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Abréviations, acronymes et sigles

Nota bene : Dans un certain nombre de cas, une méme protéine est trouvée avec différents noms dans la
littérature ; le nom retenu dans ce mémoire est celui recommandé dans UniProt (www.uniprot.org).

Aoua
ADN

AID

AP-1
APRIL
ARA2
ARN
ASGPR
ATER
ATG

B

BAFF
BAL
BALT
BCR
BLIMP-1
C1GALTH1
C1GALT1CH
C

CARD
CASPASE
CD

CDR
CMH
CNRS
CpG
CRIBL
CSR

d

D
DAMP
DC
DC-SIGN
DAF
DFG

E

EBV
ELISA
EPO
FAE
Fc

FcRL
FDC
fMLP
FO

FR

Gal
GalNAc
Gal-T
GC

Gd
GlIcNAc

Relatif a 'immunoglobuline A

Acide DésoxyriboNucléique

Activating Induced cytidine Deaminase

Activator Protein-1 (hétérodimere composé de membres des familles c-Fos, c-Jun, ATF, JDP)
A Proliferation-Inducing Ligand (appelée aussi TNFSF13)

Antagoniste des Récepteurs de I'’Angiotensine Il

Acides RiboNucléique

ASialoGlycoProtein Receptor

Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche

Anti-Thymocyte Globulin

cellule B, qui mature dans la Bourse de Fabricius (organe des oiseaux) d’ou le B

B-cell Activating Factor belonging to the TNF Family (appelée aussi TNFSF13B)
BronchoAlveolar Lavage

Bronchus-Associated Lymphoid Tissue

B Cell Receptor

B Lymphocyte-Induced Maturation Protein-1

Core 1 p1,3-GALactosylTransferase 1 (appelée aussi Beta3Gal-T8)

C1GALT1 specific Chaperone 1

1-région ou segment génique codant la région Constante d’une chaine d’immunoglobuline

2- fragment du Complement (Ex. C5a)

Caspase Activation and Recuitment Domain

Cysteinyl-ASPartate-cleaving proteaSE (Ex. CASPASE-4, CASPASE-5, CASPASE-11)
Cluster of Differentiation (Ex. CD5, CD11b, CD14, CD19, CD20, CD38, CD40, CD40L, CD43,
CD71, CD79a, CD79b, CD89, CD138, CD209, CD274, CD351)

Complementary Determining Region

Complexe Majeur d’Histocompatibilité (MHC en anglais)

Centre National de la Recherche Scientifique

ADN riche en nucléotides Cytosine et Guanine non méthylés liés par pont phosphodiester (p)
Contréle de la Réponse Immune B et Lymphoproliférations

Class Switch Recombination (appelée aussi commutation de classe)

dimérique, en référence aux Ig (dig)

segment génique Diversité codant une partie d’'une chaine d'immunoglobuline

Damage Associated Molecular Pattern

Dendritic Cell

DC-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-Integrin

Decay Accelerating Factor

Débit de Filtration Glomérulaire

Endocapillar, en référence au score de prolifération endocapillaire dans la classification
d’Oxford

Epstein-Barr Virus

enzyme-linked sorbent assay

Erythropoiétine

Follicle-Associated Epithelium

Fraction dite cristallisable de la région C des Ig, obtenue par clivage protéolytique. Cette
partie de la région C est celle qui reconnalit les récepteurs des immunoglobulines appelé FcR.
Fc Receptor Like (Ex. FcRL4)

Follicular Dendritic Cells

formyl-méthionine-leucine-phénylalanine

cellule B FOlliculaire

région FRamework

sucre Galactose

sucre N-Acétyl-D-Galactosamine

GalactosylTransferase (Ex. Beta3Gal-T8 appelée aussi C1GALT1, Beta4Gal-T1)

Germinal Center

Gal deficient, en reference aux IgA1 hypogalactosylées

sucre N-Acétyl-D-Glucosamine
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Houh
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IFN
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IGANN
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ILF
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IRF
ITAM

J

Kou k
KDIGO
Kdo

Kl

KO
Loui
LBP
LIGHT

LPS
LRR
m

M

MA
MAC
MAL

MALT
MBL
MD
MICI
miR
MyD88
MZ
NET
NF-kB
N-IgA
NK
NLR
NO

(@)

p

PAF
PAMP
PAS
PD-L1
PMN
PCR
PP

sucre Glucose

Glycosylphosphatidylinositol

Genome-Wide Association Study

Fait référence a la chaine lourde (heavy en anglais) des immunoglobulines
Helix Aspersa Agglutinin

Heat Shock protein (Ex. HSP60, HSP70 ; le nombre correspond a la taille en kDa)
voie intrapéritonéale

voie intratrachéale

voie intraveineuse

Inflammatory Bowel Diseases (MICI en frangais)

Inhibiteur de 'Enzyme de Conversion

InterFeroN

locus des génes d'immunoglobulines (tout en majuscule et italique = convention d’écriture des
genes et loci chez 'homme, sinon chez la souris) ou Immunoglobuline (Ex IgA)
International IgA Nephropathy Network

Interleukine (Ex. IL-1, IL-6, IL-10, IL-17, IL-21)

Isolated Lymphoid Follicle

Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale

IFN Regulatory Factor (Ex. IRF3)

Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif

1-segment génique Jonction codant une partie d’'une chaine d'immunoglobuline
2-protéine appelée chaine Joining

Fait référence a la chaine légere kappa des immunoglobulines

consortium “Kidney Disease : Improving Global Outcomes”

sucre acide Kéto-déoxyoctanate

Knock-In

Knock-Out mouse

Fait référence a la chaine Iégére lambda des immunoglobulines
Lipopolysaccharide Binding Protein

homologous to Lymphotoxin; exhibits Inducible expression and competes with HSV
Glycoprotein D for Herpes virus entry mediator; a receptor expressed onT cells
LipoPolySaccharide bactérien

Leucin Rich Repeat motif

1-messager, en référence aux ARN (ARNm)

2-monomérique, en référence aux Ig (mlg)

1-Microfold cell

2-Mesangial, en référence au score de prolifération mésangiale dans la classification d’Oxford
lectine de Maackia Amurensis

Membrane Attack Complex

MyD88 -for Myeloid Differentiation primary response 88- Adaptor-Like molecule (appelée
aussi TIRAP)

Mucosa-Associated Lymphoid Tissue

Mannan Binding Lectin

Myeloid Differentiation (Ex. MD2)

Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin (IBD en anglais)

Micro-ARN

Myeloid Differentiation primary response protein 88

cellule B de la Marginal Zone

Neutrophil Extracellular Trap

Nuclear Factor kappa B

Néphropathie a IgA

Natural Killer cell

NOD - for Nucleotide Oligomerization domain Receptor - Like Receptor

Nitric Oxide

antigéne Ohne Kapsel (sans capsule en Allemand)

polymérique, en référence aux Ig

Platelet-Activating Factor

Pathogen-Associated Molecular Pattern

coloration dite Periodic Acid Schiff

Programmed Death-Ligand 1, aussi appelé CD274

cellule PolyMorphonucléaire Neutrophile

Polymerase chain reaction

Plague de Peyer
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PRR

RAG
REG
RLR
S.C.

SARM

SC
Slg
SHM
supp

TACI

TCR
D

Ten
TR

Tg
TGF

Tl
TICAM
TIR
TIRAP
TH
TLR
TNF
TNFSF

TNFRSF
TRIF
UMR

Vv

Pattern Recognition Receptor

Récepteur (Ex. pIgR)

Recombination Activating Gene protein (Ex. RAG1, RAG2)

cellule régulatrice, en référence aux cellules Bgreg et cellules Treg

RIG —for Retinoic acid Inducible Gene receptor - Like Receptor

voie sous-cutané

1-séquence d’ADN dite Switch en amont des segments C dans le locus IGH / Igh

2-Sclerosis, en référence au score de sclérose segmentaire dans la classification d’Oxford
Sterile Alpha and heat - Huntingtin Elongation factor 3 protein phosphatase 2A and the yeast
kinase Tor1 - /ARmadillo Motif

Secretory Component

Immunoglobuline Sécrétoire

Somatic HyperMutation

supplémentaire

1-cellule T, qui mature dans le Thymus d’'ou le T

2-Tubular, en référence au score d’atrophie tubulaire/fibrose interstitielle dans la classification
d’Oxford

Transmembrane Activator and CAML - for CAlcium Modulator and cyclophilin Ligand -
Interactor (appelée aussi TNFRSF13)

T Cell Receptor

réponse T-Dépendante

Follicular Helper T cell

Transferrin Receptor

Transgénique

Transforming Growth Factor (Ex. TGF-B)

réponse T-Indépendante

TIR domain-Containing Adaptor Molecule (Ex. TICAM-1 appelé aussi TRIF, TICAM-2)
Toll/IL-1 Receptor

TIR domain-containing Adaptor Protein (appelée aussi MAL)

Helper T cell

Toll - signifie “formidable” en allemande - Like Receptor (Ex. TLR1, TLR4, TLR9)

Tumor Necrosis Factor (Ex. TNF-a)

TNF SuperFamily member (Ex. TNFSF13, appelée aussi APRIL, TNFSF13B, appelée aussi
BAFF, TNFSF14, appelée aussi LIGHT)

TNF Receptor SuperFamily member (Ex. TNFRSF13, appelée aussi TACI)

TIR domain-containing adaptor inducing InterFeron-f (appelée aussi TICAM-1)

Unité Mixte de Recherche

région ou segment génique codant la région Variable d’'une chaine d’immunoglobuline
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INTRODUCTION

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit ont été réalisés au sein du laboratoire
Contrdle de la Réponse Immune B et des Lymphoproliférations (CRIBL) sous I'encadrement de A
DRUILHE. Ce laboratoire est une Unité Mixte de Recherche du Centre National de la Recherche
Scientifique, de I'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale et de I'Université de
Limoges (CNRS UMR 7276, INSERM U1262, Université de Limoges) dont la direction est assurée
par M COGNE.

Le laboratoire CRIBL est spécialisé dans la physiopathologie des lymphocytes B (appelé aussi
cellule B), qui sont les cellules productrices des immunoglobulines (lg). Cette unité de recherche
mene des études fondamentales portant sur les mécanismes moléculaires régulant la production
des Ig et étudie le réle des différentes classes d’lg membranaires dans le destin des cellules B. Le
laboratoire s’intéresse aussi a des questions de médecine expérimentale via la réalisation de
modéles murins de maladies a dépéts d’lg et de lymphomagenése B et d’études précliniques

évaluant I'efficacité de la thérapie par anticorps.

Il existe deux grandes familles de maladies a dépdts d’lg, celles présentant des dépdts tissulaires
d'lg monoclonales, et celles avec des dépbts d’lg polyclonales dont la plus fréquente est la
néphropathie a IgA (N-IgA). L'équipe de M COGNE s’est intéressée a cette maladie en posant
d’abord la question des facteurs régulant la production des IgA et pouvant expliquer 'augmentation
des IgA circulantes dans la N-IgA. Le laboratoire a montré que le médiateur lipidique Platelet-
Activating Factor (PAF) est augmenté dans la circulation des sujets avec N-IgA en comparaison des
individus contrbles (Denizot 2000) ; le PAF est un agent inflammatoire qui stimule la production des
IgA par les lymphocytes B et qui est produit par les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) et les
cellules mésangiales rénales suite a I'activation de ces cellules par des IgA agrégées. En paralléle,
le laboratoire a étudié I'importance du polymorphisme génétique de la région régulatrice hs1,2 du
locus de la chaine lourde des Ig (/GH) dans le développement et I'évolution de la N-IgA (Aupetit
2000, Drouet 2002, Bessette 2003). En 2010, le groupe de M COGNE a publié des travaux
décrivant la création d’'une souris génétiquement modifiée par introduction du géne humain IGHA1
dans le locus Igh murin (Duchez 2010). Cette souris appelée a1KI pour « gene Alphail Knock-In »
produit des IgA1 chimériques humaines qui se déposent spontanément dans le mésangium rénal,
mais sans provoquer de N-IgA (Oruc 2016). Le dépbt est fortement associé a la quantité circulante
des IgA chimériques, qui elle-méme refléte la charge de I'environnement microbien sur les souris :
plus les souris sont exposées a un environnement microbien riche, plus le taux d’IgA chimérique
circulant est élevé et plus les dépdts sont importants chez les animaux jeunes (Oruc 2016). La

capacité d’IgA monoclonales chimériques humaines (hybridomes issus des souris a1KIl) ou
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humaines (purifées a partir du sang de sujets avec myélome a IgA) n’a pas permis de déterminer ce
qui dans I'lgA explique son dép6ét dans le mésangium rénal (Boumediene 2011, Oruc 2016). Enfin,
en croisant les souris a1KIl avec des souris exprimant le récepteur de I'lgA (CD89 humain) a la
surface des monocytes, I'équipe de R MONTEIRO a montré que certaines souris présentaient les

signes de la N-IgA : hématurie et protéinurie (Berthelot 2012).

En continuité des travaux menés par le groupe de M COGNE, jai étudié au cours de ma these le
role de I'environnement microbien et, en particulier, du lipopolysaccharide (LPS) bactérien a la fois
sur la production des IgA mucosales chez la souris sauvage et sur le développement de la N-IgA
dans le modele a1KI. Le LPS, les IgA et la N-IgA sont présentés en détail dans l'introduction de ce

manuscrit.

Ces travaux ont démarré alors que j'étais en stage de M2, encadré par A DRUILHE. Les résultats
du M2 ont permis de mettre en évidence un premier résultat intéressant sur la production des IgA
mucosales sur lequel nous avons construit le projet de la thése qui a consisté principalement a
élucider le mécanisme d’action moléculaire et cellulaire du LPS sur la production mucosale des
IgA ; il en a résulté un article actuellement soumis pour publication et présenté dans ce manuscrit.
En parallele, différentes tentatives de modélisation de la N-IgA dans la souris o 1Kl ont été réalisées
pour aboutir dernierement a des résultats encourageants qui sont aussi décrits dans ce manuscrit.
Les travaux a finir et les perspectives qu'ouvrent les résultats obtenus sont exposés et discutés
dans les perspectives dans la derniere partie du manuscrit. L’ensemble des travaux a aussi été
communiqué dans différents congres locaux, nationaux et internationaux au fur et a mesure de leur

réalisation ; les communications sont indiquées dans le curriculum vitae en annexe.

Au cours de ma thése, mon salaire a été assuré les trois premieres années par un contrat doctoral
du ministéere frangais de I'enseignement supérieur et de la recherche et par une charge
d’enseignement, et I'année suivante par un contrat d’attaché temporaire d’enseignement et de

recherche (ATER) a I'Université de Limoges.
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Chapitre I. Le lipopolysaccharide bactérien

l.1. Interaction environnement microbien et hote

1.1.1. Le microbiote

L’environnement microbien est constitué de bactéries, de virus, de champignons et de parasites qui
sont en perpétuelle interaction avec l'organisme via lair, les aliments et I'eau que nous
consommons. Ces micro-organismes peuvent étre pathogenes et induisent, par conséquent, une
réaction de défense immunitaire lorsqu’ils pénétrent dans l'organisme de I'héte. lls peuvent étre
également non pathogénes et entretiennent, dans ce cas, une relation de symbiose ou

mutuellement bénéfique avec I'héte ; ces micro-organismes sont dits commensaux.

Les muqueuses de la peau, des voies respiratoires, de I'appareil uro-génital et du tube digestif sont
les structures qui sont en contact direct avec I'environnement microbien exogéne ou endogéne chez

les mammiféres.

L’ensemble des micro-organismes qui vivent en symbiose avec I'hOte est appelé microbiote ; sa
composition varie en fonction du territoire ou il se trouve comme par exemple le microbiote intestinal

connu aussi sous le nom de flore intestinale.

Le microbiote intestinal qui tapisse la muqueuse de l'intestin reste le plus étudié et le plus connu, a
la fois dans sa composition et dans son réle. Il est composé de 10'? & 10" micro-organismes chez
I'adulte, ce qui représente 2-10 fois plus que de cellules de I'organisme hbte. Il se met en place a la
naissance, mais la quantité des micro-organismes et la qualité du microbiote évolue tout au long de
la vie. La composition exacte a été difficile a caractériser pendant de nombreuses années, car
seulement une petite fraction de ses micro-organismes pouvait étre cultivée in vitro. La mise au
point des techniques de séquencage du matériel génétique a haut débit a permis récemment de
s’affranchir des contraintes de la culture in vitro. On sait désormais que plus de mille espéces
bactériennes résident dans l'intestin chez 'hnomme dont les plus abondantes font partie des
Firmicutes et des Bactéroidetes (Qin 2010). La quantité de génes présents dans le microbiote

intestinal est estimé a cent fois supérieur aux génes du génome humain.

Depuis longtemps, le rbéle du microbiote intestinal dans la digestion des aliments et dans
'absorption des lipides complexes et des sucres non digestibles suite a I'hydrolyse de 'amidon et
de la cellulose, est bien connu. Plus récemment, différentes études ont montré que le microbiote

influence fortement le métabolisme général et peut étre incriminé dans le développement de
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maladies métaboligues comme l'obésité. Le microbiote participe également a lintégrité et a
limmunité des muqueuses en empéchant la colonisation de la muqueuse intestinale par des
pathogenes par phénoméne de compétition, et par production de substances bactéricides pour les
agresseurs, mais aussi en participant a I'éducation des cellules du systéme immunitaire et a la
tolérance vis-a-vis des commensaux. Des perturbations du microbiote sont associés non seulement
a des maladies intestinales, mais aussi du systeme immunitaire en dehors de la sphere digestive.
Du fait de son importance quantitative et de son influence sur la physiologie et les pathologies de
I'héte, le microbiote intestinal est considéré comme un organe a part entiere. Cette notion constitue
une des découvertes majeures de ce début du 21°™ siécle comme exposé dans le supplément vol.
735, n°7610 de la revue Nature publié en 2016 sous le titre Intestinal microbiota in health and
disease.

A noter que toutes les muqueuses, y compris celles des voies aériennes, longtemps considérées
comme stériles (Beck 2012), possedent un microbiote avec des caractéristiques qui lui sont propres
et que I'on soupgonne influencer également le fonctionnement de la muqueuse qu’il tapisse voire de

'organisme entier.

I.1.2. Composition et réle d’'une muqueuse

Le tractus intestinal représente la surface muqueuse la plus importante chez 'homme ; la
muqueuse couvre une superficie de 100 m? environ et est délimité par une unique couche de
cellules épithéliales formant une barriere entre la lumiére intestinale dans lequel se trouve le
microbiote et le tissu conjonctif de I'hn6te. Les cellules épithéliales intestinales sont des cellules
hautement différenciées dont la membrane plasmique est constituée de deux domaines
fonctionnellement et biochimiquement distincts : le domaine apical qui est situé du c6té de la
lumiére intestinale et le domaine basolatéral constitué par le reste de la membrane de la cellule.
Ces deux domaines sont délimités par des structures situées prés du pble apical appelées jonctions
serrées. Les cellules épithéliales intestinales sont de quatre types différents : les entérocytes qui
sont les cellules les plus nombreuses, polarisées et responsables des fonctions de transport et
d’absorption de lintestin, les cellules caliciformes (ou en gobelet — goblet en anglais) qui produisent
du mucus recouvrant la surface de la muqueuse, les cellules de Paneth qui libérent dans la
muqueuse digestive de nombreuses molécules anti-microbiennes comme les défensines et sont
ainsi impliquées dans la protection de la muqueuse vis-a-vis des pathogenes et les cellules M (pour
Microfold). Ces cellules M sont spécialisées dans le transport des éléments (antigenes alimentaires
et microbiens) de la lumiere de la muqueuse vers les cellules immunitaires présentes dans le tissu
conjonctif (Corr 2008, Mabbott 2013, Neutra 2001, Ohno 2016). Récemment, il a été aussi montré
que le transport des antigenes a partir de la lumiére de la muqueuse digestive est, pour une toute

petite part, pris en charge par les cellules caliciformes (Lycke 2017).
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Les cellules épithéliales intestinales ont pour mission principale d’absorber les nutriments, les
électrolytes et I'eau, mais jouent également un réle crucial dans les défenses immunitaires. La
barriere physique assurée par les jonctions serrées qui empéchent le passage paracellulaire des
antigénes intraluminaux et des pathogénes du péle apical au compartiment basolatéral, et par le
mucus contribue a défendre [l'organisme contre les pathogénes. Le mucus fixe des
microorganismes et les éliminent lorsqu’il est évacué du fait du péristaltisme digestif. Les cellules
épithéliales peuvent méme étre considérées a part entiere comme des cellules de I'immunité
(Hornef 2014) puisque certaines produisent elles-mémes ou transportent des agents antimicrobiens
(peptide, anticorps) dans la lumiére digestive, et d’autres, en réponse a des microbes, produisent

des cytokines qui recrutent et/ou activent les globules blancs.

Les globules blancs sont présents dans la muqueuse digestive avec certains isolés et intercalés
entre les cellules épithéliales ou isolés dans le tissu conjonctif ou encore rassemblés et organisés
dans des structures lymphoides dites secondaires appelées MALT pour mucosa-associated
lymphoid tissues. Dans lintestin, les MALT sont en contact direct avec les cellules M au niveau du
Follicle-Associated Epithelium (FAE), et sont de deux types : les Plaques de Peyer (PP) et les
Isolaled Lymphoid Follicles (ILF). lls sont constamment présents et se forment au cours de

'embryogénése ou immédiatement aprés la naissance.

La présence permanente de MALT n’est pas vraie pour toutes les muqueuses. Les BALT, ou
bronchus-associated lymphoid tissues, dans les bronches, ont été initialement décrits comme
constitutivement présents et intégrés dans la muqueuse des grandes voies aériennes (Sminia
1989). Il est maintenant un fait connu qu’ils ne sont pas constamment présents chez la plupart des
especes de mammiferes, et que leur formation est déclenchée suite a une exposition microbienne
ou une inflammation des voies aériennes plutét qu’a un processus développemental préprogrammé.
lIs ne sont pas constamment présents, en particulier chez ’'homme et la souris. Dans une étude de
recherche systématique de BALT, il a été rapporté que ces derniers ne sont pas automatiquement
retrouvés chez I'homme sain (Pabst 1992), d'autres études ont rapporté qu’ils sont présents
seulement dans 8-25% des cas (Pabst 1990, Delventhal 1992, Richmond 1993). Le nombre de
BALT, leur taille et la complexité de leur architecture augmentent en réponse a des stimulations
microbiennes ou inflammatoires (Delventhal 1992). En effet, il a été démontré chez 'lhomme qu’une
exposition pulmonaire a des microorganismes conduit a une augmentation de 20-40 fois plus de
BALT dans le poumon que dans les situations non infectieuses.

Méme en absence de BALT, la mugueuse bronchique contient des cellules immunitaires dispersées
soit dans le tissu conjonctif, soit entre les cellules épithéliales. Concernant les cellules épithéliales
des bronches, comme celles de l'intestin, elles sont hautement différenciées et associées les unes

aux autres par des jonctions serrées. Dans les bronches, on trouve trois types majeurs de
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cellules organisées en un épithélium dit pseudostratifié (Velden 1998) : les cellules basales qui sont
considérées comme les cellules souches de I'épithélium, les cellules a fonction sécrétoire qui
produisent différentes molécules dans la lumiére des bronches et les cellules ciliées dont les cils
sont en mouvement perpétuel. Les cellules sécrétoires les plus nombreuses dans I'épithélium
bronchique sont les cellules caliciformes qui produisent le mucus. Le mucus, expulsé grace a
'action des cils, entraine avec lui un certain nombre d’éléments présents dans la lumiére des
bronches. Les cellules sécrétoires produisent également divers éléments antimicrobiens. Les
cellules épithéliales bronchiques comme celles de I'intestin produisent, en réponse a I'activation des
microorganismes, des agents antimicrobiens et des cytokines qui activent les cellules du systeme
immunitaire. Les cellules M n’ont pas été décrites dans la muqueuse des bronches ; par contre elles
existent dans plus haut dans les voies aériennes, au niveau de la muqueuse nasale (Mabbott 2013,
Rochereau 2016).

I.2. Les molécules microbiennes et leurs récepteurs eucaryotes

1.2.1. Les pathogen-associated molecular patterns et leurs récepteurs

Les micro-organismes présentent a leur surface des molécules dont certaines appelées PAMP pour

Pathogen-Associated Molecular Patterns servent de molécules d’alerte pour les cellules du systéme

immunitaire. Les PAMP sont le plus souvent présentes en grande quantité sur les micro-organismes

et facilement accessibles. lls sont caractérisés par les trois criteres suivants (Huet 2004) :

¢ ils sont spécifiques des pathogénes et n‘ont pas d’équivalence chez I'héte, ce qui permet une
discrimination sans ambiguité entre le soi et le non soi,

e ils sont indispensables a la survie des micro-organismes, ce qui €limine la possibilité d'une
mutation aléatoire qui peut rendre le pathogene indétectable,

e ils constituent la signature moléculaire de groupes de micro-organismes. Cela permet ainsi la
reconnaissance des envahisseurs par un nombre limité de récepteurs du systéme immunitaire.
Les LPS des bactéries a Gram négatif, les peptidoglycanes des bactéries a Gram positif, I'Acide
DésoxyriboNucléique (ADN) riche en nucléotides Cytosine Guanine non méthylés (CpG) des

bactéries, I'Acide RiboNucléique (ARN) double brin de certains virus sont des PAMP.

Les récepteurs du systeme immunitaire trouvés a la surface des globules blancs comme des
cellules épithéliales qui détectent les PAMP sont appelés PRR pour Pattern Recognition Receptors.
Les PRR détectent les signaux de danger qu’ils soient des PAMP ou qu’ils proviennent de cellules
de I'néte endommagées ou mortes par apoptose. Ces signaux de danger endogénes sont appelés
DAMP pour Damage Associated Molecular Patterns (Vidya 2017). Les PRR sont situés dans
différents compartiments cellulaires (membrane plasmique, cytosol, endosomes) de maniere a
détecter les pathogénes extracellulaires ou intracellulaires. |l existe différentes familles de PRR
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comme les NLR ou NOD Like Receptors, les RLR a activité hélicase ou RIG Like Receptors qui
sont cytosoliques et les TLR ou Toll Like Receptors que l'on peut trouver dans plusieurs
compartiments. Les cellules du systéme immunitaire expriment en méme temps plusieurs types de

PRR ce qui leur permet de reconnaitre efficacement le danger.

1.2.2. Exemple des toll-like receptors

Les TLR ou récepteurs de type Toll ont été les premiers PRR a étre identifiés et sont les mieux
caractérisés (Medzhitov 1997). Le récepteur Toll (mot signifiant « formidable en Allemand) a été
identifié pour la premiere fois chez Drosophila melanogaster comme un récepteur
transmembranaire nécessaire a la mise en place de I'axe dorso-ventral au cours du développement
embryonnaire (Hashimoto 1988). En 1996, JA HOFFMAN et son équipe ont montré que des
mutations du géne codant pour le récepteur Toll engendrent une susceptibilité accrue des
drosophiles a des infections fongiques (Lemaitre 1996), suggérant ainsi un réle de ce récepteur
dans le systéme immunitaire. Cette découverte a été une source de stimulation pour la recherche
de récepteurs homologues chez les mammiféres et I'étude de leur implication dans la fonction
immunitaire. Des 1997, un homologue mammifére du récepteur Toll est publié par I'équipe de CA Jr
JANEWAY (Medzhitov 1997).

Paroi Paroi
bactéries Gram+ eucaryote
Paroi mycobactéries unicellulaire
bactéries Gram- levures Ligand l
A . inconnu

TLR4 TLRS TLR1 TLR2 TLR6 TLR10 TLR11
Membrane
plasmique
|

ADN ou ARN
(viral, bactérien
Ou hote)

Régulation de la
transcription

O

Endosome

Figure 1: Les Toll-Like Receptors avec leurs ligands. Les Toll-Like Receptors sont matérialisés dans la
cellule eucaryote par les rectangles rouges et verts ; leurs ligands sont indiqués en lettres vertes.

Anderson Archelus | These de doctorat | Université de Limoges 17



Différentes protéines structuralement apparentées au récepteur Toll de la drosophile ont été
identifiées par la suite chez les mammiferes, et ont été désignées collectivement comme les «Toll-
like receptors». La plupart des espéces ont entre dix et quinze TLR ; ’'homme et la souris en ont 13.
On peut les classer en deux groupes selon leur localisation (Figure 1) et le PAMP microbien
reconnu : les TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10 et 11 forment le groupe des TLR de la membrane plasmique, et
reconnaissent des composants microbiens de surface tels que certains composés lipidiques comme
les LPS et diverses protéines comme la flagelline qui est un des éléments du filament flagellaire des
bactéries filamenteuses. L’'autre groupe est composé des TLR 3, 7, 8, et 9 qui sont localisés dans
des vésicules intracellulaires telles que les endosomes. lls reconnaissent principalement les acides
nucléiques, ADN et ARN, microbiens. Les ligands des TLR 10, 12 et 13 sont encore inconnus.

lIs sont exprimés par les cellules classiques du systéme immunitaire que sont les globules blancs
mais aussi par les cellules épithéliales et de la peau qui sont en contact avec le milieu extérieur
(Takeda 2004). De fagon surprenante, ils ont aussi été détectés sur certaines cellules non
spécialisées dans la détection de pathogenes, telles que les cellules endothéliales, les

cardiomyocytes et les fibroblastes.

Membrane
plasmique

M DSS
[ERK Endosome
RIP1
IRAK1 |RAK2
TRAF TRAF3
TAKl

MAPK. IKKy“IKKUJB IKKe .lr TBK1
APl. NFKB .'RF3
v
"

Cytokines inflammatoires Interferon type |
Molécules anti-microbiennes

Figure 2 : La signalisation par les Toll-Like Receptors. Aprés activation par leur ligand respectif, les Toll-Like
Receptors activent des adaptateurs (Myd88, TIRAP, TICAM1, TICAM2) qui, a leur tour, activent des cascades
moléculaires conduisant a la régulation de la transcription de différents génes. Adapté de
https://openi.nim.nih.gov/detailedresult.php?img=PMC3524297_pjab-85-143-g009&req=4
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Les TLR sont des glycoprotéines transmembranaires caractérisées par un domaine
extracytoplasmique composé d’'une succession de motifs LRR pour Leucin rich repeats, d’un unique
domaine transmembranaire et d’'un domaine intracytoplasmique comprenant environ cent cinquante
acides aminés et baptisé TIR pour Toll/IL-1 Receptor en raison de sa similitude a celui du récepteur
de linterleukine (IL)-1. Lorsqu’'un TLR entre en contact avec son ligand, ce TLR change de
conformation au niveau du domaine TIR qui recrute différentes molécules adaptatrices. Ces
molécules adaptatrices spécifiques des TLR sont au nombre de quatre : MyD88 (pour Myeloid
Differentiation Primary Response protein 88), TICAM-1/TRIF et TICAM-2 (pour TIR domain
Containing-Adaptor Molecule), TIRAP/MAL (TIR domain containing Adaptor Protein). A I'exception
de TLR3 qui utilise TICAM-1, les autres TLR utilisent MyD88 comme adaptateur. Les TLRS3, 5, 7, 8,
9 et 11 ont un seul adaptateur ; les autres TLR ont Myd88 et TIRAP ou les quatre adaptateurs. Il
existe deux voies de signalisation des TLR en fonction de la molécule adaptatrice recrutée (Figure
2) : la voie de signalisation dépendante de MyD88 et la voie de signalisation dépendante TICAM-1
(Takeda 2004). La voie dépendante de MyD88 conduit a I'activation des facteurs de transcription
NF-«xB (pour Nuclear Factor-kappa B) et AP-1 (pour Activator Protein-1) et a l'induction de
nombreux génes codant pour des cytokines et des facteurs anti-microbiens. La voie dépendante de
TICAM-1/TRIF connue sous le nom de voie dépendante de TRIF conduit essentiellement a
I'activation des facteurs de transcription de type IRF (pour Interferon Regulatory Factor) comme
'IRF-3 qui s’"accompagne de la production d’'IFN de type | (pour InterFeroN) qui a son tour agit sur
les cellules immunitaires (Toshchakov 2002). A noter que certains TLR agissent sous forme de
hétérodimére comme TLR2-TLR6. De plus TLR10 est un récepteur inibiteur de MyD88 et de
TICAM-1 (Jiang 2016).

Un cinquieme adaptateur appelé SARM (pour Sterile Alpha and heat/ARmadillo Motif) a été
découvert récemment ; celui-ci, en s’associant aux adaptateurs activateurs MyD88 et TICAM-1 et
en bloquant leur activité, est inhibiteur de TLR4 (Vaure 2014).

1.3. Focus sur le lipopolysaccharide

Le terme « lipopolysaccharide » abrégé en LPS est entré en usage au début du 20°™ siécle pour
désigner un composant de la paroi des bacilles & Gram- en raison de sa composition en lipides et
de carbohydrates ou saccharides. Ce composant présente une activité toxique et est responsable
de l'apparition d'un état de choc septique se traduisant par de la fiévre, une hypotension, des
Iésions tissulaires et des défaillances d’organes. Comme son activité toxique est associée au aux

bactéries et non pas au surnageant de culture comme les exotoxines diphtérique, tétanique et
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botulinique, le LPS a été rapidement appelé endotoxine (Erridge 2002, Szalo 2006). Les deux

termes continuent de coexister.

