N : Extrémité N-terminale ; ARNm : ARN messager ; Holo-Tf : Holotransferrine.
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1.2.Etude de la capacité de fixation de différentes formes d’IgA par les
cellules dépourvues de CD71.

Nous avons souhaité caractériser notre systeme cellulaire en déterminant sa capacité
de fixation de différentes formes d’IgA humaines. Pour ce faire, nous avons utilisé des IgA
commerciales de différents distributeurs dont nous avons, pour les IgA sériques, séparé les
monomeres des polymeres par chromatographie d’exclusion stérique (figure supplémentaire
1).

Nous avons observé une diminution de pres de 80% de la fixation des pIgA1l issues de
myélome (pIgAl,,) sur les cellules TFRC_em par rapport aux cellules controdles (figure
III.2A-B) indiquant une fixation principalement dépendante de CD71. Bien que la fixation
des mlgAl,, soit aussi dépendante de CD71, nos résultats montrent que CD71 fixe
préférentiellement les IgA1 de forme polymérique comme en témoigne le niveau de fixation
des mIgAl,, et pIgAl,, sur les cellules contrdles. La fixation des mIgA?2,, et pIgA2,, s’est
révélée partiellement dépendante de CD71 tandis que les mIgA et pIgA issues sérum de sujets
sains sont peu/pas affectées, et de maniére non reproductible selon les distributeurs. A notre
surprise, la fixation des SIgA de colostrum apparait indépendante de CD71, quel que soit le
distributeur d’origine (Fitzgerald (FITZ), Athens Research & Technology (ART) ou Sigma-
Aldrich (SIGM)).

Afin de confirmer 1’ensemble de ces résultats, nous avons généré une seconde lignée
cellulaire stable dépourvue de CD71 a I’aide d’un nouvel ARN guide ciblant le sixieme exon
de CD71 (~acide aminé 223, dans le domaine apical). La fixation des différentes formes
d’IgA sur ces cellules, nommées TFRC_6, est identique aux cellules TFRC_em (figure
II1.2B).

Nous avons aussi voulu éliminer la possibilité que 1’absence de diminution de fixation
des SIgA soit due au sous-clone de Caco-2 utilisé (TC7) dans I’hypothese ou il exprimerait un
second récepteur aux SIgA absent dans les lignées utilis€ées dans nos précédentes études.
Nous avons ainsi inactivé CD71 dans trois nouvelles lignées d’IEC : deux lignées cancéreuses
(HT-29, Caco-2 HTB-37) et une lignée primaire (HIEC) (Perreault and Beaulieu, 1996).
Aucune de ces lignées ne présente une fixation des SIgA dépendante de CD71 (figure II1.2C-
E). Les lignées HT-29 et HIEC présentent aussi un profil différent de fixation des mIgA et
plgAl,,. L’importante fixation des mIgA sur les HT-29 est en accord avec les résultats de

Kitamura et collegues qui suggerent I’existence d’un récepteur aux mIgA non encore identifié
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sur ces cellules (Kitamura et al., 2000). En outre, la lignée HT-29 exprime faiblement le pIgR
a I’état basal, ce qui pourrait expliquer la fixation résiduelle des pIgAl,, sur les HT-29
TFRC_em (Chintalacharuvu et al., 1991). Enfin, I’absence de fixation des pIgAl, sur les
HIEC est a I'image du tres faible niveau d’expression de CD71 a la surface de ces cellules.

Dans I’ensemble, ces résultats confirment 1’affinité préférentielle de CD71 pour les
IgA1 de forme polymérique, observée par Moura et collegues (Moura et al., 2004). En outre,
la fixation préférentielle a CD71 des pIgAl de myélome par rapport aux pIgA sériques
d’individus sains suggere I’importance des glycosylations dans leur interaction avec CD71.
En effet, il a été€ rapporté que les pIgA1l de myélome comportent régulierement des anomalies
de glycosylation, avec notamment une hypogalactosylation (Renfrow et al., 2007). En
revanche, nos résultats montrent qu’une fraction des IgA2 de myélome (ici d’un unique
patient) peut se fixer a CD71 et que les SIgA de colostrum n’interagissent pas directement
avec CD71. Les résultats obtenus avec les SIgA n’étant pas cohérents avec les précédents
travaux du laboratoire, nous avons décidé de réévaluer I'interaction des SIgA avec CD71 a
I’aide de techniques complémentaires.

Pour la suite de ce manuscrit, nous avons réalisé les expériences avec les SIgA
commerciales de chez Athens Research & Technology (SIgA,xr). Les mIgA purifiées de
sérums d’individus sains (mIgA, MP Biomedicals) et les pIgA1 de myélome (pIgAl,,, Athens
Research & Technology) nous ont respectivement servi de contrdles négatif et positif de

fixation a CD71.
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Figure 111.2
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Figure II1.2 : Etude par cytométrie en flux de la fixation d’IgA sur différentes lignées d’IEC humaines dépourvues ou non
de CD71. (A) Histogrammes représentant la fixation de différentes formes d’IgA (200 ug.ml™") sur un mélange de cellules
controles (en noir) et TFRC_em (en rouge) identifiées par leur niveau d’expression de CD71, par cytométrie en flux. Les contréles
négatifs consistent en I’incubation des (Fab’), anti-IgA biotinylés et de la streptavidine couplée au PE-Cy7, en 1’absence d’IgA.
(histogrammes représentatifs, n = 6). (B) Diagramme en batons représentant la fixation d’IgA (200 ug.ml™) sur les cellules Caco-2
TC7 contréles (en noir), TFRC_em (en rouge) et TFRC_6 (en vert). En ordonnées, 1’intensité de fluorescence médiane (MFI) du
marquage IgA est normalisée par rapport a la fixation des SIgAg, sur les cellules Caco-2 TC7 contrdles. Chaque symbole
représente une expérience indépendante (médiane, n = 1 — 10). n.s. : Différence non significative ; * : p < 0,05 d’apres le test
statistique de Wilcoxon ; n.r. : Condition non réalisée. (C, D, E) Etude de la fixation des IgA (200 ug.ml") par cytométrie en flux
dans trois autres lignées d’IEC humaines. Le nuage de points (a gauche) représente la taille des cellules (FSC-A) en fonction de
I’expression de CD71 par cytométrie en flux, et permet de distinguer deux populations exprimant faiblement (cellules TFRC_em)
et fortement (cellules contrdles) CD71 mélangées dans le méme tube (graphique représentatif, n = 2 — 3). Sous ce graphique, le
western-blot montre le niveau d’expression de CD71 par rapport a la protéine endogéne GAPDH dans les lysats totaux des deux
populations indiquées en cytométrie en flux (n = 1). Le diagramme en batons représente la MFI de fixation des différentes formes
d’IgA (200 pg.ml™) dans les deux populations indiquées sur le nuage de points. La MFI a été normalisée par rapport 2 la fixation
des SIgA dans les cellules contrdles. Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 2 — 3). pIgAly:
plgAl issues de myélome ; PE-Cy7 : Phycoérythrine-Cyanine 7.
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1.3.Réévaluation de I’interaction entre les SIgA et CD71.

Afin de réévaluer ’interaction entre les SIgA et CD71, nous avons posé comme
premiere hypothése qu’un mécanisme compensateur pourrait expliquer le maintien de la
fixation des SIgA a la surface des différentes lignées cellulaires étudiées. Pour tester cette
hypothése, nous avons transfecté la lignée fibroblastique rénale simienne COS-7 avec le
récepteur CD71 humain.

L’expression hétérologue de CD71 en cellules COS-7 permet la synthése d’un
récepteur fonctionnel a la surface des cellules comme en atteste I’augmentation de plus de 10
fois de la fixation des pIgAl,, sur les cellules hCD71" par rapport a la population hCD71
(figure III.3A). Venant confirmer nos précédents résultats, les pIgA2,, se fixent de maniere
comparable aux pIgAl,, sur les deux populations étudiées. En revanche, les mIgA et SIgA ne
sont que tres peu affectées par la surexpression de CD71 (augmentation de fixation x1,9 et
x1,4 respectivement).

L’absence d’effet notoire de la suppression ou de la surexpression de CD71 sur la
fixation des SIgA nous a amenés a une nouvelle hypotheése. La forte fixation basale sur les
différentes lignées cellulaires contrdles pourrait masquer une faible fixation dépendante de
CD71.

Pour tester cette hypothese, nous avons réalisé des expériences d’immunoprécipitation
d’IgA incubées en présence de lysats totaux, ou préalablement incubées sur cellules
adhérentes ou en suspension (figure III.3B). Chacun de ces dispositifs expérimentaux
confirme que seules les pIgAl,, sont capables d’interagir directement avec CD71 (figure

I1.3C).

L’ensemble de ces approches indique 1’absence d’interaction physique directe entre
CD71 et les SIgA. Ces résultats sont en accord avec ceux de Moura et collegues (Moura et al.,
2004) mais n’expliquent pas les données précédemment obtenues par notre laboratoire (Abed

et al., 2014; Lebreton et al., 2012; Matysiak-Budnik et al., 2008).
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Figure I11.3
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Figure II1.3 : (A) Etude de la fixation d’IgA dans un systéeme d’expression hétérologue de CD71 humain. Les cellules COS-
7 ont été transfectées par un plasmide vide ou contenant le géne codant CD71 humain (hCD71). Le nuage de points (a gauche)
montre la taille des cellules (FSC-A) en fonction du niveau d’expression de hCD71 dans les deux population cellulaires
transfectées, mélangées dans le méme tube. La fixation des IgA (200 pg.ml™") (histogrammes) a été comparée entre les deux
populations, négatives (en noir) et positives (en bleu) pour I’expression de hCD71, sélectionnées sur le nuage de points. Le
diagramme en batons (2 droite) indique le facteur de multiplication de la fixation des IgA entre les cellules hCD71" (en noir) et
hCD71* (en bleu) pour chaque forme d’IgA testée. Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 1 — 4).
(B) Représentation schématique des dispositifs expérimentaux d’immunoprécipitation. Les IP et co-IP réalisées sur les
cellules Caco-2 TC7 ont été menées selon trois dispositifs expérimentaux. En haut, les lysats totaux ont été incubés en présence
d’IgA (10 pg) couplées de fagon covalente a des billes magnétiques. Au milieu, les IgA (200 ug.ml™) ont été incubées sur des
cellules adhérentes. Les cellules ont ensuite été lysées et la co-IP a été réalisée a I’aide d’IgG anti-IgA couplées de facon covalente
a des billes magnétiques. En bas, des suspensions cellulaires ont été incubées en présence d’IgA (200 pg.ml™) puis lysées. La co-
IP a été réalisée a I’aide d’IgG anti-IgA couplées de facon covalente a des billes magnétiques. (C) Western-blot et quantification
des (co-)immunoprécipitations. A gauche, western-blot réalisés sur les éluats de chacun des dispositif expérimentaux d’IP, et
révélés a I’aide d’un anticorps spécifique de CD71 (images représentatives, n = 1 — 5). A droite, diagrammes en batons des
quantifications des bandes révélées par 1’anticorps anti-CD71 par western-blot. Les quantifications ont été réalisées a I’aide du
logiciel Image] et normalisées par rapport a la condition pIgAl,,. Chaque symbole représente une expérience indépendante
(médiane, n = 1 - 5). plgAl,,: pIlgAl issues de myélome. BSA : Albumine bovine sérique.
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L’absence  d’interaction physique directe par cytométrie en flux et
immunoprécipitation ne préclut pas d’une étroite proximité des SIgA et de CD71 et/ou de la
présence de CD71 au sein d’'un complexe protéique interagissant avec les SIgA a la surface
cellulaire. Pour tester cette possibilité, nous avons réalisé des expériences de ligation de
proximité (PLA) dont la positivité témoigne d’une distance protéine-protéine inférieure a 40
nm, ainsi que de transfert d’énergie de fluorescence par résonance (FRET) par analyse du
temps de vie de fluorescence du fluorochrome donneur (FLIM), opérant pour des distances
inférieures a 10 nm.

L’étude de proximité entre CD71 et IgA par PLA confirme I’interaction directe CD71-
plgAl,, précédemment observée et indique la présence de CD71 a proximité des SIgA (figure
III.4A). En revanche, aucune interaction entre les mIgA et CD71 n’est détectée. Ces résultats
ont ét€ confirmés a 1’aide d’un second couple d’anticorps (données non montrées).

Les résultats obtenus par FRET-FLIM montrent un transfert de fluorescence entre le
fluorochrome donneur (CD71) et ’accepteur (IgA) exclusivement en présence de pIgAl,, et
de SIgA (figure II1.4B-C). La modélisation mathématique de la courbe de décroissance de
fluorescence du fluorochrome donneur (figure II1.4C) permet de calculer la valeur de son
temps de vie de fluorescence (Tau). La comparaison des Tau indique que le FRET entre
CD71 et pIgAl,/SIgA est trés proche du maximum obtenu a ’aide de deux anticorps anti-
CD71. La spécificité est quant a elle confirmée par I’absence de FRET entre Ep-CAM
(Epithelial cell ahesion molecule) et les SIgA. Ces résultats ont été confirmés a 1’aide d’un
second couple d’anticorps, mais aussi en inversant la disposition des fluorochromes donneur
et accepteur (données non montrées).

