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The definition of insanity is doing the same thing over and over and expecting different
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Les entérobactéries Salmonella espéce enterica sous-espece enterica sont divisées en
plusieurs sérovars dont les quatre principaux sont Typhimurium, Enteritidis, Typhi et
Paratyphi. Ces sérovars sont responsables soit de gastroentérites soit de fievres typhoides,
a raison de plus de 90 millions de cas et 400 000 déces par an. Bien que des traitements
antibiotiques existent, I’apparition de souches multi-résistantes les rend peu a peu
caduques. La vaccination prophylactique contre des pathogenes responsables de
maladies entériques est a ce jour peu utilisée du fait de la faible efficacité d’une
vaccination parentérale et des limitations induites par les contraintes d’une administration
par voie orale. Cette derniére nécessite en effet ’utilisation d’une grande quantité
d’antigénes et/ou de processus protégeant les antigenes des conditions destructrices du
tractus digestif. L’environnement intestinal est aussi caractérisé par une balance entre
tolérance immunitaire et réaction inflammatoire régulée en partie par les
immunoglobulines (Ig) M et surtout par les IgA sécrétoires. Alors que les IgM sont
principalement retrouvées sous forme pentamérique, les IgA des sécrétions muqueuses
sont dimériques. Elles sont aussi rencontrées dans le sérum, alors présentes sous forme
monomeérique. Les IgA sont des anticorps pour lesquels deux isotypes ont été décrits chez

I’Homme: IgA1 et IgA2.

Le premier but de ce travail de these a été d’explorer les fonctions des différents isotypes
et isoformes des IgA humaines. Nous avons ainsi pu confirmer le role anti-inflammatoire
des IgA1 monomeériques. Par ailleurs, nos travaux ont mis en évidence un fort potentiel
anti-inflammatoire des IgA1 dimériques a I’inverse des IgA2 dimériques qui induisent
une réponse pro-inflammatoire. Enfin, nous avons souligné pour la premiére fois un

processus de régulation de 1’expression des récepteurs aux IgA par les IgA elles-mémes

XVi



ainsi qu’un axe IgA/lymphocytes T CD8 cytotoxiques qui pourrait étre impliqué dans

I’homéostasie de I’intestin IgA-dépendante.

Le deuxiéme objectif de ce travail de these a consisté a mettre en place un vaccin
multivalent composé d’antigénes de Salmonella liés a des IgA secrétoires. Le principe
étant de transporter des antigenes partagées par différents serovars le long du tractus
gastro-intestinal et de les délivrer spécifiqguement par voie orale au systeme immunitaire
muqueux afin d’induire une protection. Cette étude a mis en évidence une tres faible
immunogeénicité induite par le passage des IgA couplées a la protéine SseB au niveau
intestinal chez la souris. En revanche, une solide réponse immunitaire humorale et
cellulaire spécifique a SseB a été identifiée apres vaccination intra-nasale aussi bien dans
le compartiment systémique que muqueux. Par ailleurs, une plus forte sécrétion
d’anticorps spécifiques et de cytokines ainsi qu’une plus forte prolifération de
lymphocytes T a été observée en couplant a la fois les antigénes OmpC et SseB sur I’IgA
sous forme de vaccin multivalent. Ces données suggérent donc 1’utilisation de I’'IgA
comme vecteur vaccinal nasal pour un vaccin multivalent muqueux. Enfin, une meilleure
réponse vaccinale ayant été observée avec une IgM comme vecteur vaccinal, cela suggere

que cette derniére pourrait étre encore plus efficace.

Ce travail de thése ouvre de nouvelles perspectives pour la mise en place de vaccins
muqueux et pour I’utilisation d’anticorps comme vecteurs. Notamment, la réponse
recherchée pourrait étre induite en fonction de 1’isoforme ou de I’isotype de ’anticorps
utilisé. Enfin, cette variation de réponse suivant la conformation de I’IgA pourrait

apporter de nombreuses réponses quant a leurs réles dans les muqueuses.
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INTRODUCTION




Chapitre I : Les immunoglobulines A, plaque tournante
pleine de mystére de la réponse muqueuse

I/ MECANISMES DE LA REPONSE IMMUNITAIRE MUQUEUSE

Cette thése a pour objectif premier d’étudier I’impact des immunoglobulines A (IgA) dans la
réponse immunitaire muqueuse. Il est donc nécessaire de comprendre les fonctions de la
muqueuse qui font de ces tissus un environnement délicat a appréhender, en particulier pour la

vaccination.

A) Les muqueuses
Les muqueuses sont des tissus épithéliaux en continuité avec la peau — donc directement en
contact avec le milieu extérieur — et dont la fonction principale est de protéger les organes
internes. Elles sont présentes au sein du tube digestif, de I’appareil respiratoire et de 1’appareil
uro-génital. Les muqueuses sont plus perméables a 1’eau que la peau. Les muqueuses ont une
premiere fonction de protection mécanique et chimique contre les agressions de I’environnement
extérieur. Ainsi, une couche de cellules épithéliales, comme par exemple les cellules épithéliales
intestinales (IEC), crée une barriére physique grace a des jonctions serrées ou des jonctions
adhésives, limitant le transport passif de certains éléments vers le tissu conjonctif sous epithélial
appelé lamina propria (1) (2). La définition de la barriére épithéliale ne se limite pas a I’existence
de ce mécanisme puisque de nombreux acteurs la composent (Figure 1). On y trouve notamment
des entérocytes composant la majorité des IEC mais aussi des cellules sécrétrices de mucus,
principalement composé de mucine. Le mucus tapisse la surface des muqueuses et limite leur

invasion par des agents pathogenes comme Salmonella (3).
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Figure 1: Fonction des cellules composant la muqueuse intestinale.