1.3.1. Structure
La structure du LPS est donnée dans la Figure 3.

| Noyau |j | Novau [
interne externe

| -

L | Antiggne0 |— L Noyau UL Lipide A

| I\ )
Partie extracellulaire Partie
intracellulaire

Monosaccharide @ Phosphate A Ethanolamine pvwvwwawn Acide gras

Figure 3 : Structure des LipoPolySaccharides

Le LPS est constitué de trois composants distincts synthétisés séparément :

e un composant hydrophobe localisé a la partie proximale de la molécule appelée « lipide A » qui
est relativement conservé. Ce dernier est composé d’'un disaccharide de D-glucosamines reliés
en B-1,6 et phosphorylé par deux groupes phosphate en position 1’ et 4’. Ce disaccharide est
acylé par quatre acides gras dont deux fixent eux-mémes une chaine d’acide gras. Le lipide A
contient six acides gras ayant de dix a seize carbones chacun et constitue le point d’ancrage du
LPS dans la bicouche lipidique de la membrane externe de la bactérie. Le lipide A constitue
I'essentiel de I'activité toxique chez I'hbte et est un élément vital pour la bactérie,

e un composant hydrophile de nature polysaccharidique situé dans la partie distale en contact
avec l'environnement extérieur appelée « antigéne O » pour « Ohne Kapsel » qui signifie sans
capsule en Allemand. L’antigéne O résulte de la polymérisation de blocs d’hydrates de carbone
nommeés « unités O ». Ces derniéres sont, elles-mémes, des oligosaccharides pouvant étre
constitués de un a huit monosaccharides de méme type (homopolymeére) ou de types différents
(hétéropolymere). Certains hydrates de carbone peuvent présenter des substitutions latérales
par des éléments non glucidiques comme des groupements acétyl. L’antigéne O peut présenter
une forte variabilité structurale due a la composition et aux arrangements des unités O ainsi qu’a

leur nombre. Une bactérie donnée ne présente qu’un type d’antigéne O a sa surface mais les
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antigeénes O varient fortement d’'une souche a l'autre a l'intérieur d'une méme espéce et d’une
espece a l'autre. Certains LPS sont méme dépourvus d’antigéne O,

e un noyau appelé « core » de nature polysaccharidique qui est divisé en deux parties distinctes
dont I'une est hydrophobe, désignée comme le noyau interne, et I'autre plutét hydrophile formant
le noyau externe (Nikaido 1987). Le noyau interne est lié de fagon covalente au lipide A par
'acide déoxyoctanate ou Kdo et présente une structure généralement conservée. Le noyau
externe présente une plus grande variabilité que le noyau interne et est composé d’hexoses
ordinaires tels que le Glucose (Glu), le Galactose (Gal) ou la N-Acétyl-D-Galactosamine

(GalNAc). Le noyau externe s’associe a I'antigéne O lorsqu’il est présent.

1.3.2. Récepteurs

Les LPS sont reconnus par TLR4 qui est le premier TLR a avoir été identifié chez les mammiféres.
I a été identifié simultanément par deux groupes cherchant l'origine de I'’hyposensibilité de
certaines souches murines (C3H/Hed et C57BL10/ScCR) a la toxicité du LPS (Poltorak 1998,
Qureshi 1999). Le géne défectueux responsable de cette hyposensibilité a été localisé sur le
chromosome 4 et identifié comme le géne codant le TLR4. La lignée murine C3H/Hed présente une
mutation ponctuelle ou une proline fortement conservée est remplacée par une histidine dans la
région du géene qui correspond au domaine TIR de TLR4, ce qui conduit a la synthése d'un
récepteur inactif. L’autre lignée murine, C57BL10/ScCR, présente une mutation non sens bloquant
completement la synthése protéique de TLR4. Des souris Knock-Out (KO) pour TLR4 ont permis de
confirmer que TLR4 est un récepteur essentiel dans I'activation de la voie de signalisation induite
par le LPS (Hoshino 1999).

Il a été montré également que I'activation cellulaire par le LPS nécessite trois autres protéines en
plus de TLR4: la LBP (pour LPS Binding Protein), la molécule CD14 (pour Cluster of
Differentiation), et la protéine MD2 (pour Myeloid Differentiation) (Botos 2011). La LBP est une
glycoprotéine synthétisée et sécrétée par le foie, mais aussi par d’autres tissus tels que l'intestin et
les cellules épithéliales pulmonaires sous I'action des cytokines comme I'lL-6, I'lL-1 et le TFN-a
(pour Tumor Necrosis Factor) (Gamble 2009, Kirschning 1997). Elle est présente dans le sérum et
augmente fortement en cas d’infection ou elle se fixe au LPS pour former le complexe LPS-LBP qui
est reconnu par CD14, une protéine ancrée sur le versant externe de la membrane cytoplasmique
via une queue lipidique de glycosylphosphatidylinositol (GPI). CD14 présente le LPS au couple
TLR4/MD2 qui sert de corécepteur pour la partie hydrophobe du LPS (Visintin 2006). L’importance
de ces trois molécules, LBP, CD14, et MD2, a été démontré in vivo. Ainsi, des doses habituellement
létales chez la souris sauvage n’ont aucun effet chez des souris n’exprimant pas la LBP ou le CD14
(Haziot 1995, Moore 2000). Des souris KO pour MD2 présentent une résistance au choc septique
induit par le LPS, similaire aux souris KO pour TLR4 (Nagai 2002). A noter que le CD14 peut exister
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aussi sous une forme soluble qui peut présenter le LPS au complexe TLR4/MD2 présent sur des

cellules non immunitaires ne possédant pas la forme membranaire de CD14.

TLR4 active les quatre adaptateurs que sont MyD88, TICAM-1/TRIF, TICAM-2 et TIRAP/MAL ce
qui conduit a la signalisation dépendante de MyD88 et a la signalisation dépendante de TRIF et
résulte en la production de cytokines inflammatoires comme des IFN de type 1. TLR4 peut
également activer SARM qui s’associe aux adaptateurs activateurs et limite leur activité (Vaure
2014) ; cet effet est probablement un mécanisme de contréle visant a éviter I'activation excessive

des cellules immunitaire et le choc septique.

En plus de l'activation de TLR4, il a été montré que le LPS active également certaines CASPASEs
(pour Cysteinyl-aspartate-cleaving protease) a l'intérieur de la cellule de maniére indépendante de
TLR4. Le LPS lorsqu’il est présent dans la cellule active la CASPASE-11 murine et ses orthologues
humains, les CASPASEs-4 et -5 (Shi 2014). L’effet du LPS passe par une interaction du lipide A
avec le domaine CARD (pour Caspase Activation and Recruitment Domain) des CASPASEs -4, -5
et -11 conduisant a leur oligomérisation, un prérequis pour leur activation qui conduit a la protéolyse
de différents substrats impliqués dans la production de certaines cytokines inflammatoires comme
I'IL-1 et dans la mort cellulaire par apoptose (Cai 2014, Lu 2014).

En plus du LPS, d’autres activateurs du TLR4 ont été décrits : le paclitaxel qui est un alcaloide
dérivé de I'écorce de ['if et utilisé en chimiothérapie anticancéreuse chez 'homme, la protéine de
fusion du virus syncytial respiratoire, la pneumolysine de Streptococcus Pneumoniae. Certains
composants de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine, I'acide hyaluronique, et I’héparane
sulfate produits au cours d’'une réponse inflammatoire, ont été également rapportés comme des
ligands endogénes de TLR4 mais ils activent les cellules immunitaires a de fortes concentrations
contrairement aux faibles doses requises par le LPS. Enfin, des protéines normalement endogénes
comme les protéines de choc thermique ou HSP (pour Heat Shock Protein) ont été décrites comme
des ligands du TLR4 ; I'expression des HSP augmente dans différents cas de stress cellulaires et
pourraient étre libérées par les cellules en stress ou suite a une nécrose constituant ainsi un signal
de danger (Gallucci 2001). Il a d’ailleurs été montré que HSP60 et HSP70 présente une activité
immunostimulatrice et inflammatoire médiée par TLR4 (Asea 2002, Dybdahl 2002, Ohashi 2000,
Vabulas 2001, Vabulas 2002).

TLR4 est exprimé par de trés nombreux tissus mais n’est pas retrouvé dans la peau ni dans les
muscle. L’expression est trés forte au niveau des globules blancs en particulier dans la lignée des
monocytes ou TLR4 est constitutivement exprimé a la surface de ces cellules (Vaure 2014). Dans
les autres cellules, comme les cellules épithéliales bronchiques, TLR4 est exprimé a un faible

niveau et il est retrouvé constitutivement dans les compartiments intracellulaires ; son expression
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peut augmenter avec une localisation en surface suite a 'activation des cellules par des agents

infectieux (Greene 2005).

1.3.3. Tolérance endotoxinique

La détection des composants microbiens déclenche une réponse de défense en vue d’empécher la
colonisation et la dissémination des micro-organismes pathogénes. Cependant, méme si cette
réponse se révele cruciale dans la lutte contre les infections, elle doit étre finement régulée afin
d’éviter les complications cliniques pouvant se traduire par des états pathologiques tels que le choc
septique (Biswas 2009, Foster 2009). L'un des exemples classiques de ce mécanisme protecteur
est la tolérance endotoxinique (Biswas 2009). Il s’agit d’'un phénoméne dans lequel des cellules ou
des organismes exposés a de faibles concentrations de LPS entrent dans un état d'insensibilité
transitoire et sont incapables d’y répondre ultérieurement. Ce phénomene a été décrit la premiere
fois en 1946 chez le lapin et a été ensuite observé dans d’autres espéces animales dont 'homme
lors d’injections de vaccins (Cavaillon 2006, Foster 2009). Si la tolérance endotoxinique est
généralement percue comme un mécanisme bénéfique, elle peut cependant avoir un effet néfaste
comme cela a été observé chez des patients ayant une infection bactérienne systémique (sepsis)
ou leur systeme immunitaire rentre dans un état latent de tolérance au LPS. Cet état est associé a

de forts risque d’infections secondaires et de mortalité.

Chez la souris, il a été montré que linjection de doses suboptimales de LPS les protege
ultérieurement d’'un choc septique normalement induit par l'injection de fortes doses de LPS. Dans
le modéle murin, les cellules de la lignée monocyte sont reconnues comme les principales cellules
impliquées dans l'induction de la tolérance endotoxinique (Cavaillon 2006). Des études in vitro ont
confirmé que les monocytes murins et humains produisaient peu de cytokines pro-inflammatoires
en réponse a une forte dose de LPS lorsque cette injection était précédée d’une incubation des
cellules avec du LPS a faible concentration. La tolérance endotoxinique a également été montrée
sur d’autres globules blancs et des cellules non immunitaires comme les cellules endothéliales
(Albrecht 2008, Ogawa 2003, Sharabi 2008).

D’un point de vue moléculaire, des défauts dans la signalisation de TLR4 ont été observés au cours
de la tolérance endotoxinique. En effet, il a été montré dans des expériences réalisées in vitro que
les cellules de la lignée monocyte murines ou humaines présentent une diminution de formation du
complexe TLR4-MyD88 et un défaut d’activation des facteurs de transcription comme NF-kB
(Biswas 2007, Fan 2004).
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Chapitre ll. L'immunoglobuline A

Il.1. Le systéme immunitaire

Le systéme immunitaire est un ensemble de tissus, cellules et molécules qui assurent la défense de
'organisme contre les agressions extérieures provenant des microorganismes pathogénes et les
agressions intérieures comme les déréglements cellulaires pouvant conduire par exemple a la

formation de tumeurs (Lydyard 2007).

Les tissus comprennent les organes lymphoides primaires que sont la moelle osseuse et le thymus
ou naissent les globules blancs, les organes lymphoides secondaires comme la rate, les tonsilles
(anciennement appelées amygdales), les ganglions lymphatiques et les MALT, et les épithélia. Les
globules blancs sont issus de la division, de la différenciation et de la maturation de progéniteurs
hématopoiétiques dits lymphoides ou myéloides. Les cellules lymphoides comprennent les
lymphocytes T et B, les cellules Natural Killer (NK) avec tous leurs sous-types de cellules. Les
cellules myéloides peuvent étre majoritairement circulantes comme les PMN, les
polymorphonucléaires éosinophiles, les polymorphonucléaires basophiles et les monocytes ou
résidentes dans les tissus comme les macrophages, les cellules dendritiques (ou Dendritic Cells -
DC) et les mastocytes. Le systéeme immunitaire dispose de tout un panel de molécules
membranaires ou solubles extracellulaires, parmi lesquelles nous citerons des récepteurs comme
les PRR et les TLR, les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), les cytokines et
les médiateurs lipidiques (exemple : PAF) qui recrutent et activent les globules blancs, les
molécules toxiques peu spécifiques (exemple : dérivés actifs de 'oxygéne) ou spécifiques a activité

antimicrobienne, les lg, les fractions du complément.

Ce systéme se décompose en un systéme d’alerte et un systéme effecteur. Le systéeme d’alerte
reconnait le non soi et le soi altéré et active le systeme effecteur qui élimine ou neutralise le non soi
et le soi altéré. Les PRR participent au systéme d’alerte alors que les peptides antimicrobiens
produits par les cellules de Paneth sont des molécules effectrices. Le systéme effecteur peut faire
appel a des réponses dites humorales, c’est-a-dire liées a des molécules solubles, ou cellulaires

quand c’est linteraction cellule de défense-cellule a éliminer qui contribue a I'élimination de la

cellule « dangereuse ».

Le systéme immunitaire peut aussi étre défini comme inné ou adaptatif ; au contraire du systeme
inné qui est présent chez tous les organismes pluricellaires, le systéme adaptatif est une évolution
des vertébrés. Le systeme inné comprend notamment les cellules et molécules dites

infllammatoires.

Anderson Archelus | These de doctorat | Université de Limoges 24



Le systéme inné est présent a la naissance et mobilisable rapidement apres la pénétration d’'un
agent pathogéne dans I'organisme. Il constitue la premiére ligne de défense face aux situations de
danger auxquelles est confronté I'organisme. |l ne posséde pas de mémoire immunitaire et induit
toujours la méme réponse quelque soit 'agent pathogéne introduit ; il est donc peu spécifique. La
réponse inflammatoire locale médiée par les PMN (Mantovani 2011) est un bon exemple de ce
gu’est le systéme inné ou, dans les heures qui suivent la pénétration d’une bactérie au niveau d’'une
muqueuse, il y a recrutement des PMN circulants. Ce recrutement se fait grace a la production de
divers agents chimio-attractants pour les PMN par les cellules présentes dans la muqueuse
(cellules immunitaires, épithéliales, autres) et I'expression de molécules d’adhérence par les
cellules endothéliales. Les PMN adhérent a I'endothélium, d’abord de fagon légére conduisant a
leur roulement ou rolling a la surface de I'endothélium puis par adhérence ferme ou margination
avant de ramper et de transmigrer a travers I'endothélium ; les PMN sont alors guidés jusqu’au site
infectieux par le gradient d’agents chimio-attractants. Les PMN sont activés localement éliminent les
bactéries soit en les phagocytant soit par un mécanisme extracellulaire appelé Neutrophil
Extracellular Trap (NET). La phagocytose est suivie de la destruction de la bactérie dans des
vésicules sous l'effet de dérivés actifs de 'oxygene que le PMN produit en grande quantité et des
protéines toxiques déversées dans la vésicule a partir des granules cytoplasmiques ou elles sont
stockées. Les NET sont un filet d’ADN nucléaire décondensé que le PMN déverse dans le milieu
extracellulaire tout en dégranulant. Les bactéries piégées dans le filet d’ADN sont neutralisées et/ou
détruites par les protéines hautement toxiques provenant des granules des PMN. Les PMN meurent
rapidement au site de leur action et sont eux-mémes éliminés par les cellules phagocytaires

professionnelles que sont les macrophages.

Au contraire du systéme inné, le systeme adaptatif est long a se mettre en place car il nécessite un
ajustement a l'agent pathogéne de fagon a ne reconnaitre que celui-ci. Cet ajustement passe par
des modifications génétiques au niveau des globules blancs permettant de produire de novo des
molécules effectrices trés spécifiques. L’ajustement génétique se fait au cours de divisions
cellulaires et s’étale sur plusieurs jours. La réponse adaptative est retardée par rapport a la réponse
innée lors du premier contact avec I'agresseur mais elle est gardée en mémoire : lors d’'un second
ou n®™ contact avec le méme agresseur, elle se met en place rapidement. Le systéme adaptatif est
acquis au cours de la vie et ses molécules effectrices n’ont pas les mémes spécificités chez tous les
individus d’'une méme espéce. La diversité des molécules effectrices de ce systéme dépend des
rencontres que I'héte fait avec des agents pathogenes. Les lymphocytes B décrits ci-dessous sont
une des cellules majeures du systéme adaptatif ; ces cellules produisent des Ig dont les génes sont

fortement modifiés au cours de la vie de la cellule.
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L’IgA, produit par les cellules de la lignée des lymphocytes B, est une molécule d’alerte lorsqu’elle
est sous sa forme membranaire a la surface des lymphocytes B. Dans ce cas, on parle de B Cell
Receptor (BCR) de type A. L'IgA est également une molécule effectrice du systéme immunitaire
sous sa forme soluble. Par certains aspects de ses fonctions, elle contribue a 'immunité inné des
muqueuses et quand elle agit suite a une reconnaissance specifique d’'un agent, elle participe aux

mécanismes de I'immunité adaptative.
I.2. Les lymphocytes B

11.2.1. Structure des immunoglobulines

Les Ig sont des glycoprotéines hétérotétrameriques constitués de deux chaines lourdes identiques
entre elles et de deux chaines |égéres identiques entre elles et ont une forme de Y (Figure 4)
(Jefferis 2007). Les chaines lourdes d’environ 50 kDa chacune et |égéres d’environ 25 kDa chacune
sont constituées de régions dont la séquence en acide aminé est trés variable (V) et de régions
constantes (C). Dans une Ig, les bras du Y sont constituées par une chaine légére et une partie
d’une chaine lourde reliées entre elles par un pont disulfure ; 'extrémité des bras du Y réunit les
régions V de la chaine légére et de la chaine lourde en formant le site spécifique de reconnaissance
de l'antigéne. Une Ig peut donc reconnaitre deux molécules d’antigéne en méme temps. Le pied du
Y associe, via des ponts disulfure, 'autre partie des deux chaines lourdes dont I'extrémité contient
ou non une séquence d’association a la membrane plasmique ; la présence de cette séquence
conduit a I'expression du BCR alors que son absence donne I'lg soluble. Le pied de I'lg soluble est
un site de reconnaissance et de liaison de diverses molécules comme les récepteurs aux Ig ou les

fractions du complément et porte donc la fonction effectrice des Ig.
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Figure 4 : Structure des Immunoglobulines
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Des ponts disulfure sont aussi présents en intrachaine et délimitent des domaines : 1 domaine V
dans chaque chaine Iégére et dans chaque chaine lourde, 1 domaine C dans chaque chaine légére
et 3 a 4 domaines C (Cy; a Cp4) dans chaque chaine lourde. A lintérieur de chacun des domaines
V, on distingue trois zones hypervariables appelées Complementary Determining Region (CDR)
entourées de zones de « charpente » de plus faible variabilité appelée Framework (FR). Certaines
lg possedent une région dite charniere située entre les domaines Cy; et Cpp, qui confere une
certaine flexibilité aux bras du Y (Schroeder 2010).

Les Ig existent sous une forme membranaire, le BCR qui est le récepteur aux antigénes pour les
cellules B, ou sous une forme soluble et prennent alors le nom d’anticorps. Dans sa forme
membranaire, I'lg est associée a la membrane grace a un domaine transmembranaire qui se
poursuit en intracellulaire par une région trés courte ne permettant pas la transmission du signal. La
transmission du signal se fait par l'interaction du BCR avec un hétérodimeére Iga-Igp (ou CD79a-
CD79b) ou les deux chaines sont associées entre elles par un pont disulfure. Iga-IgpB, dans leur
partie intracellulaire contiennent des Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motives (ITAM) qui
transduisent le signal intracellulaire sous forme d’une cascade d’activation de kinases et de facteurs
de transcription. Les anticorps sont présents dans les fluides biologiques tels que le plasma, la
lymphe, le colostrum et le lait maternel et les liquides produits par les muqueuses digestives,
respiratoires et urogénitales.

11.2.2. Organisation germinale et réorganisation des génes d’immunoglobulines
Les génes codant pour les chaines lourdes et Iégéres des Ig sont répartis en trois loci appelés et
écrits IGK, IGL et IGH chez 'homme et Igk, Igl, Igh chez la souris (Lefranc 1999). Ces loci sont

situés sur trois chromosomes différents chez ’'hnomme comme chez la souris.

Le locus de la chaine lourde (/IGH ou Igh, pour heavy) est situé sur le chromosome 14 chez
’homme et sur le chromosome 12 chez la souris. Chez 'homme, ce locus comprend 123 segments
Vy pour Variable, 27 segments Dy pour Diversité, 9 segments Jy pour Jonction et de 9 segments C
pour Constant. Chez la souris, il est constitué de 216 segments Vy, 21 segments Dy, 4 segments Jy
suivis par 8 segments C (Figure 5 page 28). Les segments V, D et J sont suivis d'un numéro dans
l'ordre ou ils sont placés dans le locus (exemple Vi) ; les segments C sont suivis d’'une lettre
grecque (exemple Ca). Ca est dupliqué chez 'lhomme avec Cal et Ca2 expliquant la différence de
nombre de segments C entre ces deux espéces. Tous les segments ne sont pas fonctionnels. Le
locus de la chaine légere kappa (/GK ou Igk) est situé sur le chromosome 2 chez 'lhomme, alors
qu’il est identifié sur le chromosome 6 chez la souris. Chez 'homme, il comprend 76 segments V, 5
segments Ji et un seul segment Cy. Chez la souris, il comporte 161 segments Vi, 5 segments Jy
suivi d’'un seul segment Cy. Le locus de la chaine Iégere lambda (/GL ou /gl), quant a lui, est localisé
sur le chromosome 22 chez 'homme et 16 chez la souris. Chez 'homme, ce locus est constitué de
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74 segments V, et de 7 a 11 segments C,. Chacun des segments C, fonctionnels est précédé d’'un
segment J,. Chez la souris, il y a 3 V,, 4 J;, et 4 G, qui sont répartis sur le locus comme indiqué

dans la Figure 5.

Locus Igh (chromosome 12)

A HHHHHHHE

JH Cu Cs Cy2 Cy1 Cy2b Cy2a Ce Ca

Locus Igk (chromosome 6)

5) W—M I 3}
Vi Jk Ck

Locus Igl (chromosome 16)

5~H—”—I—||-I—I—||—I—||-I~3

VazVa3 Chz IaCaa Vi IasCas JaiCar

Figure 5 : Organisation des loci murins Igh, Igk, Ig!

Les loci sont non fonctionnels dans leur configuration germinale et doivent subir des
réarrangements géniques appelés recombinaisons V(D)J (Figure 6 page 29) qui donnent naissance
a un exon. Ces réarrangements qui associent physiquement un segment V, (un segment D) et un
segment J, dans un locus nécessitent I'excision d’ADN double brin et la recombinaison des bouts a
associer, qui est assurée par les enzymes Recombination Activating Gene (RAG)-1 et RAG-2
spécifiques des lymphocytes et par d’autres enzymes d’expression ubiquitaire. Au niveau du locus
de la chaine lourde, les réarrangements VDJ se font en deux étapes : d’abord un segment Dy
s’associe au hasard a un segment Jy puis 'ensemble DyJy est joint au hasard a un segment V.
L’exon VyDpdy ainsi formé s’associe avec le segment Cy le plus proche, en l'occurrence Cp, et
donne un ARNmessager (m) prét a étre traduit en protéine. L’exon VyDuyJy code pour la région
protéique V de la chaine lourde tandis que I'exon Cu code pour sa région protéique C. Il en est de
méme pour les exons VJ et C des chaines légéres qui codent les régions protéiques V et C. Les
réarrangements V(D)J aléatoires permettent de créer une multitude de séquence appelée diversité
combinatoire. A noter également que la machinerie de recombinaison ne crée pas des jonctions Vy-
Dy, Du-Jy et V-J identiques en séquence ; cette diversité jonctionnelle qui touche principalement les
jonctions sur le locus IGH/Igh amplifie la diversité combinatoire. Enfin, la combinaison de chaines
lourdes et de chaines légéres différentes démultiplie la diversité du site de reconnaissance de
I'antigéne dans I'lg.
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Locus /Igh — ADN en conﬁguration germinale

ST

I ViV2 Vn D1 D2 Dn J1J2)3 )2 Cu Cs Cv?, Cyl CYZb CyZa Cs Ca

ADN réarrangé apres recombinaison somatique D-J

st —HHHHHHHE

ViV2 Vn DiDa2l2J3 4 Cu Cs Cy3 Cy1 Cyab CGy2a Ce Ca

ADN réarrangé apres recombinaison somatique V-DJ

I THHHHE

V1V2D2Jz213 Ja Cp Cs Cy3 Cy1 Cy2b Cy2a Ce Ca

Transcrit primaire
5’ 1 ”ﬂﬂ_H 3'

Vz2D2J213 Ja Cu Cs

ARNmM aprés épissage alternatif 1 m
5’ 3

V2D2J2Cp

Figure 6 : Mécanisme de la recombinaison VDJ au locus Igh

Bien que les réarrangements se fassent de fagon aléatoire, tous les segments fonctionnels ne sont
pas utilisés avec la méme fréquence. De plus, dans un lymphocyte B donné, seul un des loci de
chaine légére est utilisé : un méme lympocyte B produit des Ig avec la chaine légére k ou avec la
chaine légére A. Les loci pour les chaines légéres k ou A ne sont pas étre utilisés de facon
identique : chez 'homme environ un tiers des lymphocytes B expriment une chaine Iégére A alors

que chez la souris seuls 5% I'expriment.

Les loci réarrangés peuvent subir d’autres modifications au cours de la vie du lymphocytes B : la
somatic hypermutation (SHM) et la class switch recombination (CSR) ou commutation de classe.
Ces deux phénomeénes font appel a I'activation d’'une enzyme lymphocytaire spécifique appelée AID
(pour Activating-Induced cytidine Deaminase). Lors de la transcription de I'ADN, AID transforme les
paires cytidine-guanine qu’elles rencontrent en uracil-guanine par déamination de la cytidine ; il en
résulte I'intervention de systémes de réparation qui excise l'uracil ce qui crée une coupure qui est
réparée. Au cours de la SHM, AID cible certaines séquences particuliéres dans V et la réparation
réalisée par des systémes de réparation non fidéles crée des mutations ponctuelles aléatoires. On
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estime que les mutations dans V sont 10° plus fréquentes que dans le reste du génome. Ainsi, la
résultante de la SHM est une augmentation de la variabilité du site de reconnaissance de I'antigéne
qui se manifestent dans des zones dites hypervariables. Dans les Ig, ces zones hypervariables
constituent les zones CDR.

Dans le cas de la CSR, AID cible simultanément deux petites séquences d’ADN dites Switch (S)
dont 'une est en amont du segment Cp et la seconde en amont d'un autre segment Cy, tel que Cy2a
comme dans I'exemple donné dans la Figure 7. A I'exception de C5, tous les Cy sont précédeés
d’une séquence S. L’action d’AID et les réparations imparfaites utilisant une machinerie moléculaire
différente de celle de la SHM conduisent a l'excision de la séquence située entre les deux
séquences S et a la recombinaison des séquences portant I'exon VyDpJy et par exemple I'exon
Cy2a (Figure 6). Le gene ainsi reconstitué donne naissance a une IgG2a et non plus a une IgM. La
CSR permet donc de changer la région C d’une Ig et ainsi sa classe pour amener a une nouvelle
fonction effectrice. Chez la souris, il existe huit classes et sous-classes d’lg (IgM, IgD, 1gG1, IgG2a,
lgG2b, IgG3, IgE, IgA) et neuf chez ’'homme (IgM, IgD, 1gG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgE, IgA1 et IgA2).

ADN réarrangé (comme dans Figure 6) ol les régions Switch sont visibles

AID AID
V1V2Da2J2Jz3 Ja Cu GCs Cy3 Cy1 Cy2b Cy2a Ce Ca

ADN réarrangé apres g’ 3’
Class Switch Recombination Se Sa

V1VzDa2Jz2)3 Ja Cy2a Ce Ca

Figure 7 : Mécanisme de la Class Switch Recombination

L’IgD chez la souris et chez 'homme ne résulte pas de la mise en ceuvre de la CSR contrairement
aux autres classes d’lg mais d’un épissage alternatif de 'ARN codant a la fois I'lgM et I'lgD. A noter
aussi que I'lgD est particulier au titre de I'exclusion isotypique qui s’applique a toutes les classes

d’lg sauf a I'lgD ; en effet celui-ci est co-exprimé avec I'lgM par certains types de cellules B.
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L’expression des Ig sous forme de BCR ou de protéine soluble est liée a la présence ou a I'absence
d’'un domaine transmembranaire et d’'une région courte intracellulaire qui sont codées par deux

exons présents dans les segments C. La sélection de ces deux exons se fait par épissage alternatif.

La diversité combinatoire, la diversité jonctionnelle, les combinaisons de chaines lourdes et Iégéres,
la SHM et la CSR conduisent, a partir de quelques centaines de segments géniques, a la sytnthése

possible, en théorie, de plusieurs milliards de molécules d’lg différentes appelé répertoire.

11.2.3. Développement des lymphocytes B jusqu’au B immature

L’ontogénie de la cellule B se fait en deux étapes majeures successives (Figure 8), dont la premiére
étape indépendante des antigenes du non soi, se déroule dans la moelle osseuse chez I'animal
adulte et conduit a la production de cellules B immatures exprimant un BCR capable de reconnaitre
et d’étre activé par un antigene. Elle est divisée en plusieurs sous-étapes : stade pré-pro B, stade
pro-B, stade pré-B et le stade B immature. Les recombinaisons V(D)J ont lieu pendant cette étape
précoce du développement B.

Moelle osseuse s == Circulation
Mise en contact avec —-LRecomblnaisons VD) p = =

antigéne du soi

®-

PréB B immature B transitionnel

Précurseur
Pre-BCR BCR
~__ IgM gD
=3 i/
T \ ————— /f
P I CSR ou non
oy —

IgM ou autre classe

—
v  ----- |
Affinité pour L . B mature FO/MZ
I'antigéne “R /

améliorée ou non Organe lymphoide secondaire
B mémoire Mise en contact avec antigéne étranger

Figure 8 : Les différentes étapes du développement des cellules de la lignée B

Les cellules de l'environnement du lymphocyte B comme les cellules stromales de la moelle
osseuse contribuent au développement B en apportant des facteurs qui favorisent la croissance, la
différenciation, la maturation et la survie lymphocytaire. Elles participent aussi au contréle qualité
des lymphocytes B.
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Les cellules du stade pré-proB constituent les précurseurs les plus immatures des cellules B. Ces
cellules n'ont pas encore réarrangeé les génes des lg, mais commencent déja a exprimer certains
marqueurs spécifiques de la lignée B telles que le B220 chez la souris et CD20 chez 'homme, le
CD19 et la protéine Iga/CD79a, RAG-1 et RAG-2. Les réarrangements des génes codant les
chaines des Ig ne débutent qu’au stade proB et sur le locus IgH. La jonction entre les segments D
et J a lieu au cours de ce stade de maniére quasi-simultanée sur les deux alléles. Puis, le
réarrangement Vy avec DpJy se fait sur un des deux alleles et s'il est productif, c’est-a-dire qu'il
permet la production d’'une chaine lourde p, le second alléle n’est pas utilisé : ce phénomeéne est
appelé exclusion allélique (Alt 1984, Tonegawa 1983). Si le réarrangement sur le premier allele
n'est pas productif, 'autre alléle est utilisé et si la encore cela aboutit a un réarrangement non
productif, la cellule est éliminée par apoptose. Seulement un tiers des événements de
recombinaison seraient productives (Alt 1987). Le stade suivant est baptisé stade pré-B au cours
duquel la cellule associe la chaine lourde p avec une pseudo chaine légére (Melchers 1993,
Monroe 2007) et produit le corécepteur Iga-Igp (ou CD79a-CD79b) ce qui conduit a I'expression de
surface d’un pré-BCR. Cette expression du pré-BCR est le signal qui provoque 'amorgage des
réarrangements de VJ pour la production d’'une vraie chaine Iégére x ou L. Ces réarrangements se
produisent au locus IGK/Igk et, s’ils ne sont pas productifs, ils ont lieu au locus IGL/Igl (Brauninger
2001). Ce phénomeéne qui conduit a I'expression exclusive de l'isotype k ou A est appelé exclusion
isotypique. La production d’'une chaine Iégére, son association avec la chaine lourde pn et avec le
corécepteur Iga-Igp et I'expression d’'un BCR signent le début du stage B immature. A ce stade, la
cellule est soumise a un processus de seélection négative ayant pour but d’éliminer les cellules B
auto-réactives, c’est-a-dire qui reconnaissent les antigenes du soi. Pour cela, des antigénes du soi
portés par les molécules du CMH exprimées par les cellules stromales de la moelle osseuse sont
présentés aux cellules B immatures. Les cellules B immatures dont le BCR reconnait les antigenes
du soi sont éliminées par apoptose ; prés de la moitié des lymphocytes B immatures sont éliminés
par sélection négative (Melchers 1995).

A noter que des clones B auto-réactifs peuvent subir de nouveaux réarrangements géniques,
appelés receptor editing, suite a la réactivation des enzymes RAG1 et RAG2. Ceux-ci permettent
I'expression d’'un nouveau BCR a la surface de la cellule qui passe a nouveau le filtre de la
sélection négative : si la cellule B immature garde son auto-réactivité, elle est éliminée par apoptose

ou elle devient anergique c’est-a-dire que I'expression du BCR est réprimée.