Les données obtenues par PLA et FRET-FLIM confirment I’interaction physique entre
CD71 et les pIgAly et révelent une étroite proximité (< 10 nm) entre CD71 et les SIgA,
malgré 1’absence d’interaction physique directe.

La valeur de Tau obtenue par FRET-FLIM est influencée par la distance entre les
interactants (1/r°) et par la fraction de molécules donneuses impliquée dans le FRET. De
maniere intéressante, les SIgA établissent un plus grand nombre d’interactions avec CD71
que les pIgAl,, (+40%) en PLA alors que les valeurs de Tau pour CD71-pIgAl,, et CD71-
SIgA sont similaires. La mise en relation de ces deux résultats suggere que la distance plus
importante entre CD71 et SIgA est compensée par un plus grand nombre de complexes
CD71-SIgA formés (et/ou par des complexes de plus grande taille) a la surface. Pour tester
cette hypothese, nous avons représenté Tau = f(I;,,/Icp;,) ou I correspond a I'intensité du

marquage quantifiée sur 1’image obtenue par microscopie confocale (figure III1.4D). Sur ce
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graphique, on note que le niveau de fixation des SIgA requis pour atteindre une méme valeur
de Tau est plus élevé que pour les plgAl,,. Autrement dit, pour une quantité égale d’IgA
fixée, le FRET CD71-SIgA est inférieur au FRET CD71-pIgAl,,, ce qui révele une moindre
proximité entre CD71 et les SIgA.

L’ensemble de ces résultats indique qu’a la différence des plgAl,,, les SIgA
n’établissent pas d’interaction physique directe avec CD71. CD71 et SIgA sont néanmoins
extrémement proches, ce qui permet d’expliquer les précédentes observations (colocalisation,
FRET et PLA) faites in vitro et sur biopsies de patients cceliaques (Lebreton et al., 2012;
Matysiak-Budnik et al., 2008). Se pose désormais la question de I'identité du(des) protéines

interagissant directement avec les SIgA a la surface de la lignée Caco-2 TC7.
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Figure lll.4
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Figure IIL4 : Etude de I’interaction entre CD71 et les IgA sur les cellules Caco-2 TC7 par PLA et FRET-FLIM. (A) Etude
de la proximité entre CD71 et les IgA (250 pg.ml™) par PLA, en microscopie confocale. A gauche, images représentatives de
chacune des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximité CD71-
IgA (points rouges). A droite, diagramme en batons indiquant le nombre d’interactions CD71-IgA par cellule, quantifié & I’aide du
module « Spot detector » du logiciel Icy. Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 3). Le nombre
d’interactions CD71-IgA a été normalisé par rapport 2 la condition réalisée en présence de SIgA. (B, C, D) Etude de I’interaction
entre CD71 et les IgA (250 pg.ml™') par FRET-FLIM. (B) Images microscopiques confocales représentatives des marquages
réalisés a I’aide des anticorps anti-CD71 (a gauche, en vert) et anti-IgA (au milieu, en rouge), et représentation colorimétrique du
temps de vie du fluorochrome donneur (Tau, a droite) calculé par FRET-FLIM. (C) En haut, les courbes de décroissance de
fluorescence représentant le nombre de photons émis par les échantillons et regus par la photodiode apres une stimulation du
fluorochrome donneur par un laser pulsé, en fonction du temps (en nanosecondes). La valeur maximale de photons détectée a été
normalisée 2 10° pour chaque condition, afin de permettre la superposition des courbes et leur analyse visuelle. En bas, le
diagramme en batons représente le temps de vie du fluorochrome donneur (Tau) calculé par modélisation biexponentielle de la
portion linéaire décroissante des courbes de décroissance de fluorescence, pour chacune des conditions. Chaque symbole
représente une expérience indépendante (médiane, n = 2 — 4). (D) Nuage de points représentant le temps de vie du fluorochrome
donneur (Tau) en fonction du rapport des intensités de fluorescence des marquages IgA et CD71. Les intensités de fluorescence
ont été quantifiées sur les images obtenues par microscopie confocale, a 1’aide du logiciel ImageJ. Chaque symbole représente un
champ microscopique (8 champs par condition, n = 2). Pour chaque condition, une courbe de tendance linéaire a été tracée.
DAPI : 4’-6-diamidino-2-phénylindole ; NT : Cellules non traitées ; pIgAly: pIgAl issues de myélome. 9




2. Caractérisation des parametres de fixation des SIgA et
identification de partenaires du complexe protéique.

2.1.Parametres de fixation des SIgA a la surface des cellules Caco-2 TC7.

Dans un premier temps, nous avons décidé de caractériser les parametres de fixation
des SIgA a la surface de la lignée Caco-2 TC7. Par cytométrie en flux, la fixation des SIgA
n’est pas saturable sur I’intervalle de concentrations [0 ; 2 mg.ml'] (figure III.5A), méme si
un léger infléchissement de la courbe est observé a partir de 0,75 — 1 mg.ml"'. En outre,
I’interaction n’est pas dépendante de cations (figure III.5B). Apres avoir déterminé par ELISA
le ratio IgA1:IgA2 dans notre préparation de SIgA (80:20), nous avons comparé la fixation
des SIgAT1 et des SIgA2 a I’aide d’anticorps spécifiques de chaque isotype. La figure III.5C
indique que sur 'intervalle de concentrations testées [0 ; 400 pg.ml'], aucune différence de
fixation n’est observée entre IgA1 et IgA2.

Dans un second temps, nous avons déterminé la spécificité de 1’interaction entre les
SIgA et ce récepteur. Pour ce faire, nous avons pré-incubé les cellules en présence de 2
mg.ml" d’Ig compétitrices non marquées avant d’ajouter des SIgA (200 pg.ml™) biotinylées.
Malgré une importante variabilité probablement due a I’absence de saturation compléte du
récepteur aux concentrations utilisées, cette expérience suggere que la fixation des SIgA est
spécifique et n’entre pas en compétition avec les autres isotypes ou formes d’IgA utilisées
(figure III.5D). La spécificité de la fixation des SIgA a aussi été confirmée en présence de
sérum de veau feetal (= 2%) et d’importantes concentrations de BSA (= 150 mg.ml")
(données non montrées).

Ces données suggerent que les cellules Caco-2 TC7 expriment un(des) récepteur(s)
capable(s) d’interagir spécifiquement avec les SIgA, indépendamment de la sous-classe d’IgA

et de la présence de cations.
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Figure ll1.5
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Figure IIL5 : Etude des paramétres de fixation des SIgA 2 la surface des cellules Caco-2 TC7. (A) Courbe de fixation des
SIgA a la surface des cellules Caco-2 TC7 en fonction de la dose de SIgA (0 — 2 mg.ml™), par cytométrie en flux (moyenne *
déviation standard a la moyenne (SEM), n = 2). MFI : Intensité moyenne de fluorescence. (B) Histogramme représentant la
fixation des SIgA (200 pg.ml") sur les cellules Caco-2 TC7 dans différents milieux d’incubation (histogramme représentatif, n =
2). (C) Courbe de fixation des SIgA1 et SIgA2 a la surface des cellules Caco-2 TC7, déterminée a I’aide d’anticorps spécifiques
de chaque isotype, par cytométrie en flux (n = 1). MFI: Intensité de fluorescence moyenne. (D) Diagramme en batons
représentant la fixation des SIgA (200 ug.ml™) en présence d’immunoglobulines compétitrices (2 mg.ml™"), par cytométrie en flux.
L’intensité de fluorescence moyenne (MFI) a été normalisée par rapport a la condition SIgA en 1’absence d’immunoglobuline
compétitrice (moyenne, n = 3). Chaque symbole représente une expérience indépendante (n = 3).

2.2.Criblage d’expression des récepteurs et protéines interagissant avec les

IgA décrits dans la littérature.

Apres avoir déterminé les parametres de fixation des SIgA, nous avons entrepris de
vérifier I’expression des récepteurs aux IgA décrits dans la littérature par RT-qPCR et/ou
western-blot. Les résultats de RT-qPCR de la figure III.6A indiquent que, parmi les ARN
messagers (ARNm) étudiés, seuls TFR2 (TfR2), B4AGALT1 (b4Gal-T1) et FCAMR (Fco/pR)
sont exprimés a des niveaux supérieurs a 0,01 fois un contrdle positif d’expression. Nous
avons confirmé 1’expression des protéines correspondant a ces trois transcrits, ainsi que des

galectines (Gal)-3 et Gal-8 par western-blot (figure I11.6B).
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D’aprées ces résultats, la lignée Caco-2 TC7 exprime cinq candidats
récepteurs/protéines interagissant avec les IgA. Néanmoins, I’analyse des caractéristiques de
fixation des SIgA (figure III.5) et des données de la littérature permet d’en éliminer deux.
Comme nous I’avons déja montré (figure III.1), TfR2 n’est pas exprimé a la surface des
cellules. D’autre part, Fco/pR n’est exprimé que sous forme monomérique (~58 kDa) dans les
Caco-2 TC7 (figure III.6B) alors que seule la forme hétérodimérique non réductible (~125
kDa) est exprimée a la surface cellulaire (Kikuno et al., 2007). De plus, nous avons montré

que la présence d’IgM compétitrices ne réduit pas la fixation des SIgA (figure II1.5D).
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Figure I11.6 : Etude de I’expression des génes codant les protéines capables d’interagir avec les IgA, par RT-qPCR et
western-blot. (A) Expression par les cellules Caco-2 TC7 des ARNm codant les différentes protéines capables d’interagir avec les
IgA. L’expression de chacun des transcrits a été rapportée au transcrit de référence endogene, RPLPO. Pour chaque transcrit, une
lignée de cellules humaines a servi de contrdle positif d’expression. n.d. : ARNm non détecté apres 40 cycles d’amplification par
qPCR (n = 1). (B) Western-blot réalisé sur lysats totaux de cellules Caco-2 TC7 et révélé a I’aide d’anticorps spécifiques des
protéines étudiées (n = 2).
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2.3.LLes galectines-3, -8 et I’enzyme b4Gal-T1, trois candidates potentielles.

Ces données nous ont conduits a explorer le role de Gal-3, Gal-8 et b4Gal-T1 dans la
fixation des SIgA. Pour ce faire, nous avons réalisé I’extinction des génes correspondants par
la technologie CRISPR-Cas9 (figure III.7A, C et E). La fixation des SIgA sur ces cellules a
ensuite été analysée par cytométrie en flux (figure III.7B, D et F). Aucune altération de

fixation des SIgA n’a été détectée dans les cellules déficientes en chacun de ces genes.

Le criblage de toutes les protéines capables d’interagir avec les IgA décrites dans la
littérature n’a pas permis d’identifier le partenaire direct des SIgA a la surface de la lignée
Caco-2 TC7. Ces résultats nous ont conduits a entreprendre des expériences
d’immunoprécipitation suivies par de la spectrométrie de masse (IP-MS) pour tenter

d’identifier le(s) protéine(s) responsable(s) de la fixation des SIgA.

Figure ll1.7
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Figure I11.7 : Etude de trois protéines candidates capables d’interagir avec les SIgA. (A, C, E) Western-blot réalisés 2 I’aide
d’anticorps spécifiques de chacun des candidats sur les cellules contrdles (ou « scramble », transduites par un ARN guide ne
ciblant aucun geéne humain) ou inactivées pour le géne d’intérét par la technologie CRISPR-Cas9 (n = 2). (B, D, F) Histogrammes
représentant la fixation des SIgA (200 pg.ml™) par cytométrie en flux a la surface des différentes lignées étudiées (n > 2).
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2.4.Recherche de candidat(s) récepteur(s) aux SIgA par IP-MS.

Une premiere approche a consisté a coupler de fagon covalente les IgA avec des billes
magnétiques fonctionnalisées avec des groupements époxy. Cette stratégie a pour principal
avantage de retenir les IgA lors de I’élution finale en tampon Laemmli et d’améliorer la
sensibilité de détection de candidats faiblement présents. Cette premiere tentative ne s’est pas
révélée concluante. Les résultats de MS ont montré une importante contamination par des
protéines provenant du colostrum, issues de la préparation de SIgA commerciales (données
non montrées). Nous supposons que ces protéines ont été adsorbées a la surface des billes lors
du couplage des IgA et éluées en méme temps que les protéines immunoprécipitées, diluant le
signal spécifique dans un important bruit de fond.

La seconde approche a été de coupler de fagon covalente des IgG anti-IgA aux billes
magnétiques afin de réaliser une co-immunoprécipitation (co-IP) des IgA préalablement
incubées sur cellules vivantes en suspension (figure III.8A). La figure III.8C illustre une
expérience de co-IP réalisée apres biotinylation de surface des cellules vivantes pour contrdler
la qualit¢ de I’'IP avant 1’analyse par MS (les échantillons envoyés en MS n’étant pas
biotinylés). On note la présence de nombreuses bandes non spécifiques dans I'IP controle
réalisée avec 1I'IgG anti-IgA seule, témoignant de la réactivité des protéines du lysat avec
I’anticorps utilisé pour I’IP. Une bande de 35 kDa, spécifiquement retrouvée dans I'IP réalisée
en présence de SIgA est néanmoins observée. Sa révélation par la streptavidine couplée a la
peroxydase de raifort indique que cette protéine a été biotinylée et qu’elle comporte au moins
un domaine extracellulaire exposé a la surface cellulaire. La MS a permis d’identifier cette
protéine comme étant SCAMP3 (Secretory carrier-associated membrane protein 3), et de
confirmer sa présence exclusivement dans 1’échantillon incubé en présence de SIgA (figure
III.8E).