1.2.4. Du B immature au plasmocyte et a la cellule B mémoire

Les cellules B immatures ayant survécu a la sélection négative, c’'est-a-dire ne possédant pas de
réactivité vis-a-vis du soi, quittent la moelle osseuse et rejoignent la circulation (Figure 8 page 31) ;
elles prennent alors le nom de cellule B transitionnelle (1 type chez ’lhomme mais 2 types chez la

souris) avant de démarrer la seconde phase de leur développement qui se passe dans les organes
Anderson Archelus | These de doctorat | Université de Limoges 32



lymphoides secondaires (rate, ganglions, MALT). Ces organes lymphoides contiennent des zones
anatomiquement distinctes appelées follicules dans lesquelles s’accumulent les lymphocytes B. Ces
follicules peuvent présenter des zones appelées centres germinatifs (GC pour Germinal Center)
dans lesquels on distingue une zone sombre trés dense en cellules B proliférantes et une zone
claire moins dense en cellules. Lorsque les GC sont présents, la zone les entourant dans le follicule
est appelée zone du manteau. Les cellules B peuvent aussi se retrouver dans une zone qui entoure
les follicules et qui s’appelle zone marginale (MZ pour Marginal Zone). En fonction de I'endroit ou
les cellules B se placent, elles prennent différents noms : cellules B folliculaires (ou FO) quand elles
sont dans les follicules, centroblastes dans la zone sombre, centrocytes dans la zone claire ou
cellules B de la zone marginale (ou MZ).

Dans les organes lymphoides secondaires, les cellules B deviennent matures et sont dites naives
avant d’étre mises en contact d’antigénes étrangers. Les cellules B matures naives interagissent
avec différentes cellules et molécules présentes dans les organes lymphoides. L’interaction avec
ces cellules via les molécules qu’elles expriment ou présentent a leur surface ou qu’elles libérent
conditionne la localisation des lymphocytes B dans les organes lymphoides secondaires et leur
activation avec la possibilité de SHM et de CSR. Dans la zone marginale, les lymphocytes B sont
au contact de DC, macrophages, PMN qui expriment tous de nombreux PRR ce qui leur permet de
capter les DAMP et de les présenter aux lymphocytes B qui les reconnaissent ou non via leur BCR
(Cerutti 2013). L'interaction DAMP-PRR conduit a l'activation des DC, macrophages, PMN qui
produisent des cytokines. Les lymphocytes B s’activent sous l'effet combiné des cytokines, de
l'interaction des DAMP avec leurs propres PRR et leur BCR. En s’activant, ils déclenchent ou non
une CSR et donnent naissance soit a des lymphocytes B mémoires ou des plasmablastes, étape
qui précede le stade de différenciation terminale qui est le stade du plasmocyte. « Plasmocyte » est
le terme utilisé pour désigner les cellules de la lignée B qui sécrétent les Ig. Les lymphocytes B
mémoire ne sécrétent pas d’lg mais portent un BCR et ont une durée de vie longue pouvant
atteindre plusieurs années. Il a été montré que des cellules B mémoires spécifiques peuvent étre
détectées dans la circulation et dans la rate chez 'homme prés de 50 ans aprés une vaccination ou
une infection (Mamani-Matsuda 2008). Elles possédent la capacité de proliférer et de se différencier

en plasmocytes lors d’une seconde exposition a I'antigéne contre lequel elles sont dirigées.

Les cellules B sont des cellules présentatrices de I'antigéne qui peuvent capter des molécules
gu’elles digérent sous forme d’éléments de petite taille, en général des peptides d’'une vingtaine
d’acides aminés, qu’elles exposent a leur surface via les CMH de classe Il. A proximité des
follicules, les cellules B présentant des antigénes sur leur CMH peuvent rencontrer des lymphocytes
Tw (ou Helper) qui reconnaissent I'antigéne via leur récepteur spécifique appelé TCR (Gatto 2010,
Vinuesa 2009). Cette interaction permet celle de CD40L sur le lymphocyte T et de son récepteur

CD40 exprimé par le lymphocyte B et conduit a I'activation des deux cellules. Le lymphocyte T
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libére des cytokines qui vont renforcer I'effet de I'interaction CD40L-CD40 sur le lymphocyte B. Il est
intéressant de noter que le virus d’Epsetin-Barr (EBV), qui a un tropisme fort pour les cellules B et
les infecte, produit une protéine qui active les cellules B en mimant I'interaction CD40-CD40L. Les
deux cellules entrent dans le follicule (Figure 9) ou le lymphocyte T prend le nom de Ty (Follicular
Helper) et ou le lymphocyte B se divise activement en donnant naissance aux centroblastes et au
GC. Au cours de leur division, les centroblastes subissent la SHM avant de passer dans la zone
claire ou ils arrétent leur prolifération et deviennent des centrocytes. Ceux-ci sont testés pour leur
capacité a reconnaitre les antigénes étrangers avec une affinité améliorée, mais aussi pour leur
absence de reconnaissance des antigenes du soi, qui a pu apparaitre suite a la SHM. Ce test passe
par une interaction avec les cellules Try et avec les DC folliculaires (FDC). Linteraction Tgy-
centrocyte passe par les partenaires moléculaires TCR-antigene-CMH (sur la cellule B), CD40L-
CD40 et cytokines (libérées par la cellule T) - récepteurs (portées par la cellule B). L’interaction
centrocyte - FDC passe par les partenaires moléculaires BCR - antigene - CMH (sur la FDC). Le
contréle qualité qui s’établit ainsi dans la zone claire conduit a I'activation du centrocyte qui peut
avoir trois conséquences : I'apoptose de la cellule, le retour dans la zone sombre pour une nouvelle
etape de division et de SHM ou la maturation et différenciation en lymphocyte B mémoire ou en
plasmablaste puis en plasmocyte. Quelques jours apres leur mise en place, les GC disparaissent.

FO (zone du manteau)

FO (GC)
FO (GC) Zone claire
Zone sombre Sélection
Cellule B Prolifération & SHM CSR, Retour zone sombre,

Différenciation, Mort

Centrocyte o

FDC

&Jf
@

Cellule T

Plasmocyte

Centroblaste Cellule B mémoire

B apoptotique

Organe lymphoide secondaire

Figure 9 : Organisation d'un centre germinatif

Les Ig (membranaires ou solubles) issues de cellules passées par le GC sont de forte affinité pour
les antigénes alors que ceux produites par les cellules B MZ sont de faible affinité. Tous les
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antigénes ne provoquent de réaction du GC ; ceux qui le font sont dit T-dépendants (TD) et les
autres T-indépendants (TI).

Les plasmocytes sortent des organes lymphoides secondaires. Les plasmocytes peuvent aller se
loger dans la moelle osseuse ou ils produisent des Ig qui passent dans la circulation ; ils peuvent
également se loger dans les muqueuses ou ils synthétisent les Ig mucosales dont une grande partie
se retrouve dans la lumiéere des muqueuses. Les plasmocytes représentent le stade terminal de

différenciation des cellules B, qui est précédé par un stade intermédiaire appelé plasmablaste.

Les différents stades et types de lymphocytes B décrits ci-dessus ont un phénotype particulier qui
peut étre mis en évidence par I'étude de I'expression d’'un ensemble de marqueurs de membrane
généralement réalisée par cytométrie en flux. Par exemple, les B matures naifs sont caractérisés
par la co-expression de I'lgM et de I'lgD. Les marqueurs B220 (et CD20 chez 'homme) et CD19
sont présents sur toutes les cellules de la lignée B a I'exception des plasmocytes. Ceux-ci, au

contraire, expriment un marqueur qui leur est propre, CD138 chez la souris et CD38 chez 'lhomme.

11.2.5. Les cellules B atypiques

Toutes les cellules B décrites plus haut sont définies comme les B2. Chez la souris, il existe
également les B1 dont les précurseurs proviennent du foie feetal. Les cellules B1 matures sont
principalement localisées dans la cavité péritonéale et représentent la majorité des cellules B
totales de ce compartiment. Elles sont également présentes dans la rate, la cavité pleurale et la
moelle osseuse, mais sont a peine détectables dans le sang et les ganglions lymphatiques (Aziz
2015, Montecino-Rodriguez 2006, Roy 2013). Elles se distinguent des cellules B2 par leur
phénotype ; comme les B2 elles expriment CD19 et IgM et contrairement au B2 elles ont une faible
expression de B220 et expriment CD43. Les B1 existent sous forme de B1a qui expriment CD5 et

B1b qui ne I'expriment pas.

La différence de leur origine a été mise en évidence par des expériences de greffe de moelle
osseuse sur souris irradiées qui ont montré la non reconstitution de la population des cellules B1
chez ces souris (Montecino-Rodriguez 2006). Un progéniteur a été identifié dans le foie foetal et son
transfert dans des souris receveuses immunodéficients a permis de reconstituer efficacement les
populations cellulaires B1a et B1b (Montecino-Rodriguez 2006). Les progéniteurs de cellules B1
apparaissent d'abord dans le foie fcetal vers le 11°™ jour de la gestation (d’une durée d’environ 21
jours) ; a ce moment-la aucune cellule progénitrice de B2 n'est observée dans le foie feetal ni au
15°™ jour dans la moelle osseuse. Récemment, il a ét¢ montré que des cellules B1a peuvent étre
générées également par la moelle osseuse chez I'adulte. Contrairement aux cellules B2 dont le
renouvellement se fait a partir de précurseurs dans la moelle osseuse, les cellules B1 sont dotées

de capacité d’auto-renouvellement a partir de cellules B1 matures.
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Les cellules B1a sont considérées comme des cellules du systéme immunitaire inné car elles
sécretent des Ig spontanément et non pas suite a une stimulation antigenique appelée
immunisation ; ces lg sont connus sous le terme « d’anticorps naturels » (Gronwall 2012). Les
antircorps naturels forment un bouclier contre les agents infectieux en assurant une protection
pendant la période de temps requise pour la formation du centre germinatif et la production
d'anticorps parfaitement adaptés. Il a été estimé que 80 a 90% des IgM sériques au repos et 50%
des IgA sériques sont dérivés des cellules B1a. Les cellules B1b contribueraient par contre a
limmunité adaptative et serait, avec les cellules B MZ, la source principale d’IgM dirigées contre les
polysaccharides et d’autres antigénes Tl dans le cadre des réponses immunes adaptatives. Elles

peuvent sécréter aussi des IgA.

L’existence des cellules B1 chez 'homme reste débattue. Certaines cellules B produisant des auto-
anticorps chez des patients atteints d’arthrite rhumatoide et exprimant le marqueur CD5 a leur
surface ont été considérées comme les homologues des cellules B1 murines (Youinou 2011).
Cependant, CD5 a aussi été identifié¢ dans d’autres populations de lymphocytes B comme les
cellules B transitionnelles (Freedman 1989, Lee 2009, Sims 2005), ce qui souléve la question de
l'utilisation du CD5 chez 'homme pour repérer les éventuelles B1 humaines. Différentes données
suggerent que les cellules B MZ chez 'homme sont fonctionnellement I'équivalent des cellules B1a

murines (Roshstein 2015).

Les cellules B régulatrices (Breg) forment une population de cellules B hétérogenes difficilement
identifiables par un panel de molécules de surface mais elles sont caractérisées par leur capacité a
inhiber le systeme immunitaire a travers la production de cytokines comme I'lL-10 ou I'expression
de molécules de surface comme Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1), appelé aussi CD274, et
indépendamment de la production d’'lg. Leur origine fait I'objet de débats ; plusieurs signaux
dépendants et indépendants des cellules T pourraient conduire a leur apparition a partir de cellules
B1 ou B2. Leur role immunosuppresseur a été mis en évidence dans des modeles murins de

maladies autoimmunes, d’infections et de cancers (Gorosito Serran 2015).

I.3. L'immunoglobuline A

Elle a été découverte dans le sérum au début des années 1950 (Grabar 1953) puis a été isolée et
caractérisée en 1959. A cette période, plusieurs travaux, réalisés notamment chez 'homme, ont
permis de montrer qu’elle représente la classe d’lg prépondérante dans les muqueuses et dans les
fluides biologiques (Chodiker 1963, Gugler 1959, Hanson 1959). Elle est la deuxiéme classe d’lg la
plus abondante dans la circulation aprés les IgG et les IgM et la classe d’lg la plus produite dans
l'organisme chez 'homme. Sa production dans I'organisme humain est en effet estimée a 66mg/kg
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de poids du corps par jour contre 34 mg/kg pour les IgG et 7,9 mg/kg pour les IgM. L’IgA représente
également la classe d’lg la plus hétérogéne chez 'homme en raison de ses différentes formes

moléculaires.

11.3.1. Structure

Légende

eOuUe— Résidu N-glycosylé

i o— Résidu O-glycosylé

(9 résidus O-glycosylables dans la migA1)

» 0 N\ b/

migAl migA2

Figure 10 : Les différentes structures des Immunoglobulines A

Chez la souris, il n’existe qu’un type d’'IgA alors que chez 'homme il existe deux sous-classes, IgA1
et IgA2. Sur le plan de sa structure de base, I'lgA de la souris ressemble plutét a I'lgA2 humaine. La
principale différence structurale entre I'lgA1 et 'lgA2 humaines est la présence ou I'absence d’'une
séquence de 18 acides aminés au niveau de la région charniere (Berthoux 2015). Cette séquence
est présente dans les molécules d’IgA1 (Figure 10) auxquelles elle confére une plus grande
flexibilité, mais absente dans IgA2. Elle est constituée uniquement de résidus proline, serine et de
thréonine. Son absence dans les molécules d’IgA2 les rend plus résistantes a 'action de certaines
protéases bactériennes clivant les liaisons spécifiques proline-sérine ou proline-thréonine (Papista
2011, Woof 2011). A noter que les bactéries produisant ces protéases colonisent fréquemment la
surface des muqueuses et sont responsables de la plupart des infections du tractus génital et de la
cavité orale. L'IgA2 existe sous la forme de deux variants allotypiques nommés IgA2m(1) et
IgA2m(2). Ces variants difféerent essentiellement par le mode d’association des chaines lourdes et
légéres. Dans I'lgA2m(2), l'interaction entre les chaines lourdes et légeres est stabilisée par des
associations non covalentes et non pas par les classiques ponts disulfure comme c’est le cas pour
llgA2m(1), I'gA1 et les autres classes d’lg (Woof 2006). Une troisieme forme de I'lgA2, I'lgA2(n),
représentant probablement un troisieme allotype, a été décrite en 1994 (Chintalacharuvu 1994).
L’IgA1 et I'lgA2 portent des N-glycosylations au niveau de la chaine lourde, mais seule I'lgA1 est O-
glycosylée dans sa région charniére. L'IgA de souris est N-glycosylée ; elle a été considérée

pendant longtemps comme non glycosylée au niveau de sa courte région charniére mais
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récemment il a été montré qu'il existe plusieurs allotypes dont certains présentent quelques résidus
glycosylables dans la région charniére. Les glycosylations représentent 6-10% de la masse
moléculaire des IgA (Papista 2011).

La O-glycosylation est un événement qui touche majoritairement les protéines intracellulaires ou les
motifs O-glycosylés peuvent servir de signalisation. Seulement quelques rares protéines libérées
dans le milieu extracellulaire sont O-glycosylées ; parmi les Ig, seules les IgA1 et IgD sont O-
glycosylées et dans la circulation, en plus de I'lgA1, on trouve certains facteurs de coagulation et
une protéine du systéme du complément. La O-glycosylation consiste a ajouter un sucre sur
'oxygene des résidus sérine, thréonine, tyrosine, ou hydrolysine alors que la N-glycosylation permet
I'ajout d’un sucre sur I'azote de I'asparagine (Arnold 2007, Freeze 2006, Spiro 2002). Dans I'lgA1, la
O-glycosylation se fait au niveau de la région charniere qui présente une succession de dix-huit
acides aminés qui sont des prolines, des sérines et des thréonines. Les neuf sérines et thréonine de
la région charniere des IgA1 sont en théorie O-glycosylables mais seules trois a six le sont
réellement avec des chaines de sucre constituées maximum de trois sucres : GalNAc, Gal et acide
syalique. Le premier sucre a étre fixé sur les sérines ou les thréonines est le GalNAc grace a
laction d’'une transférase spécifique, puis un Gal est fixé au GalNAc sous l'effet de la Beta3
Galactose-Transferase 8 (Beta3Gal-T8, appelée aussi C1GALT1) aidée par la chaperone
C1GALT1C1 (Ju 2002, Ju 2008). Enfin, un acide sialique peut étre ajouté sur le GalNAc ou sur le

Gal ou sur les deux.

Les IgA existent sous différentes formes (Figure 10 page 37) : monomériques (m) ou polymériques
(p). Les polyméres sont essentiellement des diméres d’IgA (digA) associés a la chaine J (pour
Joining). Les plgA peuvent ou non former un complexe avec une protéine appelée piece sécrétoire
ou Secretory Component (SC) et dans ce cas I'lgA prend le nom d’IgA secrétoire ou SIgA. Comme
les autres classes d’lg, la mIgA est un hétérotétramére composé de deux chaines lourdes et de
deux chaines légéres. Les chaines lourdes ont trois CH et dans la forme soluble de I'lg et
possédent en C-terminal une séquence de dix-huit acides aminés appelée tailpiece. La mIgA a une

taille d’environ 160 kDa et une forme de T plus que de Y.

La chaine J a été découverte par MS HALPERN et ME KOSHLAND dans I'lgA isolée a partir du
colostrum humain et de lapin en 1970 (Halpern 1970). Elle a été détectée ultérieurement chez la
souris, le bovin, la poule, le xénope et méme chez les invertébrés (Johansen 2000). Ces derniers
ne possédent pas de systéeme immunitaire adaptatif et n'ont pas d’lg mais possédent un systeme
inné en particulier au niveau des muqueuses. Chez les mammiféres, la chaine J est un
polypeptidique de 15 KDa contenant huit cystéines parfaitement conservées dont six sont impliqués
dans la formation de ponts disulfure intracaténaires et 2 dans celle de ponts disulfure avec la

tailpiece les chaines lourdes des IgA et des IgM (Max 1985). La chaine J ne s’associe pas aux
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autres classes d’lg qui ne possedent pas de tailpiece. Certaines études anciennes avaient suggéré
que la dIgA contient deux chaines J ; cependant il est actuellement admis que la dIgA n’a qu’'une
molécule de chaine J. L’expression de la chaine J a été détectée également dans les plasmocytes
a IgD, 1gG ou IgE mais sa fonction dans ces cellules n’est pas connue ; dans ces cellules, la chaine
J serait principalement dégradée dans le compartiment intracellulaire (Brandzaeg 1999). La chaine
J régule la fonction et la formation des dIgA, sans pour autant étre indispensable a leur structure.
Des plgA, incluant des dIgA, dépourvues de chaine J ont été détectées dans des cas de myélome
chez des patients. Par ailleurs, dans un modéle murin KO pour la chaine J, quelques dIgA sont
retrouvés dans le plasma et le ratio mIgA / digA est fortement augmenté (Hendrickson 1995). Ces
souris présentent aussi une diminution d’un facteur quatre des taux d’IgM circulantes et des plgM
de taille variable qui est probablement la conséquence d’'une dérégulation du processus de
polymérisation en absence de la chaine J (Erlandson 1998).

Le SC est une glycoprotéine de 80 KDa qui est la partie extracellulaire du récepteur aux plg (plgR).
Ce récepteur est exprimé par les cellules épithéliales dans les muqueuses ; initialement son
expression est au niveau basolatéral ou il reconnait les plgA associés ou non a des antigénes. Le
complexe plgA - plgR est endocyté et transporté au travers de la cellule épithéliale jusqu’au pole
apical par un mécanisme appelé transcytose. Un clivage protéolytique de plgR prend place au pble
apical ce qui libere, dans la lumiere de la muqueuse, SC qui reste associé a plgA donnant une
SlgA. SC protége I'lgA contre la dégradation par les protéases dans les sécrétions. La chaine J
augmente l'affinité de plgA pour plgR et SC. Lintéraction de pIlgR avec plgA se fait par des
interactions covalentes avec I'extrémité C-terminale de la chaine J et les domaines Cy, de I'lgA,

mais aussi par des liaisons non covalentes avec les domaines Cy; de I'lgA (Kaetzel, 2005).

Les IgA1 et les IgA2 sont produites par les plasmocytes situés dans la moelle osseuse comme ceux
dans les muqueuses. Le ratio IgA1 : IgA2 est globalement de 3 : 2 dans les muqueuses mais cette
proportion varie d’'une muqueuse a l'autre ; I'lgA1 est prédominante dans le plasma avec un ratio
IgA1 : IgA2 de 10 : 1 (Papista 2011, Woof 2006). L’IgA murin est également produit par les cellules
B1. La mIgA est prédominante dans le plasma alors que la plgA est majoritaire dans les
muqueuses. La SIgA est spécifique des liquides biologiques sécrétés dans la lumiére des

muqueuses.

11.3.2. Activation de récepteurs et du complément

Comme les autres Ig, I'lgA est une molécule bifonctionnelle capable de fixer spécifiquement un
antigéne grace a ses régions V et d’activer différentes molécules (récepteurs et complément) par sa
région C.

Actuellement, sept types de récepteur de la région C (appelée Fc) des IgA sont connus (Mkaddem
2014, Papista 2011) :
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e plgR présenté plus haut,

e le récepteur Dectin-1 et son corécepteur Siglec-5, exprimé par les cellules M et permettant la
rétro-transcytose des IgA (Rochereau 2013),

¢ le récepteur FcaRl, appelé aussi CD89,

e le récepteur a la transferrine (TfR), connu aussi comme CD71, et exprimé de fagon ubiquitaire a
I'exception des érythrocytes, reconnait les plgA (Moura 2001),

e le récepteur Fca/uR, correspondant a CD351, présent essentiellement sur quelques cellules du
systeme immunitaire dont certains lymphocytes B, reconnait avec une forte affinité les IgM et
moins fortement les IgA,

e le récepteur Fc Receptor Like (FCRL)4, présent a la surface des cellules B mémoire dans les
muqueuses, lie les IgA et inhibe I'activation du BCR,

e le récepteur DC-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-Integrin (DC-SIGN),
connu comme CD209, présent a la surface de macrophages et de DC lie les SIgA,

e et le récepteur des ASialoGlycoProtéines (ASGPR) qui est exprimé par le foie et intervient dans
la clairance hépatique de différentes molécules circulantes dont les IgA.

CD89 est une glycoprotéine transmembranaire identifiée pour la premiere fois comme récepteur de
la région C de I'lgA humaine en 1996 (Morton, 1996). Elle est composée d’une partie extracellulaire,
d’une région transmembranaire et d’'une région intra-cytoplasmique de petite taille. Cette derniére
ne posséde pas de motifs de signalisation mais est associée a un polypeptide homodimérique de
transduction du signal appelé chaine FcRy qui porte un ITAM (Woof 2006). CD89 reconnait I'lgA
dans la région comprise entre Cy, et Cys. |l a été montré que CD89 fixe la mIgA avec une faible
avidité et est inhibé par cette fixation alors qu'’il fixe avec une forte avidité et est activé par la plgA
(Papista 2011, Wines 2006). Cette dualité fonctionnelle du récepteur CD89 serait dépendante du
niveau de phosphorylation de la chaine FcRy associée. CD89 existe chez 'hnomme, les primates,
les chevaux, les bovins et le rat, mais pas chez la souris (Maruoka 2004, Morton 2005). Il est
exprimé de maniere constitutive a la surface des cellules de la lignée myéloide incluant les
monocytes, les macrophages, les PMN neutrophiles et les PMN éosinophiles. Lorsqu'il est activé
sur ces cellules, il peut induire la phagocytose, la dégranulation et la production de dérivés actifs de
'oxygéne ou de diverses cytokines (Wines, 2006). CD89 est aussi exprimé par certaines DC ou il
permet a la capture de complexes associant I'lgA et son antigéne en vue de la digestion de
'antigéne et sa présentation aux lymphocytes T pour leur éducation. CD89 existe sous forme

soluble et résulte du clivage de la forme membranaire.

Le systéeme du complément est constitué par un ensemble de protéines synthétisées
majoritairement par le foie et qui existent dans le plasma sous la forme soluble et de récepteurs
membranaires exprimés a la surface de nombreux types cellulaires (Maillard 2015). Ce systéme

peut directement détruire des agents pathogénes mais également en les recouvrant c’est-a-dire en
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les opsonisant, peut faciliter leur reconnaissance puis leur destruction par des cellules immunitaires,
le recrutement et l'activation des cellules immunitaires et I'élimination des complexes immuns
circulants. Les protéines solubles du complément sont constitutivement présentes mais inactives
dans la circulation ou elles représentent environ 5% des protéines plasmatiques. L’activation des
protéines du complément peut se faire par trois voies majeures qui sont dans I'ordre de découverte:
la voie classique, la voie alterne et la voie des lectines (Figure 11) (Maillard 2015). La voie classique
est activée par des complexes immuns associant Ig et antigene qui reconnaissent le composé
soluble C1q qui clive les composés C2 et C4 permettant la formation de la C3 convertase C4b-C2a.
La voie alterne est activée directement par interaction de certains micro-organismes avec le
composé soluble C3b (produit par hydrolyse spontanée du C3) et les cofacteurs properdine, facteur
B et facteur D ; il en résulte le clivage du facteur B et la formation d'une C3 convertase sous la
forme C3b-Bb. La voie des lectines est activée par interaction de certains sucres comme les résidus
mannose présents a la surface de bactéries par la protéine soluble Mannan Binding Lectin (MBL) ce
qui, comme la voie classique, conduit au clivage des composés C2 et C4 et la formation de la C3
convertase C4b-C2a. La C3 convertase sous la forme C4b-C2a ou C3b-Bb, clive elle-méme le
composé C3 et il s’en suit une cascade d’activation moléculaire commune aux trois voies qui aboutit
a la production de protéines solubles régulatrices de la réponse immunitaire comme Cb5a via
I'activation de récepteurs membranaires et a la formation d’'un complexe dit d’attaque membranaire
(ou Membrane Attack Complex - MAC). Le MAC se loge dans la bicouche lipidique de I'enveloppe
bactérienne ou dans la membrane plasmique de cellules eucarytotes et se conduit en canal ; la

perturbation de I'équilibre osmotique provoque la cytolyse (Cybulsky 2000, Qiu 2014).

Voie classique Voie alterne Voie des lectines
lgG-antigéne ou IgM-antigéne Surface activatrice Surface avec mannose
4 + +

Clq + Facteur D MBL ou Ficolin
+C1r + Properdine + MASP1 et 2
+Cls C3b (hydrolyse spontanée) +C2

+C2 + Facteur B +C4

+C4

T 1 Fami-*urH ~

C3 convertase (C4bC2a ou C?IBb)

/\
DAF c3 +> C3a
\I
C5 convertase (C4bC2aC3b ou C3bBbC3b)

l

C5 —» C5a+C5b
C6, C7,C8, C9 _““1

CAM (C5bC9)

Figure 11 : Le systéme du complément
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Contrairement aux IgG, les IgA sont incapables d'activer le complément par la voie classique. Il a
cependant été montré que les plgA pouvaient activer la voie alterne et la voie des lectines
(Hiemstra 1987, Pascal 2012, Roos 2001).

11.3.3. Fonctions de I'immunoglobuline A

Dans les muqueuses, I'lgA participe a la défense de I'organisme contre les agents infectieux en
contribuant au mécanisme défini comme I'exclusion immune. L’exclusion immune empéche la
colonisation et I'invasion par les microorganismes pathogénes. Ce phénomeéne est essentiellement
dd aux SIgA dans la lumiére des muqueuses. Les SIgA possédent différents sites de liaisons
permettant de bloquer les déterminants d’adhérence des microorganismes aux cellules épithéliales
et de les agglutiner, facilitant ainsi leur élimination dans le mucus qui est évacué par le péristaltisme
digestif ou les battements ciliaires dans les voies aériennes (Hajishengallis 1992, Reinholdt 1987,
Williams 1972). Les glycanes du SC et des IgA, plus que la reconnaissance antigénique par les
régions V, sont les principaux éléments permettant I'exclusion immune (Edebo 1995, Phalipon
2002). Ce mécanisme conduit aussi a I'élimination de toxines produites par les microorganismes
dans la lumiere des muqueuses ou d’allergénes alimentaires, c’est-a-dire d’antigénes provenant du

bol alimentaire et pouvant étre a I'origine d’allergie.

o tw( Lumiére
—

o Pathi'géne
y *Xﬁt\ ‘\ < SleA
b _

Cellule M
Epithélium

MALT (Plaque de Peyer)

Lamina propria

Figure 12 : Régulation de I'lmmunoglobuline A dans la muqueuse digestive. 1-Différenciation des
lymphocytes B en plasmocytes et migration dans la lamina propria. 3- Passage des dIgA par transcytose dans
la lumiere de la muqueuse. 3-Neutralisation d’antigénes dans la lumiére. 4- Passage des antigenes ou des
SlgA-antigénes via les cellules M dans la sous-muqueuse. 5-Neutralisation d’antigénes dans la sous-
muqueuse puis transcytose, ou neutralisation en intracellulaire lors de la transcytose. 6- Elimination des

complexes SlgA-antigénes dans les fécés.
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En plus du réle dans I'exclusion immune, il a aussi été décrit que les plgA au cours de leur
transcytose peuvent neutraliser, a l'intérieur des cellules épithéliales, des virus et des éléments
bactériens pro-inflammatoires comme le LPS (Fernandez 2003, Mazanec 1992, Mazanec 1993). De
plus, la transcytose d’IgA associé a un antigéne peut contribuer a I'élimination de molécules
inflammatoires ou toxiques qui ont atteint la sous-muqueuse (Kaetzel 2005). Dans les tissus, les
complexes immuns contenant des plgA et des antigénes sont chimiattractant pour les PMN (van der
Steen 2009) et peuvent activer les cellules immunitaires qui expriment CD89 et conduire ainsi a la
destruction de microorganismes ou de cellules tumorales (Aleyd 2014, Pascal 2012). Via leur
rétrotransport par les cellules M de la lumiére des muqueuses a la sous-muqueuse, les SIgA
associées a un antigéne peuvent contribuer a éduquer et a réactiver le systéeme immunitaire
adaptatif (Mantis 2002, Weltzin 1989).

Les IgA contribuent a la mise en place et a 'homéostasie du microbiote : en effet, chez la souris,
plusieurs études ont montré que la déficience en IgA ou en SIgA di a un déficit d’expression de
plgR conduit a une modification de la qualité du microbiote (Kaetzel 2014). Il est également
démontré que l'allaitement et en particulier les IgA contenus dans le lait maternel contribue a la
mise en place du microbiote (Levi Mortera 2016, Rogier 2014). L’effet de I'allaitement est durable et

a un impact sur le microbiote chez les souris adultes (Rogier 2014).

Les IgA peuvent également avoir un effet immunomodulateur. Ainsi, les IgA circulantes qui sont
majoritairement monomériques sont considérées comme des éléments anti-inflammatoires plus que
comme des molécules de défense contre les pathogénes. Cet effet régulateur de la réponse
inflammatoire est certainement a attribuer a I'effet inhibiteur des migA sur CD89 porté notamment
par les PMN neutrophiles qui sont, chez I'homme, la population de globules blancs la plus
importante en quantité dans le sang. Cette population nécessite d’étre constitutivement inhibée pour
éviter I'activation des PMN et la production et la libération dans la circulation de produits hautement
toxiques. L’effet immumodulateur de I'lgA peut aussi résulter au niveau mucosal de l'interaction de
I'lgA avec le récepteur inhibiteur du BCR, le FcRL4, a la surface des cellules B mémoire, et de la
reconnaissance de SIgA amenées par les cellules M au contact des DC portant DC-SIGN. Les DC
activées par ce biais induisent une expansion de lymphocytes Tgreg pouvant favoriser

limmunosuppression (Mkaddem 2014).
Récemment un réle inattendu des plgA a été démontré sur I'érythropoiése (Coulon 2011). Cet effet

résulte d’'une interaction des plgA sur CD71 a la surface des érythroblastes qui conduit a une plus

grande sensibilité de ces cellules a I'érythropoiétine (EPO) et a leur prolifération.
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1.3.4. Maladies liées a I'immunoglobuline A

L’lgA est incriminée dans quelques pathologies :

e le déficit sélectif en IgA qui est le déficit immunitaire primitif le plus fréquent en Europe et en
Amérique du Nord avec une prévalence de 1/600. Elle est généralement asymptomatique mais
peut, chez certains sujets, conduire a des infections récidivantes des voies aériennes,
intestinales, uro-génitales et a des allergies.

e le myélome multiple a IgA qui résulte de 'accumulation principalement dans la moelle osseuse
de plasmocytes tumoraux monoclonaux qui produisent une IgA. L'incidence du myélome multiple
(a lgA ou a IgG) est de 5 nouveaux cas / 100 000 habitants et par an et touche I'adulte agé.

e la dermatose bulleuse a IgA (ou dermatose a IgA linéaire) est une maladie auto-immune sous-
épidermique rare (1 cas/10° personnes) causée par des auto-anticorps IgA produits contre un
antigéne de la membrane basale dermo-épidermique. Elle se manifeste essentiellement chez les
enfants. Cliniquement, elle est caractérisée par des vésicules ou bulles tendues, qui, a I'examen
histopathologique, démontrent des ampoules sous-épidermiques avec un infiltrat de
neutrophiles,

¢ le purpura rhumatoide (ou purpura d’Henoch-Schénlein ou vascularite a IgA) est une vascularite
systémique affectant les petits vaisseaux ou des complexes immuns a IgA se déposent. Des
neutrophiles sont retrouvés dans les Iésions cutanées. L'origine de la maladie est inconnue. Elle
est caractérisée cliniquement par un purpura, cest-a-dire des taches rouges liées a un
épanchement de sang dans la peau, associé a une arthralgie et a des douleurs abdominales
et/ou a une atteinte rénale. Elle est diagnostiquée chez 1 enfant/5500 et est plus rare chez les
adultes (1 cas/10°).

¢ la N-IgA est une cause majeure de maladie rénale. Elle fera I'objet du chapitre suivant.