Finalement, une troisiéme approche a ét€ mise au point (figure III.8B). Nous avons
biotinylé d’importantes quantités de cellules en suspension a 1’aide de groupements sulfo-
NHS-biotin avant de les incuber avec les IgA. Nous avons réalisé une premiere co-IP avec un
(Fab’), anti-IgA couplé aux billes pour réduire le bruit de fond observé avec 1I’IgG anti-IgA
précédemment utilisée. Apres une élution douce, une deuxieme IP a été faite avec des billes
magnétiques couplées a la streptavidine. Cette seconde IP a eu pour avantage d’éliminer les
contaminants intracellulaires adsorbés aux (Fab’), anti-IgA et aux IgA. Théoriquement, cette

stratégie d’IP en tandem permet de ne retenir que les protéines préalablement biotinylées qui
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de fait, ont été exposées a la surface cellulaire. Cette troisieme approche nous a permis
d’identifier deux candidats uniquement immunoprécipités pas les SIgA, BCAP31 (B-cell

receptor-associated protein 31) et HM 13 (Histocompatibility minor 13) (figure II1.8D-E).

Figure 111.8
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Figure II1.8 : Identification de(s) récepteur(s) aux SIgA par IP-MS. (A, B) Représentations schématiques des dispositifs
expérimentaux d’IP-MS. (A) Des suspensions de cellules Caco-2 TC7 ont été incubées en présence d’IgA (200 — 500 pg.ml™)
avant d’étre lysées. La co-IP a été réalisée a I’aide d’IgG anti-IgA couplées de fagon covalente a des billes magnétiques. Les éluats
de co-IP ont été analysés par spectrométrie de masse apres digestion tryptique sur gel. (B) Les cellules Caco-2 TC7 en suspension
ont été biotinylées avant d’étre incubées en présence d’IgA (200 — 500 pg.ml™) et lysées. Une co-IP a ensuite été réalisée a 1’aide
de (Fab’), anti-IgA couplés de fagon covalente a des billes magnétiques. Une seconde IP a été menée par des billes magnétiques
couplées a la streptavidine. Les protéines éluées ont été digérées par FASP et analysées par MS. (C) Parallelement a I’envoi des
échantillons en MS, une expérience de controle selon le dispositif (A) a été réalisée sur des cellules dont les protéines de surface
ont préalablement été biotinylées. Les protéines co-immunoprécipitées ont été éluées et révélées par la streptavidine-HRP apres
migration en SDS-PAGE. Ces résultats ont permis d’orienter la découpe sur gel (symbolisée par le rectangle rouge) des
échantillons envoyés en MS. (D) 20% des éluats de co-IP ont été mis a migrer en SDS-PAGE et révélés par la streptavidine-HRP
afin d’évaluer la qualité de la co-IP envoyée pour analyse en MS. Le rectangle rouge symbolise I’analyse de I’éluat total permis
par la méthode de digestion FASP. (E) Tableaux résumant le nombre de peptides détectés dans une analyse MS apres une co-IP
selon le dispositif (A) (tableau du haut) ou (B) (tableau du bas). Le nombre de peptides détectés par condition est indiqué pour
chacun des candidats identifiés. Accession : Référence de la protéine identifiée dans les bases données ; MS : Spectrométrie de
masse ; FASP : Digestion tryptique sur filtre.
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La difficulté majeure de ces approches par IP-MS a ét€ de réussir a discriminer le
signal spécifique par rapport au bruit de fond. L’efficacité de ces IP est en effet relativement
faible, conséquence probable de la faible affinit€ des SIgA pour leur récepteur, et les
contaminants cellulaires et/ou du colostrum, tres nombreux. Nos différentes stratégies nous
ont toutefois permis d’identifier trois candidats exclusivement présents dans les échantillons

incubés avec les SIgA : SCAMP3, BCAP31 et HM13 (figure I11.9).
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Figure II1.9 : Représentations schématiques des trois protéines identifiées par IP-MS. (A) SCAMP3 est une protéine
d’environ 35 kDa, composée de quatre domaines transmembranaires, et dont les extrémités N, et C, sont cytosoliques. (B)
BCAP31 est une protéine d’environ 28 kDa, comprenant trois domaines transmembranaires et dont deux topologies ont été
rapportées. L’extrémité C,. de BCAP31 comporte trois sites potentiels de O-glycosylation (non représentés) (C) HM13 (ou SPP)
est une protéine de 41-43 kDa, constituée de neuf domaines transmembranaires. Son extrémité N, comprenant deux résidus N-
glycosylés (tridents noirs et jaunes) est exposée dans le RE ou a la surface cellulaire. Les domaines transmembranaires 6 et 7
contiennent les résidus du domaine catalytique (étoiles rouges) dont résulte son activité aspartyl protéase. Deux isoformes de
HM13 ont été décrites, SPPa. (377 aa) et SPPP (394 aa) identiques pour les acides aminés 1 a 347 mais dont I’extrémité C,, (carré
en pointillés rouges) differe. La différence de séquence entre SPPa et SPPf est notifiée par les hachures blanches sur la séquence
de SPPP. SPPa posséde un motif de rétention dans le RE (KKEK) en C,,, absent sur SPPf3. N, : Extrémité N-terminale ; C,,:
Extrémité C-terminale.

98



3. Confirmation des candidats obtenus par IP-MS.

3.1.Secretory carrier-associated membrane protein 3 (SCAMP3).

SCAMP3 (35 kDa) est une protéine constituée de quatre domaines transmembranaires,

et dont les extrémités N, et C

ter ter

sont intracellulaires (figure III.9A). SCAMP3 est exprimé
dans de nombreux tissus, a la surface cellulaire et dans différentes organelles impliquées dans
le recyclage des protéines de surface (Castle, 2005; Singleton et al., 1997). SCAMP3 peut
s’homodimériser, ce qui est associé a sa tendance a former des amas a la surface cellulaire
(Castle, 2005; Singleton et al., 1997). La colocalisation entre CD71 et SCAMP3 a été
rapportée dans les endosomes précoces (Castle, 2005). SCAMP3 peut €tre ubiquitinylé et
interagir avec des protéines du complexe de tri endosomal requis pour le transport (ESCRT)-0
et -1 (Aoh et al., 2009). D’un point de vue fonctionnel, SCAMP3 est impliqué dans le trafic
intracellulaire de ’EGFR (Aoh et al., 2009; Falguieres et al., 2011).

Dans un premier temps, nous avons confirmé 1’interaction physique entre les SIgA et
le candidat SCAMP3 a I’aide d’un anticorps spécifique de SCAMP3. Nous avons réalisé des
co-IP avec des IgG anti-IgA dans lesquelles SCAMP3 n’a été détecté qu’en présence de SIgA
(figure III.10A). Des co-IP réalisées avec des IgG anti-SCAMP3 ont permis de confirmer
I’existence de l’interaction entre SCAMP3 et les SIgA (figure III.10A). Ces expériences
démontrent la présence d’une interaction physique retrouvée entre SCAMP3 et les SIgA, mais
pas entre SCAMP3 et les mIgA ou les plgAl,,. De maniere similaire, le PLA révele la
proximité entre SCAMP3 et les SIgA (figure III.10B). Cette technique indique aussi des
interactions de proximité entre SCAMP3 et les pIgAl,,, mais dans des proportions beaucoup
moins importantes (5 fois moins d’interactions que les SIgA). En revanche, aucune
interaction entre SCAMP3 et les SIgA n’a pu étre mise en évidence par FRET-FLIM malgré
’utilisation de plusieurs couples d’anticorps, et de cellules surexprimant SCAMP3 (données
non montrées).

Pour déterminer si I’interaction physique entre les SIgA et SCAMP3 est directe, nous
avons généré deux lignées cellulaires déficientes en SCAMP3 (figure III.10D) et avons
caractérisé leur capacité de fixation des IgA par cytométrie en flux (figure III.10E). L absence
d’altération de la fixation des SIgA a la surface de ces cellules montre que I’interaction

physique entre SIgA et SCAMP3 n’est pas directe.
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En conclusion, les données obtenues par IP, PLA et MS indiquent que SCAMP3
interagit physiquement avec les SIgA. Néanmoins, les résultats de cytométrie en flux et de

FRET écartent la possibilité que cette interaction soit directe.

Figure 111.10
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Figure II1.10 : Etude de Pinteraction entre SCAMP3 et les IgA sur les cellules Caco-2 TC7. (A) Des suspensions cellulaires
ont été incubées en présence ou non d’IgA (200 — 500 pg.ml™) puis lysées en tampon d’IP. Une co-IP a ensuite été réalisée a I’aide
d’IgG anti-IgA (en haut) ou d’IgG anti-SCAMP3 (en bas) et les protéines éluées ont été analysées par western-blot. En haut, la
membrane a été révélée a 1’aide d’un anticorps anti-SCAMP3 (n = 3). En bas, la membrane a été révélée a 1’aide d’un anticorps
anti-IgA (n = 2). (B) Etude de la proximité entre SCAMP3 et les IgA (200 pg.ml™') par PLA, en microscopie confocale. A gauche,
images représentatives de chacune des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les
interactions de proximité SCAMP3-IgA (points rouges). A droite, diagramme en batons indiquant le nombre d’interactions
SCAMP3-IgA par cellule, quantifié a I’aide du module « Spot detector » du logiciel Icy. Chaque symbole représente une
expérience indépendante (médiane, n = 2 — 3). Le nombre d’interactions SCAMP3-IgA a été normalisé par rapport a la condition
réalisée en présence de SIgA. (C) Diagramme en baton représentant le temps de vie du fluorochrome donneur (Tau) obtenu par
FRET-FLIM et calculé par modélisation biexponentielle de la courbe de décroissance de fluorescence, pour chacune des
conditions en présence ou non d’IgA (250 ug.ml™) (diagramme représentatif de trois expériences). (D) Evaluation par western-blot
de ’expression de SCAMP3 dans les cellules contrdles et dans les deux lignées inactivées par la technologie CRISPR-Cas9. (E) A
gauche, histogrammes représentatif de la fixation de différentes formes d’IgA (200 ug.ml™) sur les cellules controles (en noir) et
déficientes en SCAMP3 (en bleus clair et foncé) par cytométrie en flux. A droite, diagramme en batons montrant la MFI de
fixation des IgA, normalisée par rapport a la fixation des SIgA sur les cellules controles. Chaque symbole représente une
expérience indépendante (médiane, n = 2 — 3). NT : Cellules incubées en absence d’IgA (non traitées) ; pIgAly: pIgAl issues de
myélome. MFI : Intensité de fluorescence médiane.
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3.2.B-cell receptor-associated protein 31 (BCAP31).

BCAP31 (~28 kDa) est une protéine ubiquitaire composée de trois domaines

transmembranaires dont I’extrémité C,. est cytosolique (figure III1.9B). BCAP31 est

ter
abondamment retrouvée dans le réticulum endoplasmique (RE) ou elle opere en tant que
chaperonne de nombreuses protéines comme la cellubrévine, le CFTR (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) ou I’IgD membranaire (Annaert et al., 1997; Lambert
et al., 2001; Schamel et al., 2003). BCAP31 régule aussi la dégradation protéique associée au
RE (ERAD) ainsi que 1’export de protéines a la membrane plasmique comme 1’intégrine [3,
CD11b/CD18 ou le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)-I (Abe et al., 2009; Wang
et al., 2008; Zen et al., 2004). Enfin, BCAP31 est impliqué dans le déclenchement de
I’apoptose induite par le stress du RE (Namba et al., 2013). L’expression de BCAP31 a la
membrane plasmique a récemment été montrée a la surface des PNN et des cellules souches
embryonnaires humaines (hESC) (Bartee et al., 2010; Kim et al., 2015). De manicre
a la surface

intéressante, BCAP31 présente une topologie inversée et expose son extrémité C

des hESC (figure II1.9B) (Kim et al., 2015).

ter

Comme nous 1’avons fait pour SCAMP3, nous avons d’abord vérifié les résultats
obtenus par MS a I’aide de différentes techniques. Par IP, nous avons confirmé que BCAP31
interagit physiquement avec les SIgA tandis qu’une interaction semble aussi présente avec les
mlgA, mais dans une moindre une mesure (figure III.11A). Les expériences de PLA ont
confirmé I’interaction entre les SIgA et BCAP31, et beaucoup plus faiblement avec les mIgA
(figure III.11B). En revanche, cette derniere technique indique que malgré 1’absence
d’interaction physique détectable par IP, BCAP31 se trouve a proximité des complexes
CD71-plgAly,.

Nous avons généré deux lignées cellulaires déficientes en BCAP31 afin d’évaluer sa
capacité d’interaction avec les IgA par cytométrie en flux (figure III.11C). L’absence de
différence par rapport aux cellules controles montre que BCAP31 n’est pas nécessaire a la

fixation des IgA a la surface des cellules Caco-2 TC7 (figure III.11D).