11.3.5. Régulation de la production de I'immunoglobuline A dans la muqueuse intestinale
Dans la muqueuse intestinale, la CSR et la production des IgA est initiée dans les MALT au niveau
des PP (Plaque de Peyer) et des ILF (/solated Lymphoid Follicle) selon des mécanismes
dépendants ou indépendants des cellules T (Sutherland 2012) (Figure 12 page 42). Les
plasmocytes sortent des MALT et se logent dans la lamina propria ou ils produisent des IgA de trés
hautes affinités provenant de cellules ayant subi la SHM ou peu affins appelés anticorps naturels.
Différentes études se sont intéressées au role des cellules B1 dans la production des IgA de la
muqueuse digestive et ont suggéré qu’elles y participent (Meyer-Bahlourg 2015).

Des études dans différents modeles murins ont montré que de nombreuses cellules et facteurs sont
impliqués dans la production des IgA a commencer par le microbiote intestinal (Lycke 2017). Ainsi,
les souris élevées en condition dite germ-free ont une déficience dans la production d’IgA par
rapport aux souris présentant une flore intestinale normale ; les taux d’IgA augmentent suite a
l'introduction d’'un microbiote. La colonisation de la muqueuse digestive par une unique souche
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bactérienne conduit aussi a 'augmentation de la production des IgA et le taux d’IgA varie avec la
souche introduite. L’absence quasi-compléte des cellules sécrétrices d’'IgA chez les nouveaux-nés
avant la colonisation de leur intestin par la flore commensale montre également que le microbiote
influence la production de I'lgA (Benveniste 1971). Les cellules épithéliales qui transportent les
antigenes depuis la lumiere du tube digestif, particulierement les cellules M, et les DC sont
essentielles a la mise en place de la réponse IgA dans la muqueuse digestive (Lycke 2017). La
déficience en facteur nécessaires a la différenciation des cellules M se traduit par un déficit de

production d’IgA mucosale.

Outre le transport des antigenes, les cellules épithéliales, dont les PRR sont activés par des DAMP,
produisent des cytokines et des facteurs qui peuvent influencer la production des IgA. Ainsi,
I'expression d’un TLR4 constitutivement activé au niveau des cellules épithéliales de lintestin se
traduit par une augmentation de la production par I'épithélium de facteurs favorisant la production
d’'IgA, par un recrutement des cellules B et une augmentation des niveaux d’IgA dans les fécés
(Shang 2008). Ces facteurs peuvent provenir aussi des cellules immunitaires qui se trouvent a
proximité ou dans les MALT comme les TH, les TFH, les DC, les FDC mais aussi les PMN et les
macrophages.

Parmi les facteurs incriminés dans la production des IgA, certains agissent directement sur la CSR
et d’autres sur la survie des cellules B ou des plasmocytes ou sur les deux phénomeénes. Le facteur
majeur pour la mise en place de la CSR est le Transforming Growth Factor (TGF)B qui active
directement le lymphocyte B, ce qui conduit a la CSR vers la classe IgA (Lycke 2017). Chez la
souris, I'absence de récepteurs de TGF-B sur les cellules B entraine une diminution drastique de la
CSR vers la classe IgA, la présence seulement de quelques plasmocytes positifs pour les IgA dans
la lamina propria de l'intestin et I'incapacité de répondre a des immunisations orales (Cazac 2000).
De nombreux signaux dont les plus connus sont I'activation de CD40, I'acide rétinoique qui dérive
de la vitamine A, le Nitric Oxide (NO) et I'lL-21 agissent en synergie avec le TGF-B sur le
lymphocyte B pour favoriser la CSR ; leur action se fait a différents niveaux comme par exemple
l'IL-21 qui augmente la synthése de I'enzyme AID (Lycke 2017). L’IL-21 est produit majoritairement
par les cellules Tyi7 qui libérent aussi la cytokine IL-17. La déficience en IL-17 limite fortement la
production d'IgA dans la muqueuse digestive mais cette cytokine n’agit pas sur la CSR. Les
cytokines TNF Super Family member (TNSF)13 / APRIL et TNFSF13B / BAFF qui se fixent au
méme récepteur TNF Receptor SF (TNFRSF)13 / TACI présent sur les lymphocytes B active
directement la CSR vers la classe IgA tout en favorisant la survie des cellules B ; APRIL et BAFF
sont aussi des facteurs importants de survie des plasmocytes (Lycke 2017).
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Chapitre Ill. La néphropathie a IgA

lll.1. Historique de la découverte de la néphropathie a IgA

Les maladies a dépbt d’'lg sont caractérisées par une production anormale d’lg qui se déposent
dans certains tissus et provoquent leur dysfonctionnement. La néphropathie a IgA ou N-IgA est une
maladie a dépdbts d’'IgA qui se localisent spécifiquement dans la partie appelée mésangium des
glomérules du rein (Figure 13 page 47) ; c'est cette caractéristique qui a été a l'origine de sa
découverte en 1968 par deux Francgais, I'anatomopathologiste J BERGER et la spécialiste de
microscopie électronique N HINGLAIS (Berger, 1968, Feehally 2011). Il s’agit véritablement d’'une
découverte puisqu'en 1968, la seule classe d’lg connue pour étre impliquée dans des maladies
rénales est I'lgG. En plus de sa publication dans le journal francophone « Journal d’Urologie et de
Néphrologie », le travail est présenté la méme année a l'oral lors du congrés de la Société
Francaise de Néphrologie. Dans [larticle intitulé « Les dépéts intercapillaires d’IgA-d’IgG », J
BERGER et N HINGLAIS décrivaient la présence de dépbts d’IgA, parfois accompagnés de dépots
d’'lgG, dans le mésangium glomérulaire dans un groupe de patients peu clairement définis. Ce
travail était innovant aussi au niveau technique en associant la biopsie rénale développée en 1951,
l'immunofluorescence, mise au point en 1950 et appliquée pour le diagnostic des maladies du tissu
rénal en 1957, et un anticorps anti-IgA humaine nouvellement produit (Coons 1950, Iverson 1951,
Mellors 1957). En 1969, un groupe plus important et mieux caractérisé de patients est étudié et les
résultats sont publiés en 1969 (Berger 1969). Dans cette étude, les patients présentent une
glomérulonéphrite focale avec protéinurie modérée et hématurie persistante ; pour un sujet ayant eu
une transplantation rénale, la récidive des dépdts d’IgA est observée. Jusqu’en 1972, seuls des
frangais décrivent ces dépbts mésangiaux d’IgA, ce qui laisse penser qu'il pourrait s’agir d’'une
particularité d’'une population. La communauté internationale de la néphrologie se montre sceptique
et réticente a I'idée de considérer la description de dép6ts mésangiaux d’IgA comme une entité
clinico-pathologique distincte de glomérulonéphrite. L’opinion change a partir de 1972, ou d’autres
cas sont rapportés par d’autres équipes que celle de J BERGR et dans d’autres pays, en particulier
en Australie, aux Etats-Unis, au Japon, aux Pays-Bas et au Royaume-Uni (Davies 1973, Maintz
1972, McEnery 1973, Ueda 1975, Woodroffe 1975). L'intérét grandit pour cette nouvelle entité et,
au cours de la décennie suivante, on compte plus de six cents publications qui s’y rapportent.
D’ailleurs dés 1983, se mettent en place des symposia internationaux dédiés a la N-IgA. lIs
réunissent les spécialites du domaine (néphrologues, immunologistes, pathologistes, biochimistes,
biologistes cellulaires, généticiens), et ont lieu tous les 2 a 4 ans dans divers pays. Un groupe
informel baptisé « IgA Nephropathy Club » a été formé lors du deuxiéme symposium international
qui a eu lieu a Bahri en ltalie en 1987, dans I'objectif de mieux faire connaitre I'importance clinique

de la maladie et d’encourager la collaboration nationale et internationale dans la recherche clinique
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et fondamentale. En 2000, ce club a connu des restructurations et a choisi de prendre le nom
d’International IgA Nephropathy Network (IGANN) pour lui donner une image plus vaste et plus
englobante. Le dernier symposium en date organisé par IGANN a eu lieu en septembre 2016, a

Tours en France.

Par le passé, la N-IgA a été appelée maladie de Berger, glomérulonéphrite a dépbts intercapillaires
d’lgA, néphropathie primitive a dépbts d’IgA et glomérulonéphrite & dépbts mésangiaux d’lgA-IgG
(Pillebout 2016). Le terme consacré actuellement au niveau mondial est IgA Nephropathie ou IgAN ;
en France il est encore appelé communément maladie de Berger et N-IgA.

Sang (Hématies, Plasma, Globules blancs, Protéines dont Ig)

Cellule endothéliale
Cellule mésangiale

Mésangium

Podocyte
Cellule tubulaire

Urine primitive

Figure 13 : Structure du glomérule.

lll.2. Caractéristiques de la néphropathie a IgA

lll.2.1. Epidémiologie

La N-IgA, qui toucherait globalement 1% de la population mondiale, est la glomérulonéphrite la plus
répandue dans le monde, mais avec une fréquence qui est trés variable en fonction des origines
ethniques et géographiques (D’Amico 1987, Julian 1988a). En effet, sa prévalence est plus forte
chez les asiatiques avec un pic observé au Japon et en Corée que chez les caucasiens et est trés
faible chez les noirs (Donadio, 2002). En Europe, un gradient est observé du Sud vers le Nord avec
I'lslande qui présente la plus forte prévalence. Cette différence peut étre expliquée par des facteurs
génétiques et environnementaux mais elle a également été attribuée a la politique de dépistage des
anomalies urinaires qui est différente d’'une région a une autre et peut conduire a la révélation de la
maladie.
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Elle atteint plus fréquemment les hommes que les femmes, mais, la-encore avec une certaine
variabilité en fonction des régions. Ainsi, le ratio homme : femme touché est environ de 2: 1 au
Japon et passe a 6 : 1 en Europe du Nord et aux Etats-Unis. Elle peut étre diagnostiquée a tout
age, chez les enfants, les adultes et les personnes agées de plus de 60 ans. Son diagnostic se fait
cependant plus fréquemment chez les jeunes adultes agés de 20 a 40 ans.

En France, environ 1500 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année ainsi que 500 nouvelles
insuffisances rénales terminales liées a cette pathologie. En France comme en Allemagne, au
Danemark, aux Etats-Unis, en ltalie et aux Pays-Bas, l'incidence varie de 10 a 40 nouveaux cas par
million d’habitants et par an. La prévalence de la maladie, exprimée en pourcentage de biopsies
rénales, est de 29% en Asie, 12% en Australie, 10,7% en Europe et de moins de 5%-38% aux
Etats-Unis. Aux Etats-Unis, une grande disparité est observée en fonction de la proportion des
différentes ethnies : asiatiques, causasiens, noirs mais également amérindiens (Donadio 2002,
Pillebout 2016, Smith, 1985).

1ll.2.2. Manifestations cliniques

L’hématurie et la protéinurie sont les signes les plus fréquents de la maladie, mais la protéinurie
n'est pas visible pour le malade et I'hématurie peut étre microscopique et dans ce cas passer
inapercue ou au contraire elle peut-étre macroscopique. Ainsi, la présentation clinique de la maladie
est trés variable : elle est d’ailleurs asymptomatique, dans environ un tiers des cas. La révélation de
la maladie est alors faite de facon fortuite suite a la détection d’'une hématurie microscopique et de
protéinurie lors d’examens urinaires faits a titre systématique, qui, en France, sont réalisés dans le
cadre de la médecine du travail, universitaire ou sportive et de surveillance de la grossesse, ou lors
de recherche ou de suivi pour une autre pathologie, en particulier le purpura rhumatoide qui peut
s’accompagner d’'une N-IgA. La N-IgA peut aussi étre secondaire du lupus érythémateux, de la
cirrhose hépatique, du myélome a IgA et est associée aux maladies du systeme digestif qu’il
s’agisse de la maladie coeliaque ou des Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales (MICI),
appelées également IBD (pour Inflammatory Bowel Diseases) et comprenant notamment la maladie
de Crohn et la rectocolite hémorragique (Corica 2016, Papista 2011). En France, la détection d’'une
hématurie microscopique et d’une protéinurie, apres avoir écarté différentes pathologies, peut
conduire a une biopsie rénale qui est une condition nécessaire au diagnostic de la N-IgA. Au Japon,
la recherche d’anomalies urinaires se fait obligatoirement chez tous les enfants scolarisés et chez
tous les salariés (Kitagawa 1988) et la biopsie rénale est faite presque systématiquement
lorsqu’une hématurie microscopique est décelée. En revanche, au Canada, aux Etats-Unis et au
Royaume-Uni, la biopsie rénale n’est pas pratiquée chez les personnes présentant une hématurie
isolée et une protéinurie modérée mais est réservé aux patients présentant une augmentation de la

protéinurie et un développement de I'aggravation de la fonction rénale (Donadio 2002).
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Dans d’autres cas, la découverte de la maladie n'est pas faite fortuitement, mais elle est
diagnostiquée suite a l'apparition d’une hématurie macroscopique, souvent contemporaines
d’infections des voies aériennes ou digestives ou du tractus uro-génital (Mestecky 2013).
L’hématurie macroscopique apparait dans un délai relativement court, de 1 a 3 jours, suite a
l'infection, ce qui est un signe évocateur de la N-IgA. L’hématurie peut durer de quelques heures a
quelques jours voire plus longtemps. Elle peut également apparaitre suite a un effort physique,

souvent fait lors d’'une activité sportive.

Enfin, le sujet atteint de la N-IgA peut présenter des signes cliniques peu spécifiques qui l'inquietent
comme la fatigue chronique ou I'hypertension artérielle. Ces signes sont ceux de toutes maladies
des reins lorsque la fonction rénale est fortement altérée. Lorsqu’ils sont présents, les symptdomes
de la N-IgA (hématurie macroscopique, fatigue...) peuvent étre le résultat d’'une perte brutale ou
trés progressive sur plusieurs années de la fonction rénale. Il est donc difficile de dater le début de
la maladie.

L’hypertension artérielle est aussi un signe de la N-IgA ; elle est fréquente chez les patients N-IgA
méme en I'absence d’insuffisance rénale. Sa prévalence au diagnostic chez les patients adultes
varie de 30 a 70% selon les séries. L’association d’'une hématurie, d’'une protéinurie et d’'une
hypertension artérielle est une indication pour une biopsie rénale et la recherche de dépéts d’IgA

mésangiaux. Dans ces conditions, le diagnostic de N-IgA est porté dans environ 50% des cas.

Si la protéinurie et I'hypertension artérielle sont considérées, de fagon consensuelle, comme
néfastes, I'impact de 'hématurie dans la N-IgA est moins clair. Seules quelques auteurs s’y sont
intéressés et ont donné des avis contrastés en affirmant que I'hnématurie ou au contraire que la
rémission de I'hématurie serait un facteur de pronostic favorable pour la survie rénale (Rodrigues
2017, Sevillano 2017).

1l1.2.3. Evolution de la néphropathie a IgA

La N-IgA est une maladie a évolution variable, généralement lente, et plus ou moins sévére en
fonction des patients. Elle peut rester cliniquement stable ou évoluer progressivement ou
rapidement en entrainant une perte d’intensité variable du fonctionnement rénal pouvant aller
jusqu’au stade d’insuffisance rénale terminale, nécessitant le remplacement de la fonction rénale
par dialyse ou transplantation. On estime qu’environ un quart des patients atteints de N-gA évoluent

vers le stade d’insuffisance rénale terminale en 20 ans aprés le diagnostic.

Le suivi des patients montre que 'hématurie peut étre intermittente ou persistante. Certaines études

ont rapporté que l'association d’une hématurie microscopique permanente, d’'une protéinurie
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supérieure a 1g/24h et d’'une hypertension artérielle est un facteur de mauvais prognostic et de
progression vers linsuffisance rénale terminale (Berthoux 2015, Tumlin 2004). Il est possible
d’observer, dans certains cas, une augmentation du taux de protéine dans I'urine pouvant atteindre
39/24h en méme temps qu’une diminution du taux d’albumine sanguin, ce qui est une
caractéristique du syndrome néphrotique. Ce dernier est présent dans 5 a 10% des cas chez les
patients N-IgA au moment du diagnostic et peut étre un élément révélateur de la maladie.

lll.2.4. Caractéristiques histopathologiques

La détection des IgA dans le mésangium rénal reste la condition sine qua non de I'affirmation du
diagnostic de N-IgA. Cela se fait couramment par immunofluorescence sur une coupe de biopsie
rénale qui permet de révéler la présence des dépbts d’'IgA constants dans les axes mésangiaux des
glomérules. Le marquage des IgA dans les aires mésangiales présente un aspect granulaire ou
filamenteux plus ou moins diffus en forme de branches d’arbres ou des doigts de la main (Figure
14) (Droz 1995, Pillebout 2016). Les dépbts sont d’abondance variable d’'un patient a l'autre allant
de fins dépdts filamenteux chez certains a de gros dépdts infiltrant massivement les axes
mésangiaux et débordant parfois sur les parois des capillaires glomérulaires périphériques chez
d’autres. lls sont généralement définitifs. lls sont parfois encore visibles sur quelques glomérules
méme lorsque linsuffisance rénale est sévére, permettant ainsi d’établir un diagnostic méme a ce
stade d’évolution (Pillebout 2016).

Figure 14 : Dép6ts mésangiaux d’'Immunoglobuline A dans un glomérule, détectés par immunfluorescence

(vert pour IgA, rouge pour podocine comme marqueur des podocytes).

Il est important de noter que la présence des dépdts n’est pas nécessairement pathologique. Des
dépbts d’'lgA mésangiaux ont été découverts chez des sujets sains ne présentant aucun signe
clinique de N-IgA. Cette observation a été réalisée sur des séries d’autopsies ou sur les biopsies
pré-implantatoires avant transplantation rénale et a révélé que 2 a 16% des cas présentaient des
dépdts d’'IgA mésangiaux (Geddes 2003).
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Les dépbts d’IgA dans le mésangium sont fréquemment associés a d’autres éléments tels que le
composant C3 du complément et dans une moindre mesure I'lgG et I'lgM (Monteiro 2003). La
fréequence des co-dépbdts d'IgG est plus diversement appréciée. A linverse des autres
glomérulopathies, la chaine légére A est plus fréquemment trouvée que la chaine légére «. Il a été
démontré que I'lgA1 est systématiquement déposée dans le mésangium glomérulaire (Monteiro
2003). Dans certaines études, des traces d’'IgA2 ont aussi été trouvés mais toujours co-déposés
avec de I'lgA1. Aucun dépét d’'IgA2 sans IgA1 n’a été décrit. La néphropathie a IgA est donc une

néphropathie a IgAT.

Les dépdts d’'IgA1 mésangiaux peuvent étre associés a différents types de lésions histologiques
observables en microscopie optique sur des coupes de biopsie rénale. Ces Iésions sont variables
dans le rein d’'un méme patient et d'un patient a un autre (Haas 2005, Laurent-Pilonchéry 2008).
Elles touchent les différentes parties du rein : les glomérules, les tubules et l'interstitium (Figure 13
page 47). Au niveau des glomérules, peuvent étre observées une hypercellularité mésangiale notée
M, une sclérose segmentaire notée S, et une hypercellularité endocapillaire notée E, et dans le
reste du parenchyme rénal, peut apparaitre une atrophie (c’est-a-dire une diminution du volume)
tubulaire et une fibrose interstitielle, notées T. La sclérose se traduit par des plages de matiere
épaissie et fibreuse ; elle est dite segmentaire quand ces plages sont éparses dans le glomérule
(Fogo 1999). Par le passé, d’autres lésions ont été étudiées comme la présence de hyalinose
(présence d’une plage de matiére homogene) ou linfiltration du parenchyme rénal par les cellules
immunitaires mais seules les quatre lésions M, E, S, et T ont été retenues comme capables
collectivement de caractériser la N-IgA et de donner des marqueurs de pronostic.

Tableau 1 : Les scores de la classification d’Oxford

Variable Définition Score
Hypercellularité < 4 cellules mésangiales / aire mésangiale = 0 Sila
mésangiale (M) 4-5 cellules mésangiales / aire mésangiale = 1 moyenne :
6-7 cellules mésangiales / aire mésangiale = 2 <0,5=M0
8 cellules mésangiales / aire mésangiale = 3 >0,5=M1
Hypercellularité Hypercellularité par augmentation du nombre EO: absent
endocapillaire (E) de cellules dans la lumiére des capillaires | E1: présent

glomérulaires

Glomérulosclérose | Lésion fibreuse d’une partie (et non de I'ensemble) | S0: absent
segmentaire (S) du flocculus ou présence d'une synéchie | S1: présent
flocculocapsulaire

Fibrose Pourcentage du cortex concerné par latrophie | 0-25% TO
interstitielle/ tubulaire ou la fibrose interstitielle 26-50% T1
Atrophie tubulaire >50% T2
(T

Au fil du temps, les pathologistes ont proposé des classifications caractérisant des stades de la N-

IgA : les premieres classifications étaient dites en «classes » et n’utilisaient que les lésions
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glomérulaires. Elles ont été longtemps utilisées comme celles de M HAAS ou celle de SM LEE
(Haas 1997, Lee 1982). Un deuxiéme type de classification dites en « scores » est ensuite apparu ;
elles reposent sur une évaluation semi-quantitative des Iésions glomérulaires et du reste du
parenchyme rénal. En 2009, un groupe de travail constitué de néphrologues et de pathologistes de
dix pays différents s’est constitué a linitiative conjointe de I'lGANN et de la Renal Pathology
Society. Ce groupe a cherché un score simple, évaluable sur une section colorée avec le colorant
appelé Periodic Acid Schiff, indépendant de I'échantillonnage, et donnant une bonne reproductibité
entre les pathologistes. Pour cela, une cohorte de 265 biopsies rénales, dont 206 d’adultes et 59
d’enfants, collectées dans huit pays différents a été analysée. Cette étude a permis de définir un
score dit d’Oxford qui fait actuellement consensus et s’établit sur au moins huit glomérules (Tableau
1 page 51). Le travail de ce groupe continue et le score est régulierement affiné ; la derniére
modification date de 2016 avec I'ajout d’un score supplémentaire, le score C qui tient compte de la
présence de prolifération extracapillaire appelée croissant (Coppo 2010a, Robert 2013, Trimarchi
2017). Ces scores associés aux données cliniques (protéinurie, hématurie, hypertension)
permettent de prévoir I'évolution de la N-IgA a 2 ans (Trimarchi 2017).

11l.2.5. Traitements

A Theure actuelle, il n’existe aucun traitement curatif efficace de la N-IgA, ni de traitement
permettant de la prévenir. Néanmoins, un ensemble d’options thérapeutiques ont été proposées en
2012 dans le but de ralentir sa progression vers l'insuffisance rénale terminale (Boyd 2012). Il s’agit
des recommandations établies par un panel d’experts appartenant a I'organisation internationale
« Kidney Disease : Improving Global Outcomes » (KDIGO) en se basant sur les différentes études
d’'essais thérapeutiques. Ces recommandations peuvent étre téléchargées sur le site

http://kdigo.org/guidelines/gn/ .

Les recommandations tiennent compte, au diagnostic et lors du suivi du patient, de la présence de
’hématurie, du niveau de la protéinurie, du niveau de I'’hypertension artérielle, des lésions
histologiques et de la diminution du débit de filtration glomérulaire (DFG) qui apprécie la fonction
rénale. L’ensemble de ces parameétres permettent de définir un risque d’évolution de la maladie,
faible, intermédiaire ou fort, et d’adapter le traitement en fonction du risque. Comme pour toutes
maladies rénales, les recommandations de KDIGO indiquent que tous les patients, quel que soit
leur risque d’évolution, doivent étre systématiquement suivis sur une base réguliere pendant
plusieurs années et que les patients doivent suivre, le cas échéant, des mesures hygiéno-
diététiques comme le sevrage tabagique, 'adaptation de leur régime alimentaire, la correction du
surpoids, et la pratique d’exercices physiques. Pour certains sujets jugés comme n’étant pas a
risque faible de voir leur maladie évoluer, aucun traitement médicamenteux n’est proposé. Pour les
sujets dont la maladie est a risque d’évoluer, un traitement est recommandé ; celui-ci n’est pas

spécifique de la N-IgA mais est proposé dans toutes les glomérulopathies protéinuriques. Il s’agit
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toujours d’'un traitement néphroprotecteur, en particulier des anti-hypertenseurs comme les
bloqueurs du systéme rénine/angiotensine, qui, en cas de risque fort d’évolution, est complété par
les anti-inflammatoires de type corticostéroides. Les bloqueurs du systéme rénine/angiotensine sont
soit les inhibiteurs de I'enzyme de conversion (IEC) ou les antagonistes des récepteurs de
'angiotensine Il (ARA2) et parfois les deux types sont utilisés simultanément ; ils ont montré leur
efficacité sur la N-IgA en faisant diminuer la protéinurie dans de nombreuses études (Cheng 2009a,
Li 2006, Magistroni 2015, Praga 2003, Russo 2001). Plusieurs équipes ont étudié l'effet de la
corticothérapie et ont globalement montré un effet bénéfique sur la protéinurie et la fonction rénale
(Cheng 2009b, Katafuchi 2008, Lv 2009, Manno 2009, Samuels 2004, Zhou 2011). Les huiles de
poisson concentrés, qui contiennent une grande porportion de lipides ®3, sont aussi recommandés
par KDIGO pour leur effet potentiellement protecteur sur le systéeme cardiovasculaire alors que les
études réalisées ont donné des résultats globalement controversés (Alexopoulos 2004, Donadio
1994, Donadio 2001, Ferraro 2009, Grande 2005).

De nombreuses études menées récemment ont évalué [efficacité de molécules
immunosuppressives comme le cyclophosphamide, I'aziathioprine, le mycophénolate mofétil et
'ablation des tonsilles qui est largement pratiquée au Japon suite au constat que la N-IgA se
manifeste souvent au moment d’infections des voies aériennes supérieures et d’'inflammation des
tonsilles (Bene 2004, Hotta 2001, Komatsu 2008, Xie 2003). Du fait de résultats peu convaincants
ou controversés avec les molécules immunosuppressives (Ballardie 2002, Frisch 2005, Maes 2004,
Pozzi 2010, Stangou 2011, Tang 2010) et de I'absence d’étude d’amydalectomie en dehors du
Japon, KDIGO ne recommande pas ces solutions thérapeutiques dans la N-IgA.

11l.2.6. Traitement de suppléance lors de I'insuffisance rénale terminale

Dans toutes les pathologies rénales, y compris la néphropathie a IgA, l'insuffisance rénale terminale
nécessite un traitement de suppléance qui est soit une dialyse, soit une transplantation rénale.
Toutes les glomérulonéphrites sont sujettes a des récidives sur le greffon. La néphropathie a IgA
n’échappe pas a cela. J BERGER est le premier a rapporté ce phénomene dés 1969 sur un patient
puis I'a confirmé sur une population de malades en 1975 (Berger 1975). Le taux de récidive des
dépbts mésangiaux d’IgA1 dans les glomérules du greffon est estimé en moyenne a 33% des cas,
mais cette moyenne couvre d’énormes variations allant de 9% a 61% selon les centres (Ponticelli
2010). Ces variations dépendent de la politique du suivi des greffons par biopsie systématique ou
non et de la durée de suivi apres la transplantation rénale. Le taux de récidive est de 13% a 50%
dans les centres qui font une biopsie seulement aprés apparition des signes cliniques comme
’hématurie, la protéinurie voire un syndrome néphrotique, ou la diminution du DFG. Le taux de
récidive est évalué a 50-60% dans les centres qui font des biopsies systématiquement aprés la
transplantation. La récidive des dépbts est mise en évidence entre 0,3 et 213 mois apres la greffe

(Kessler 1996, Ponticelli 2010). La perte du greffon est estimée de 2% a 16% sur une période de 5
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ans en raison de la récidive de la maladie (Briganti 2002, Couser 2005). En cas de
retransplantation, le risque de récidive devient plus élevé. Il est estimé de 20% a 100% avec un
risque de perte du greffon variable selon les séries. A noter que la survie du greffon a 10 ans est

similaire chez les patients greffés suite a une N-IgA ou pour d’autres néphropathies.

Différents groupes ont évalué l'effet de traitements anti-inflammatoires ou anti-suppresseurs sur
lincidence de la récidive et ont montré un effet bénéfique des corticoides et de traitements
innovants comme des Anti-Thymocyte Globulin (ATG), mais pas de la cycloporine ou du
mycophénolate mofétil (Berthoux 2008, Clayton 2011).

lll.3. Physiopathologie

Les différentes études, sur les prélevements de malades, sur des cellules in vitro ou dans les
modeles animaux, menées sur la N-IgA depuis sa premiéere description en 1968, mises bout a bout,
ont permis de faire des progres remarquables dans la compréhension de la physiopathologie de la
maladie méme s’il reste encore des zones d’'ombre a éclaircir. Les études convergent vers
limportance des plgA et des complexes contenant I'lgA dans la N-IgA. Certains estiment que ces
complexes comprennent les IgA associées a la forme soluble de CD89 et d’autres qu’il s’agit de
complexes immuns dans lesquels les IgA de la N-IgA, & cause d’anomalies de glycosylation, sont
reconnues comme un antigene et sont associées a des Ig spécifiques. La mise en évidence de
complexes immuns dans la N-IgA a conduit récemment a l'idée que la N-IgA est une maladie auto-
immune. L'importance des complexes immuns dans la N-IgA et la présence presque systématique
de fraction C3 du complément dans les dépbts d’'IgA mésangiaux permettent aussi de proposer un
réle clé du systéme du complément dans la N-IgA. Enfin, il ne fait aucun doute qu’il existe des
facteurs génétiques de susceptibilité a développer la N-IgA mais ceux-ci ne contribueraient qu’a 5%
de la maladie (Kiryluk 2012). Le développement de la N-IgA serait trées largement dépendant de

facteurs environnementaux.

11.3.1. Les immunoglobulines A polymériques et complexées a d’autres protéines

Environ 50% des patients atteints de N-IgA présentent un taux d’'IgA sérique de deux a trois fois
plus élevé que les sujets sains avec un déséquilibre en faveur de la sous-classe IgA1 (Novak 2008).
De plus, dans la N-IgA, il y a une augmentation du ratio plgA1 : migA1 circulants ou les plgA1
peuvent étre des diméres d’lgA1 ou des IgA1 agrégées probablement entre elles ou avec d’autrres
protéines ou incluses dans des complexes protéiques. Les complexes circulants contenant des
IgA1 peuvent étre divisés en deux groupes chez les patients N-IgA en fonction de leur poids
moléculaire : les complexes a haut poids moléculaire, supérieur ou égal a 800 kDa, et les
complexes a faible poids moléculaire, inférieur a 800 kDa (Knoppova 2016). Dans les agrégats et
complexes contenant des IgA1, différentes molécules ont été trouvées comme la fibronectine, des
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antigénes de micro-organismes ou alimentaires tels que la gliadine, la forme soluble de CD89 ou
d’autres Ig (van der Boog 2005).

Afin d’établir I'importance des plgA1 et des complexes contenant des IgA1 dans la N-IgA, leur taux
a été évalué dans la circulation et comparé a lactivit¢ de la N-IgA et a la récidive post-
transplantation. Les plgA1 et les complexes ont aussi été recherchés dans d’autres pathologies et
chez les sujets sains. Il ressort de ces études qu’aucun parameétre, que ce soit les plgA1, les IgA1
anormalement glycosylées, les IgG anti-IgA anormalement glycosylées et les IgA associée au CD89
soluble, n’est spécifique de la N-IgA (Gharavi 2008, Tissandié 2011, van der Boog 2003). Des
résultats controversés ou négatifs ont été obtenus lorsqu’une corrélation a été recherchée entre
activité de la N-IgA et les taux d'un paramétre soit les plgA1, soit les IgA1 anormalement
glycosylées ou encore les IgA associées au CD89 soluble (Jhee 2017, Vuong 2010). Par contre, la
combinaison des taux d’IgA1 anormalement glycosylées et d’anticorps anti-lgA anormalement
glycosylée avec ou non les taux d’IgA associées au CD89 soluble a une valeur pronostique sur
'évolution de la N-IgA et sur la récidive post-transplantation (Berthoux 2012, Berthelot 2015,
Berthoux 2017, Placzek 2018).

Quelques auteurs ont élué les IgA1 des glomérules de sujets avec N-IgA et ont constaté qu’ils sont
enrichis en plgA1 (Monteiro 1985). De plus, par immunohistochimie, d’autres études ont montré la
présence dans certaines séries de la chaine J et de SC dans les dépdts ainsi que de la forme
soluble de CD89 et d’lg en particulier d’IgG (Oortwijn 2007, van der Boog 2005). La recherche de la
fibronectine, des antigénes de micro-organismes ou alimentaires dans les glomérules n'a pas

donné de résultas convaincants (van der Boog 2005).

In vitro, il a été montré que les plgA1, les IgA1 agrégées ou incluses dans des complexes activent
puissamment les cellules mésangiales par rapport aux IgA1 monomériques (Fabiano 2016,
Mestecky 2013, Suzuki 2011, van der Boog 2005). Les complexes a haut poids moléculaire, a
linverse de ceux de faible poids moléculaire, sont capables d’activer les cellules mésangiales en
induisant leur prolifération, une surproduction de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-6 ou le
TNF-a, et de facteurs favorisant la production de la matrice extracellulaire comme le TGF- (Novak
2005, Novak 2011). Les complexes immuns contenant I'lgA1 anormalement glycosylée reconnue
par un IgG activent et font proliférer les cellules mésangiales humaines primaires alors que les IgA1
anormales hors complexes ou des complexes immuns dépourvus d’IgA1 anormales ne possedent
pas ces capacités (Novak 2005, Novak 2007). De plus, la prolifération des cellules mésangiales est

d’autant plus marquée que les complexes contiennent des quantités importantes d’IgA1 anormales.

L’activation des cellules mésangiales par les plgA1 anormalement glycosylées, qui est liée a
I'expression du TfR/CD71 sur ces cellules (Moura 2001, Moura 2004, Moura 2005, Robert 2015),
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est considérée comme ['étape initiale dans [linduction des Iésions histologiques et du
dysfonctionnement glomérulaire se traduisant par la protéinurie (Moura 2008). Ainsi, la prolifération
des cellules mésangiales contribue a I'hypercellularité mésangiale (Iésion M) et la production de
facteurs favorisant la synthése de matrice extracellulaire est certainement impliquée dans la
sclérose segmentaire (lésion S). La libération de cytokines pro-inflammatoires peut recruter et
activer localement des cellules immunitaires comme les monocytes et les PMN (Lai 1996a, Lai
1996b, Lai 2005, Sekikawa 1998). Les monocytes comme les PMN portent CD89 et sont activables
aussi par les plgA1 et plgA1 peut contribuer a leur recrutement dans le mésangium (Kanamaru
2007). Le recrutement des cellules immunitaires peut expliquer en partie I'hypercellularité
mésangiale (Iésion M) et endocapillaire (Iésion E). Les cellules mésangiales via les produits qu’elles
liberent comme les cellules immunitaires activées localement peuvent modifier la barriere de
filtration glomérulaire en agissant sur ses composants cellulaires : les cellules endothéliales et les
podocytes (Lai 2009, Lai 2012, Liang 2017). Cette modification de la barriere de filtration
glomérulaire, en particulier I'altération de la perméabilité podocytaire, est connue pour provoquer la
protéinurie. Récemment, une corrélation a pu étre faite, sur des coupes de biopsies rénales, entre
le niveau d’activation des cellules mésangiales et la protéinurie de sujets atteints de N-IgA
(Tamouza 2012).

111.3.2. Les complexes immunoglobuline A - CD89 soluble

Dans la N-IgA, le CD89 soluble est retrouvé dans la circulation a un taux plus élevé que chez les
sujets sains et il est aussi retrouvé plus fréquemment associé aux complexes circulants contenant
'lgA1 (Grossetete 1998, Launay 2000). Les patients N-IgA présentent une diminution de
I'expression membranaire de CD89 sur les monocytes circulants mais pas sur les PMN, sans qu'il y
ait de défaut transcriptionnel de CD89. L’activation avec des plgA de cellules transfectées pour
exprimer CD89 a leur surface conduit au clivage de CD89 donnant naissance au CD89 soluble. De
ces résultats, les auteurs de I'étude ont conclu que le CD89 soluble retrouvé dans la circulation des
sujets avec N-IgA provient de I'activation des monocytes circulants par plgA1 (Grossetete 1998).
Quelques études ont rapporté la présence de CD89 soluble dans les dépbts mésangiaux
glomérulaires chez les patients atteints de N-IgA.

Le r6le du CD89 dans la pathogenése de la N-IgA a été étudié chez la souris transgénique (Tg)
pour CD89 humain ou le transgéne est placé sous le contrdle d’'un promoteur spécifique de la lignée
myéloide murine, celui du gene de CD11b, et conduit a une forte expression de CD89 a la surface
des monocytes mais pas de PMN. Ces souris ont spontanément du CD89 soluble dans la
circulation qui forme des complexes avec les IgA murines (Launay 2000). Les souris agées de 2
ans présentent des dépbts d’'IgA mésangiaux, une protéinurie modérée et une hématurie. L’injection
de sérum de souris CD89Tg ou au contraire d’'IgA de sujets avec N-IgA a des souris exprimant

CD89 provoquent I'apparition d’'une hématurie macroscopique transitoire dans les jours qui suivent
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l'injection. Cet effet n’est pas retrouvé si le sérum de souris CD89Tg est préalablement déplété en
CD89 ou si des IgA de sujets sains sont utilisés. Dans cette étude, l'injection de sérum de souris
CD89Tg induit I'apparition de dépét d’'IgA murine dans le mésangium ; ce résultat n’a pas été
reproduit lorsque du CD89 soluble humain recombinant a été injecté (van der Boog 2004), ce qui a
été mis sur le compte d’une faible affinité des IgA murine pour le CD89 soluble humain
recombinant. Les souris CD89Tg ont ensuite été croisées avec les souris a1KI exprimant une IgA1
chimérique humaine, ce qui a permis d’obtenir les signes cliniques de la N-IgA, y compris les
Iésions histologiques, précocément soit des I'age de deux mois (Berthelot 2012). Ces signes sont
en partie dépendant de I'activation de CD71 au niveau du mésangium rénal a la fois par les IgA1 et
CD89 (Berthelot 2012). Ces signes ne sont pas présents chez la souris a1Kl a cet age (Berthelot
2012, Oruc 2016). Lorsque les souris co-exprimant CD89 humain et IgA1 chimérique humaine ont
été soumises a un régime sans gluten, les signes de la N-IgA se sont atténués, ce qui a été attribué
a la disparition de complexes circulants néphrotoxiques entre les IgA1 chimérique, la gliadine
provenant du gluten et le CD89 soluble (Papista 2015).

Un autre groupe a généré des souris exprimant CD89 humain dans les monocytes et leurs cellules
dérivées sous le contrdle du promoteur du géne de CD14. Ces souris ne développent pas de signes
de N-IgA a l'adge de 1 an. Elles n'ont pas été examinées au-dela de cet age (Xu 2016).
Contrairement aux souris CD89Tg sous le controle du promoteur de CD11b, celles-ci ont un taux
circulant d’IgA trés diminué amenant les auteurs a en rechercher la cause. La diminution des IgA
murines circulantes s’est avérée étre di a I'expression de CD89 par les cellules de Kupffer et a leur
clairance hépatique accrue. De fagon intéressante, I'incubation des cellules de Kuppfer avec des
IgA1 humaines de malades provoquent I'apparition de CD89 soluble dans le surnageant de culture
et l'injection des IgA1 humaines de sujets avec N-IgA a des souris CD89Tg sous le contréle du
promoteur de CD14 induit I'apparition de signes de N-IgA. Ces effets ne sont pas observés avec les
IgA1 de sujets sains.

111.3.3. Les complexes immuns avec les immunoglobulines A hypogalactosylés

Dés 1990, il apparait évident que les IgA circulants des sujets avec N-IgA sont anormales, car ils se
fixent moins bien a la lectine jacaline que les IgA des sujets sains (Andre 1990). Ce résultat conduit
a I'hypothése que les IgA de sujets avec N-IgA présentent un défaut de glycosylation. De
nombreuses études ont ensuite été menées et il est actuellement admis que le défaut de
glycosylation se situe au niveau de la région charniére et consiste en une hypogalactosylation des
IgA1. Celle-ci peut étre mise en évidence facilement par un dosage utilisant une lectine particuliére
provenant de Helix Aspersa et définie comme HAA (pour Helix Aspersa Agglutinin), qui reconnait
les O-GalNAc des lors qu'ils ne sont pas liés a un sucre Gal. Cette lectine HAA est communément
utilisée actuellement dans les études cliniques sur la N-IgA, et a permis de montrer dans de

nombreuses études que les patients atteints de N-IgA présentent une forte augmentation de
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molécules d’IgA1 circulantes déficientes en galactose (Gd-IgA1) par rapport a des individus sains
ou atteints d’autres pathologies rénales (Hiki 1998, Hiki 1999, Magistroni 2015, Mestecky 2013,
Novak 2008, Renfrow 2005, Suzuki 2011). L’hypogalactosylation a été confirmée par quelques
groupes par spectrométrie de masse. L’hypogalactosylation n’est pas retrouvée sur les IgD des
sujets avec N-IgA suggérant que les altérations dans le processus d’O-glycosylation ont lieu
spécifiquement dans les cellules B productrices d'IgA1 (Smith 2006). Les Gd-IgA1 sont aussi
retrouvées déposées dans le mésangium glomérulaire comme dans les IgA1 produites par les
lymphocytes B de la périphérie, de la moelle osseuse, des MALT et dans les IgA1 extraites
d’amygdales de sujets atteints de N-IgA (Allen 2001, Berthoux 2015, Hiki 2001, ltoh 2003, Suzuki
2009). Une augmentation de sialylation de I'lgA1 a été également rapportée chez les patients N-IgA
(Leung 2002).
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Figure 15 : La région charniére de 'immunogobuline A1 et ses O-glycosylations.

Dans les IgA1, la O-glycosylation n’est pas identique sur tous les résidus de la région charniére ;
certains résidus porte un antigéne T, c’est-a-dire un GalNAc-Gal, d’autres un antigene ST contenant
GalNac-Gal et un acide sialique, un antigéne Tn soit GalNAc, ou un antigéne STn soit GalNac et un
acide sialique (Figure 15). Chez les sujets atteints de N-IgA, il y a une plus forte proportion de Tn et
STn que dans les IgA1 des sujets sains, ce qui se traduit par une hypogalactosylation pouvant
résulter d’'une diminution de l'activité du systéme enzymatique responsable du transfert de Gal sur
GalNAc, Bet3-GalT-8/C1GALT1 et C1GALT1C1, et/ou d'une sialylation prématurée de GalNAc
empéchant le transfert de Gal. Ces hypothéses ont été testées dans des lignées de cellules B
provenant de malades et de sujets sains ; plusieurs équipes ont trouvé une diminution de I'activité
et de I'expression de Bet3-GalT-8/C1GALT1 et de C1GALT1C1 et de sialyl-transférases (Allen
1997, Inoue 2007, Li 2007, Suzuki 2009). Récemment, différentes équipes ont étudié I'expression

des micro-ARN (miR) qui sont des régulateurs puissants de I'expression de génes (Fabiano 2016,
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Serino 2012, Serino 2015). lls ont mis en évidence une corrélation négative entre la diminution de
I'expression du géne C1GALTT1 et I'expression de miR-148b, et ont rapporté une augmentation de
'expression du miR let-7b qui diminue le niveau d’expression de la GalNAc transferase, 'enzyme

qui permet I'ajout de GalNAc sur les résidus sérines et thréonine de la région charniére des IgA1.

Les Gd-lgA1 sont reconnus par des anticorps de classe IgG ou IgA1 anti-glycanes qui seraient
produits en réponse a des infections dans les muqueuses (Suzuki 2007, Magistroni 2015). Par
réaction croisée, il apparait alors des complexes immuns (Suzuki 2011, Yeo 2017). Les complexes
immuns Gd-IgA1 / Ig anti-Gd-IgA1 ont été caractérisés en 1999 par le groupe de J MESTECKY
(Tomana 1999) qui a montré que les Ig anti-Gd-IgA1 sont des IgG, principalement des IgG2, ou des
IgA1. Plus tard, le méme groupe a démontré que les IgG anti-Gd-IgA1 ont une particularité dans la
zone hypervariable CDR3 qui présente un résidu sérine au lieu d’'une alanine. La substitution de
résidu sérine par l'alanine diminue la capacité de liaison de I'lgG aux Gd-IgA1. A linverse,
lintroduction d’un résidu sérine a la place de l'alanine augmente la liaison aux Gd-IgA1
hypogalactosylées (Suzuki 2009, Knoppova 2016). L'apparition du résidu sérine dans le CDR3 de la
chaine lourde de ces auto-anticorps IgG résulte de mutations somatiques et n’est pas le résultat
d’'un variant rare d'un segment Vy (Huang 2016). Dans deux résumés de communication en
congres, le groupe de J MESTECKY indique que les complexes Gd-IgA1 liées par des anticorps
IgG anti-glycanes ont été injectés a des souris : des dépdts mésangiaux avec C3, une prolifération

mésangiale, de 'hématurie et de la protéinurie ont pu étre observés (Knoppova 2016).

Certains auteurs ont proposé que la taille des complexes contenant les Gd-IgA1 limite leur passage
a travers les capillaires fenestrés du foie vers les espaces de Disse ou il pourrait entrer en contact
avec le récepteur ASGPR porté par les hépatocytes. De plus la présence d’lg anti-Gd-IgA1
masquerait les GalNAc libres qui seraient normalement reconnus par ’ASGPR. Le catabolisme de
ces IgA1 anormales serait donc diminué, ce qui contribuerait a 'augmentation de leur taux circulant
(Mestecky 2013).

Plusieurs modéles animaux ont permis de montrer que la glycosylation des IgA est importante pour
le développement de la N-IgA. L’injection d’IgA polyclonales de sujets sains a des rats provoque
l'apparition de dépot mésangial d’IgA si les IgA humaines ont été préalablement désialylées ou

désialylées et dégalactosylées (Sano 2002).

L’importance de la glycosylation pour le dép6t a aussi été mis en évidence dans des études chez la
souris. L'injection d’IgA1 humain conduit a des dépbts mésangiaux dans des souris qui n'ont pas
été préalablement immunisées par un peptide synthétique de la région charniére, puis par des
rappels avec I'lgA1 désialylée et dégalactosylée (Hiki 2008). Cette étude suggére, cependant, que

les Ig anti-région charniere seraient protecteur vis-a-vis du dépdét plutét que néphrotoxiques. Dans
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une autre étude, des hybridomes produisant des IgA murin anti-lgG2a ont été greffés dans le
péritoine de souris ; les dépdts mésangiaux et les Iésions et I'histologie rénales ont été analysées
deux a trois semaines aprés la greffe (Kihara 2014, Otani 2012). Des dép6ts d’IgA ont été détectés
pour tous les hybridomes, mais le dépét était particulierement intense pour I'hybridome 6-19 dont la
région charniére est la plus O-glycosylée, enrichie en Gal, et qui présente des N-glycosylations plus
complexes. Seul I'hybridome 6-19 provoque un co-dépdbt d'lgG2a et de fraction C3 du complément
ainsi qu’une prolifération mésangiale, une sclérose segmentaire et une inflitration des glomérules
par des PMN. L'importance de la glycosylation est illustrée aussi par le modele murin déficient pour
la Beta4-GalT-1, une enzyme qui ajoute un Gal a un N-Acétyl-D-Glucosamine (GlcNAc) de O- ou de
N-glycanes. L'absence de cette enzyme provoque le dépbt mésangial d’IgA murine, une protéinurie

chez toutes les souris et une hématurie chez certaines (Nishie 2007).

Enfin, le modeéle de souris ddY suggére aussi que la glycosylation peut jouer un réle dans I'évolution
de la N-IgA. En 1985, le groupe de AB MIURA montre que les souris ddY développent
spontanément une glomérulonéphrite avec des dépdts importants d’IgA dans le mésangium
glomérulaire accompagnés d’lgG, d’IgM et de C3. Les dépdts d’lgG prédominent au début et les
dépdts d’IgA ne deviennent majoritaires que vers I'dge de 1 an. Les souris présentent des taux
élevés d’lgA polyclonales dans le serum, une protéinurie qui augmente avec I'age, une prolifération
des cellules mésangiales associée a une augmentation de la matrice mésangiale, mais pas
d’hématurie. Elles sont caractérisées par de fortes variabilités selon I'age d’apparition et la sévérité
de la maladie (Imai 1985). Ces souris ont été classées en plusieurs catégories en fonction de la
vitesse d’apparition de la maladie et les lésions histologiques : groupe a début précoce, groupe a
début tardif et groupe quiescent, ne développant pas de glomérulonéphrite. Les souris ddY du
groupe a début précoce ont été croisées entre elles pendant plus de vingt générations dans le but
d’obtenir une lignée pure a phénotype précoce (Okasaki 2012). Les souris obtenues ont été
appelées grouped ddY; elles développent toutes de la protéinurie a 'dge de 2 mois et une
insuffisance rénale a l'adge de 6 mois. Les examens histologiques montrent des lésions
glomérulaires et tubulo-interstitielles sévéres caractérisées par une prolifération cellulaire
mésangiale, une glomérulosclérose et des infiltrations interstitielles. Des dépots d’IgA glomérulaires
accompagnés de co-dépbts d’lgG, d'IgM et de C3 ont été également observés. Dans ce modéle de
N-IgA, les méles montrent une atteinte plus importante que les souris femelles. Chez les males
deux sous-groupes se distinguent sur la base de la mortalité des souris. Les souris qui meurent le

plus rapidement sont celles qui ont I'allotype d’IgA le moins glycosylé.

A noter que dans un modeéle murin, l'importance de la glycosylation n’a pas été vérifiee pour le
dépb6t mésangial des IgA. En effet, I'injection d’lgA1 monoclonales chimériques humaines produites
a partir d’hybridome de souris a1KI est suivie du dépbét mésangial de certaines IgA1, mais le dép6t

est sans lien avec leur état de glycosylation (Oruc 2016).
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111.3.4. Importance du systéme du complément

Plusieurs données permettent d’argumenter en faveur d’'une activation du systéme du complément
dans la N-IgA, a la fois dans la circulation et dans les glomérules (Figure 11 page 41) (Magistroni
2015, Maillard 2015). Dans la circulation, les produits dérivés de C3, qui traduisent son activation,
sont augmentés chez les sujets avec N-IgA et sont retrouvés dans les complexes de haut poids
moléculaire contenant la Gd-IgA1. Dans le mesangium, différents groupes ont montré la présence
de la properdine, un activateur de la voie alterne, et de différents activateurs de la voie des lectines
tels que la MBL, mais pas du C1q, l'activateur de la voie classique (Knoppova 2016, Magistroni
2015, Maillard 2015, Rauterberg 1987). Le C4 et un de ses dérivés d’activation sont aussi présents
dans le mésangium des malades avec N-IgA ; du fait de I'absence de C1q, I'activation de C4 résulte
certainement de la mise en jeu de la voie des lectines. C3 est aussi retrouvé dans le mésangium
chez les malades. En dépit de la présence du facteur H, inhibiteur de la voie alterne, dans les
dépdts (Wyatt 1988), le C3 est probablement activé puisque certaines études ont pu mettre en
évidence le produit final de I'activation du complément, a savoir le complexe MAC C5b-C9. Celui-ci

est aussi retrouve avec une concentration élevée dans les urines des patients avec N-IgA.

Il a été rapporté que les complexes immuns contenant Gd-IgA1 peuvent induire I'expression du
composant C3 par les cellules mésangiales (Schmitt 2014). Les cellules mésangiales peuvent
produire le facteur H. Par ailleurs, des expériences réalisées in vitro ont montré que des stimuli
inflammatoires, comme le C3a et le C5a, issus du clivage de C3 et C5 respectivement, induisent
une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, de composants de la matrice extracellulaire
comme de I'inhibiteur du complement Decay Accelerating Factor (DAF) par les cellules mésangiales
et les faits proliférer (Maillard 2015, Wan 2007, Zhang 2017). L'utilisation d’antagonistes des
récepteurs de C3a et de C5a montre que I'effet de C3a et de C5a passe par les récepteurs sur les
cellules mésangiales (Zhang 2017). Les auteurs ont ensuite étudié I'importance de l'activation du
complément in vivo et 'ont mise en évidence dans un modéle murin de N-IgA déficient en récepteur
de C3a ou de Cba. Les signes de la N-IgA induits par une infection nasale chronique de 3 mois
avec le virus Sendai suivi de deux rappels intraveineux (i.v.) sont atténués chez les souris
déficientes en récepteur de C3a ou de C5a (Zhang 2017). Enfin, le MAC peut agir sur les cellules
mésangiales et les podocytes sans les lyser, ce qui est rarement le cas sur les cellules nucléées,
mais en entrainant un stress cellulaire qui résulte en la production de cytokines pro-inflammatoires

et de facteurs favorisant la production de matrice extracellulaire (Cybulsky 2000, Knoppova 2016).
111.3.5. Génétique de la néphropathie a IgA

L’implication de facteurs génétiques dans la survenue de la N-IgA est suspectée assez rapidement

aprées la premiére description en 1968. Cette suspicion est basée sur des observations d’ordre
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clinique et épidémiologique rapportées par différentes équipes a travers le monde (Julian 1988b,

Levy 1993, Schena 1995, Scolari 1992), et qui sont :

e la présence de cas multiples (au moins deux) de N-IgA avérée au sein d’'une méme famille ou
d'un individu avec une N-IgA avérée apparenté avec des personnes ayant des signes
évocateurs de N-IgA comme une protéinurie et une hématurie,

e des familles ou certains membres sont atteints de la maladie et d’autres d’'un purpura
rhumatoide,

e des cas de vrais jumeaux atteints conjointement de la maladie,

e mais aussi les disparités qui existent dans la prévalence de la maladie selon les régions et les
origines ethniques comme décrit plus haut dans ce manuscrit.

De plus, dans différentes séries de sujets asiatiques et caucasiens, la quantité d’lgA1 anormales a
été mesurée dans le serum d’'un grand nombre de sujets sains asymptomatiques pour la N-IgA,
mais ayant chacun des apparentés atteints de la maladie. Les résultats montrent un taux d’IgA1
anormalement glycosylées similaire chez ces sujets et leurs apparentés atteints de N-IgA alors que
ce taux était moins élevé dans un groupe contrGle non apparenté vivant dans le méme
environnement (Gharavi 2008, Kiryluk 2011, Lin 2009).

Il est important de souligner qu’aucune caractéristique clinique ne permet de différencier les formes
familliales des formes sporadiques: ni 'dge moyen d’apparition de la maladie, ni I'importance de

’hématurie, de la protéinurie ou du pronostic rénal (Julian 1988a, Julian 1998b)

De nombreuses études ont été menées dans le but d’identifier le ou les facteurs génétiques
pouvant étre impliqués dans le développement de la N-gA. Deux approches ont été utilisées pour
parvenir a cette fin : les études de liaison génétique dans les formes familiales et les études
d’association génétique soit de type cas-témoins basées sur une approche dite de gene candidat
soit pangénomiques connues sous le nom de Genome Wide Association Study (GWAS) (Kiryluk
2013, Kiryluk 2014b). Les premiéres études de cas-témoins ont été menées sur des cohortes
Européennes deés la fin des années 1970 et la premiére étude sur une population asiatique a été
publiée en 1984 (Feehally 2015, Zhu 2015). Les études d’association dans la N-IgA ont porté
principalement sur les génes du systeme rénine-angiotensine, ceux des enzymes de la
glycosylation, des récepteurs aux Ig et des cytokines ainsi que de leurs récepteurs. Au total prés de
150 études ont été menées, mais la majorité sur des populations relativement restreintes
comprenant moins de 150 individus. Plus des deux tiers des études ont permis d’identifier des
associations positives, mais une majorité d’entre elles n'ont pas été retrouvées dans les études
ultérieures. Parmi les polymorphismes décrits comme des facteurs de risque de développement de
la N-IgA ou de progression, citons le polymorphisme des genes C1GALT1 et C1GALT1C1, de celui
du CD89, de plgR (Narita 2001, Obara 2003), de TLR1 (Gao 2016), de TLR9 (Sallustio 2015), de
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CD14 (Yoon 2003), le corécepteur de TLR4 pour le LPS, ou encore du gene codant le facteur

majeur de la CSR vers la classe IgA, le TGF-.

A ce jour, les résultats de trois études GWAS indépendantes ont été publiés (Feehally 2010,
Gharavi 2011, Yu 2011) ainsi qu’'une méta-anlyse incorporant les populations des trois GWAS
(Kyriluk 2014a). Ces études incluaient des contréles, des cas familiaux et des cas sporadiques, de
populations asiatiques (Chine et Japon), européennes (Allemagne, France, Grande-Bretagne,
Hongrie, Italie, République Tchéque, Pologne, Turquie) et nord-américaines (Etats-Unis). La taille
des cohortes, de découverte ou de confirmation, était de 430 individus pour la plus petite a 2700
pour la plus grande. Les différentes études de GWAS montrent des fréquences alléliques
cohérentes aux données épidémiologiques de la maladie. Ainsi, le nombre moyen d’alléles de
risque le plus élevé est reporté chez les asiatiques de I'Est ou la prévalence de la maladie est la
plus élevée alors que le nombre le plus bas se trouve chez les populations d’origine africaine qui
sont rarement affectées par la maladie. Ces études ont permis d’identifier des loci de susceptibilité
portés au niveau des régions chromosomiques 1p13, 1932, 6p11, 6p21, 8p23, 9934, 17p13 et
22q912. Dans ces loci, on retrouve des génes de I'immunité adaptative comme ceux codant les
molécules du CMH, des génes de 'immunité innée des muqueuses avec par exemple ceux codant
les défensines, des genes de facteurs régulateurs du systeme du complément, et enfin des génes
réguation la régulation la production des IgA comme celui de TNFSF13/APRIL. De fagon étonnante,
ces études n'ont pas mis en lumiére des loci contenant des génes liés a la glycosylation des IgA. Le
locus de la région 6p21 avec les génes du CMH est mis en évidence dans les trois études de
GWAS et dans la méta-analyse et concerne a la fois les populations asiatiques et caucasiennes. Au
contraire, I'association de I'N-IgA avec les loci des régions 6p21 et 8p23 est limitée a la population
asiatique. La plupart des loci mis en évidence a été incriminé dans des maladies du systéme
immunitaire, et en particulier dans les MICI / IBD. Certains auteurs considéerent que ces résultats
sont décevants, car s’ils appuient I'importance de 'immunité dans la N-IgA, ils ne permettent pas de
révéler des mécanismes qui lui sont propres. Cependant, plusieurs facteurs peuvent expliquer ces
résultats : une difficulté a phénotyper correctement les malades, mais également I'existence de
plusieurs maladies sous le terme N-IgA ou encore une variation du phénotype en fonction de

'environnement, et donc un réle important des modifications épigénétiques.

1ll.3.6. Réle des facteurs environnementaux dans la N-IgA

De nombreux arguments laissent penser que la N-IgA est fortement dépendante des facteurs
environnementaux et, en particulier, de I'alimentation et de I'environnement microbien avec un réle
important des muqueuses. D’ailleurs, actuellement on parle de I'importance de I'axe muqueuse-rein
dans le développement de la N-IgA (Floege 2016). Le premier argument fréquemment cité en
faveur d’un réle des facteurs environnementaux est la découverte de la N-IgA chez des sujets qui

consultent a cause de l'apparition d’épisodes d’hématuries macroscopiques concomittantes a des
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infections des voies respiratoires, gastro-intestinales, uro-génitales ou des tonsilles dans la N-IgA
(Coppo 2010a, Wyatt 2013).

Les différentes études montrent que les facteurs environnementaux jouent un réle dans toutes les
étapes de la N-IgA : de la production des IgA1 anormales (polymériques et hypogalactosylées)
circulantes au développement de la maladie en passant par le dépét des IgAs. La mise en évidence
d’'une augmentation des plgA1 dans la circulation chez les sujets avec N-IgA comme la présence de
ces plgA1, et dans certaines études de la chaine J et du SC dans le mésangium ont conduit a poser
la question de l'origine des IgA1 pathogéniques. L'idée retenue est que les IgA1 néphrotoxiques
seraient d’origine mucosale, soit par une hyperproduction d’IgA1 dans les muqueuses dont une
petite partie passe dans la circulation, soit un routage accru vers la moelle osseuse de lymphocytes
T contrélant le CSR vers les IgA de type muqueux ou de certaines cellules B mémoires et de
certains plasmocytes différenciés dans les MALT. Les IgA1 de type muqueux produits dans la
moelle passeraient alors dans la circulation. En accord avec cette seconde hypothese, il a été
observé une diminution des plasmocytes sécrétant les IgA1 de type muqueux dans les muqueuses
au cours de la N-IgA, alors qu’une augmentation de ces plasmocytes a été observée dans les sites
systémiques en particulier dans la moelle osseuse (Harper 1994, Harper 1996). De plus les
lymphocytes T circulants des sujets avec N-IgA expriment plus fortement des molécules de routage
ou de homing vers la moelle osseuse que les cellules T des sujets sains (Batra 2007, Buren 2007).

Le réle des muqueuses dans la N-IgA est aussi mis en évidence au travers des études des tonsilles
qui contiennent une muqueuse et des MALT (Xie 2004). Les tonsilles des patients avec N-IgA
présentent des différences histologiques notables concernant a la fois I'épithélium et I'organisation
des cellules immunitaires par rapport aux tonsilles des sujets sains ou de malades avec
amydgalites chroniques, mais sans N-IgA (Xie 2004). Une augmentation des plgA est aussi
observée dans les tonsilles des malades avec N-IgA par rapport aux autres sujets. Certaines études
ont rapporté la présence, dans les dépbts, d’antigénes de la bactérie a Gram négatif Haemophilus
parainfluenza fréequemment retrouvée dans les tonsilles (Xie 2004). Les anticorps dirigés contre
cette bactérie sont enrichis dans la circulation des malades avec N-IgA (Xie 2004). Enfin, une méta-
analyse sur l'effet de I'ablation des tonsilles a récemment montré son effet bénéfique chez les
malades avec N-IgA (Liu 2015).

Des données issues des modeéles murins a 1Kl et des souris TNFSF13B/BAFF-Tg renforcent aussi
l'idée que I'lgA pathogénique dans la N-IgA est d’origine mucosale. Ainsi, le dépbt mésangial d’IgA
dans les souris a1KI produisant de I'lgA1 chimérique humaine est quantitativement proportionnel
aux taux d’IgA1 chimériques circulantes qui dépendent de la charge de I'environnement microbien y
compris de la flore du tube digestif (Oruc 2016). Les souris BAFF-Tg ont des taux élevés d’IgAs
plasmatiques, présentent spontanément des dépdts mésangiaux d’IgA et développent des signes
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de la N-IgA ; ces anomalies sont dépendantes de la présence d'une flore digestive commensale
(McCarthy 2011). Dans un autre modéle murin ou les lymphocytes T surexpriment TNFSF14
(appelé aussi LIGHT) qui appartient a la méme famille que TNFSF13B / BAFF, une inflammation de
la muqueuse digestive, une augmentation de la production des IgA dans la muqueuse digestive,
une diminution de leur transport dans la lumiére, une augmentation drastique des taux circulants
d’lgA, un dépdt mésangial d’IgA et de C3 ainsi qu’'une hématurie sévére sont observées (Wang
2004). Enfin, de nombreux modeles de N-IgA chez la souris ou chez le rat sont obtenus par
immunisations répétées avec des antigénes alimentaires ou des micro-organismes des muqueuses
comme le virus Sendai, un virus des voies aériennes de différentes espéces de rongeurs (Suzuki
2014a, Zhang 2017). L’injection a des souris ddY du virus Coxsackie B4, un opportuniste qui affecte
les voies aériennes chez 'homme, comme l'injection intranasale de ligands de TLR accélerent la
progression de la N-IgA (Kajiyama 2011, Kawasaki 2006, Maiguma 2014). Les TLR ont aussi été
incriminés dans d’autres modéles animaux de la N-IgA ou leurs ligands utilisés pour générer des
modeles de cette maladie (Chen 2015, Meng 2014, Zou 2017). A noter que, dans la souris ddY, la
recherche de facteurs génétiques contribuant a la progression de la N-IgA a conduit a la mise en
évidence de MyD88, 'adaptateur majeur des TLR (Suzuki 2008). Des associations génétiques ont
aussi été trouvées chez 'homme pour certaines molécules de la voie des TLR (Gao 2016, Sallustio
2015, Yoon 2003) et I'expression de TLR4 sur les monocytes circulants corréle avec certains

parametres cliniques de la N-IgA (Coppo 2010b).

Concernant la O-glycosylation, elle a lieu lors des stades tardifs du développement et de maturation
des cellules B et il est admis actuellement que son défaut serait fortement lié a une régulation
anormale induite par des stimuli acquis, en particulier au niveau des muqueuses (Coppo 2010a,
Fabiano 2016). Il a été montré que le LPS et un facteur majeur de virulence de la bactérie a Gram
négatif a tropisme digestif Helicobacter pylori provoquent un défaut de galactosylation des IgA
produites in vitro par des cellules B qui serait lié a une diminution de I'expression de C1GALT1C1
(Qin 2008, Xie 2010, Yang 2014). Il a également été mis en évidence que les sujets avec N-IgA
présentent une séropositivité plus importante pour Helicobacter pylori qui est portée par des IgA et
que les IgA1 circulants spécifigues anti-Helicobacter pylori sont enrichis en Gd-IgA1 en
comparaison aux IgA1 dirigés contre des antigénes systémiques tels que la toxine tétanique
(Barratt 1999, Smith 2006, Zhu 2016). Les antigénes d’Helicobacter pylori, en particulier son facteur
majeur de virulence, ne sont pas retrouvés au niveau des glomérules, mais l'ont été dans les
tubules des patients avec N-IgA (Zhu 2016). De plus l'incubation de cellules mésangiales de rats
avec le facteur majeur de virulence conduit a leur prolifération et a la production de molécules de la
matrice extracellulaire (Wang 2016b). Cet effet est certainement a attribuer a l'activation de TLR

exprimés par les cellules mésangiales (Allam 2009, Lim 2011, Patole 2006, Yiu 2011).

Anderson Archelus | These de doctorat | Université de Limoges 65



D’autres bactéries ont été incriminées en particulier les bactéries a Gram  positif qui sont
responsables des glomérulonéphrites post-infectieuses et qui sont de la famille des streptocoques
ou Staphylococcus aureus (Nast 2012, Stratta 2014). Une augmentation des IgA anti-streptocoques
ou dirigés contre des antigenes Staphylococcus aureus a été décrite dans la circulation des sujets
avec N-IgA (Drew 1987, Kukuminato 1993, Shimizu 2007). Des antigénes de streptocoques et de
Staphylococcus aureus ont été trouvés dans le mésangium de sujets avec N-IgA (Koyama 2004,
Schmitt 2010). Deux groupes indépendants ont décrits I'obtention de modéles murins de N-IgA a
partir de souris de souche BALB/c ou C57BI/6 infectées avec un streptocoque ou immunisées avec
des antigenes de Staphylococcus aureus (Meng 2014, Sharmin 2004, Zhang 2010).

Récemment, quelques équipes se sont intéressées aux microbiotes des sujets avec N-IgA en
comparaison de celui de sujets contrdle. Des différences ont été décrites dans les microbiotes de la
salive (Piccolo 2015) et des feces (De Angelis 2014) entre individus avec N-IgA et les contrbles
mais ces différences n'ont pas été retrouvées dans le microbiote des tonsilles (Watanabe 2016). |l
ressort de I'étude sur le microbiote intestinal que différentes espéces bactériennes sont enrichies,
dont les streptocoques, ou au contraire diminuées chez les sujets avec N-IgA et que le microbiote
présentant la plus faible diversité est présent chez les patients avec une N-IgA qui évolue

comparativement aux sujets avec une maladie non évolutive.