L’ensemble de ces données indique que BCAP31 est un partenaire du complexe

protéique interagissant physiquement, mais de maniere indirecte, avec les SIgA.
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Figure lll.11
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Figure I11.11 : Etude de I’interaction entre BCAP31 et les IgA dans les cellules Caco-2 TC7. (A) Des suspensions cellulaires
ont été incubées en présence ou non d’IgA (200 pug.ml™') puis lysées en tampon d’IP. Une co-IP a ensuite été réalisée a 1’aide
d’IgG anti-IgA et les protéines éluées ont été analysées par western-blot. La membrane a été révélée a I’aide d’un anticorps anti-
BCAP31 (a gauche). A droite, diagramme en batons des quantifications des bandes révélées par 1’anticorps anti-BCAP31. Les
quantifications ont été réalisées a 1’aide du logiciel ImageJ et normalisées par rapport a la condition réalisée en présence de SIgA.
Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 3). (B) Etude de la proximité entre BCAP31 et les IgA
(250 pg.ml™) par PLA, en microscopie confocale. A gauche, images représentatives de chacune des conditions sur lesquelles
apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximité BCAP31-IgA (points rouges). A droite,
diagramme en batons indiquant le nombre d’interactions BCAP31-IgA par cellule, quantifié a I’aide du module « Spot detector »
du logiciel Icy. Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 2). Le nombre d’interactions BCAP31-
IgA a été normalisé par rapport a la condition réalisée en présence de SIgA. (C) Evaluation par western-blot de ’expression de
BCAP31 dans les cellules contrdles et dans deux lignées inactivées par la technologie CRISPR-Cas9. (D) Histogrammes
représentatifs de la fixation de différentes formes d’IgA (200 pug.ml”) sur les cellules contrdles (en noir) et déficientes en BCAP31
(en violet) par cytométrie en flux (histogramme représentatif, n = 2). NT : Cellules incubées en absence d’IgA (non traitées) ;
plgAly: pIgAl issues de myélome.
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3.3. Histocompatibility minor 13 (HM13).

HM13 (aussi nommée peptidase de peptide signal, SPP) est une protéine d’environ 41
kDa (377 aa) constituée de neuf domaines transmembranaires, dotée d’une activité aspartyl
protéase intramembranaire (figure II1.9C) (Friedmann et al., 2004; Weihofen et al., 2002).
HM13 exerce sa fonction enzymatique lorsqu’il est sous forme homotétramérique (Miyashita

et al., 2011). La présence d’un motif peptidique KKEK en C,., de l'isoforme o (SPPa)

ter
majoritaire explique sa caractérisation initiale comme protéine résidente du RE (Weihofen et
al., 2002). De par son activit¢ enzymatique, HMI13 est impliqué dans de nombreux
mécanismes cellulaires comme le clivage de peptides signaux de récepteurs
transmembranaires de type II aprés un premier clivage par une signal peptidase, la
dégradation de protéines par la voie ERAD ainsi que la maturation de protéines virales (Chen
et al., 2014; McLauchlan et al., 2002; Weihofen et al., 2002). De maniére intéressante, HM13
est aussi capable de former d’importants complexes oligomériques (200 — 600 kDa),
indépendamment de son activité aspartyl protéase (Schrul et al., 2010). En 2006, une seconde
isoforme de HM13 (SPPQ) a été décrite chez la souris. SPPP (~43 kDa, 394 aa) est identique

a SPPa pour les acides aminés 1 a 347 mais son extrémité C,, differe et ne possede pas de

ter
motif de rétention dans le RE (figure III.9C) (Urny et al., 2006). De maniere intéressante,
Urny et collégues ont montré que SPPP, mais pas SPPa, est exprimé a la membrane
plasmique (Urny et al., 2006). SPP a aussi été mis en évidence chez I'Homme, ce qui
suggere, a I’image de son orthologue murin, I’expression de cette isoforme de HM13 a la

surface des cellules humaines. A ce jour, aucune fonction n’a été attribuée a SPPp.

Pour ce troisieme candidat, nous avons entrepris la méme démarche que pour les deux
candidats précédents, a 1’aide d’un anticorps polyclonal capable de réagir avec les deux
isoformes de HM13. Comme dans le cas de BCAP31, I’étude par IP montre que HM13
interagit physiquement avec les SIgA, dans une moindre mesure avec les mIgA, mais pas
avec les pIgAl,, (figure III.12A). Les données de PLA indiquent la proximité entre HM13 et
les trois formes d’IgA testées (figure III.12B). Les interactions sont néanmoins 2,5 fois plus
nombreuses en présence de pIgAl,, et de SIgA qu’en présence de mIgA. Nous avons généré
deux lignées déficientes en HM13 a 1’aide d’ARN guides ciblant des séquences conservées
entre les isoformes SPPa et SPPf3 (figure I11.12C) et avons montré que les cellules déficientes
en HM13 ne présentent aucune altération de la fixation des IgA par cytométrie en flux (figure

M1.12D).
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Ces résultats permettent d’établir que HM 13 est membre du complexe protéique liant
les SIgA a la surface cellulaire mais indiquent qu’il n’est pas directement impliqué dans la
fixation des SIgA. L’anticorps utilisé dans ces expériences ne permet toutefois pas de

déterminer quelle(s) isoforme(s) de HM13 interagi(ssen)t avec les SIgA.

Figure l11.12
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Figure II1.12 : Etude de Pinteraction entre HM13 et les IgA dans les cellules Caco-2 TC7. (A) Des suspensions cellulaires ont
été incubées en présence ou non d’IgA (200 pug.ml™) puis lysées en tampon d’IP. Une co-IP a ensuite été réalisée a 1’aide d’IgG
anti-IgA et les protéines éluées ont été analysées par western-blot. La membrane a été révélée a I’aide d’un anticorps anti-HM 13 (a
gauche). A droite, diagramme en batons des quantifications des bandes révélées par I’anticorps anti-HM13. Les quantifications ont
été réalisées a 1’aide du logiciel ImageJ et normalisées par rapport a la condition réalisée en présence de SIgA. Chaque symbole
représente une expérience indépendante (médiane, n = 4). (B) Etude de la proximité entre HM13 et les IgA (250 ug.ml™) par PLA,
en microscopie confocale. A gauche, images représentatives de chacune des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux
cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximité HM13-IgA (points rouges). A droite, diagramme en batons indiquant le
nombre d’interactions HM13-IgA par cellule, quantifié a I’aide du module « Spot detector » du logiciel Icy. Chaque symbole
représente une expérience indépendante (médiane, n = 2). Le nombre d’interactions HM13-IgA a été normalisé par rapport a la
condition réalisée en présence de SIgA. (C) Evaluation par western-blot de 1’expression de HM13 dans les cellules controles et
dans deux lignées inactivées par la technologie CRISPR-Cas9. (D) Histogrammes représentatifs de la fixation de différentes
formes d’IgA (200 ug.ml™) sur les cellules controles (en noir) et déficientes en HM13 (en vert) par cytométrie en flux (n = 2).
NT : Cellules incubées en absence d’IgA (non traitées) ; pIgAly: pIgAl issues de myélome.
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En conclusion de cette partie, nous avons identifié et caractérisé trois nouvelles
protéines capables d’interagir physiquement, mais de maniére indirecte, avec les SIgA a la
surface des IEC Caco-2 TC7. Notre stratégie par IP-MS ne nous a néanmoins pas permis
d’identifier le partenaire direct des SIgA. Pour y parvenir, nous avons entrepris deux
nouvelles approches dont les résultats ne sont pas connus a ce jour (voir Discussion). En
complément de ces expériences, nous nous sommes attachés a préciser les liens entre ces
différents partenaires afin de mieux caractériser 1’organisation du complexe de fixation des

SIgA.

4. Organisation du complexe de fixation des SIgA.

4.1.Dynamique de I’interaction entre SCAMP3, CD71 et les IgA.

Dans un premier temps, nous nous sommes demandés si les différents partenaires des
SIgA interagissent entre eux a I’état basal. Par IP et PLA, nous avons montré que CD71 et
SCAMP3 interagissent physiquement en 1’absence d’IgA (figure III.13A-B). Des données
préliminaires par IP suggerent que CD71 et BCAP31 interagissent aussi physiquement a 1’état
basal (données non montrées). HM13 et BCAP31 ayant récemment été identifiés par MS,
I’interaction de ces deux protéines entre elles et avec CD71 et SCAMP3 en 1’absence d’IgA
reste a évaluer.

De maniere intéressante, la stimulation des cellules par les pIgAl,, et les SIgA
augmente la quantité d’interactions SCAMP3-CD71 observées en PLA tandis qu’aucune
différence n’apparait par IP (figure III.13B). Cette absence de corrélation entre IP et PLA
suggere que la fixation des pIgA1l,, et des SIgA induit le regroupement de CD71 et SCAMP3
au sein de complexes multimériques [CD71,:SCAMP3 |, par agrégation d’oligomeres

(CD71),:(SCAMP3), d€ja constitués (n €tant variable, pour x et y constants) (figure II1.13C).
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Figure 111.13
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Figure I11.13 : Etude de Uinteraction entre SCAMP3 et CD71 dans les cellules Caco-2 TC7. (A) Des suspensions cellulaires
ont été incubées en présence ou non d’IgA (200 pug.ml™) puis lysées en tampon d’IP. Une co-IP a ensuite été réalisée a 1’aide
d’IgG anti-SCAMP3 (en haut) ou d’IgG anti-CD71 (en bas) et les protéines éluées ont été€ analysées par western-blot. En haut, la
membrane a été révélée a 1’aide d’un anticorps anti-CD71 (n = 3). En bas, la membrane a été révélée a 1’aide d’un anticorps anti-
SCAMP3 (n = = 4). (B) Etude de la proximité entre SCAMP3 et CD71 par PLA en présence ou non d’IgA (250 pug.ml"), en
microscopie confocale. A gauche, images représentatives de chacune des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux
cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximité SCAMP3-CD71 (points rouges). A droite, diagramme en batons
indiquant le nombre d’interactions SCAMP3-CD71 par cellule, quantifié a 1’aide du module « Spot detector » du logiciel Icy.
Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 3). Le nombre d’interactions HM13-IgA a été normalisé
par rapport a la condition réalisée en présence de SIgA. (C) Schéma hypothétique de 1’oligomérisation des complexes CD71-
SCAMP3 en présence de pIgAl,, et de SIgA, d’apres les données d’IP et de PLA.
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L’étude par IP de I’interaction entre SCAMP3 et les SIgA sur les cellules TFRC_em
montre un défaut de recrutement de SCAMP3 de I’ordre de 70% au sein du complexe de
fixation des SIgA (figure III.14A). De la méme maniere, le nombre d’interactions SCAMP3-
SIgA diminue de 80% dans les cellules TFRC_em (figure III1.14B). Ces résultats indiquent
que CD71 est nécessaire au recrutement de SCAMP3 au sein du complexe protéique, ainsi
qu’a I’interaction physique entre SCAMP3 et les SIgA (figure I11.14C).
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Figure I11.14 : Etude de Pinteraction entre SCAMP3 et les IgA sur les cellules TFRC_em. (A) Des suspensions de cellules
controles et TFRC_em ont ét€ incubées en présence ou non de SIgA (200 pg.ml™) puis lysées en tampon d’TP. Une co-IP a ensuite
été réalisée a 1’aide de (Fab’), anti-IgA et les protéines éluées ont été analysées par western-blot. A gauche, la membrane a été
révélée a ’aide d’anticorps anti-CD71, anti-IgA (chaine lourde) et anti-GAPDH. A droite, diagramme en batons représentant la
quantification des bandes révélées par 1’anticorps anti-SCAMP3, rapportée a la quantification des bandes révélées par 1’anticorps
anti-IgA. Les quantifications ont été réalisées a 1’aide du logiciel ImageJ et normalisées par rapport aux cellules contrdles incubées
en présence de SIgA. Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 5). (B) Etude de la proximité entre
SCAMP3 et les IgA (250 pg.ml") par PLA, en microscopie confocale. A gauche, images représentatives de chacune des
conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximité SCAMP3-IgA (points
rouges). A droite, diagramme en bétons indiquant le nombre d’interactions SCAMP3-IgA par cellule, quantifié a I’aide du module
« Spot detector » du logiciel Icy. Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 2 — 4). Le nombre
d’interactions SCAMP3-IgA a été normalisé par rapport aux cellules contrdles incubées en présence de SIgA. (C) Schéma
hypothétique illustrant le réle de CD71 dans le recrutement de SCAMP3 au sein du complexe de fixation des SIgA. Le point
d’interrogation indique le récepteur direct aux SIgA non identifié. 1




Réciproquement, nous avons voulu savoir si SCAMP3 influence le recrutement de
CD71. Pour ce faire, nous avons comparé I'IP de CD71 par les pIgAl,, sur les cellules
controles et SCAMP3*° (figure III.15A). Aucune différence n’apparait entre ces deux
conditions, suggérant que SCAMP3 n’est pas impliqué dans l’interaction physique entre
CD71 et les plgAly,. En revanche, aucune interaction entre CD71 et les pIgAl,, ou les SIgA
n’est détectée par PLA et FRET dans les cellules SCAMP3*° (figure I11.15B-C). Ces résultats
sont tres surprenants compte-tenu de 1’absence d’altération de la fixation des IgA sur les
cellules SCAMP3*® par cytométrie en flux (figure III.10E). Néanmoins, les interactions
CD71-plgAl,, et CD71-SIgA n’ont pas été totalement abolies dans une des trois expériences
de FRET (symbolisée par le disque rouge sur la figure III.15C). Dans cette expérience,
I’intensité de FRET CD71-IgA obtenue sur les cellules controles est tres élevée (Tau < 2,0
ns), et des interactions CD71-pIgAl,, et CD71-SIgA résiduelles (Tau ~2,6 ns) sont détectées
sur les cellules SCAMP3*°,