Les antigénes alimentaires, comme la gliadine, une des protéines du gluten présente dans la farine
de blé, ou des protéines de soja, du lait ou des oeufs, ont aussi été mis en cause dans la N-IgA.
Différents groupes ont mesuré les taux d’IgA circulantes anti-antigéne alimentaire spontanément ou
en réponse a une ingestion de ces antigénes, ou encore, ont recherché la présence de ces
antigénes dans les glomérules des sujets avec N-IgA ; des résultats trés contrastés ont été obtenus
(Coppo 2018, Floege 2016). Un groupe a décrit un modéle murin de N-IgA induit par le gluten
(Coppo 1989) et un régime sans gluten a conduit a limiter la N-IgA induite dans les souris
coexprimant I'lgA1 chimérique humaine et CD89 humain (Papista 2015). Dans une étude, des
sujets avec N-IgA ont suivi pendant 6 mois un régime sans gluten, ce qui a conduit a une diminution
de la proteinurie et de I'hématurie, mais également et de fagon inattendue, a une augmentation de

la créatininémie (Coppo 1990).

Parmi les muqueuses, la muqueuse digestive a été la plus étudiée dans la néphropathie a IgA.
Différents groupes ont montré une modification de la perméabilité intestinale décrite comme
augmentée chez les sujets avec N-IgA et une inflammation de la muqueuse digestive accompagnée
d’'une altération du compartiment des cellules T (Floege 2016). Chez les sujets avec N-IgA, une
étude montre que le degré de linflammation duodénale, mesuré par I'expression d’une protéine
inflammatoire, corréle avec le niveau d’'IgA circulante, la protéinurie et 'hématurie (Honkanen 2005).

Aucune de ces modifications n’est cependant spécifique de la N-IgA ; elles sont également décrites
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dans d’autres pathologies rénales. Enfin, plusieurs études ont montré une plus forte proportion de
sujets avec N-IgA dans la population des malades atteints de la maladie coeliaque ou d’'IBD (Floege
2016).

Anderson Archelus | These de doctorat | Université de Limoges 67



RESULTATS

De nombreux arguments chez I’'homme comme dans les modéles animaux de N-IgA montrent que
I'environnement microbien, en particulier bactérien, influence le développement de la maladie et/ou
sa progression. En effet, 'hématurie macroscopique, un des signes qui révele la maladie, survient
rapidement chez les patients N-IgA aprés des infections bactériennes des voies respiratoires,
urogénitales ou une perturbation gastro-intestinale (Coppo 2010a, Wyatt 2013). L’infection
chronique des tonsilles, a la fois muqueuse et MALT au carrefour des voies respiratoires et
digestives, a été associée a la N-IgA et une méta-analyse récente montre une certaine efficacité de
I'ablation des tonsilles comme thérapie de la N-IgA (Liu 2015). Le taux des anticorps de classe IgA
dirigés contre des antigénes bactériens, de bactéries a Gram négatif (Haemophilus parainfluenza,
Helicobacter pylori) ou a Gram positif (Streptococcus, Staphylococcus aureus) est augmenté dans
la circulation des sujets avec N-IgA (Barratt 1999, Drew 1987, Kukuminato 1993, Shimizu 2007,
Smith 2006, Xie 2004, Zhu 2016). Dans certaines séries de patients, les antigénes de ces mémes
bactéries ont été trouvées dans le mésangium avec les dépbts d'IgA1 (Koyama 2004, Schmitt 2010).
Différentes équipes ont reproduit certaines caractéristiques de la N-IgA chez des souris suite a
l'injection d’antigénes des bactéries citées plus-haut (Meng 2014, Sharmin 2004, Zhang 2010). De
plus, des études du microbiote commencent a émerger et semblent indiquer des différences entre
les sujets avec N-IgA et les contréles (Piccolo 2015, De Angelis 2014).

Les résultats relatifs a 'importance de telle ou telle bactérie ou de tel virus chez ’lhomme n’ont pas
toujours été confirmés ce qui a pu mettre le doute sur 'importance de chacun de ces agents dans la
N-IgA. Cependant, les résultats, des études d’association génétique, peu reproductibles d’'une
population a I'autre ont mis en avant l'idée que la N-IgA pourrait étre non pas une maladie mais un
syndrome dans lesquels les signes cliniques ont différentes étiologies. Ce constat fait sur les génes

en cause peut certainement étre aussi appliqué pour les agents infectieux.

Lorsqu’ils pénétrent dans I'organisme, les antigénes de surface pour les agents extracellulaires, ou
les acides nucléiques des virus ou de certaines bactéries intracellulaires, sont des signaux forts
d’alerte du systéme immunitaire. Ces signaux sont relayés par différents récepteurs dont les TLR
qui ont aussi été incriminés dans la N-IgA. Les TLR qui semblent jouer un réle dans la N-IgA sont
les TLR4 de surface et TLR9 endosomal, dont les ligands principaux sont, respectivement, le LPS
et 'ADN riche en CpG nonméthylés. Le LPS représente la signature moléculaire commune des
bactéries a Gram négatif et est trés présent dans la paroi de ces microorganismes et I’ADN riche en
CpG nonméthylés est une caractéristique des bactéries, qu’elles soient a Gram négatif ou a Gram
positif. Dans les études génétiques de cas-témoins des variants de TLR9 et de CD14, le
corécepteur de TLR4 pour le LPS, ont été rapportés et les auteurs ont montré une association avec
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la N-IgA (Sallustio 2015, Yoon 2003). Par ailleurs I'expression de TLR4 a la surface des monocytes
circulants est augmentée et corréle avec la protéinurie et 'hématurie chez les malades avec N-IgA
(Coppo 2010b). Une analyse génétique des souris ddY a révélé que MyD88, I'adaptateur de
nombreux TLR dont TLR4 et TLR9, est un facteur de progression de la maladie rénale (Suzuki
2008). L’injection intranasale de CpG ou de LPS chez les souris ddY accélere la progression de la
N-IgA (Kajiyama 2011, Maiguma 2014). Le LPS donné en combinaison avec I'albumine bovine et le
carbone tétrachloride est utilisé par certains auteurs pour obtenir un modele de N-IgA chez le rat ou
la souris (Chen 2015, Meng 2014). De plus, chez le rat traité par des gamma globulines bovines
(mélange d’lg circulantes), il a récemment été montré que l'activation de TLR4 est nécessaire a
'apparition des signes de la N-IgA (Zou 2017). L'effet des TLR et de leurs ligands peut s’expliquer
par une activation des cellules immunitaires mais également, lorsque les ligands atteignent le
glomérule, par un effet activateur des cellules mésangiales, voire des podocytes, qui expriment
plusieurs TLR dont TLR4 (Allam 2009, Lim 2011, Patole 2006, Yiu 2011). Enfin, le LPS favorise
'apparition de Gd-IgA1 in vitro (Xie 2010).

L’objectif de mon travail de thése était de poursuivre I'exploration du réle de I'environnement

bactérien en évaluant I'effet du LPS :

1) sur la production des IgA anormales circulantes chez la souris,

2) et sur le développement de la maladie dans les souris a1KI qui produisent de I'lgA1
chimérique humaine et ont des dépbts spontanés mais sans protéinurie, hématurie ou lésions

histologiques de la N-IgA.
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Chapitre IV. Régulation de I'immunoglobuline A
mucosale par le lipopolysaccharide

IV.1. Introduction

Dans ce premier travail nous avons évalué l'effet du LPS sur la production des IgA anormales
circulantes chez la souris non génétiguement modifiée de souche BALB/c. La souche BALB/c a été
choisie pour rester cohérent avec le second travail qui a été mené en parallele et qui a porté sur la
modélisation de la N-IgA dans la souris BALB/c a1KIl. Souhaitant tester I'effet du LPS porté par le
microbiote, nous l'avons injecté directement dans la lumiére de la trachée pour atteindre la
muqueuse respiratoire dont le microbiote est relativement pauvre en micro-organisme en
comparaison de celui de la paroi digestive. Nous n’avons pas utilisé la voie orale pour éviter que

I'effet du LPS exogéne ne soit masqué par celui porté par la flore commensable digestive.

Pensant naivement que le LPS injecté par voie intratrachéale (i.t.) pouvait modifier les taux
circulants d’IgA, nous les avons mesurés et en paralléle nous avons quantifié les IgA dans le lavage
bronchoalvéolaire (BAL pour BronchoAlveolar Lavage) qui permet de récupérer les molécules et les
cellules présentes dans la lumiére des voies aériennes. Nous n’avons pas observé de modification
des taux circulants d’lgA mais nous avons obtenu une forte augmentation des IgA dans le BAL. Ce
résultat non décrit dans la littérature nous a poussé a rechercher les mécanismes conduisant a cet
effet du LPS sur les IgA de la muqueuse de I'appareil respiratoire. Nous avons d’abord vérifié que
l'effet du LPS n’était pas la simple conséquence d’un cedéme inflammatoire avec passage passif
des IgA de la circulation vers la lumiére. Puis nous avons étudié les cellules de la lignée B pour
évaluer si 'augmentation d’IgA résultait de linfiltration de cellules B, y compris de B1, provenant
d’autres tissus, d’'une augmentation locale de CSR ou de la différenciation des plasmocytes. En
paralléle, nous avons étudié la transcytose des IgA par les cellules épithéliales. Le LPS étant bien
connu pour recruter différentes cellules inflammatoires, nous avons mesuré [linfiltration des
poumons par les PMNs, les monocytes/macrophages et les lymphocytes T et nous avons quantifié
les cytokines favorisant la production des IgA et pouvant étre produites par les cellules épithéliales
pulmonaires et par les cellules infiltrantes. Enfin, en utilisant différentes stratégies de déplétion
cellulaire ciblée et de neutralisation et d’injection de cytokines in vivo, et en cultivant des cellules
épithéliales bronchiques humaines primaires avec différents agents, nous avons tenté de
comprendre quels éléments contribuaient aux effets du LPS sur la production et la transcytose des
IgA dans les voies aériennes. L’ensemble des résultats est donné dans larticle ci-derriere,

actuellement soumis pour publication.
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IV.2. Principaux résultats

Lipopolysaccharide enhances immunoglobulin A production

and transcytosis in airways
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Abstract

Immunoglobulin (Ig) A production and regulation in mucosa has been mainly studied in the gut
where several factors, such as lipopolysaccharide (LPS) have been incriminated. In our work, we
extended the study of LPS on IgA system to the airway mucosa. We showed that a unique
intratracheal injection of LPS in mice results five days later in a dramatic increase in the expression
level of IgA in the bronchoalveolar lavage (BAL) fluids. Using different mice and treatments and
primary cultures of human bronchial epithelial cells, we showed that 1) LPS promotes the
production of secreted IgA by local plasma cells and that 2) LPS augments the expression level of
the polymeric Ig receptor in epithelial cells and stimulates IgA transcytosis. Moreover, our results
suggest that the LPS-mediated IgA increase in BAL fluids results from a direct action on cells of B
lineage and epithelial cells as well from an indirect effect requiring the intervention of monocytes.
It is expected that the combined and partly redundant actions of LPS on IgA system, that our work
reveal, allow for a rapid and efficient reaction of the immune system against opportunistic and

pathogenic bacteria in the airways.

Introduction

Immunoglobulin (Ig)A represents the most produced Ig in the human body. IgA is synthesized by
plasma cells either in the bone marrow or in the mucosa. It is admitted that bone marrow-derived
IgA are those that circulate while mucosal IgA are produced IocaIIy.2 Most of the knowledge we
have on mucosal IgA comes from studies on the digestive mucosa.’” While the function of
circulating IgA remains debated,* IgA in the mucosa, under the form of secretory (S)IgA, contributes
to defense against the pathogens, education of adaptive immune system to pathogens and diet
allergens, and shaping of microbiota.” SIgA is composed of dimeric (d)IgA containing the Joining (J)
chain and a peptide called secretory component (SC)." SIgA results from a three-step phenomenon,
i.e. (1) the production of dIgA in the submucosa that is recognized by the polymeric Ig receptor
(plgR) expressed on the basal surface of epithelial cells, (2) the transcytosis, meaning the transport
across the epithelial cell, of digA still bound to the plgR, and (3), at the apical surface, the cleavage
and the release in the lumen of a part of pIgR called SC that remains attached to digA." Of note, J
chain is essential for plgR-mediated epithelial transport of IgA.”

In the digestive mucosa, IgA are produced by plasma cells located in the lamina propria.s'6 These
plasma cells derived from B lymphocytes that have committed class switch recombination (CSR)
mostly in the digestive mucosa-associated lymphoid tissues, i.e. Peyer’s patches and isolated

lymphoid follicles.? IgA CSR in digestive mucosa occurs in germinal centers (GC) and outside of GC
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and is dependent or not of T cell activation. In mice, B1 cells, that migrate from the peritoneal
cavity into the lamina propria, are believed to contribute to the production of mucosal IgA.”®

IgA CSR is mainly under the control of the transforming growth factor (TGF)f.? The ligands of the
tumor necrosis factor receptor superfamily 13 (TNFRSF13)/TACI, TNFSF13/APRIL and
TNFSF13B/BAFF are also able to stimulate directly IgA CSR; in addition they favor B cell and plasma
cell survival.® Since its deficiency in mice markedly impaired digestive IgA system, the interleukin
(IL)17A, the cytokine defining the lymphocyte Ty17 (H for helper) subtype, is often described as a
potent IgA regulator. It does not target cells from B lineage, but it activates both T lymphocytes,
that in turn favor IgA CSR, and epithelial cells that perform IgA transcytosis.”® Several activated
cells, including epithelial cells and immune cells potentially present in the submucosa, such as T
cells, dendritic cells (DC), monocyte/macrophages, and polymorphonuclear cells (PMN) produce
these IgA-genic factors.>1%*2

Mucosal IgA system is also regulated by microbiota as clearly demonstrated in animals born and
housed in a germ-free facility and colonized with gut microbiota collected on other animals.*® The
molecular mechanism driving IgA production by microbiota is not known ; yet it probably involves
the interaction of ligands of toll-like receptors (TLR) expressed by microorganisms and TLR on the
surface of epithelial cells and immune cells.”® TLR are receptors that recognize molecules specific of
microorganisms such as lipopolysaccharides (LPS) of the wall of Gram™ bacteria or prokaryote
unmethylated dinucleotide CpG enriched deoxyribonucleic acid (DNA).* Thirteen TLR have been
cloned so far. Natural ligands are known for most of them ; the recognition of ligands by TLR leads
to adaptor molecule-driven signaling cascade that ends up in the transcription of genes.”Two main
adaptors are involved in TLR effects: myeloid differentiation (MyD)88 that drives activator protein
(AP)-1 and nuclear factor (NF)-kB-mediated transcription and TIR-domain containing adaptor
molecule (TICAM)-1/TRIF that activates IRF-dependent transcription. Except TLR3, all the other TLR
use MyD88 while TLR3 uses TICAM-1. TLR4, the receptor of LPS, is unique since it activates both
MyD88- and TICAM-1-dependent pathways.

It has been shown that ligands of TLR activate T cell-dependent IgA production and IgA transcytosis

117 Other works have shown that TLR ligands are

and both effects are under the control of MyD88.
potent inducer of APRIL and BAFF production and release by epithelial cells and DC.*° Finally, TLR3
was also described as a mucosal IgA inducer; indeed viral double-stranded ribonucleic acid (RNA),
the natural ligand of TLR3, provoke BAFF release and the subsequent IgA CSA by acting directly on

TLR3 expressed by mucosa B Iymphocytes.18
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The regulation of IgA system is poorly understood in non-digestive mucosa such as mucosa of the
respiratory tract. The aim of our study was to evaluate the effect of TLR activation on IgA system in
the murine airway mucosa. In order to activate both MyD88 and TICAM-1-pathways directly in

mucosa, we treated animals with LPS injected via the intratracheal (i.t.) route.
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Figure 1 - Figure 1 - Ig levels in BAL fluids and in plasma after administration of TLR ligands in the
airways. (A) Ig levels in BAL fluids collected at D2, D5 and D9 after vehicle or LPS i.t. injection. First lane
from left to right: IgA, 1gG2a, IgG3. Second lane from left to right: IgG1, IgG2b, IgM. Ig levels were normalized
using protein levels measured in BAL fluids. (B) IgA expression levels in plasma harvested at D2, D5 and D9
post vehicle or LPS i.t. treatment. (C) IgA levels in BAL fluids collected after i.n. or i.t. injection of vehicle or
LPS. Vehicle and LPS were administered once (1x) or 4 times (4x) and BAL were performed D2 and D5 after
the last treatment. (D) IgA levels in BAL fluids obtained at D2 and D5 post i.t. treatment with vehicle, CpG,
Poly(l:C) or LPS. In (A) and (B), respectively, 3 and 2 independent experiments were performed, each with 3
vehicle-treated mice and 4 LPS-treated animals. Results were pooled and presented here. In (C) and (D) one
experiment was done with n=3-4 mice. *P<0.05, as compared to vehicle-treated mice. When Ig levels in LPS-
treated mice were statistically augmented as compared to those found in vehicle-treated animals, the fold
increase was indicated above the corresponding column in graphs.

LPS dramatically increases IgA in BAL fluids. To evaluate the effect of LPS on airway IgA, LPS or its
vehicle (physiological serum) was injected by i.t. route and BAL fluid was collected two, five and
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nine days (D2, D5 and D9) later. LPS provokes 7-fold and 28-fold increases of IgA levels in BAL fluid
at D2 and D5, respectively (Figure 1A). BAL fluid levels of 1gG1, IgG2a and IgG3 were unaffected
while those of 1IgG2b and IgM were increased by 2/3-fold times at D2 (Figure 1A). LPS fails to modify
IgA plasma levels (Figure 1B). The effect of LPS on airway IgA is more pronounced at D5 when LPS is
injected using i.t. route rather than the intranasal (i.n.) one (Figure 1C). The same BAL IgA level is
obtained with one or with repeated i.t. injections of LPS (Figure 1C). Polyinosinic-polycytidylic acid
(Poly(I:C)), a synthetic ligand of TLR3, has a similar effect on airway IgA than LPS while CpG, a ligand
of TLR9, does not alter IgA levels in BAL fluid (Figure 1D).

The effect of LPS is not the consequence of IgA leakage from blood. LPS is known to provoke lung
edema® that could explain the increased levels of IgA in BAL fluid. To assess the impact of blood IgA
leakage, we compared the amount of IgA and that of albumin, another circulating protein
synthesized outside of the airways. LPS provokes a slight increase of albumin level in BAL fluid as
illustrated in western blot of the figure 2A. Quantification of albumin and of total proteins in BAL
fluid shows a similar increase of both (Figure 2B-D). Fold increases are similar when results are
expressed as IgA or as ratios IgA/total proteins and IgA/albumin (Figures 1A, 2E, 2F) indicating that

IgA found in BAL fluids after LPS treatment does not come mainly from blood compartment.
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Figure 2 - Effect of LPS on albumin levels in BAL fluids, as a result of blood leakage. (A) A
representative picture of albumin analysed by western blot. Samples from left to right are the albumin
standard (Alb.), 3 BAL fluids (1, 2, 3) collected at D2 post vehicle injection and 3 BAL fluids (4, 5, 6) harvested
at D2 post LPS treatment. (B) Albumin and (C) total protein expression levels in BAL fluids at D2, D5 and D5
post vehicle or LPS injection. (D) Levels of albumin normalized using total protein levels. (E) IgA expression
levels in BAL fluids at D2, D5 and D5 post vehicle or LPS injection. (F) IgA expression levels normalized using
albumin levels. 9x and 29x are the fold increases of IgA expression levels in LPS- as compared to vehicle-
treated mice, respectively D2 and D5. In (A) to (F), two independent experiments were performed, each with
3-4 mice per group. Results were pooled and presented here. *P<0.05, as compared to vehicle-treated mice.
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Figure 3 - IgA* B cells in lungs of LPS-treated mice. (A) Expression levels of the mRNA for B220, a B cell
marker, in lungs at D2 and D5 after i.t. injection of vehicle or LPS. B220 mRNA level was normalized using the
level of the housekeeping mRNA GAPDH. The PCR cycle treshold for B220 mRNA in lungs from untreated
mice was 24.2 (mean from n=6). (B) Proportion of total B cells out of total leukocytes in lungs D2 and D5 post
LPS administration. (C) Proportion of germinal center (GC) Ly7" B cells out of total B cells in lungs after LPS
treatment. (D) Flow cytometry chart allowing to gate IgM* B1a (SSC°" FSC'°" CD45" B220* CD43Mm™
CD5"" CD19™™ and IgM* Bib (SSC°" FSC" CD45" B220" CD43™™ CD5°Y CD19™™ cells. FSC
stands for forward scatter and SSC for side scatter, two parameters measuring the size and the granularity of
cells. PerCP, Pacific Blue, APC, APC Cy7, Qdot605 and AF488 are the fluorochromes conjugated to
antibodies against the different markers. The cells shown here are from the lungs of one mouse; lungs were
collected at D5 after LPS treatment. (E) Proportions of IgM* B cells and (F) of IgA™ B cells in lungs of vehicle-
or LPS-treated mice. (G) Lung expression levels of mb IgM mRNA and of (H) mb IgA mRNA normalized
using SDHC mRNA levels. The PCR cycle tresholds of untreated lung mb IgM mRNA and mb IgA mRNA
were 21.4 and 25.8, respectively (mean from n=6 mice). Results presented in figure 3 correspond to one
experiment with 3 vehicle-treated animals and 4 LPS-treated mice at every time-point. *P<0.05, as compared
to vehicle-treated mice.
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LPS fails to recruit cells of B lineage in the airways but activates them. At D2 and D5, the number
of total B cells is not augmented in the lungs of i.t. LPS-treated mice as demonstrated by the
quantification of B220 messenger (m)RNA and of the proportion of B220" leukocyte (Figure 3A and
3B). The proportion of GC B cells is not affected by LPS treatment (Figure 3C) and no evidence of
bronchus-associated lymphoid tissue is found when lung sections are observed (data not shown).
Rare Bla and B1b cells are found in the lungs (Figure 3D); their proportion does not increase after
LPS treatment (data not shown). Most B cells in the lungs express membrane (mb) IgM and only a
few of them were IgA+ (Figure 3E and 3F). The proportion of IgM is unchanged at D2 and D5 post
treatment while that of IgA slightly increased at D5 (Figure 3E, 3F and 3G). The amount of mb IgA

mRNA doubles at in the lung of LPS- as compared to vehicle-treated mice (Figure 3H).
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Figure 4 - Number and activation of IgA-producing plasma cells in lungs after local administration of
LPS. Flow cytometry graphs showing the proportions of (A) plasma cells out of total B cells, (B) IgM* plasma
cells and CL IgA* plasma cells in the lungs of one mouse at D5 after LPS treatment. Plasma cells are defined
as CD138"9" B220°" ©° mdu™ 5D45* cells. APC, BV421, AF488 and PE are the fluorochromes conjugated to
antibodies against the different markers. (D) Proportions of lung plasma cells out of total leukocytes at D2 and
D5 after vehicle or LPS administration. Lung expression levels of (E) PRDM1 mRNA, (F) secreted IgM mRNA
and (G) secreted IgA mRNA normalized using SDHC mRNA levels. The PCR cycle tresholds of untreated
lung PRDM1, SigM and SIgA mRNA were 22.4, 19.0 and 20.5, respectively (mean from n=6 animals).
Normalization genes were either SDHC or GAPDH. (H) Western blot showing polymeric (p), dimeric (d) and
monomeric (m) forms of IgA in lungs of 3 vehicle-treated mice and 4 LPS-treated animals at D2 and D5. The
housekeeping protein GAPDH is also shown. (I) Expression levels of the mRNA for J chain, normalized with
GAPDH mRNA levels, in lungs at D2 and D5 after i.t. administration of vehicle or LPS. The PCR cycle
treshold for J chain mRNA in lungs from untreated mice was 24.3 (mean from n=6). Results presented in
figure 4 correspond to one experiment with 3 vehicle-treated animals and 4 LPS-treated mice at every time-
point. *P<0.05, as compared to vehicle-treated mice.
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A few plasma cells is found in the lungs; half of them produce IgM and the other IgA (Figure 4A, 4B
and 4C). The number of total plasma cells in the lungs is not augmented by LPS treatment as
illustrated in the figure 4D and in the figure 4E that shows the expression of the mRNA coding for
PR-domain containing molecule (PRDM)1/BLIMP-1, a specific plasma cell marker. LPS does not
modify the expression of secreted IgM mRNA in the lungs while it hugely increases the expression
of secreted IgA mRNA (Figure 4F and 4G). Western blot show that lungs of LPS-treated mice contain
more monomeric (m)IgA, and much more dIgA and polymeric (p)IgA than lungs from vehicle-
treated animals (Figure 4H). The expression of J chain mRNA is also statistically increased at D5 post
LPS treatment (Figure 41).

Altogether these results indicate that LPS fails to recruit cells from B cell lineage but it activates,

mostly at D5, local B cells and plasma cells that secrete dIgA.

LPS promotes IgA transcytosis. The expression of mRNA coding for plgR is increased at D2 and D5
post LPS treatment and the protein plgR is increased at D2 (Figure 5A and 5B). In western blots, the
antibody anti-plgR recognizes a band corresponding to a protein with a molecular weight > 250 kDa
(Figure 5B). This band corresponds probably to the complex plgR-IgA or to the SIgA; its expression is
highly augmented in lungs at D2 post LPS treatment. SC and SIgA are increased in BAL fluid
collected D2 and D5 after i.t. LPS injection (Figure 5C and 5D). To evaluate the effect of LPS on
epithelial transcytosis, we first treated mice with LPS or vehicle and then, at D5, we injected by
intraveinous (i.v.) route purified monoclonal human IgA (IgAm) 2 h prior to blood and BAL fluid
collection. Among the monoclonal human IgA available in our laboratory, we selected two of them
that present different features: IgAm1 contains equivalent amounts of migA, digA and plgA but no J
chain while IgAm6 contains mostly plgA with J chain (Figure 5E). The same amount of IgAm1 and
IgAm6 has been injected to mice as demonstrated by the measurement of circulating human IgA 2
h after their i.v. injection (Figure 5F). An increased amount of IgAm6, but not IgAm1, is measured in
the BAL fluid collected on LPS-treated mice (Figure 5G). The amounts of IgAm6 in BAL fluid from
vehicle- and LPS-treated mice are not statistically different ; however the fold increase of IgAm6
level 5 days after LPS treatment is in the same range as the fold increase of chimeric human IgA at
D5 post LPS treatment in alKl mice (Figure 5G and 5H). In comparison to results obtained with
murine IgA (Figure 1A), the fold increases calculated in the figure 5G and 5H are low, suggesting
that human IgA or chimeric human IgA (containing human heavy chain)?® is less efficiently
transported by murine plgR than murine IgA. Altogether, these results indicate that LPS favors plgR

expression in the airways and IgA transcytosis.
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Figure 5 - Expression of plgR and IgA transcytosis in lungs after local treatment with LPS. (A) pIlgR
mRNA expression levels, normalized with SDHC mRNA levels, in lungs at D2 and D5 after i.t. administration
of vehicle or LPS. The PCR cycle treshold for plgR mRNA in lungs from untreated mice was 22.3 (mean from
n=6). (B) Western blot showing plgR and SIgA (SC + IgA) in lungs of 3 vehicle-treated mice and 4 LPS-
treated animals at D2 and D5. The housekeeping protein GAPDH is also shown. (C) SC levels and (D) SIgA
in BAL fluids collected at D2 and D5 after vehicle or LPS i.t. injection. SC expression was normalized
normalized using protein level measured in BAL fluids. In the absence of SIgA standard, SIgA expression
level was expressed as SIgA OD normalized using total protein OD. (E) Western blot showing polymeric (p),
dimeric (d) and monomeric (m) forms of 6 purified human blood monoclonal IgA, m1 to m6, and J chain
associated to plgA. Expression levels of m1 and m6 IgA in (F) plasma and in (G) BAL fluid of vehicle- or LPS-
treated mice. Mice received an i.t. injection of LPS or of its vehicle. Plasma and BAL fluid were harvested five
days later but 2 hours prior to blood and BAL fluid collection, m1 or m6 was injected by i.v. route. (H)
Expression levels of human chimeric IgA in BAL fluids of a1KI mice, at D2 and D5 after vehicle or LPS i.t.
injection. In (G) and (H), 11x and 5x written above the graph columns are the fold increases of IgA expression
levels in LPS- as compared to vehicle-treated mice. Results presented in figure 5 correspond to one
experiment with 3 vehicle-treated animals and 4 LPS-treated mice at every time-point. *P<0.05, as compared
to vehicle-treated mice.

LPS induces inflammation and expression of IgA-genic factors in lungs. A huge increase of total
BAL cells is observed D2 after LPS treatment (Figure 6A) due to PMN and monocyte, but not total T
cell, infiltration in the airways (Figure 6B to 6F). Inflammatory cell recruitment is accompanied by an
augmentation of TGFf, C-X-C motif containing ligand (CXCL)10, BAFF, APRIL and IL17 in the BAL fluid
at D2 after LPS injection (Figure 6G to 6K). The level of TGF[3 is also augmented at D5 (Figure 6G). It
is admitted that IL17 is produced mainly by Ty17 cells; we quantified their presence in lungs by

measuring the expression of the mRNA coding for RAR-related orphan receptor (ROR)y that is a

specific marker of Ty17 cells. LPS fails to alter the expression of RORYmRNA (Figure 6L). In lungs,
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IL17 is expressed by 5-10% leukocytes and is found in T cells, PMN and monocytes (Figure 6M to
6P). The proportion of IL17" leukocytes statistically increases and that of IL17" PMN and IL17"
monocytes doubles after LPS treatment (Figure 6M). Based on the figures 6D to 6F and 6N to 6P, we
conclude that IL17 in LPS-treated mice comes from myeloid cells, i.e. PMN and monocytes, and not

from T cells.
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Figure 6 - Immune cell recruitment in lungs and IgA-promoting cytokine expression levels in BAL
fluids at D2 and D5 post LPS treatment. Concentration of total immune cells (A), PMN (B) and immune
mononuclear cells (C) in BAL fluids at D2 and D5 after vehicle or LPS treatment. Proportions of lung T cells
(D), PMN (E), and monocytes (F) out of total leukocytes at D2 and D5 post vehicle or LPS injection.
Expression levels of TGFp (G), CXCL10 (H), BAFF (), APRIL (J) and IL17 (K), normalized using total protein
expression levels, in BAL fluids of mice treated with or without LPS. (L) Lung expression levels of RORyt
mRNA normalized using SDHC mRNA levels. RORyt is a marker of Th17 cells. The PCR cycle treshold of
untreated lung RORyt mRNA was 26.2 (mean from n=6 animals). Proportions of lung IL17" leukocytes (M),
CD4+T cells (N), PMN (O), and monocytes (P) at D2 after vehicle or LPS treatment. Results presented in
figure 6 are representative of three experiments (A to F and K) or correspond to one experiment (G to J and L
to P) with 3 vehicle-treated animals and 4 LPS-treated mice at every time-point. *P<0.05, as compared to
vehicle-treated mice.
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IL17 upregulates plgR expression. APRIL and IL17 were injected via i.t. route to mice and the levels
of IgA in BAL fluid and the expression of mb IgA, secreted IgA and plgR mRNA in lungs were
quantified. APRIL fails to modify these parameters while IL17 augments the expression of plgR
mMRNA (Figure 7A to 7D), a finding in agreement with a previous work.?! I1L17, as well as LPS,
increases the expression of the protein plgR in differentiated human bronchial epithelial cells in
primary culture (Figure 7E). Treatment of mice with a neutralizing anti-IL17 antibody fails to inhibit
LPS effects, including LPS-mediated regulation of plgR (Figure 7F to 71). These results suggest that
IL17 produced during LPS treatment 1) either does not contribute to LPS effects on airway IgA, 2) or

it does participate in IgA transcytosis but its absence is compensated by other factors.
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Figure 7 - Effect of APRIL and IL17 modulation on LPS-mediated IgA production and transcytosis in
the airways. Expression levels of IgA in BAL fluids (A) and of mb IgA mRNA (B), secreted IgA mRNA (C) and
plgR mRNA (D) in lungs at D2 and/or D5 post i.t. injection of APRIL, IL17 or their vehicle. (E) Western blot for
the quantification of pIgR in differentiated human bronchial epithelial cells treated for 2 or 5 days with LPS,
IL17 or both together. The experiment was repeated with 3 independent primary cultures; a representative
western blot of one batch of cells treated for 2 days is shown on left. plgR bands were quantified and
normalized using the housekeeping protein B-tubulin. Results were pooled and presented as the graph on the
right. ZO1 is a marker of differentiated epithelial cells. Expression levels of IgA in BAL fluids (F) and of mb IgA
mRNA (G), secreted IgA mRNA (H) and pIlgR mRNA () in lungs at D2 or D5 post i.t. injection of LPS or its
vehicle in the presence of neutralizing anti-IL17 antibody or its control isotype. In (F), 10x and 24x written
above the graph columns are the respective fold increases of IgA expression levels in LPS and control
isotype- and in LPS and anti-IL17 antibody- as compared to vehicle-treated mice. Results presented in (A) to
(D) and in (F) to (I) correspond to one experiment with 3- 4 mice at every time-point. Expression levels of IgA
in BAL fluids and of mRNA in lungs were respectively normalized using total protein and SDHC mRNA levels.
*P<0.05, as compared to vehicle-treated mice or cells.
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Figure 8 - Contribution of neutrophils and T cells to LPS effects on IgA production and transcytosis in
the airways. (A) Flow cytometry graphs showing gated PMN (solid line) and monocytes (dashed line) in lungs
at D2 post vehicle or LPS administration in the presence of neutralizing 1A8 anti-PMN antibody or of its
control isotype. Each dot plot show the cells from the lungs of one mouse. PMN and monocytes are
respectively defined as GR1"®" CD11b* CD45" and GR1™®™ CD11b* CD45"* cells. APC and PE are the
fluorochromes conjugated to antibodies against the different markers. Proportions of blood PMN out of total
leukocytes (B), proportions of lung PMN out of total leukocytes (C), concentrations of BAL PMN (D),
expression levels of BAL IL17 (E), expression levels of BAL IgA (F), expression levels of lung mb IgA mRNA
(G), expression levels of lung secreted IgA mRNA (H) and expression levels of lung plgR mRNA (1) at D2 or
D5 post LPS treatment in the presence of neutralizing 1A8 anti-PMN antibody or of its control isotype.
Expression levels of IgA in BAL fluids (J) and in plasma (K) from vehicle- or LPS-treated BALB/c nude or
BALB/c regular mice, both bred in a SOPF animal facility. Proportions of lung PMN out of total leukocytes (L),
expression levels of BAL IL17 (M), expression levels of BAL IgA (N), expression levels of lung mb IgA mRNA
(O), expression levels of lung secreted IgA mRNA (P), and expression levels of lung plgR mRNA (Q) in
BALB/c nude mice at D5 post LPS treatment in the presence of neutralizing 1A8 anti-PMN antibody or of its
control isotype. Results presented in figure 8 are representative of three (A to I) or two experiments (J to N) or
correspond to one experiment (O to Q) with 3-4 mice per group. Expression levels of IgA and IL17 in BAL
fluids and of mRNA in lungs were respectively normalized using total protein and SDHC mRNA levels.
*P<0.05, as compared to vehicle-treated mice.
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PMN are dispensable for the effect of LPS on airway IgA. LPS is a well-known activator of
inflammatory cells, more particularly of PMN and monocytes.?” To evaluate the involvement of
PMN in LPS effect on airway IgA, mice were treated with the 1A8 antibody that specifically deplete
PMN. As illustrated in figure 8A to 8D, PMN are depleted from the blood and the lung
compartment. Of note, depletion of PMN in the lung is accompanied by a recruitment of monocytes
(Figure 8A) ; this effect of 1A8 has already been reported and has been attributed to the
codepletion of myeloid-derived suppressor cells.”® Depletion of PMN does not alter the effects of
LPS (Figure 8E to 8I) even though a slight increase of secreted IgA mRNA expression is observed
(Figure 8H). To reveal a potential participation of PMN to the effect of LPS on airway IgA, we
depleted PMN in the BALB/c nude mice producing only a few amount of IgA. The BALB/c nude mice
are housed in our specific- and opportunistic-pathogen free (SOPF) animal facility ; due to a limited
load of microorganisms in the environment of mice, housing in this facility affects the IgA system.**
Before depleting PMN, we checked that BALB/c nude mice are able to respond to LPS as efficiently
than BALB/c mice (defined as regular) housed in the same environment. As expected, BALB/c nude
mice produce less IgA than BALB/c regular mice and present an increased level of IgA in the BAL
fluid, but not the plasma (Figure 8J and 8K). Depletion of PMN in BALB/c nude mice (Figure 8L) does
not modify the effect of LPS on BAL IL17 level, BAL IgA level and plgR mRNA expression but it
potentiates the effect of LPS on the expression of mb and secreted IgA mRNA (Figure 8M to 8Q).
This result is consistent with data of the figure 8H but seems inconsistent with the absence of
increased IgA levels in BAL (Figure 8F and 8N). To explain this discrepancy, one can argue that the
slight increase of secreted IgA in the submucosa does not translate in a measurable increase of IgA
in the BAL fluid. Regarding the level of BAL IL17 that is similar in mice with or without PMN in their
lungs, we hypothesized that the recruitment of IL17° monocytes (Figure 8A, 8E and 8M)

compensates the absence of IL17* PMN.