L’ensemble de ces résultats indique que les interactions CD71-pIgAl,, et CD71-SIgA

sont toujours présentes sur les cellules SCAMP3*©

mais suggere un défaut de formation des
complexes protéiques permettant I’amplification et la détection du signal en PLA et en FRET.
Cette hypothese selon laquelle SCAMP3 serait nécessaire a 1’oligomérisation des complexes
protéiques a la surface (figure III.15D) est confortée par la capacité de SCAMP3 a former des
homodimeres stables, comme le suggerent nos résultats de western-blot et les données de la

littérature (figure supplémentaire 2A) (Singleton et al., 1997).
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Figure 111.15
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Figure II1.15 : Etude de I'interaction entre CD71 et les IgA sur les cellules SCAMP3X°, (A) Des suspensions de cellules
controles et SCAMP3*® ont été incubées en présence ou non de pIgA (200 pg.ml”) puis lysées en tampon d’IP. Une co-IP a
ensuite été réalisée a 1’aide de (Fab’), anti-IgA et les protéines éluées ont été analysées par western-blot. La membrane a été
révélée a I’aide d’anticorps anti-CD71, anti-IgA (chaine lourde) et anti-GAPDH (médiane, n = 2). (B) Etude de la proximité entre
CD71 et les IgA (250 pg.ml") par PLA, en microscopie confocale. A gauche, images représentatives de chacune des conditions
sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximité CD71-IgA (points rouges). A
droite, diagramme en bétons indiquant le nombre d’interactions CD71-IgA par cellule, quantifié a 1’aide du module « Spot
detector » du logiciel Icy. Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 3 —4). Le nombre d’interactions
CD71-IgA a été normalisé par rapport aux cellules contrdles incubées en présence de SIgA. (C) Diagramme en batons
représentant le temps de vie du fluorochrome donneur (Tau) obtenu par FRET-FLIM et calculé pour les cellules controles (en
noir) et SCAMP3*? incubées ou non en présence d’IgA (250 pg.ml'). Chaque symbole représente une expérience indépendante
(médiane, n = 3). Les valeurs symbolisées par les disques rouges ont été réalisées au sein de la méme expérience. (D) Schéma
hypothétique illustrant le réle de SCAMP3 dans la formation d’oligomeres de complexes protéiques d’IgA, nécessaire a la
détection de signaux par PLA et FRET-FLIM.
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4.2.Dynamique de ’'interaction entre HM13, BCAP31 et les IgA.

Le manque présent de données concernant les interactions HM13-SIgA et BCAP31-
SIgA rend difficile de définir précisément leur position et leur réle dans I’organisation du
complexe. Néanmoins, nos résultats préliminaires obtenus par PLA sur cellules TFRC_em et
SCAMP3*° suggerent que CD71 est nécessaire 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 I’'implication de CD71 dans le recrutement de SCAMP3 (figure
II1.14A), I’absence d’altération de I’interaction HMI13-IgA sur les cellules SCAMP3*°
suggere que le recrutement de HM 13 est indépendant de 1’oligomérisation, et 1i€ a la présence
de CD71 et/ou d’autres partenaires présents dans le « cceur » du complexe protéique (figure
IV.).

En ce qui concerne les interactions BCAP31-pIgAl,, et BCAP31-SIgA, nos données
préliminaires d’IP indiquant son interaction avec CD71 (lui-méme associé a SCAMP3) a
I’état basal, suggerent son recrutement dans le cceur du complexe protéique par

I’intermédiaire de CD71 et de SCAMP3.

A T’heure actuelle, de nombreuses inconnues persistent concernant chacun des
partenaires du complexe protéique impliqué dans I’interaction avec les pIgAl,, et les SIgA.
Nous avons néanmoins tenté d’élaborer un modele global d’organisation dont les hypotheses

seront justifiées dans la discussion de ce manuscrit (figure IV.1).

110



Figure 111.16
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Figure II1.16 : Etude des interactions HM13-IgA et BCAP31-IgA dans les cellules TFRC_em et SCAMP3X°, (A) Etude de la
proximité entre HM13 et les IgA (250 ug.ml™") par PLA, en microscopie confocale. A gauche, images représentatives de chacune
des conditions sur lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximité HM13-IgA
(points rouges). A droite, diagramme en bétons indiquant le nombre d’interactions HM13-IgA par cellule, quantifié a 1’aide du
module « Spot detector » du logiciel Icy. Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 1 — 3). Le
nombre d’interactions HM13-IgA a été normalisé par rapport aux cellules contrdles incubées en présence de SIgA. (B) Etude de la
proximité entre BCAP31 et les IgA (250 pg.ml’') par PLA. A gauche, images représentatives de chacune des conditions sur
lesquelles apparaissent les noyaux cellulaires (DAPI, en bleu) et les interactions de proximité BCAP31-IgA (points rouges). A
droite, diagramme en batons indiquant le nombre d’interactions BCAP31-IgA par cellule, quantifié a I’aide du module « Spot
detector » du logiciel Icy. Chaque symbole représente une expérience indépendante (médiane, n = 1 — 3). Le nombre d’interactions
BCAP31-IgA a été normalisé par rapport aux cellules contrdles incubées en présence de SIgA.
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5. Role fonctionnel des membres du complexe de fixation des
SIgA.

Compte-tenu du réle de CD71 dans la transcytose inverse des SIgA mis en évidence
par notre laboratoire, nous avons souhaité déterminer I’implication des différents partenaires
identifiés dans I’endocytose des SIgA. Pour ce faire, nous avons d’abord vérifi€ qu’apres
fixation a la surface, les SIgA sont endocytées. La figure III.17A indique qu’apres 10 min a
37°C, une fraction des SIgA colocalise avec le marqueur endosomal précoce EEA1 dans le
cytoplasme. Nous avons alors mis au point un test d’endocytose par cytométrie en flux afin de
permettre une quantification précise de I’endocytose des IgA en fonction du temps.

Dans un premier temps, nous avons €étudié la dynamique d’internalisation des
différentes formes d’IgA sur les cellules controles (figure I11.17B). Pour pouvoir comparer la
vitesse d’endocytose indépendamment de la capacité de fixation des IgA sur les cellules, nous
avons normalisé ce parametre. Cette représentation montre que les SIgA sont plus rapidement
endocytées que les plgAl,, par les cellules Caco-2 TC7. Malgré leur tres faible fixation a la
surface cellulaire, les mIgA sont néanmoins internalisées selon une dynamique similaire aux
SIgA.

L’internalisation des SIgA, complete en 10 min, suggere fortement I’implication d’une
voie d’endocytose active et non passive (beaucoup plus lente et lin€aire). Ce point méritera
néanmoins d’étre confirmé a 1’aide d’inhibiteurs spécifiques de I’endocytose. Par ailleurs,
I’internalisation des SIgA est plus rapide que celle des pIgAl,, dépendante de CD71, ce qui
suggere un mécanisme d’endocytose distinct.

Dans un second temps, nous avons comparé la dynamique d’endocytose des SIgA sur
les différentes lignées cellulaire générées (figure III.17C). De maniére surprenante, aucune
des lignées étudi€es ne présente d’altération de ’internalisation des SIgA, y compris les
cellules déficientes en CD71 et SCAMP3 (cellules double KO).

L’ensemble de ces résultats indique qu’aucun des partenaires identifiés n’intervient
dans la phase initiale d’internalisation du complexe protéique. En outre, I’oligomérisation
induite par SCAMP3 suggérée par nos précédents résultats ne semble pas influencer
I’endocytose des SIgA.

Compte-tenu des roles de SCAMP3 et CD71 décrits dans la littérature et de
I’importance de CD71 dans la transcytose inverse des SIgA, ces protéines pourraient
intervenir plus tardivement, notamment dans 1’orientation du transport intracellulaire des

SIgA (voir Discussion).
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Figure 111.17
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Figure II1.17 : Etude de I’endocytose des IgA par les cellules Caco-2 TC7. (A) Images obtenues en microscopie confocale par
STED sur des cellules controles pré-incubées en présence de SIgA (250 pg.ml™') pendant 60 min sur glace et incubées ou non
pendant 10 min a 37°C. Les cellules ont été fixées en acétone et immunomarquées a 1’aide d’anticorps anti-IgA (a gauche) et anti-
EEAT1 (milieu gauche). Sur I’image superposant les deux immunomarquages (milieu droit), un carré en pointillés blancs indique le
champ grossi sur I’image de droite. Le « ¢ » indique le cytoplasme cellulaire, tandis que la forme circulaire en pointillés blancs
définit la membrane plasmique d’une cellule. (B) Courbes représentant 1’internalisation de différentes formes d’IgA (200 pg.ml™)
par cytométrie en flux sur des cellules contrdles. Le protocole détaillé pour 1’obtention des courbes est présenté dans la partie 3.2
du Matériels et Méthodes (moyenne + SEM, n = 3). (C) A gauche, courbes représentant I’internalisation de SIgA (200 pg.ml™) en
fonction du temps d’incubation & 37°C sur les cellules contrdles (en noir), TFRC_em (en rouge), SCAMP3*® (en bleu) et double
KO (en gris) (moyenne + SEM, n = 1 — 2). A droite, courbes représentant I’internalisation de SIgA (200 ug.ml") en fonction du
temps d’incubation 2 37°C sur les cellules contrdles (en noir), HM13%° (en vert) et BCAP31*° (en violet) (n = 1). La ligne en
pointillés noirs indique le maximum théorique d’internalisation (100%). EEA1 : Early endosome antigen 1 ; pIgAly: pIgAl
issues de myélome ; Double KO : Cellules dépourvues de CD71 et SCAMP3.
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IV. Discussion & Perspectives
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Nos travaux ont permis de réévaluer 'interaction entre CD71 et les IgA humaines a
’aide d’un nouveau modele dépourvu de CD71 de maniére stable. A la différence de
I’approche par petits ARN interférents (siARN) utilisée dans de précédents articles, notre
systtme a |’avantage de permettre la réalisation d’expériences a distance de la transfection
cellulaire et d’éviter tout biais lié aux conséquences aigués de la répression d’expression de
CD71. Néanmoins, CD71 est un récepteur dont les fonctions sont essentielles au métabolisme
cellulaire (Wang et al., 2015). Il est ainsi possible que sur le long terme, les cellules
déficientes en CD71 échappent au mécanisme de répression par acquisition de mutation(s).
Ce mécanisme d’échappement a d’ailleurs ét€é observé lors de notre premiere tentative
d’inactivation (données non montrées), lorsque nous avons utilisé un ARN guide ciblant la
séquence nucléotidique codant les acides aminées 24 a 26 (immédiatement apres le motif
d’endocytose **YTRF>). Les clones cellulaires isolés par dilution limite et cultivés en
I’absence de supplémentation en fer soluble n’ont présenté qu’une réduction d’expression de
CD71, suivie d’une récupération de I’expression apres quelques passages en culture cellulaire.
Le séquencage de la séquence nucléotidique codant le domaine intracellulaire de CD71 a
montré la présence de mutations au site de clivage par I’enzyme Cas9 (données non
montrées). La sélection de clones mutés résulte probablement de la pression de sélection
exercée par les conditions de culture (dilution limite et absence de supplémentation en fer).
Ces événements n’ont pas été observés dans les cellules TFRC_em dont le site ciblé par

I’ ARN guide est un motif conservé entre especes et nécessaire a la fonction du récepteur.

1. Interaction directe entre CD71 et les pIgA.

L’utilisation de ce nouveau modele a confirmé les résultats obtenus par Moura et
collegues sur la capacité de fixation des pIgAl,, par CD71 (Moura et al., 2004). Ces auteurs
ont attribué la capacité de fixation préférentielle des IgA1l a CD71 a leur région charniere et
notamment a la présence de O-glycosylations hypogalactosylées (Moura et al., 2004).
Toutefois, nous avons montré que les IgA2 de myélome (d’un unique patient, d’allotype
IgA2m(1) voir figure supplémentaire 1C) peuvent directement interagir avec CD71, de
maniere comparable aux IgAl de myélome. Cette observation n’est en accord ni avec les

travaux de Moura et collegues ni avec les données chez la souris dont les IgA de structure
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similaire aux IgA2 humaines ne sont pas capables d’interagir avec CD71 (Abed et al., 2014;
Moura et al., 2004).

Les immunoglobulines issues de myélome sont fréquemment anormales, de par leur
structure primaire et/ou leur profil de glycosylations (Despont et al., 1974; Franc et al., 2013).
Ces anomalies pourraient contribuer a expliquer nos résultats. Le clone d’IgA2m(1) que nous
avons utilisé pourrait comporter des mutations a 1’origine d’une modification de sa région
charniere et/ou de I’apparition de sites de O-glycosylations normalement retrouvées sur les
IgA1l. Cette hypothese est suggérée par les travaux de Silvain et collegues qui décrivent un
clone hybride IgA1-IgA2 chez un patient atteint de myélome multiple (Silvain et al., 1993).
Néanmoins, I’approche génétique par mutation des sites de glycosylations des IgA1 réalisée
par Moura et collegues suggere la participation des N-glycosylations des IgAl dans leur
fixation a CD71 (Moura et al., 2004). La similarit¢ des N-glycosylations entre IgAl et
IgA2m(1), ainsi que la fixation du clone IgA2 dans notre étude pourraient conduire a
reconsidérer I’importance relative de la séquence primaire et des O/N-glycosylations dans
I’interaction des IgA avec CD71. L’étude de la fixation d’autres clones d’IgA2 humaines

apparait néanmoins indispensable avant toute reconsidération.

2. Interaction indirecte entre CD71 et les SIgA.

A Taide de différentes techniques a la fois biochimiques et microscopiques, nous
avons montré que CD71 et les SIgA de colostrum humain établissent des interactions de
proximité, mais que celles-ci ne sont pas directes. Compte-tenu des précédentes études du
laboratoire, ces résultats ont constitué la surprise majeure de nos travaux. Dans ce contexte,
nous avons du procéder a une analyse fine des limites de chacune des techniques utilisées afin
de réinterpréter nos données. Pour ce faire, nous avons inclus les mIgA et pIgAl, comme
contrdles négatif et positif d’interaction directe avec CD71. Ces contrdles nous ont permis
d’établir un « seuil de positivité », notamment dans les expériences d’immunoprécipitation ou
nous avons pu constater un bruit de fond qui, en I’absence des conditions mIgA/pIgAl,,,
aurait pu étre interprété comme un signal spécifique. Il en est de méme dans les expériences
de surexpression de CD71 humain en systeme hétérologue ou la fixation des mIgA et des
SIgA a été augmentée d’un facteur proche de deux entre cellules hCD71 et hCD71%, avec une

translation des histogrammes similaire aux mémes cellules incubées en présence d’anticorps
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secondaires seuls. Ce phénomene pourrait étre 1ié au caractere transitoire de la transfection et
de la surexpression de CD71 dont résulterait une altération aigu€ du métabolisme, du cycle
cellulaire et, par conséquent, du protéome de surface (Ozlii et al., 2015). De facon non
exclusive, il est possible que la surexpression de CD71 par transfection entraine 1’apparition
d’interactions artéfactuelles, non retrouvées en systemes plus physiologiques.

La forte résolution du FRET (1 — 10 nm) est généralement utilisée pour démontrer
I’existence d’une interaction directe entre protéines. Cette distance théorique est toutefois a
nuancer selon le dispositif expérimental (Vereb et al., 2011). La détection des SIgA a ’aide
d’un anticorps caprin anti-IgA, lui-méme reconnu par un anticorps fluorescent anti-chevre,
ainsi que de CD71 avec un anticorps de lapin conjugué a un anticorps anti-lapin fluorescent
augmentent de facon importante le risque d’obtenir un signal positif pour des protéines
éloignées de plus de 10 nm. Nous avons testé cette hypothese en remplagant la chaine
d’anticorps anti-IgA par un unique (Fab’), anti-IgA fluorescent, mais les résultats ont été
identiques malgré une intensité de FRET réduite (données non montrées). La démonstration
rigoureuse d’une interaction de moins de 10 nm nécessiterait I’expression d’une protéine de
fusion CD71-GFP, incubée en présence d’IgA directement conjuguées au fluorochrome

accepteur, ce qui n’a pas été réalisé a ce jour.

3. Recherche du(des) protéine(s) responsable(s) de la fixation des
SIgA.

La remise en question de 'interaction directe entre CD71 et SIgA indique la présence
d’(un) autre(s) récepteur(s) aux SIgA a la surface de la lignée cellulaire Caco-2 TC7. Apres
avoir éliminé les protéines déja connues pour interagir avec les IgA, nous avions comme
principale préoccupation de vérifier que la fixation observée est spécifique. En effet, les SIgA
utilisées sont polyclonales, couvrent un large répertoire antigénique, et pourraient présenter
une certaine réactivité vis-a-vis d’antigenes de surface, notamment présents a la surface des
lignées cellulaires utilisées. Cette hypothese est difficile a réfuter mais nous possédons
néanmoins plusieurs arguments a son encontre. Premieérement, les mIgA purifiées de sérums
d’individus sains sont également polyclonales et ne présentent pas le méme niveau de fixation
que les SIgA. Deuxiemement, les SIgA issues de différents distributeurs présentent pour deux
d’entre elles une capacité de fixation identique, et n’entrent en compétition ni avec la BSA ni

avec tout autre isotype d’anticorps y compris des IgM, similaires en termes de polyclonalité et
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de degré d’oligomérisation. Enfin, nous observons une fixation importante et indépendante de
CD71 pour un clone de SIgA chimériques anti-ovalbumine (B Cell Design, Limoges)
(données non montrées).

Une fois ces contrdles réalisés, nous avons entrepris 1’identification de la (des)
protéine(s) responsable(s) de la fixation des SIgA a la surface cellulaire. Notre approche par
IP-MS a permis d’identifier trois nouveaux partenaires de ce complexe protéique : SCAMP3,
BCAP31 et HMI13. L’identité du récepteur direct reste néanmoins inconnue, malgré les
différentes stratégies développées. Les difficultés de I’approche par immunoprécipitation
pourraient étre liées aux caractéristiques physico-chimiques du récepteur putatif, entrainant
son agrégation lors de 1’élution par chauffage en conditions dénaturantes et/ou réductrices.
L’agrégation dépendante du pH et de la température a été caractérisée en détail pour de
nombreuses protéines, notamment pour CD71 dont I’agrégation opere a pH inférieur a 5, ou a
température supérieure a 70°C (Schiiler et al., 1999). Nous avons en effet observé une perte
conséquente de CD71 lorsque 1’élution est réalisée en présence d’agent réducteur (données
non montrées). De telles caractéristiques, combinées a la faible affinité potentielle des SIgA
pour ce récepteur pourraient expliquer les difficultés rencontrées dans son identification.

Pour identifier cette(ces) protéine(s), nous avons entrepris deux nouvelles approches
dont les résultats ne sont pas connus a ce jour. Notre premiere stratégie consiste en
’utilisation d’un agent de réticulation chimique, breveté sous la technologie LRC-TriCEPS™
(Dualsystems Biotech) (Frei et al., 2012). Cette molécule est dotée 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 réagit avec les glycanes oxydés ;
le troisieme est une biotine permettant la purification des complexes. Dans cette approche, les
SIgA sont couplées a 1’agent de réticulation, puis incubées sur des cellules dont les
glycoprotéines de surface ont préalablement ét€ oxydées afin d’établir des liaisons covalentes
entre les SIgA et leur(s) glycorécepteur(s). La purification utilisant le groupement biotine peut
étre conduite dans des conditions plus stringentes que celles requises dans notre stratégie de
co-IP. Les €luats sont ensuite analysés par spectrométrie de masse afin d’identifier les
glycoprotéines retenues. Cette technologie a I’avantage d’augmenter le rapport signal/bruit de
fond (par diminution des contaminants intracellulaires) et de stabiliser des interactions de
faible affinité, deux limites rencontrées dans nos précédentes stratégies.

Notre seconde approche, entreprise par un étudiant en doctorat, consiste en une
version haut débit de la technologie CRISPR-Cas9. Nous allons réaliser un criblage parmi

plus de 19 000 geénes du génome humain, a ’aide d’une bibliotheque d’ARN guides pré-
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établie en vecteur lentiviral (Shalem et al., 2014). Apres transduction par la librairie, les
cellules Caco-2 TC7 qui auront perdu toute capacité de fixer les SIgA seront triées par
cytométrie en flux. Une dernieére étape consistera en ’identification des ARN guide présents
dans les cellules triées, par séquengage de nouvelle génération, ce qui permettra de connaitre
I’identité du(des) gene(s) réprimé(s). Cette derniere stratégie a 1’avantage de reposer sur une
approche génétique, permettant de s’affranchir des limites notamment liées a un faible niveau
d’expression de la protéine recherchée et/ou de caractéristiques physico-chimiques qui

rendraient les approches biochimiques complexes.

4. Modele d’organisation du complexe de fixation des SIgA.

En complément des approches d’identification du(des) récepteur(s) aux SIgA, nous
avons entrepris d’étudier 1’organisation des quatre partenaires du complexe protéique
identifiés a I’heure actuelle : CD71, SCAMP3, BCAP31 et HM13. A la différence de
SCAMP3, identifié¢ a la fin du mois de février, BCAP31 et HM13 ne 1’ont été qu’a la fin du
mois de juin, ce qui explique leur caractérisation encore tres incomplete. La relation entre
SCAMP3 et CD71 a, quant a elle, fait I’objet d’une étude plus approfondie. Alors qu’un seul
article fait mention d’une colocalisation entre SCAMP3 et CD71 au sein de I’endosome, nous
avons montré que ces protéines interagissent physiquement a 1’état basal (figure I111.13A-B)
(Castle, 2005). Ce résultat a été utilisé pour établir le modele proposé (figure IV.1). Du fait de
I’observation d’'un FRET de faible intensité et peu reproductible (données non montrées),
nous n’avons pu conclure a une interaction directe entre SCAMP3 et CD71. En outre, nos
données ne permettent pas de préciser le lieu de cette interaction qui pourrait étre retrouvée a
la surface cellulaire et/ou dans les compartiments de recyclage (endosome, réseau du trans-
Golgi) dans lesquels ces deux protéines sont abondamment retrouvées. Néanmoins,
I’identification de SCAMP3 par IP-MS parmi les protéines de surface biotinylées (figure
II1.8E) suggere qu’au moins une fraction des complexes SCAMP3-CD71 réside a la surface.

Nos résultats obtenus par IP et cytométrie en flux sur cellules SCAMP3*° ont montré
que SCAMP3 n’est pas nécessaire a I’interaction directe des plgAl, avec CD71 (figures
III.10E et III.15A). En revanche, SCAMP3 est requis pour la détection des interactions CD71-
plgAl,, et CD71-SIgA par PLA et FRET (figures III.15B-C). Afin d’expliquer la disparition
des interactions détectées par PLA et FRET entre CD71 et les IgA en 1’absence de SCAMP3,
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nous avons posé I’hypothese que SCAMP3 participe au regroupement de plusieurs « coeurs »
de complexes (figure IV.1). Selon cette hypothese, le regroupement de complexes conduirait
a des amas suffisamment conséquents pour générer un signal détectable par PLA et FRET.
Cette hypothese est supportée par I’expérience de FRET entre CD71 et les IgA symbolisée
par les disques rouges dans la figure III.15C. Dans cette expérience ou un FRET de tres forte
intensité a été observé dans les cellules contrdles, un FRET résiduel a pu étre mis en évidence
sur les cellules SCAMP3*°. L’augmentation des interactions CD71-SCAMP3 par PLA en
présence de plgAl,, et de SIgA (figure II1.13B), alors qu’aucune différence n’est détectée par
IP (figure III.13A), suggere aussi que la formation de complexes protéiques oligomériques
n’affecte pas la steechiométrie entre CD71 et SCAMP3 (figure IV.1).

Pour tester notre hypothése de formation d’oligomeres, nous avons entrepris la
construction de protéines de fusion SCAMP3-GFP et SCAMP3-mCherry dont les séquences
nucléotidiques reliées par la séquence codant un peptide 2A ont été insérées dans un vecteur

lentiviral. La complémentation des cellules SCAMP3*°

par ce vecteur bicistronique permettra
I’expression équimolaire des deux constructions et la détection de FRET intermoléculaire en
cas de dimérisation induite par les SIgA (Tramier et al., 2003). De maniere similaire, nous
pourrons coupler deux préparations de SIgA d’une part a un fluorochrome donneur (p. ex.
Alexa Fluor® 488), d’autre part a un fluorochrome accepteur (p. ex. Alexa Fluor® 555) et les
incuber ensemble afin de voir apparaitre un FRET en cas de formation de complexes
oligomériques a la surface cellulaire. Ces deux approches pourraient aussi contribuer a
déterminer si les oligomeres formés résultent du regroupement de plusieurs « cceurs »,
comportant chacun une molécule de SIgA, ou si les SIgA servent de « pont moléculaire » au
regroupement de plusieurs complexes.

D’un point de vue mécanistique, la formation d’oligomeres pourrait s’expliquer par la
capacité d’homomultimérisation de la majorité des protéines du complexe, notamment de
CD71 (multimeres), de SCAMP3 (dimeres) et de HMI3 (dimeres-tétrameres) (figure
supplémentaire 2A) (Bernhard et al., 2004; Miyashita et al., 2011; Nyborg et al., 2004;

Singleton et al., 1997).