Monocyte number correlate positively with BAL IgA level. Finally, we attempted at depleting
monocyte-derived cells using clodronate-encapsulated liposomes. As described,””> we perform a
systemic injection and a local injection of clodronate-encapsulated liposomes in order to deplete
specifically monocytes and macrophages, respectively. In our hands, the systemic injection was
toxic to mice and we pursued the experiments using only the i.t. route. As expected, i.t. injection of
clodronate-encapsulated liposomes leads to a depletion of lung macrophages and also to a
recruitment of monocytes and of PMN, but not of B cells (Figure 9A to 9E). In the absence of LPS,
clodronate provokes a slight increase of BAL IL17 level and of plgR mRNA expression (Figure 9F to
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9J). Moreover, clodronate potentiates the effect of LPS on BAL IgA level, secreted IgA mRNA
expression and plgR mRNA expression (Figure 9F to 9J). These results, together with those shown in
the figure 8A, 8H, and 8P suggest that monocytes contribute to the effect of LPS on IgA production

and transcytosis.
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Figure 9 - Contribution of macrophages and monocytes to LPS effects on IgA production and
transcytosis in the airways. Flow cytometry graphs showing (A) gated macrophages (solid line) and (B)
gated PMN (dashed line) and gated monocytes (solid line) in lungs at D5 post vehicle or LPS administration in
the presence of clodronate-encapsulated liposomes or their control empty liposomes. Each dot plot show the
cells from the lungs of one mouse. Macrophages, PMN and monocytes are respectively defined as CD11b’
F4/80* CD68" CD45" cells, Ly6G™®" CD11b" CD45" and Ly6G™ "™ CD11b* CD45" cells. PE, AF488, FITC are
the fluorochromes conjugated to antibodies against the different markers. Proportions of lung macrophages
out of total leukocytes (C), proportions of lung monocytes out of total leukocytes (D) and expression levels of
lung B220 mRNA (E) at D5 post LPS treatment in the presence or in the absence of clodronate. Expression
levels of BAL IL17 (F), expression levels of BAL IgA (G), expression levels of lung mb IgA mRNA (H),
expression levels of lung secreted IgA mRNA (1), and expression levels of lung plgR mRNA (J) at D5 post
vehicle or LPS treatment in the presence or in the absence of clodronate. In (G), 4x is the fold increases of
IgA expression levels in mice treated with LPS plus clodronate as compared to vehicle + empty liposome.
Results presented in figure 9 are representative of two experiments and correspond of means of 3-4 mice per
group. Expression levels of IgA and IL17 in BAL fluids and of mRNA in lungs were respectively normalized
using total protein and SDHC mRNA levels. *P<0.05, as compared to vehicle and empty liposome-treated
mice.
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Discussion

In the present study, we show for the first time that LPS, the main natural ligand of TLR4, regulates
both the IgA production and the IgA transcytosis in the airways leading to an increased amount of
SIgA in the bronchoalveolar lavage lumen. This finding adds to the well-known effects of LPS on the
synthesis and secretion of mucus?® and on the recruitment and the activation of inflammatory cells.
LPS thus mobilizes a panel of complementary defense effectors, that allows the rapid and efficient
response against opportunistic or pathogenic microorganisms. The LPS-mediated upregulation of
airway SIgA may explain partly the protective effect of instillation of low dose of endotoxin or heat-
killed Escherichia coli on the rodent infection by the Gram™ Pseudomonas aeruginosa, the Gram®
Streptococcus pneumoniae and the extracellular protozoan Pneumocystic carinii.’”* Of note, SigA
have been shown to contribute to protection of mice from deleterious effect of Pseudomonas

aeruginosa.**>*

Indeed, the topical application of non specific SIgA to cornea in vitro reduces the
binding of Pseudomonas aeruginosa to the mucosa and the topical ocular immunization with this
bacteria leads in vivo to an upregulation of specific SIgA in the tears and a less severe ocular disease
after bacterial challenge.?® Moreover, a threefold increase in mortality was observed in plgR-
deficient mice infected by Pseudomonas aeruginosa using the i.t. route.®® In this model, the higher
mortality is likely due to the absence of SIgA since plgR-deficient mice develop a compensatory
mechanism consisting in the upregulation of the production of epithelial antimicrobial peptides, a
major innate defense system.>”* It has also been shown that SIgA contributes to the chronic
inflammation-induced resistance to Streptococcus pneumonia airway infection in mice.**

In our study, results suggest that LPS promotes upregulation of SIgA by direct and indirect effects.
Based on the literature, we believe that the LPS-caused increased production of IgA we observed is
mainly the consequence of the augmentation of TGF3, APRIL and BAFF in the airways, that act
together to activate B cells and IgA* plasma cells.> Deficiency of TGFB in airway epithelial cells or
inhibition of BAFF and/or APRIL, produced by epithelium, reduces considerably the production of

IgA in lungs.>’

LPS was shown to induce the production of TGFf} but not of BAFF and APRIL, by
human bronchial epithelial cells in culture.®®3° In our model, TGF, APRIL and BAFF may come from
LPS-activated epithelial cells but also from immune cells such as PMN, monocytes, T and B cells. In
addition, the upregulation of IgA production may result from the activation of airway DC.*° Actually,
incubation of airway DC with LPS leads to increased expression of the activation markers, cluster of

differentiation (CD)80 and CD86 and coculture of activated DC with B cells leads to an increased

production of IgA.40

Anderson Archelus | These de doctorat | Université de Limoges 85



Regarding the effect of LPS on transcytosis, it probably results from a direct effect of LPS on the
expression of plgR by epithelial cells as shown in our in vitro assay, as well as from the LPS-induced
release of numerous soluble factors from epithelial and immune cells. Indeed, upregulation of plgR
expression by different inflammatory cytokines and subsequent IgA transcytosis has been shown in
gut epithelial cells in vitro, either in the human HT-29 cell line or recently in primary culture of

differentiated murine intestinal epithelial cells.>***

In these papers, the authors show that IL1j,
IL17 and TNFa are potent enhancers of plgR expression. In agreement with our finding on primary
culture of human bronchial epithelial cells, the gut epithelial cell cultures and an ex vivo chicken
ileal explant model were used to demonstrate the upregulation of plgR by LPS and other TLR4
ligands, and by TLR2 and TLR3 Iigands.‘u"m'46

Our results showing that LPS provokes an augmentation of airway SIgA adds to the few works

showing that TLR4 activation in gut regulates positively IgA system.‘w'49

Transgenic mice expressing
a constitutively active form of TLR4 in the intestinal epithelium have more B cells in the mucosa,
express more APRIL and have higher fecal IgA than non transgenic mice.*’ Infection of mice with the
mouse mammary tumor virus (MMTV) leads to a TLR4-dependent increase in the number of IgA+ B
cells in Peyer’s patches.48 Finally, it was shown that the introduction of Bacteroides
thetaiotaomicron, a murine commensal Gram™ bacteria, into germ-free mice elicits bacteria-specific
IgA response.”® These results, together with our present work, show that the effect of TLR4 ligands
is not specific of the gut or the airways, and that TLR4 ligands are potent positive regulators of SIgA
in mucosa. Beyond this conclusion, we propose a model (i.t. injection) to simply assess the effect of

specific TLR ligands on mucosal IgA regulation, without the confounding effect of a hugely abundant

microbiota.

Methods

Mice

Mice were housed and procedures were conducted in accordance with european Directive
2010/63/EU on animals used for scientific purposes applied in France as the ‘Décret n° 2013-118 du
1°" février 2013 relatif a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques’.

Most experiments were performed with male BALB/c mice, aged eight to twelve weeks old,
purchased from Janvier Labs and were housed in our conventional animal facility at least one week
before starting treatments. Janvier Labs also supplied male BALB/c SOPF mice (defined as regular in
the figure 8J and K) and male BALB/c nude SOPF mice (in figure 8J-Q), aged eight to twelve weeks

week old, that were housed in our SOPF animal facility. For the experiment shown in the figure 5H,
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we used male alKl mice (twelve weeks old), in the BALB/c background, that produce mainly

chimeric human IgA%; these mice were bred in our conventional animal facility.

Mice treatments

In most experiments, mice were challenged either with one i.n. injection of 10 ug LPS-EB from E.
coli 0111:B4 (InvivoGen) diluted in 50 pL of 0.9% NaCl solution or with 50 pL of 0.9% NaCl solution,
defined in results as Vehicle. Two, five or nine days later, blood, BAL fluid and lungs were collected.
In the experiment presented in figure 1C, 10 ug LPS or its vehicle (50 pL) was administered through
i.n. or i.t. route. In this experiment LPS or its vehicle was injected once and blood and BAL fluid
were harvested at D2 and D5, or it was given four times, each at 24 h intervals, and blood and BAL
fluid were harvested two days after the last injection that corresponds to five days after the first
injection.

In one experiment (see figure 1D), 10 ug LPS, 50 pg Poly(l:C) high molecular weight (InvivoGen), 10
ug class B CpG oligodeoxynucleotide 2006 (InvivoGen) or their vehicle (50 pL of 0.9% NaCl solution)
were injected into trachea and blood and BAL fluid were collected at D2 and D5.

Circulating monoclonal IgA were purified from the blood of six patients with IgA myeloma using
Sir22-affinity chromatography.50 Four hundred micrograms of purified human monoclonal IgA
diluted in 200 uL of 0.9% NaCl solution were injected by i.v. route 2 h prior to blood and BAL fluid
collection. Collection of blood and BAL fluid was conducted five days after one i.t. injection of LPS or
its vehicle. Results are presented in the figure 5E-G.

The results described in the figure 7A-D was obtained by analysing the BAL fluid and the lungs
harvested at D2 and D5 after a unique i.t. administration of 2 pg recombinant murine APRIL
(Peprotech) or recombinant murine 2 ug IL17 (Peprotech).

IL17 neutralization as presented in the figure 7F-1 was adapted from Ferretti et al. and Hofstetter et
al.>**? Indeed IL17 neutralization was achieved by treating mice intratracheally with 100 ug of the
rat IgG2a anti-murine IL17/IL17A monoclonal antibody, clone #50104 (R&D Systems), in 50 uL of
phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4, 5h after LPS i.t. injection. Some mice received a control
antibody, i.e. 100 pg of the rat IgG2a anti-trinitrophenol monoclonal antibody, clone #2A3
(BioXCell) in 50 uL of PBS 5h after LPS administration.

The rat 1gG2a anti-mouse Ly6G monoclonal antibody, clone #1A8 (BioXCell), was used to deplete

neutrophils (see figure 8A-lI and L-Q). The protocol described by Garraud et al.>®

was adapted: mice
received four intraperitoneal injections, at 24 h interval each, of 100 puL of 0.25 mg/mL 1A8

antibody or its 2A3 isotype control, before LPS i.t. challenge. Blood, BAL fluid and lungs were
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collected at D2. Other mice received four intraperitoneal injections of 1A8 or 2A3 antibody before
LPS i.t. challenge followed by one intraperitoneal injection of 1A8 or 2A3 antibody (100 uL, 0.25
mg/mL) at 48 h and then at 96 h post LPS i.t. challenge. Blood, BAL fluid and lungs were collected
five days (i.e. 120 h) after LPS administration.

To deplete monocytes/macrophages, the protocol described by by Zaynagetdinov et al.**

was
adapted. Mice received one i.t. injection of 100 pL of a ready-to-use solution containing 5mg/mL
clodronate-encapsulated liposomes (ClodronatelLiposomes) 24 h prior to i.t. administration of LPS
or its vehicle. Some mice received empty liposomes (ClodronateLiposomes) as a control. Results are

presented in the figure 9.

Tissue collection and sample preparation.

A time of tissue collection, mice were anesthesized, blood was collected on heparin, BAL was
performed by four successive i.t. injection-recovery of 0.5 mL of 0.9% NaCl solution, a lung lavage
was conducted by injecting 10 mL of 0.9% NaCl solution into the right heart ventricle and finally
lungs were collected. Lungs were either snap-frozen by diving lungs-containing tube into liquid
nitrogen and then kept at -80°C, or placed in RNAlater (ThermoFisher) for 24 h before being frozen
at -80°C, or put in a medium at room temperature and, at once, mechanically dissociated to extract
inflammatory and immune cells for flow cytometry analyses. After counting cells in a Malassez
hemacytometer and preparing cytospinned cell slides, BAL fluids were centrifuged and
supernatants were frozen at -20°C. After collection, blood was either immediately used for flow
cytometry analyses or let sit for 10 min at room temperature before being centrifuged to separate

plasma from cell pellet. Plasma was frozen at -20°C.

Primary culture of human bronchial epithelial cells (see figure 7E).

Human bronchial epithelial cells were obtained from remaining surgical pieces from lung donors
according to a protocol approved by the local ethics committee. Surgical pieces were dissociated
using pronase>* and cells were cultured in the medium BEGM (Lonza) on collagen-I coated plastic
dishes (BD Biosciences). Cultured human bronchial epithelial cells exhibited a typical cobblestone
morphology at confluence. Epithelial lineage was confirmed, using immunofluorescence, by the
presence of pan-cytokeratins and cytokeratin-5 and the absence of the mesenchymal marker
vimentin, as previously described.”® In case of contamination by fibroblast-like (vimentin®) cells,
cultures were not used for further experiments. Human bronchial epithelial cells were cultured for

two passages and then were seeded on porous polyester membrane in cell culture inserts (Costar)
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previously coated with type IV collagen (Sigma Aldrich) in BEGM. Cells were cultured in liquid-liquid
conditions until reaching 80% confluence when medium was removed and basal compartment was
filled with differentiation medium as described by LeSimple et al.>® The upper compartment
remained empty; this air-liquid interface maintained for twenty-eight days allowed for the full
differentiation of bronchial epithelial cells. Regenerated epithelium displayed a mucociliary
phenotype, as confirmed by immunofluorescent detection of the differentiation markers, B-tubulin
and mucin (MUC)5AC.

Regenerated epithelial were incubated in the absence or in the presence of 1 pug/mL LPS, 10 ng/mL
recombinant human IL17 (Peprotech) or 1 pg/mL LPS together with10 ng/mL IL17 for two or five
days before cells were washed and lyzed for western blot analysis. LPS and IL17 were added in the

basal compartment.

Differential cell counting in BAL fluids. Cells were counted in a Malassez hemacytometer after
diluting a few microliters of BAL fluid in Tirk solution, that lyze contaminating erythrocytes. A
maximum of one hundred thousands of BAL nucleated cells were cytospinned per glass slide that
were air-dried and stained with the May-Griinwald Giemsa method. The proportions of PMN and

mononuclear cells was then assessed.

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Home-made ELISA assays were performed to detect
murine Ig (A, M, G1, G2a, G2b, G3) in BAL fluids and plasma of BALB/c mice, BALB/c SOPF mice,
BALB/c nude SOPF mice or human IgA in BAL fluids and plasma of 1Kl mice or BALB/c mice after
injection of human monoclonal IgA. The protocol used was previously described.?®> The primary
unconjugated antibodies and the secondary alkaline phosphatase-conjugated antibodies were from
Beckman Coulter, and Southern Biotech, respectively. Murine Ig standards were from Southern
Biotech. A human serum with known concentrations of the different Ig isotypes was used as a
standard for human IgA ELISA assay. The same protocol was used to measure SIgA levels in BAL
fluids; the primary and the secondary antibodies were a goat anti-mouse plgR (R & D Systems) and
an alkaline phosphatase conjugated anti-mouse IgA (Southern Biotech). No SIgA standard was
available.

Home-made ELISA was also used to measured the expression levels of SC in BAL fluids.”* For
guantification of SC levels in BAL fluids, plates were coated at 4°C overnight with either BAL fluids
or recombinant free SC (R & D Systems), as standard, diluted in PBS followed by a blocking step

with 3% bovine serum albumin in PBS for 1 h at 37°C. Plates were then incubated with 1/200 goat

Anderson Archelus | Thése de doctorat | Université de Limoges 89



anti-mouse plgR diluted in PBS containing 1% bovine serum albumin for 1 h at 37°C. After washing
with PBS supplemented with 0.05% Tween, 20, plates were incubated with 1/1000 rabbit anti-goat
Ig-horseradish peroxidase (Dako) for 1 h at 37°C followed by horseradish peroxidase activity assay.
Optical density (OD) was measured at 450 nm.

TGFB, CXCL10, BAFF and IL17 concentrations in BALF were measured by available commercially
ELISA kits (R & D Systems); APRIL was assayed with an ELISA kit from Cloud-Clone Corp., according

to the manufacturer’s instructions.

Measurement of total protein. The concentration of purified human monoclonal IgA and of total
proteins in BAL fluids and in lung extract, prepared as described in the Western blot section, was
measured using the bicinchoninic acid kit (Pierce). To determine the concentration of proteins in
bronchial epithelial cell extract before Western blot, we used the DC protein assay kit (Bio-Rad).

Dilutions of a solution of bovine serum albumin was used as standards.

Western blot. Lungs were thawed in the RIPA lysis buffer with protease inhibitors from Santa Cruz
Biotechnology, mechanically disrupted using the IKA T10 basic ultra turrax homogenizer (Cole-
Parmer). Human bronchial epithelial cells were washed in ice-cold PBS and incubated for 20 min
with lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM hydroxyethyl piperazineethane sulfonic acid pH 8.0, 500
mM saccharose, 1 mM sodium ethylenediaminetetraacetic acid, 1% Nonidet P40, 0.1% sodium
deoxycholate, 1% Triton X100, all from Sigma Aldrich) supplemented with complete protease
inhibitor cocktail (Roche Diagnostics) on ice. Lysates (lung or human bronchial epithelial cells) were
cleared by centrifugation at 12,000 g for 15 min at 4°C before measuring their protein
concentration, as described above.

The following amount of samples were loaded into polyacrylamide gels: 5 uL of BAL fluid or 0.2 pg
of mouse albumin (Sigma Aldrich) used as a standard, 100 pg of proteins from lung extract, 10 pug
proteins from human bronchial epithelial cells and 2 pg of purified human monoclonal IgA.

BAL fluids and the albumin standard were diluted in a buffer containing B-mercaptoethanol while
lung extracts without B-mercaptoethanol. These samples were heated at 95°C for 5 min before
being loaded onto gel. Monoclonal IgA were diluted in a buffer containing no reducing agent and
were not heated before loading. Proteins were separated in polyacrylamide gels under
denaturating conditions before being transfered on polyvinylidene difluoride membranes.

Different antibodies were used directed against mouse albumin (Abcam), mouse plgR (R&D

Systems), mouse IgA conjugated to horseradish peroxidase (Southern Biotech), mouse
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glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogenase (GAPDH; R&D Systems), human IgA conjugated to
horseradish peroxidase (Beckman Coulter) human J chain (Santa Cruz), human plgR (R&D Systems),
human zona occludens (ZO)1 (ThermoFisher-Invitrogen), B-tubulin (Abcam). Secondary antibodies
used were all conjugated to horseradish peroxidase. The presence of proteins of interest was
revealed by chemiluminescence that was detected using the ChemiDoc Touch imager (Bio-Rad) or,
in the case of western blots for human bronchial epithelial cell proteins, the Pix4 system (Syngene).

Band quantification was performed using proprietay softwares included with the imaging systems.

Reverse transcription and quantitative polymerase reaction (PCR). Total RNA was isolated from
lungs using Trizol reagent (ThermoFisher). RNA samples were treated with amplification-grade
DNase | (ThermoFisher) before reverse transcription was conducted using the high-capacity cDNA
reverse transcription kit (ThermoFisher) on 2 pg of total RNA with random hexamers. cDNA
amplification was performed with TagMan Universal Master Mix or SYBR Green Master Mix

2% method. Sequences of

(ThermoFisher). Transcripts were quantified using the standard 2
primers and probes were as follows: B220 sense, antisense and probe mm01293577_m1 from
ThermoFisher; PRDM1 mmO00476128_m1 (ThermoFisher); RORyt (fwd) 5'-
ATGAGAACACAAATTGAAGTGATCC-3' and (rev) 5'-AGTAGGCCACATTACACTGCTG-3’; mb IgA (fwd) 5'-
GACAAGCGTGTTGCGTGTAT-3' and (rev) 5'-TAGGAAAGTGGCTCTTGACGTT-3’; secreted IgA (fwd) 5'-
GACAAGCGTGTTGCGTGTAT-3" and (rev) 5'-ACGCTGACATTGGTGGGTTTA-3’; mb IgM (fwd) 5'-
ATGGAACTCCGGAGAGACCTAT-3' and (rev) 5-AGGTGAATGCTGAGGAGGAA-3’; secreted IgM (fwd)
5’- ATGGAACTCCGGAGAGACCTAT -3’ and (rev) 5'-TGCTATTGACCATGCTAGCGC-3'; J chain
mmO00461780_m1 (ThermoFisher); plgR (fwd) 5'-AGAACTCCAGGTTGCCGAAG-3' and (rev) 5'-
ACGGATAGTGGCAGGAAACG-3; GAPDH mm99999915 gl (ThermoFisher); succinate
dehydrogenase complex subunit C (SDHC; fwd) 5'-AGAACATCAGAACTACGCCTAAACATG-3' and (rev)

5'-CCATTCCCCTGTCGAATGTCT-3'.

Flow cytometry. Lung cell suspensions were obtained by mechanical dissociation on cell strainers.
Red blood cells were lyzed using the ammonium chloride potassium (ACK) method and cell
concentration was evaluated using Cellometer automated cell counting system (Nexcelom). Lung
cells (1.5 x10° cells) or blood (20 pL) were incubated with mouse Fc block (BD Biosciences) for 15
min at 4°C before staining of surface markers with different fluorochrome-conjugated antibodies
for 1 h at 4°C. In blood samples, red blood cells were lyzed using ACK just after antibody staining

and before flow cytometry analysis.
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In some experiments on lung cells, surface staining was followed by intracellular staining that was
performed using the IntraPrep permeabilization reagent (Beckman Coulter), according to the
manufacturer’s instructions. In case of surface staining followed by intracellular labelling, the
starting number of lung cells was 7x10°.

The antibodies, all specific of murine proteins, were purchased from different suppliers: the anti-
CD5 clone 53-7.3, the anti-CD19 clone 1D3, the anti-CD43 clone S7, the anti-CD45 clone 30-F11, the
anti-CD138 clone 281-2, the anti-Ly7 clone GL-7 and the anti-lymphocyte antigen (Ly)6G clone 1A8
from BD Biosciences; the anti-B220 clone RA3-6B2, the anti-CD11b clone M1/70 and the anti CD68
clone FA-11 from Biolegend; the anti-CD3e clone 145-2C11, the anti-F4/80 clone BMS8, the anti-
granulocyte differentiation antigen (Gr)1 clone RB6-8C5, the anti-IgA clone 11-44-2, the anti-IgM
clone eB121-15F9 and the anti-IL17 clone eBiol7B7 from eBiosciences. Flow cytometry analyses
were performed on the LSRFortessa cytometer (Becton Dickinson). Data were analyzed with the

FACSDiva software (Becton Dickinson).

Statistical analyses. To limit the use of animals in accordance with regulations, three or four
animals were included per group and some results were confirmed by repeating the experiment
once or twice (see figure legends). Data, expressed as means + standard error of the mean of n=3-
12 (see figure legends), were analyzed using Prism software (GraphPad Software). Log-transformed
values were analyzed using Student’s t-test or 2-way ANOVA followed by Bonferroni’s correction, to
compare two groups of values and more than two groups, respectively. P < 0.05 was considered

significant.
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IV.3. Résultats supplémentaires et discussion

Le travail présenté ci-dessus montre que le LPS est un régulateur fort des IgA dans les muqueuses,
via 'augmentation de la production des IgA par les plasmocytes et de la transcytose par les cellules
épithéliales. L’augmentation de la transcytose est certainement a mettre sur le compte de
'expression accrue de plgR par les cellules épithéliales. Pour vérifier ce point, nous avons traité
avec du LPS des souris déficientes en plgR générées par le laboratoire de P BRANDTZAEG. Les
résultats sont présentés ci-dessous (Figure 1 supplémentaire — supp — page 95).

Comme décrits dans la littérature, nous avons retrouvé des taux trés élevés d’IgA circulantes, plus
de dix fois supérieurs aux taux chez les souris normales, et la présence d’'IgA dans la lumiere de la
muqueuse (Johansen 1999, Shimada 1999). Les premiers auteurs a avoir décrits cette particularité,
a savoir la présence d’IgA dans la salive, dans le lavage intestinal et dans les fecés, ont montré que
la barriere épithéliale digestive est perturbée chez les souris déficientes en plgR : leur salive
contient une grande quantité d’albumine. Il est probable que les IgA que nous mesurons dans le
BAL proviennent donc d’'un passage passif a partir de la circulation. Lorsque les souris sont traitées
par le LPS, une augmentation de deux fois des IgA du BAL est observée. Cette augmentation est
cohérente avec celle de I'albumine que nous avions mesurée précédemment dans les souris
normales (Figure 2 de l'article « Lipopolysaccharide enhances IgA production and transcytosis in
airways ») suggérant que 'augmentation de deux fois des IgA dans le BAL aprés traitement par le
LPS est d0 a une augmentation de la perméabilité de la barriere épithéliale. Nous avons été
étonnés de constater que le LPS n‘augmente pas I'expression des transcrits codant pour les IgA
membranaires et les IgA sécrétées dans le poumon. Nous n'avons pas d’explication claire pour
cette absence d’effet mais nous supposons qu’elle est liée a la perturbation majeure de la
muqueuse chez les souris agées de 6 mois que nous avons utilisées. Un article a décrit qu’a cet

age les souris déficientes en plgR développent spontanément une bronchopenumopathie chronique
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obstructive caractérisée par une inflammation pulmonaire massive (Richmond 2016). |l est possible

que les stimuli inflammatoires masquent I'effet du LPS injecté par voie i.t.
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Figure 1 supp : Mesure des IgA circulantes, dans le BAL, et dans le poumon de souris déficientes en plgR, 5
jours apres une injection i.t. de LPS (colonnes noires) ou de sérum physiologique (colonnes blanches).

Comme le LPS avait été décrit comme un facteur provoquant I'’hypogalactosylation des IgA sur les
lymphocytes B en culture, nous avons mesuré la glycosylation des IgA du BAL des souris traitées
ou non par le LPS. Nous avons utilisé deux lectines, HAA pour révéler les GalNAc non galactosylés
et la lectine végétale de Maackia Amurensis (MA) qui détecte les sialylations. Les mesures ont été
faites sur deux séries de BAL qui ont donné des résultats différents : dans la premiere série, de
nettes hypogalactosylation et sialylation sont mesurées sur les IgA des BAL collectés sur les souris
traitées par le LPS alors que dans la seconde série nous ne retrouvons pas ces différences entre
les animaux ayant regu le LPS et les contrbles. Nous avons attribué la non-reproductibilité des
résultats a la treés faible teneur en IgA des BAL des souris contrOle, ce qui rend I'analyse peu fiable.
La glycosylation des IgA circulantes a aussi été quantifiée en utilisant HAA et MA. Les résultats,
reproductibles, présentés dans la figure ci-apres (Figure 2 supp) indiquent que le LPS injecté par
voie i.t. ne modifie pas la glycosylation des IgA circulantes. Alternativement, il est possible que
quelques IgA mucosales anormalement glycosylées sous l'effet du LPS passent dans la circulation

mais elles sont en trop petite quantité pour étre mesurables.
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Figure 2 supp : Glycosylation (GalNAc libres a gauche et sialylation a droite) des IgA plasmatiques deux ou
cing jours aprés une injection i.t. de LPS (colonnes noires) ou de sérum physiologique (colonnes blanches).
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Chapitre V. Modélisation de la néphropathie a IgA

V.1. Introduction

Dans la seconde partie des résultats, nous avons tenté de modéliser la N-IgA dans les souris a1KI
générées au laboratoire (Duchez 2010). Cette lignée de souris a été créée par insertion du segment
génique Cal humain dans la région Su conduisant a une production constitutive d’'lgA1 humaines
chimériques dont les chaines Iégéres, la région V des chaines lourdes et les glycosylations sont
murines alors que la région C des chaines lourdes a la séquence humaine. Bien que les souris ne
puissent plus faire, en théorie, de CSR, elles produisent aussi, en petite quantité, des IgG et des
IgA murines dont les taux circulants augmentent avec I'age (Duchez 2010). Dans cette lignée, des
dépdts mésangiaux d’IgA1 se forment spontanément mais aucun autre signe de la N-IgA
n'apparait : ni protéinurie, ni hématurie, ni lésions glomérulaires (Berthelot 2012, Oruc 2016).
Lorsque ces souris, sur fond génétique C57BL/6, sont croisées avec des souris CD89Tg sous le
contréle du promoteur CD11b qui induit 'expression de CD89 essentiellement sur les monocytes et
leurs cellules dérivées, la maladie se manifeste chez les souris agées de 3 mois. Les souris a1KI-
CD89Tg présentent une protéinurie, une hématurie, une créatininémie, un dépét mésangial de C3,
et des lésions glomérulaires (Berthelot 2012). Un régime alimentaire sans gluten limite I'apparition
des signes de la N-IgA (Papista 2015). Ces résultats s’expliquent par la formation de complexes
gluten-IgA-CD89 soluble et linteraction dans la mésangium de I'lgA-CD89 soluble avec CD71
(Berthelot 2012, Papista 2015). Enfin, dans ce modéle, comme dans un autre modele murin de
dépdt mésangial d’IgA1, l'injection d’'une protéase spécifique de I'lgA diminue les taux circulants des
complexes contenant de I'lgA, les dép6ts mésangiaux d’IgA et les signes cliniques de la N-IgA
(Lechner 2016, Lamm 2008, Wang 2016a).