HMI13 (ou SPP) est une protéase dont un des rdles est de cliver les peptides signaux
persistant dans la membrane du RE aprés que I’ectodomaine a ét€¢ éliminé par un premier
clivage effectué par une peptidase du signal. De par la topologie de son domaine catalytique,
HM13 ne clive que les peptides signaux provenant de récepteurs transmembranaires de type II

(Weihofen et al., 2002). La présence de HM13 a aussi été décrite dans des complexes de haut
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poids moléculaires, indépendamment de sa fonction enzymatique (Schrul et al., 2010).
L’existence d’une protéine homologue de HM13, SPPL2b (signal peptide peptidase-like 2b),
capable d’interagir et de dégrader le domaine transmembranaire de CD71 (une fois
I’ectodomaine clivé) permet d’envisager 1’association entre HM13 et CD71 au sein du
complexe protéique (figure IV.1) (Zahn et al., 2013). Dans le contexte du complexe de
fixation des IgA, HM13 s’associerait avec CD71, mais la présence de I’ectodomaine de CD71
empécherait toute activité enzymatique de HM13. Cette hypotheése expliquerait les résultats
de PLA qui montrent I’interaction entre HM13 et les IgA dans les cellules contrdles et
SCAMP3¥°, mais pas dans les cellules TFRC_em. Dans I’ensemble, ces résultats
préliminaires conduisent a suggérer que CD71 (mais pas SCAMP3) est nécessaire au
recrutement de HM13 dans les complexes induits par la présence de plgAl,, et de SIgA
(figure II1.16A).

Deux isoformes de HM13 (ou SPP) existent, SPPa et SPPP. Ces deux isoformes sont
respectivement constituées de 377 et 394 aa et sont identiques pour les acides aminés 1 a 347.

Chez la souris, la présence du motif KKEK en C,, de SPPa, absent sur SPPf3 et d’ailleurs

ter
responsable de leur expression respective dans le RE et a la membrane plasmique (Urny et al.,
2006). L’ alignement des séquences codant les isoformes murines et humaines indique une

similarité de s€quence de plus de 97%, notamment a I’extrémité C, (données non montrées).

ter
Ces données suggerent fortement que comme son orthologue murin, SPPf3 humain peut étre
exprimé a la membrane plasmique des cellules Caco-2 TC7. L’inactivation de HM13 par
CRISPR-Cas9 a été réalisée a I’aide d’un ARN guide ciblant une région conservée entre les
deux isoformes. Cependant, 1’anticorps polyclonal utilisé en western-blot a été généré par
immunisation de lapins contre la séquence 327-377 de SPPa et ne permet pas de distinguer
quelle(s) isoforme(s) est(sont) immunoprécipitée(s) par les SIgA (les poids moléculaires
théorique de 41 et 43 kDa étant trop proches). Afin de différencier ces deux isoformes, nous
avons prévu de complémenter les cellules HM13"° par transduction lentivirale de chacune des
isoformes fusionnées a une séquence peptidique FLAG (DYKDDDDK). Ces cellules

complémentées exprimant sélectivement chacune des isoformes pourront ensuite €tre utilisées

dans les expériences de co-IP, de PLA et de FRET.

En ce qui concerne BCAP31, aucune interaction avec les partenaires du complexe n’a
été décrite dans la littérature. Nos données préliminaires par IP suggérent néanmoins son
interaction avec CD71 a I’état basal (données non montrées), tandis que le PLA indique un

recrutement dépendant de SCAMP3 et/ou de CD71 (CD71 étant lui-mé€me nécessaire au
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recrutement de SCAMP3) (figure III.16B). La confrontation de ces données permet de faire
I’hypothese que BCAP31 est associé a CD71 et SCAMP3 a I’état basal, et que son
recrutement dans le «cceur » du complexe est en partie assuré par le complexe CD71-

SCAMP3 (figure 1V.1).

L’ensemble de ces hypotheses nous a permis de générer le modele présenté dans la
figure IV.1. Ce modele permet d’expliquer la majorité de nos données mais ne rend toutefois
pas compte de certaines observations.

Le PLA entre les IgA et les différents partenaires met en évidence un nombre
d’interactions supérieur en présence de SIgA par rapport aux pIgA (figures II1.4A, II1.10B et
III.11B). Cette observation peut aisément s’expliquer par la fixation plus importante des SIgA
a la surface des cellules, dont résulte un plus grand nombre de complexes formés. Néanmoins,
les interactions HM13-IgA (figure III.12B) et CD71-SCAMP3 (figure 1II.13B) échappent a
cette regle. Cette contradiction pourrait étre secondaire a un phénomene de saturation et a la
non linéarité inhérents au caractere semi-quantitatif du PLA. Ces deux limites du PLA ont en
effet ét¢ démontrées dans un modele d’homodimérisation de I’EGFR en réponse a I’EGF,
dont seul le FRET est capable de rendre compte (Mocanu et al., 2011). Au regard des limites
du PLA et de I’absence de données concernant les interactions HM13-plgAl,,, HM13-SIgA et
CD71-SCAMP3 en présence de plgAl,, ou de SIgA par FRET, nous n’avons pas tenu compte

de ces apparentes contradictions dans notre modele.

En outre, notre modele n’explique pas la capacité propre aux SIgA a co-
immunoprécipiter chacun des partenaires du complexe, a I’exception de CD71, tandis que les
plgAl,, se comportent de maniere strictement opposée (figures III1.3C, III.10A, III.11A et
III.12A). En effet, notre dispositif d’IP en lysat total (figure III.3B) montre 1’association
directe de CD71 exclusivement avec les pIgA1l,,.. Nous nous attendions néanmoins a observer
CD71 dans les deux autres dispositifs de co-IP en présence de SIgA, témoignant d’une
interaction indirecte. Cette tendance de CD71 a ne pas étre conservé au sein du complexe
protéique lors des co-IP pourrait €tre lie a ses caractéristiques physico-chimiques, entrainant
son agrégation et sa perte. De fagon non exclusive, I’établissement de liaisons relativement
faibles entre CD71 et les autres membres du complexe protéique pourrait constituer une
seconde explication. Afin de tenir compte de ces observations, nous avons positionné CD71 a
une extrémité du complexe, permettant sa « perte » dans les expériences de co-IP par les

SIgA, tout en conservant les autres membres du complexe (figure IV.1).
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Figure IV.1
Cellule CD71%0 Cellule sauvage Cellule SCAMP3KO

BCAP31

SCAMP3

© +SIgA 5 f + SIgA % E f + SIgA




€ Figure IV.1 : Représentation hypothétique des complexes protéiques formés par les pIgAl,, et les SIgA a la surface des
cellules Caco-2 TC7. Dans les cellules contrdles (en haut au centre), (1) les SIgA interagiraient avec un(des) récepteur(s)
inconnu(s) (disque gris avec un point d’interrogation). (2) La fixation des SIgA induirait le recrutement de complexes protéiques
composés de CD71, SCAMP3 et BCAP31, déja formés a I’état basal. (3) HM13 serait présent au sein des complexes CD71-
SCAMP3-BCAP31 a I’état basal et/ou recruté de maniere dépendante de CD71 pour former le « cceur » du complexe de fixation
des SIgA. (4) L’oligomérisation de plusieurs complexes serait ensuite initiée par SCAMP3, avec la participation potentielle des
autres partenaires et des SIgA dans la stabilisation des oligomeres. Ces agrégats de taille importante seraient ensuite endocytés
selon un mécanisme dépendant du(des) récepteur(s) inconnu(s) et/ou d’autre(s) membre(s) de ces larges agrégats afin d’étre rétro-
transportés a travers I'IEC. Dans les cellules CD71*° (en haut 4 gauche), I’absence de CD71 empécherait la formation des
complexes CD71-SCAMP3-BCAP31 a 1I’état basal et limiterait les complexes aux SIgA fixées a leur(s) récepteur(s) inconnu(s).
Ces complexes de taille réduite sont toutefois correctement endocytés par I'TEC. Dans les cellules SCAMP3*° (en haut i droite),
I’absence de SCAMP3 empécherait la formation des complexes CD71-SCAMP3-BCAP31 a I’état basal. CD71 serait néanmoins
capable d’étre recruté par le complexe de fixation des SIgA et de recruter a son tour HM13. L’absence de SCAMP3 serait
responsable d’un «cceur » de complexe réduit, déficient en BCAP31 et incapable de former des oligomeres, mais dont
I’endocytose n’est pas altérée. Dans les cellules contrdoles (en bas au centre), (1’) Les plgAl,, interagissent directement avec
CD71, présent sous forme de complexes avec SCAMP3 et BCAP31 a I’état basal. (2°) HM13, déja présent au sein des complexes
CD71-SCAMP3-BCAP31 a I’état basal et/ou recruté de maniere dépendante de CD71 viendrait former le « ceeur » du complexe
de fixation des plgAl,. (3’) L’oligomérisation de plusieurs complexes serait ensuite initiée par SCAMP3, avec la participation
potentielle des autres partenaires et des plgAl,, dans la stabilisation des oligomeres. Ces agrégats membranaires de taille
importante seraient ensuite endocytés selon un mécanisme dépendant de CD71 et/ou d’autre(s) partenaire(s) inconnu(s) du
complexe protéique. Dans les cellules CD71%° (en bas a gauche), I’absence de fixation des pIgAl,, prévient toute formation de
complexe. Dans les cellules SCAMP3*° (en bas a droite), les pIgAl,, toujours capables d’interagir avec CD71 et de recruter
HM13, ne pourraient pas recruter BCAP31 ni former d’oligomeres. Ces complexes de taille réduite sont toutefois correctement
endocytés par I'TEC.
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5. Transport du complexe protéique a travers I’'lEC.

La compréhension de 1’organisation de ce complexe protéique devrait contribuer a
mieux appréhender les conséquences fonctionnelles de la fixation des SIgA. En ce sens, le
laboratoire a déja montré que la transcytose inverse de complexes immuns SIgA-gliadines par
I’intermédiaire de CD71 pourrait contribuer a la physiopathologie de la maladie cceliaque
(Lebreton et al., 2012; Matysiak-Budnik et al., 2008). Par conséquent, nous nous sommes
intéressés a 1’endocytose des complexes de SIgA dans notre modele in vitro. Apres avoir
confirmé par microscopie confocale a haute résolution que les SIgA sont endocytées (figure
III.17A), nous avons développé une approche quantitative de I’endocytose par cytométrie en
flux. Cette technique a révélé qu’aucun des partenaires du complexe ne semble participer a
I’endocytose des SIgA. De par son dispositif expérimental (voir partie Méthodologie), notre
approche ne permet toutefois d’explorer que la phase initiale d’internalisation. De ce fait,
nous pensons désormais que les partenaires du complexes participent a 1’orientation
intracellulaire des endosomes durant la transcytose inverse des SIgA. Le déclenchement de
I’internalisation dépendrait quant a lui du(des) récepteur(s) aux SIgA et/ou d’autres
partenaires non encore identifié(s).

Parmi les protéines que nous avons identifiées, CD71 est connue pour participer a
I’endocytose et au recyclage de la transferrine, tandis que SCAMP3 oriente le trafic
intracellulaire de I’EGFR (Epidermal growth factor receptor) (Aisen, 2004; Aoh et al., 2009;
Falguieres et al., 2011).

A I’image du transport de son ligand naturel, CD71 pourrait orienter I’ensemble du
complexe protéique vers les compartiments endosomaux de recyclage (apicaux puis baso-
latéraux) et ainsi permettre la transcytose inverse des SIgA. Les travaux passés du laboratoire
ont montré une inhibition partielle de la transcytose inverse des complexes immuns de SIgA
en présence de CD71 soluble (sCD71) (Lebreton et al., 2012; Matysiak-Budnik et al., 2008).
Compte-tenu de 1’absence d’interaction directe entre les SIgA et CD71, nous pouvons
désormais envisager que sCD71 s’associe aux complexes protéiques de surface a la place du
récepteur endogene et que 1’absence de domaine transmembranaire de sCD71 empéche la
correcte orientation intracellulaire du complexe protéique. Cette hypothese pourrait €tre testée
en comparant le trafic intracellulaire du complexe de SIgA entre les cellules CD71%° plus ou
moins supplémentées en sCD71, et les cellules sauvages.

A P’image de I’endocytose des SIgA (figure III.17C), la déficience en SCAMP3

n’affecte pas l'internalisation de ’EGFR (Falguieres et al., 2011). Son role dans le trafic
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intracellulaire de ’EGFR semble néanmoins complexe, avec deux articles aux conclusions
contradictoires (Aoh et al., 2009; Falguieres et al., 2011). La premiére publication par Aoh et
collegues montre que SCAMP3 favorise le recyclage de 'EGFR tandis que les travaux de
Falguieres et collaborateurs indiquent que SCAMP3 promeut sa dégradation lysosomale.
SCAMP3 peut interagir avec les ligases d’ubiquitines de la famille Nedd4 et étre
multimonoubiquitinylé (Aoh et al., 2009). Il peut aussi, indépendamment de son état
d’ubiquitinylation, interagir avec les protéines Hrs et Tsg101 appartenant respectivement a la
machinerie ESCRT-0 et ESCRT-I (Aoh et al., 2009). Le recrutement de la machinerie
ESCRT a la membrane de 1’endosome est impliqué dans la formation de vésicules
intraluminales, générant des corps multi-vésiculaires a destination du lysosome. Ces deux
articles suggerent qu’a travers de complexes interactions avec ses différents partenaires,
SCAMP3 est capable d’orienter un méme récepteur (ici, ’EGFR) selon deux voies
intracellulaires opposées. Falguieres et collegues suggerent que ce mécanisme est dépendant
de I’état d’ubiquitinylation initial de SCAMP3, SCAMP3 ubiquitinylé permettant le recyclage
de ’EGFR. L’ubiquitinylation de SCAMP3, en présence de CD71, pourrait ainsi constituer

un second signal nécessaire a la transcytose inverse des complexes de SIgA a travers I'IEC.

6. Existence et conséquences fonctionnelles de cette interaction in
Vivo.

La capacité des différentes lignées d’IEC de notre étude a fixer les SIgA in vitro
souléve la question de I’existence de ce mécanisme in vivo. Physiologiquement, il est admis
que l’interaction des SIgA avec 1’épithélium intestinal humain est favorisée dans I’intestin
gréle ou I’épaisseur de mucus est relativement fine, et plus particulierement au niveau des
FAE recouvrant les plaques de Peyer et les follicules lymphoides isolés. Comme discuté dans
I’introduction de ce manuscrit, une telle interaction a été décrite il y a quarante ans a la
surface des cellules M (Roy and Varvayanis, 1987). Bien que les travaux de Rochereau et
collegues aient montré que la fixation de SIgA2 conjuguées a I’antigene p24 du VIH implique
le(s) récepteur(s) dectine-1 et/ou siglec-5 (Rochereau et al., 2013), les travaux récents de
Fransen et collaborateurs n’ont pas confirmé ces résultats avec des complexes immuns de
bactéries (Fransen et al., 2015). Dans ce dernier article, I’'incubation de S. typhimurium sur
des cellules Caco-2 en présence de SIgA murines spécifiques (clone Sal4) permet une

internalisation accrue de bactéries comparée aux IgA Sal4 non sécrétoires. Ces résultats
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suggerent ’existence d’un (d’)autre(s) récepteur(s) aux IgA que dectine-1/siglec-5,
respectivement tres faiblement et non exprimés par les cellules Caco-2 (figure III.6A et
(Fransen et al., 2015)). En outre, le(s) récepteur(s) caractérisé(s) a la surface des cellules
Caco-2 dans cet article et par nos travaux semble(nt) avoir une affinité accrue pour les SIgA,
ce qui le(s) distingue encore de dectine-1 et siglec-5. Néanmoins, 1’utilisation d’IgA murines
dans ces expériences rend difficile toute comparaison avec nos données. La capacité de ce(s)
récepteur(s) a permettre la transcytose inverse de complexes immuns de SIgA in vivo est

toutefois réminiscente de celle décrite dans les travaux publiés par notre laboratoire.

L’existence de la fixation et de la transcytose inverse de SIgA par 1’épithélium
intestinal a en effet ét€¢ amplement démontrée par notre laboratoire dans le contexte de la
maladie cceliaque (Abed et al., 2014; Lebreton et al., 2012; Matysiak-Budnik et al., 2008).
Pour les patients cceliaques actifs comme dans le modele murin développé par Abed et
collegues, I’expression de CD71 au pdle apical des entérocytes apparait nécessaire a la
transcytose inverse des complexes de SIgA (Abed et al., 2014). En outre, ce modele murin
montre I’'importance du transport protégé dans la rupture de tolérance vis-a-vis de I’antigéne
alimentaire ovalbumine. La rupture de tolérance n’est pas liée a 1’absorption massive
d’antigenes alimentaires, dont on sait depuis plus de cent ans qu’elle méne au mécanisme de
tolérance orale (Wells and Osborne, 1911). Par conséquent, un signal de danger doit étre
associé a la transcytose des SIgA pour expliquer les observations faites chez la souris, et
potentiellement chez les patients cceliaques.

CD71 pourrait fournir ce signal de danger comme cela a été rapporté dans la
néphropathie a IgA. Plusieurs études ont montré que 1’interaction entre les pIgAl et CD71 a
la surface des cellules mésangiales humaines (HMC) induit la production d’IL-6 selon un
mécanisme dépendant de la voie MAPK (Mitogen-activated protein kinases) et du récepteur a
I’angiotensine I (Moura et al., 2005; Tamouza et al., 2012b). En outre, Oortwijn et collegues
ont caractéris€ un récepteur aux SIgA a la surface des HMC dont la description ressemble en
tout point au(x) récepteur(s) que nous recherchons (Oortwijn et al., 2006a). De maniere
intéressante, la fixation des SIgA sur ces cellules est aussi capable d’induire la production
d’IL-6. L’ensemble de ces résultats suggere qu’a la surface des HMC, pIgAl et SIgA
convergent vers les mémes voies de signalisation a travers deux récepteurs distincts. Cette
distinction ne pourrait étre que superficielle et engager une méme plateforme protéique,

similaire a celle décrite par nos travaux. Réciproquement, la production d’IL-6 par les IEC en
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présence de SIgA pourrait fournir le signal de danger nécessaire a la rupture de tolérance au
gluten dans la maladie ceeliaque.

A la lueur de ces similarités entre maladie cceliaque et néphropathie a IgA, la
plateforme protéique caractérisée par nos travaux pourrait une fois de plus réunir ces deux
pathologies qui, bien que cliniquement tres différentes, partagent de nombreux mécanismes

physiopathologiques communs.
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V. Conclusion
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En conclusion, I’ensemble des résultats prolonge les travaux du laboratoire analysant
I’interaction entre les SIgA et CD71 au pole apical de 'IEC dans la physiopathologie de la
maladie cceliaque. Néanmoins, les nouvelles données obtenues conduisent a réviser le role de
CD71 en montrant qu’il n’est pas le récepteur aux SIgA mais membre d’un large complexe
protéique associé a un (des) récepteur(s) aux SIgA encore inconnu(s). Les travaux effectués,
basés sur I'immunoprécipitation et la spectrométrie de masse, ont permis d’identifier trois
nouveaux partenaires de ce complexe de fixation des SIgA : SCAMP3, BCAP31 et HM13.
Aucune de ces protéines ne s’est révélée étre le récepteur aux SIgA. Nous avons néanmoins
initi€é I’analyse des interactions au sein du complexe, et montré que SCAMP3 et CD71
interagissent a 1’état basal et qu’ils sont recrutés en réponse a la fixation des SIgA. Nos résultats
suggerent aussi que SCAMP3 participe au regroupement de surface de complexes d’IgA sous
forme de larges oligomeres. En outre, nous avons confirmé les données publiées par le
laboratoire montrant que les SIgA fixées a la surface des IEC sont rapidement endocytées. Les
données obtenues indiquent toutefois que I’endocytose observée est indépendante de CD71 et
des autres partenaires protéiques identifiés. Compte-tenu du role établi de SCAMP3 dans le
trafic intracellulaire et des données antérieures du laboratoire sur 1’orientation dans la voie de
recyclage des SIgA associées a CD71, une hypothese plausible est le role de 1’un ou de plusieurs
membre(s) du complexe dans I’orientation du trafic intracellulaire des complexes d’IgA.

La priorité des prochaines études est d’identifier le(s) récepteur(s) aux SIgA a la surface
des IEC. Il sera aussi nécessaire de déterminer le réle de chacun des partenaires identifiés,
notamment dans le contexte de la transcytose inverse de SIgA et de ’activation potentielle de
voies de signalisation entérocytaires.

Ces données apportent un nouvel exemple de la tres grande complexité des interactions
développées par les IgA avec leurs partenaires cellulaires et illustrent comment les subtiles
différences structurales entre pIgA et SIgA contribuent a cette complexité. Ces observations
conduisent a s’interroger sur les avantages conférés par cette complexité qui ont pu conduire a sa
persistance voire a sa sélection au cours de I’évolution. Il est possible que la capacité des IgA a
interagir avec un tres grand nombre de structures participe a leur fonction de protection contre
les microorganismes présents dans la lumiere des muqueuses. Leur capacité a interagir de fagcon
croisée avec différents microbes a ainsi été mise en évidence dans de nombreux travaux. A
I’inverse, se pose la question du risque conféré par cette promiscuité d’interactions. Ce risque est
illustré par le role des IgA dans la néphropathie a IgA. Il contribue probablement aussi a la
pathogénie de la maladie ceeliaque. Des travaux complémentaires seront néanmoins nécessaires

pour définir le role exact des SIgA dans cette maladie.
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Figure supplémentaire 1
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Figure supplémentaire 1 : Séparation des différentes formes d’IgA a partir des échantillons commerciaux. (A, B, C) Les
IgA sériques d’individus sains, ainsi que les IgA1 et [gA2 de myélome ont été séparées par chromatographie d’exclusion stérique
(profil d’élution a gauche) et les fractions contenant les IgA monomériques d’une part, et les IgA polymériques d’autre part ont été
regroupées (regroupements indiqués par les mentions « IgA polymériques » et « IgA monomériques » au-dessus des graphiques).
Pour chaque échantillon d’IgA, 500 ng des différentes fractions ont été mis a migrer en SDS-PAGE en conditions dénaturantes
non réductrices, et la membrane a été révélée par un anticorps anti-IgA (chaine lourde) afin de déterminer les fractions comportant
des IgA monomériques et/ou polymériques. (C) A droite, la fleche rouge indique la présence de diméres de chaines lourdes,
permettant de préciser que cet échantillon d’IgA2 est d’allotype IgA2m(1). (D) Les SIgA issues de colostrum ont été séparées par
chromatographie d’exclusion stérique (profil d’élution a gauche) et les fractions A4 a B11 ont été regroupées. La chalne lourde
d’IgA et la piece sécrétoire (SC) ont été révélées apres migration en SDS-PAGE en présence ou non de [3-mercaptoéthanol (-
ME), a I’aide d’anticorps spécifiques.
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Figure supplémentaire 2
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Figure supplémentaire 2 : SCAMP3 semble former des dimeres stables dans les cellules Caco-2 TC7. Les cellules Caco-2
TC7 ont été lysées en tampon de lyse contenant 1% de Brij O10 ou en tampon RIPA et 20 ug de protéines ont été mis a migrer en
SDS-PAGE en conditions dénaturantes et réductrices (5% [3-ME). La révélation des membranes & I’aide d’un anticorps spécifique
de SCAMP3 indique la présence de monomeres (~35 kDa) et de dimeres (60 — 70 kDa) absents sur les cellules SCAMP3*° (non
montré).
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Résumé

Parmi les cinq isotypes d’anticorps présents chez I’ Homme, les immunoglobulines A (IgA)
prédominent dans les muqueuses. Les IgA sont produites dans le chorion sous forme
majoritairement polymérique (pIgA) et sécrétées dans la lumiere des muqueuses. Leur transport
trans-€épithélial est assuré par le récepteur aux immunoglobulines polymériques (pIgR), exprimé au
pole basal des épithéliums. Les pIgA ainsi sécrétées conservent le domaine extracellulaire du pIgR
et sont appelées IgA sécrétoires (SIgA).

Une fonction essentielle des SIgA intestinales est de maintenir microorganismes et antigenes
alimentaires dans la lumiere des muqueuses afin d’empécher leur pénétration dans l'organisme.
Néanmoins, la transcytose inverse des SIgA couplées a des bactéries a été décrite dans les plaques
de Peyer ou elle participe a la génération de la réponse immune contre ces bactéries. En outre, les
travaux passés du laboratoire ont suggéré que le récepteur de la transferrine (CD71), surexprimé au
pole apical des entérocytes chez les patients ceeliaques, interagit avec les SIgA couplées a des
peptides de gliadines et permet leur transcytose inverse a travers 1’épithélium intestinal.

Ce travail de these a eu pour objectif de mieux caractériser 1’interaction SIgA-CD71 dans les
entérocytes humains.

Dans un premier temps, nous avons utilisé la technologie CRISPR-Cas9 pour générer une
lignée cellulaire intestinale humaine (Caco-2 TC7) dépourvue du récepteur CD71 (CD71%°). De
maniere inattendue, nous n’avons observé aucune altération de la fixation des SIgA sur les cellules
Caco-2 CD71"°. Ce résultat nous a amenés a réévaluer le role de CD71 comme récepteur aux SIgA.

Dans un second temps, nous avons vérifié et confirmé que les SIgA interagissent avec
CD71, mais nous avons montré que cette interaction est indirecte. Nous avons ensuite criblé les
récepteurs aux IgA déja décrits dans la littérature et montré qu'aucun n'est responsable de la fixation
des SIgA a la surface des cellules Caco-2 TC7. Ces résultats nous ont amenés a chercher le(s)
autre(s) partenaire(s) du complexe SIgA-CD71. Par immunoprécipitation couplée a la spectrométrie
de masse, nous avons identifié les protéines 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 a nouveau sur la technologie CRIPSR-Cas9,
nous avons montré qu’aucun de ses partenaires n’interagit directement avec les SIgA. Néanmoins,
nos résultats suggerent que SCAMP3 est nécessaire a I’oligomérisation de surface des complexes de
fixation des SIgA. Enfin, I’internalisation des SIgA n'est pas altérée par 1’absence de chacun des
partenaires du complexe, suggérant que leur rdle advient durant le transport trans-épithélial des
SIgA.

L’ensemble de nos travaux montre que les SIgA interagissent avec 1'épithélium intestinal via
un complexe protéique composé d'au moins cinq membres : CD71, SCAMP3, BCAP31, HM13 et
le(s) récepteur(s) inconnu(s) aux SIgA. Ces résultats completent les travaux antérieurs sur le role
physiopathologique des SIgA dans la maladie cceliaque et contribuent a souligner la complexité des
interactions entre IgA et entérocytes. Une question importante sera d’identifier le(s) récepteur(s)
aux SIgA et de déterminer le r6le des partenaires identifiés dans la transcytose inverse des SIgA par
I’entérocyte.

Mots clés : Immunoglobuline A sécrétoire, SIgA, CD71, SCAMP3, BCAP31, HM13, entérocyte