De notre cété, nous avons tenté différentes pistes qui sont en relation avec notre connaissance de

la maladie chez 'homme et les particularités des souris, pour obtenir des signes de la N-IgA dans

les souris a1KI sur fond génétique BALB/c :

e comparaison males-femelles, agées de 2 mois, de 6 mois et de 12 mois,

e surcharge de I'alimentation en gliadine,

o formation forcée de complexes immuns circulants contenant des IgA1,

e augmentation du travail de filtration rénale par uninephrectomie et régime riche en sel et en
protéines animales,

¢ injection i.v. d’adriamycine,

e injection de LPS, ou de bactéries Escherichia coli tuées par la chaleur, par voie i.t. et par voie

intrapéritonéale (i.p.),
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e et croisement avec des souris exprimant CD89 humain sous le contrble de son promoteur

humain.

La surcharge en gluten a été réalisée en utilisant un protocole qui avait été publié pour obtenir un
modéle murin d’IgAN (Coppo 1989). Deux stratégies ont été utilisées pour forcer I'apparition de
complexes immuns circulants contenant des IgA1 : le croisement des souris a1KI avec des souris
v1KI qui produisent des IgG1 humaines chimériques et l'infusion via la voie sous-cutané (s.c.) d'une
IgG monoclonale murine anti-lIgA1 humaine. L’augmentation du travail de filtration rénale fragilise le
rein ce qui a permis, a certaines équipes, d’obtenir des modeles de pathologies rénales (Laouari
2011, Lautrette 2005). Pour sensibiliser le rein et favoriser I'apparition des signes cliniques de la N-
IgA, de ladriamycine a été injectée aux souris ; cette molécule utilisée en chimiothérapie
anticancéreuse est connue pour provoquer une protéinurie sans que le mécanisme d’action soit
bien compris (Pippin 2009). L’injection de LPS par voie i.p. a été pratiquée dans 'espoir de mimer
une inflammation consécutive a une infection tout en favorisant 'augmentation de la perméabilité de
filtration glomérulaire, de laquelle résulte une protéinurie (Faul 2008, Pippin 2009, Wei 2008). Enfin,
les souris CD89Tg different de celles utilisées par I'équipe de R MONTEIRO puisqu’elles expriment
fortement CD89 a la surface des PMNs et des monocytes (van Egmond 1999). Dans ces
expériences, le LPS comme les IgG murines anti-IgA1 ont été injectées a plusieurs reprises pour

favoriser I'apparition des Iésions glomérulaires (Semedo 2010).

En parallele de ces expériences, nous avons étudié l'effet d’'une injection i.p. ou d’injections
répétées i.p. de LPS sur le dépbét mésangial des IgA dans les souris o1KI mais également dans des

souris BALB/c normales ayant regu de I'lgA polyclonale humaine circulante purifiée.

V.2. Matériel et méthodes

Les souris

Plusieurs types de souris ont été utilisées : des souris a1KI, des souris y1KI, des souris a1KI-y1KiI,
des souris CD89Tg, des souris a1KI-CD89Tg et des souris non génétiquement modifiées, toutes de
fond génétique BALB/c et toutes élevées en animalerie dite conventionnelle (plateau Animaleries de
la plateforme universitaire BISCEm). Dans une série d’expérience des males et des femelles ont été
utilisés ; dans toutes les autres seulement des males I'ont été. Dans une série d’expérience, les
souris ont été utilisées a trois ages : 2, 6 et 12 mois. Dans toutes les autres expériences, les souris

avaient 3 mois.

Dans les expériences utilisant les souris a1KI, y1KI, et a1KI-y1KI, toutes ont été phénotypées en
mesurant, par enzyme-linked sorbent assay (ELISA), la quantité d’IgA humaines, d'IlgG humaines,
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d’IgM murines circulantes en comparaison a des standards faits-maison (plasma de souris) : les
souris a1KI homozygotes ont des taux élevés d’IgA humaines mais pas d’lgG humaines ni d’'IlgM
murines, les souris y1KlI homozygotes ont des taux élevés d’'lgG humaines mais pas d’IgA
humaines ni d’lgM murines alors que les souris a1KI-y1Kl ont des taux intermédiaires d’IgA et d’IgG

humaines mais pas d’lgM murines.

Dans les expériences utilisant les souris a1Kl ou celles avec les souris a1KI-CD89Tg, tous les
animaux ont été génotypés en utilisant la technique de la polymerase chain reaction (PCR). Aprés
dissociation d’un bout de queue de souris avec de la protéinase K, 1 uL d’ADN est amplifié en
utilisant les amorces suivantes pour I'lgA: amorce sens 5-ATCCGGAAACACATTCCG-3’ et
amorce antisens 5-ATCTGCCCGGGGCGGCTCAGTAGC-3'. Avec 30 cycles d’amplification de 30
s a94°C, 30 s a 57°C puis 30 s a 72°C, un amplicon d’environ 300 pb est obtenu. Pour CD89, les
conditions de PCR sont les suivantes : amorce sens 5’-GAGCACAGTCAGTAGACTTC-3’ et amorce
antisens 5’-GATTCCGAGCGTGAGTCCA-3’, 30 cycles d’amplification de 30 s a 94°C, 30 s a 60°C

puis 90 s a 72°C. Un amplicon d’environ 900 pb est obtenu.

Les traitements des souris

Au total neuf protocoles ont été utilisés. lls sont résumés dans les figures 3 supp page 99 et 4 supp
page 100. L’hybridome produisant I'lgG1 murine anti IgA1 et IgA2 humaines, clone CH-EBS6, a été
acheté chez ATCC et cloné puis sous-cloné au laboratoire de facon a le stabiliser. Le clone 4.2 a
été cultivé en grande quantité et 'lgG1 murine purifiée sur colonne d’affinité a partir du surnageant
de culture. Vingt ou quarante microgrammes ont été injectés 4 fois par voie s.c. (protocole 2).
L’adriamycine (Sigma Aldrich) a été injectée 4 fois en i.v. a 1 ug/g souris (protocole 4). Aprés avoir
été tué par la chaleur, un million de bactéries Escherichia coli préparé au laboratoire a été injecté 4
fois par la voie i.t. (protocole 5). Le LPS de la souche Escherichia coli O111 : B4 (Invivogen) a été
injecté 4 fois en i.t. a 10 pg/souris ou 4 ou 8 fois en i.p. a 1,3, 2,5, 3,3, 6,5 ou 13 ug/g souris
(protocoles 6, 7, 8 et 9). L’'IgA polyclonale humaine provient d’'un mélange d’IgA purifiées sur
colonne d’affinité a partir des plasmas de volontaires sains. Quatre-cent microgrammes d’IgA ont
été injectées en i.v. dans les protocoles 8 et 9 46h apres la derniere injection de LPS et 2h avant les
préléevements. Pour tous ces protocoles, du sérum physiologique a été utilisé comme diluant et le
méme volume que I'lgG1 monoclonale murine, I'adriamycine, les bactéries, le LPS ou l'lgA

polyclonale humaine a été injecté aux souris contrdle.

Dans le protocole 6, le régime alimentaire spécifique riche en sel et en protéines animales (Dietex)
a été donné aux souris une semaine avant qu’elles ne subissent une ablation d’un rein ou une
opération fantdme. Les souris ont ensuite été laissées tranquilles pendant 1 mois de fagon a ce
gu’elles récupérent, avant de démarrer la série d’injections de LPS. Pendant toute la durée du

protocole, les souris n'ont eu que les granulés spécifiques qui ont été donnés ad libitum.
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La gliadine a été dissoute dans I'éthanol et mise a la concentration finale de 1 mg/mL dans I'eau de
boisson. L’eau de boisson contenant la gliadine ou uniquement I'éthanol a été renouvelée tous les 7

jours pendant 14 semaines (protocole 3).

Protocole 1 - Comparaison des souris males et femelles, de 2, 6 et 12 mois a1Kl, alKI-y1KI, y1KI

Protocole 2 - Infusion de I'lgG murine anti-IgA humaine a partir d’un site s.c. dans les souris a1KI

6 sc. IgG s.c. lgG s.c. IgG s.c.
r.l E '[i__"f [ i 1 [ ] iG )

Protocole 3 - Souris alKl avec eau contenant ou non de la gliadine, pendant 14 semaines
Gliadine Gliadine Gliadine Gliadine

Protocole 4 - Injection i.v. d'adriamycine dans les souris a1KI

Adriamycine iv. Adriamycine i.v. Adriamycine i.v. Adriamvcine i.v.

rl E "ﬂ i 1 [ i@ 70

Protocole 5 - Injection i.t. de bactéries Escherichia coli tuées dans les souris al1KI

Identique a protocole 4 avec bactéries i.t. 3 la place adriamycine i.v.

Protocole 6 - Injection i.t. de LPS a des souris alKI nephrectomisées et avec régime riche en sel et protéines

Début LPS i.t. LPSi.t. LPS i.t. LPSi.t.

reglme F

q h _EE_ES;—&E;-
Ablation

¥ "m" 'ﬁ TT U] EG-

Protocole 7 - Injection i.p. de LPS a des souris BALB/c sauvages, alKl, a1KI-CD89Tg

Identique a protocole 4 avec LPS (3,3 pg/g) i.p. a la place adriamycine i.v.

Figure 3 supp : Les différents protocoles utilisés pour modéliser la N-IgA dans les souris a1KI (J pour Jour)
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Protocole 8 - Etude des dépots d’IgA humaines chez les BALB/c sauvages aprés 4 injections i.p. de LPS

. . ‘ " lgA
LPS 3,3 ug/gi.p. LPS 3,3 i.p. LPS 3,3 i.p. LPS 3,3 i.p.
ugg p ug/g P ug/g p ug/g P S ananid
. . > e, T prélevement

i¢d
Protocole 9 - Etude des dépots d’IgA humaines chez les BALB/c sauvages aprés 8 injections i.p. de LPS

LPS 2,5 ug/gi.p. LPS2,5ug/gi.p. LPS 2,5 ug/gi.p. LPS2,5ug/gi.p. -
LPS 2,5 ug/gi.p. LPS2,5pug/gip. LPS2,5ug/gi.p. LPS 2,5 ug/gi.p. 2h agvant

% - S
’ . 9 . . > » » prélevement

"
i¢9

Figure 4 supp : Les protocoles utilisés sur les souris BALB/c pour I'étude des dépbts d’IgA. (J pour Jour)

Prélévements

Le sang a été prélevé sur héparine par voie rétro-orbitale puis centrifugé et le plasma a été congelé
a -20°C. La semaine précédant le premier recueil d’urine, les souris ont été placées une demi-
journée en cage métabolique pour les habituer. Pour le recueil d’urine, c’est 'urine de 24 h qui a été
recupérée sur glace, en sortie de cage métabolique ; dans chaque cage métabolique n’a été placée
gu’une souris a la fois. L’nématurie a été évaluée directement sur I'urine fraiche puis la moitié a été
centrifugée et le surnageant congelé a -20°C. L’autre moitié a été mélangé a un volume équivalent
d’eau de fagon a lyser les éventuels globules rouges puis aprés 10 min a température ambiante, le
mélange a été centrifugé et le surnageant congelé a -20°C. Chaque rein a été coupé en deux ; la
moitié de chaque rein a été placée dans une cupule contenant le liquide de congélation OCT
(Sakura) et mis a congeler sur la carboglace puis conservé a -80°C. L’autre moitié de chaque rein a
été incubée dans une solution de paraformaldéhyde a 4% dans du tampon phosphate, laissée 24 h
dans le fixateur a température ambiante puis placée dans du tampon phosphate avant d’étre
déposée sur le plateau d’histologie de la plateforme BISCEm pour y étre enrobée en paraffine,
coupée et colorée avec le PAS.

Mesure des Ig circulantes

Les IgM murines, les IgA chimériques humaines, les IgG chimériques humaines, les complexes IgA
chimériques humaines-IgG chimériques humaines, les 1gG1 murines, les complexes IgA
chimériques humaines-lgG1 murines et les IgA polyclonales humaines circulantes ont été dosées
par des ELISA faits maison avec des anticorps primaires non conjugués et des anticorps

secondaires couplés a la phosphatase alcaline (Southern Biotech et Beckman Coulter). Les
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gammes étalon ont été faites avec des standards d’'lg murines (Southern Biotech) ou des dilutions

d’un plasma humain de concentration connue pour les différentes classes d’lg circulantes.

Dosage de I’hématurie

Un comptage des hématies a été fait au microscope avec quelques microlitres d’urine déposés
dans un hématimétre appelé Kovaslide (Hycor). Dans l'urine des souris, les hématies peuvent se
confondre avec des saletés. Pour vérifier certains comptages douteux, 'hémoglobine a été mesurée

par un ELISA commercial (Abcam) sur I'urine mélangée a I'eau.

Mesure de la protéinurie

La protéinurie totale et I'albuminurie ont été évaluées. La protéinurie totale a été quantifiée par un
dosage colorimétrique avec le kit BCA (Pierce) et en utilisant une gamme d’albumine sérique
bovine. L’albuminurie a été mesurée par western blot avec un anticorps anti-alboumine murine
(Abcam) révélé par chimioluminescence. La quantité dans l'urine a été évaluée en comparaison
d'une gamme d’albumine sérique murine déposée sur le méme gel d’électrophorése que les

échantillons a analyser.

Quantification de la créatinine
La créatinine urinaire a été dosée avec le kit colorimétrique commercial creatinin parameter assay
(R&D systems) qui utilise la réaction de Jaffe. La créatininémie a été mesurée avec un kit

commercial de chez ThermoScientific pour 'automate Konelab.

Mesure des dépots mésangiaux

Les reins congelés ont été coupés au cryostat en sections de 8 um d’épaisseur qui ont été séchées
et congelées a -80°C avant d’étre marquées par immunofluorescence en utilisant les anticorps
suivants : anti-lgA humaine conjugué a l'isothiocyanate de fluorescéine (Southern Biotech), anti-IgG
humaine conjugué a l'AlexaFluor488 (ThermoFisher - Invitrogen), anti-lgG murine conjugué a
'AlexaFluor488 (Invitrogen), anti-C3 murin (Abcam) révélé par un anticorps secondaire, et anti-
podocine (Sigma). L’anti-podocine a été marqué au laboratoire par I'AlexaFluor546 a I'aide d’un kit
de conjugaison (ThermoFisher - Molecular Probes) et a été utilisé pour détecter les podocytes et
ainsi délimiter le mésangium. Les coupes ont été aussi marquées avec le fluorochrome nucléaire, le
4’,6’-diamidino-2-phénylindole. Elles ont été examinées sous microscope a épifluorescence (Nikon ;
plateau de microscopie de la plateforme universitaire BISCEm). L’intensité du marquage a été semi-
quantifiée par un systéeme de score ou 0 représente une absence de marquage dans 1 glomérule et
3 un marquage de forte intensité équivalent a celui d’'une lame référence positive. L’intensité du
marquage a été évaluée pour 10 glomérules par coupe et les résultats sont exprimés en intensité

moyenne par glomérule.
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Analyse des lésions rénales

Les coupes colorées au PAS ont été examinées pour une recherche globale de Iésions rénales
(atrophie tubulaire, infiltration cellulaire, cylindres,...) mais seuls deux paramétres ont été
quantifiés sur 20 glomérules par rein : la cellularité glomérulaire et la glomérulosclérose. Les lames
ont d’abord été scannées (Hamamatsu). La cellularité glomérulaire a été quantifiée en comptant le
nombre de noyaux par unité de surface, calculée a I'aide du logiciel d’analyse d'image Volocity
(Perkin Elmer). La glomérulosclérose a été semi-quantifiée par un systéme de score ou 0 indique
une matrice extracellulaire, colorée en rose fushia avec le PAS, de taille normale et 2 correspond a

une matrice trés étendue par rapport a la normale.

Statistiques

Les expériences ont toutes été réalisées avec un nombre minimal de 3 animaux controle et de 4
animaux traités. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes +/- erreur standard a la
moyenne. Les valeurs ont été transformées en log pour étre analysées par des tests statistiques
appropriées : test de t de Student ou analyse de variance avec la correction de Bonferroni. P< 0,05

est considéré comme statistiquement significatif.

Contributions

Différentes personnes ont contribué a la réalisation de ces expériences : D ARNAUD, M THOMAS,
T DENIS et Z GOUDA pendant leur stage de M1, Z ORUC du laboratoire, qui a initié la
comparaison des souris al1KIl et y1KI (protocole 1) et C OBLET, aussi du laboratoire, qui a purifié

I'lgG1 murine anti-lgA humaine (protocole 2) et les IgA polyclonales humaines (protocoles 8 et 9).

V.3. Résultats et discussion

Des mises au point ont été nécessaires pour choisir la dose d’IlgG1 murine anti-IgA humaine a
injecter et la voie d’administration pour éviter un choc de la souris d0 a une formation massive de
complexes immuns et une activation systémique du systéme du complément. Nous avons injecté
20, 40 et 80 nug d’'lgG1 anti-IgA humaine par voie i.v. ou par voie s.c. Une unique souris a été
utilisée par voie et par dose. Nous avons établi la cinétique d’apparition de I'lgG1 anti-IgA et de
complexes immuns dans la circulation (Figure 5 supp) et nous avons surveillé I'état général des
souris. Nous avons constaté, comme attendu, la formation de complexes trés rapidement lorsque
llgG1 anti-IgA humaine est injectée aux souris a1Kl en i.v. La voie s.c. permet d'obtenir une
infusion d’lgG1 anti-IgA avec une formation des complexes circulants plus étalée dans le temps. De
plus, en i.v. aux doses de 40 et 80 ug, I'anti-lgG1 est toxique en quelques jours, ce qui n'est pas le
cas lorsqu’il est injecté aux mémes doses en s.c. Pour la suite des expériences, nous avons retenu

la voie s.c.
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Figure 5 supp : Mesure des complexes immuns IgA humaines - IgG1 murines anti-IgA humaines dans la
circulation des souris a1KIl, de quelques heures a quelques jours aprés 'administration en i.v. ou en s.c. de
20, 40 ou 80 pg d’anticorps.

Nos résultats montrent que la N-IgA ne se manifestent pas chez les souris a1KI méme agées d’'un
an, qu’elles soient males ou femelles (protocole 1). En les croisant avec les souris y1KI, aucun
complexe n’est mesurable dans la circulation et les souris exprimant I'lgA1 chimérique humaine et
'lgG1 chimérique humaine ne développent pas la N-IgA. Dans les souris a1Kl et a1KI-y1KI, des
dépbts d’IgA sont présents en quantité équivalente mais I'lgG1 humaine et le C3 ne sont pas
détectables dans les glomérules. L’injection répétée en s.c. d’'lgG1 murine anti-IgA humaine ne
révele pas les signes cliniques de la N-IgA bien que des complexes circulants soient formés ; I'lgG1
murine et le C3 ne sont pas détectables dans les glomérules (protocole 2).

La gliadine ne fait pas non plus apparaitre de protéinurie, d’hématurie, de lésions glomérulaires et

ne perturbe pas les dépbts mésangiaux d’lgA (protocole 3).

La fragilisation du rein avec [l'adriamycine (protocole 4) ou la surchage de travail par
'uninephrectomie associée au régime riche en sel et en protéines animales (protocole 6) ne font
pas apparaitre la N-IgA et ne perturbent pas les dépbdts mésangiaux d’IgA. Le LPS seul en i.t. ou
associé a l'uninephrectomie et au régime alimentaire spécifique, et les bactéries tuées et injectées
en i.t. (protocole 5) ne révelent pas les signes de la N-IgA et n’altérent pas les dépbts d’IgA

mésangiaux.
Concernant le LPS en i.p., nous avons initialement utilisé la méme dose que celle décrite dans les

articles originaux montrant un effet du LPS sur la barriere de filtration glomérulaire (Faul 2008, Wei

2008). La dose de 13 ug de LPS/g de souris s’est avérée létale en moins de 24h. Plusieurs doses
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ont été testées et nous avons retenu 3,3 pg/g de souris qui est non toxique sur les souris a1KI mais
permet d’obtenir une protéinurie (Figure 6 supp).

‘LPS i.p.’ protocol in o1KI mice
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‘LPS i.p.’ protocol in control Balb/c mice

The effect of LPS in control Balb/c mice was similar to that of LPS in a 1Kl animals.
No changes in creatininuria, hematuria, total proteinuria, creatininemia, glomerular
cellularity and glomerulosclerosis were observed after LPS treatment. An increase
of albuminuria was found at D16 .

Figure 6 supp : Extrait du poster Archelus A et al, Modelization of IgA nephropathy in alpha-knock-
in mice présenté au 14°™ congrés IIGANN a Tours en 2016.
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Le LPS injecté par voie i.p. ne modifie pas les dépots mésangiaux d’IgA, n’entraine pas de lésions
glomérulaires ni d’altération de la créatininémie, ni d’hématurie, et ni de protéinurie totale.
Cependant une albuminurie transitoire aprés la 3°™ injection de LPS est mesurée chez les souris
a1Kl comme chez les souris BALB/c normales (protocole 7, Figure 6 supp). Nous interprétons ce
résultat comme une augmentation légere de la perméabilité de la barriére de filtration glomérulaire,
comme décrit dans la littérature (Faul 2008, Wei 2008), suivie d'une phase de tolérance

endotoxinique (Biswas 2009) avec une perte de réponse lors de I'injection suivante.

Nous avons poursuivi cette étude en injectant le LPS a 3,3 pg/g de souris de fagon répétée aux
premieres souris a1KI-CD89Tg que nous avions obtenues (protocole 7). Nous avons constaté une
sensibilité plus forte de ces souris au LPS avec une morbidité et une mortalité importantes. A la fin
du protocole, sur 5 souris, toutes celles traitées au sérum physiologique mais seulement 2 (n°6277
et 8938) traitées au LPS étaient encore en vie au 23°™ jour. Au 2°™ jour du protocole, soit 24 h
apres la premiére injection de LPS, 1 souris (n°8938) sur les 4 restantes a eu une hématurie trés
élevée de prés de 800 hématies/uL d’urine versus entre 0 et 10 chez les souris contréle. Au 8°™
jour du protocole, soit 24 h apres la seconde injection de LPS, 1 souris (n°6277) sur les 2 restantes
a eu une hématurie d’environ 375 hématies/uL d’'urine. Le dosage de I'hnémoglobine a confirmé la
mesure de 'hématurie. La protéinurie, I'albuminurie, la créatininémie, et I'histologie des glomérules
ne sont pas altérés dans les souris a1KI-CD89Tg traitées ou non par le LPS. Afin de reproduire ces
résultats dans les meilleures conditions possibles, nous avons cherché a obtenir des souris
homozygotes pour I'lgA1 humaine et pour CD89 tout en ayant des controles adéquats avec des
fonds génétiques les plus proches des souris a1KI-CD89Tg. Il a été montré que le fond génétique a
un impact sur le développement des lésions rénales chez la souris (Laouari 2011) comme sur
I'activation cellulaire, en particulier celle des PMN (Zhang 2016). Nous avons donc dérivé 3 groupes
de contrOles a partir des quelques souris a1KI-CD89Tg que nous avions : souris sauvages, souris
a1KI homozygotes, souris CD89Tg homozygotes et tenté d’obtenir des a1KI-CD89Tg doublement
homozygotes. Nous nous sommes heurtés a des probléemes de reproduction qui ne nous ont pas
permis de refaire I'expérience d’injection répétée du LPS. Ces probléemes de repoduction se
traduisent, dans cette lignée, par un grand nombre d’animaux potentiellement stériles car peu de
portées mais aussi par des portées de petite taille ayant parfois un déséquilibre du ratio
méales/femelles. Ce constat est surement a mettre sur le compte de I'activation forte par les SiIgA,
des voies reproductrices des femelles, des PMN qui expriment CD89. En effet, certaines données
de la littérature indiquent que I'activation des PMN dans les voies reproductrices femelles peut étre

a l'origine d’infertilité et de perte des foetus (Hahn 2012).

Bien que préliminaires, nos résultats sur les souris different de ceux publiés avec les souris a1KI-
CD89Tg C57BL/6 ou CD89 est sous le contrle du promoteur du CD11b murin (Berthelot 2012). A
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la différence de ces souris, les nbétres ne développent pas spontanément de N-IgA a I'dage de 2
mois, mais ont une hématurie qui est 1) extrémement élevée et 2) qui est induite par le LPS. Le
fond génétique (BALB/c versus C57BL/6) et le CD89 clivé a la surface des monocytes versus non
clivé a la surface des PMN (Grossetete 1998, Launay 2000) sont différents dans les deux modéles
ce qui peut expliquer en partie les contradictions. Nous pensons cependant que ces différences
s’expliquent essentiellement par la présence dans notre modéle de CD89 a la surface des PMN : la
combinaison CD89 membranaire-IgA et du LPS constituent les deux stimuli dont les PMN ont
besoin pour s’activer. En effet, I'activation des PMN, qui sont des cellules hautement toxiques, est
trés contrdlée et est dévérouillée lorsque les PMN préactivés (premier stimulus appelé priming) sont
en contact d’'un second stimulus (Miralda 2017, Partrick 1996). La pleine activation des PMN
conduit a une production rapide et massive de dérivés actifs de I'oxygéne et d’autres facteurs trés
perturbateurs de la perméabilité des endothélia et des épithélia (Camelo 2014, Di 2016, Partrick
1996). L’hématurie massive que nous observons rapidement aprés l'injection i.p. de LPS est

certainement le résultat de I'activation des PMN dans notre modele.

Enfin, 'administration répétée de LPS par voie i.p. (protocoles 8 et 9) sur les souris BALB/c ne

permet pas aux IgA polyclonales humaines de se déposer dans le mésangium.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif de mon travail de thése était d’évaluer I'effet du LPS, et a travers ce ligand de TLR, l'effet
de I'environnement microbien :

1) sur la production des IgA anormales circulantes chez la souris,

2) et sur le développement de la maladie dans les souris a1KI.

Bien que des expériences complémentaires mériteraient d’étre faites pour atteindre les objectifs

fixés, nos résultats remettent en lumiére deux acteurs potentiels de la N-IgA : pIgR et les PMN.

Au début des années 2000, un groupe japonais a montré par une approche de géne-candidat que
le géne de plgR présente un polymorphisme associés a la N-IgA (Narita 2001). Deux années plus
tard, un autre groupe japonais a étudié 80.000 single-nucleotide polymorphisms dans une
population de pres de 400 cas de malades et de 400 cas de témoins et seuls 6 polymorphismes ont
eté associés a la N-IgA, tous localisés dans le gene de pIgR sur le locus 1g31-1g41 (Obara 2003).
Récemment, un autre groupe a montré, que le polymorphisme décrit en 2003 qui conduit a la
substitution d’'une alanine par une valine au codon 580 entraine une diminution de la transcytose
des IgA in vitro (Su 2011). En se basant sur ces résultats, nous émettons I'hypothése qu’un déficit
de transcytose des IgA poduites dans la muqueuse digestive se traduit par un passage dans la
circulation d’lgA polymériques et hypogalactosylées néphrotoxiques. L’hypogalactosylation est le
résultat d’'une stimulation permanente des cellules B par le microbiote intestinal. Pour démontrer
cette hypothése, nous pensons qu’il serait intéressant :
o d’étudier les reins (dépbts mésangiaux d’lgA et signes cliniques de la N-IgA) chez les souris
déficientes pour plgR,
e de comparer la glycosylation, par test lectine et par spectrométrie de masse, des SIgA de la
lumiére digestive et des IgA circulantes chez la souris et éventuellement chez 'homme,

e d’élargir I'étude des polymorphismes du géne de plgR aux populations caucasiennes.

Concernant les PMNSs, a la fin des années 1990 et au début des années 2000, plusieurs groupes
asiatiques ont montré que les PMNs étaient pré-activés dans la circulation des sujets avec N-IgA en
comparaison de ceux des sujets sains et qulil y avait une production accrue de facteurs
chimiotactiques spécifigues des PMNs dans les glomérules chez les malades (Lai 1996a, Lai 2002).
Comme les PMN sont des cellules a la demi-vie tres courte qui meurent immédiatement apres avoir
été activées, leur présence dans les glomérules reste difficile a mettre en évidence a moins de faire
la biopsie rénale au moment de l'activation des PMN. Si nos résultats d’'un effet des PMN sur
I’hématurie étaient vérifiés, alors c’est au moment de 'hématurie macroscopique que 'on aurait le
plus de chance de voir une éventuelle infiltration de PMN. Dans nos protocoles, il est certain que

I'utilisation des cages métaboliques a limité la mise en évidence d’une hématurie : pour s’assurer

Anderson Archelus | Thése de doctorat | Université de Limoges 108



gue les animaux se portent bien aprés une injection de LPS en i.p., les injections se font le matin et
les animaux sont mis dans les cages métabolique, s'’ils ne sont pas morbides, en fin d’aprés-midi et
y restent 24 h. A cause de cette facon de faire, nous sommes certainement passé a c6té
d’hématurie. Pendant longtemps, 'hématurie a été considérée comme un facteur sans importance
ou de plutét bon pronostic pour I'évolution de la N-IgA. Récemment, des études sur la N-IgA et sur
linsuffisance rénale terminale ont contrarié cette vision de 'hématurie démontrant qu’elle peut-étre
problématique (Gale 2013, Sevillano 2017, Vivante 2011). Considérant cette étude, nos résultats
préliminaires, et I'augmentation de la perméabilité des barrieres endothéliales et épithéliales
provoquée par les PMN, nous émettons I'hypothése que l'activation continue des PMN au niveau
rénal par des IgA polymériques et par d’autres facteurs présents sur place comme les fractions du
complément (Mantovani 2011, van der Steen 2009), modifie la perméabilité de I'endothélium et
favorise I'hnématurie. Il nous parait donc intéressant de poursuivre le travail amorcé sur les souris
a1KI-CD89Tg :

e en changeant la stratégie d’élevage pour obtenir des animaux en nombre suffisant pour refaire
des expériences,

e remplacant le LPS par un peptide synthétique et mimétique d’'un agent bactérien activateur des
PMN humains et murins, le formyl-méthionine-leucine-phénylalanine (fMLP), non toxique lorsqu’il
est injecté par voie systémique et ne donnant pas un phénomeéne de tolérance comme le LPS le
fait (Polesskaya 2014, Qian 2018). Le récepteur du fMLP est une protéine couplée aux protéines
G. Ce récepteur ne fait pas partie des TLR et a une expression restreinte au compartiment
myéloide chez les sujets sains et a des cellules cancéreuses (Chen 2017).

e en déplétant les neutrophiles pour s’assurer de leur effet, comme nous l'avons fait dans la

premiére partie des résultats.
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Role de I’environnement microbien dans la régulation de P'immunoglobuline A
mucosale et dans le développement de la maladie de Berger

La maladie de Berger est la glomérulonéphrite la plus fréquente avec une estimation selon
laquelle 1% de la population mondiale serait touchée. L’agent causal est une
immunoglobuline (Ig)A anormale (polymérique et hypogalactosylée) qui se dépose dans le
meésangium et provoque un dysfonctionnement rénal (protéinurie, hématurie) et des lésions
glomérulaires. Dans 25% des cas, la maladie évolue sur 20 ans vers l'insuffisance rénale
terminale. Des évidences, de plus en plus nombreuses, montrent que I'environnement
microbien, en particulier bactérien, commensal ou pathogéne, a un impact important sur le
développement de la maladie. Au cours de ma thése, jai d’abord étudié leffet d’une
molécule de la paroi bactérienne, le lipopolysaccharide (LPS), sur la production des IgA dans
les muqueuses chez la souris normale. Les résultats que j'ai obtenus et ceux publiés
permettent de proposer que la stimulation chronique des muqueuses par I'environnement
microbien conduit a une augmentation de la production d’IgA néphrotoxiques, qui, du fait
d’'un déficit de leur récepteur plgR mucosal, sont anormalement dirigées vers la circulation
pl0tdét que dans la lumiére es muqueuses. Dans une seconde partie de mon travail, jai
étudié l'effet du LPS sur le développement de la maladie de Berger dans un modele de
souris al1KIl. Ces souris génétiqguement modifiées produisent de I'lgA humaine et
développent spontanément des dépdts mésangiaux d’IgA mais n'ont pas de protéinurie,
d’hématurie ou de lésions glomérulaires. Nos résultats montrent que le LPS provoque une
forte hématurie dans les souris a1Kl lorsque celles-ci expriment le récepteur des IgA
humaines, CD89, a la surface des polymorphonucléaires neutrophiles. En conclusion, mon
travail de thése a permis de mettre en lumiére un impact de I'environnement microbien sur
plgR et sur les polymorphonucléaires neutrophiles dont la déficience ou I'activation pourrait
contribuer au développement de la maladie de Berger.

Mots-clés : Néphropathie a IgA, modéle murin, LPS, plgR, CD89, polymorphonucléaire
neutrophile, hématurie

Role of microbial environment on the mucosal immunoglobulin A regulation and in the
development of IgA nephropathy

IgA nephropathy is the most frequent glomerulonephritis worldwide. It features mesangial
immunoglobulin (Ig)A deposits and proteinuria, hematuria and glomerular histological
lesions. In 25% patients, it evolves, within 20 years, towards the end stage renal disease.
Microbial environment, through the interaction with mucosa, is believed to play a crucial role
in the development of the disease. The objectives of my work were to evaluate the effect of
the microbial compound lipopolysaccharide (LPS) on the production of the nephritogenic IgA
in the mucosa of mice and on the development of IgA nephropathy in the murine model a1KI
that spontaneously develops mesangial IgA deposits without the other signs of the disease.
Our results and those previously published suggest that the chronic stimulation of mucosa by
microbiota leads to the increased production of nephritogenic IgA in the mucosa. These IgA,
thanks to a deficient mucosal receptor plgR in patients with IgA nephropathy, may be
abnormally routed in the blood. We also showed that LPS provokes hematuria in the a1KI
mice, when they express a specific IgA receptor, CD89, on the surface of polymorphonuclear
neutrophils. Altogether our findings highlight the impact of microbial environment on pigR
and on polymorphonuclear neutrophils and thus, potentially, on IgA nephropathy.

Keywords : murine model, LPS, plgR, CD89, polymorphonuclear neutrophil, hematuria