Les cellules épithéliales intestinales (IEC) dérivent toutes d’une cellule souche LGR5™ située
dans les cryptes intestinales. Les entérocytes sécrétoires sont composés (i) des cellules de
Paneth sécrétrices de peptides antimicrobiens tels que les défensines ou le lysozyme, (ii) de
cellules caliciformes (goblet cells) produisant le mucus, (iii) de cellules entéroendocrines
sécrétrices d’hormones. Les cellules « Tuft » sécrétent de [’IL-25 pour stimuler la protection
antiparasitaire induite par les cellules lymphoides innées (ILC)-2. Figure tirée de la revue de

Kurashima et al. (4)

Une autre fonction des muqueuses, et en particulier de la muqueuse intestinale, est I’absorption
des nutriments. Pour cela, les muqueuses possédent une structure spécifique composée de
villosités formeées par les IEC. Ces IEC sont polarisées et présentent des microvillosités au péle

apical permettant le transport des nutriments de la lumiere intestinale vers la circulation sanguine.

Une autre fonction des muqueuses — découverte plus récemment — consiste a réguler I’interaction
hote/microbiote. Plus de 10 bactéries tapissent le tractus digestif humain, maintenant
I’homéostasie intestinale en protégeant 1’organisme contre des agents pathogénes notamment via

une compétition pour les nutriments (5). Dans certains cas, 1’écosystéme de bactéries



commensales se dérégule, menant a une dysbiose néfaste pour I’organisme. En effet, une dysbiose
peut conduire a des maladies de Crohn ou des rectocolites hémorragiques (Annexe I1). Il est donc
nécessaire de controler les éléments transitant a travers 1’épithélium afin de définir la réponse
adaptée a établir selon qu’un nutriment, une bactérie commensale ou un pathogene est présent

dans la lumiére intestinale.

B) L’immunité innée des muqueuses
Le tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT) est extrémement important d une part dans
la lutte contre les pathogenes pouvant infecter les muqueuses, et d’autre part dans la mise en place
d’une tolérance immunitaire cruciale compte tenu des nutriments et micro-organismes
commensaux pouvant entrer en contact avec les muqueuses. A chaque type de muqueuse est
associé un MALT différent a savoir: le GALT pour I’intestin, le NALT pour les voies
respiratoires, le BALT pour les bronches et le GENALT pour I’appareil génital. Des sites
immunitaires spécifiques de ces tissus sont nécessaires pour induire une réponse efficace en
fonction des éléments du non-soi rencontrés. Les principaux sites de mise en place de la réponse
immunitaire muqueuse sont les follicules lymphoides isolés (ILF) retrouvés sous 1’épithélium
colique et surtout les plaques de Peyer (PP) que I’on retrouve tout au long de ’intestin. Les ILF
peuvent étre impliqués dans la protection contre certains pathogenes comme Salmonella via la
production d’IgA spécifiques mais restent moins efficaces que les PP dont nous parlerons plus
dans cette these (Figure 2) (6). Le systeme immunitaire muqueux va notamment se différencier

de la réponse immunitaire systemique par cette forte présence d’IgA.
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Figure 2: Le role des follicules lymphoides isolés (ILF) reste peu connu mais il est lié a la
production d’immunoglobulines.

Les ILF contiennent des macrophages CX3CR1*, des cellules dendritiques (DC) CX3CR1" qui
vont permettre [’activation de LT essentiellement CD4" TCRB" et des LB surtout B-2B. Les

lymphocytes B se différencient en plasmocytes majoritairement sécréteurs d’IgA.

La réponse immunitaire muqueuse est essentiellement basée sur son site inducteur a savoir les PP
qui possedent tout I’arsenal nécessaire a la capture de micro-organismes et au déclenchement
d’une réponse immunitaire innée et adaptative spécifique a ces micro-organismes (Figure 3). Les
cellules microfoldées (M) sont présentes au niveau des PP et représentent environ 5% des cellules
de I’épithélium associé au follicule (FAE) (7). Contrairement aux cellules épithéliales les
entourant, elles ne présentent pas de microvillosités ni de mucus a leur surface. Ces
caracteéristiques vont les rendre particulierement efficaces pour le transport de nutriments mais
aussi de microbes commensaux ou pathogénes (7, 8) vers le ddme sous épithélial (SED) des PP.
Les cellules M expriment plusieurs marqueurs a leur surface permettant de les identifier tels que
les glycans al-2 fucosylés (9), la glycoprotéine GP2 qui permet I’internalisation de certaines

bactéries exprimant la fimbriae FimH (10) ou encore la famille des Sialic acid-binding



immunoglobulin-like lectins (Siglecs) qui reconnait des résidus d’acide sialiques ou des
glycopotéines. Ainsi, la molécule Siglec-5 a été décrite comme étant exprimée par les cellules M
humaines alors que Siglec-F est son équivalent murin (11, 12). Des cellules présentatrices de
I’antigéne (APC) a I’intérieur de la poche de la cellule M captent les Ag pour activer la réponse
adaptative. Le role précurseur des cellules M dans la réponse immunitaire muqueuse en fait une

cible de choix pour une vaccination contre des pathogenes entériques (13).
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Figure 3: Les plaques de Peyer sont les sites inducteurs principaux de la réponse immunitaire
muqueuse apreés I’entrée d’un antigéne.

Elles forment des domes constitués d 'une couche d’épithélium associé au follicule (FAE) dans
laquelle sont enchassées des cellules microfoldées (M). Ces cellules M captent et transportent
les antigenes de micro-organismes commensaux ou pathogeénes vers le déme sous épithélial
(SED). Les antigenes sont captés par des cellules présentatrices de I’antigene (APC) telles que
les DC CCR6" CD11c". Les DC peuvent enfin activer les LT et LB dans la zone T pour induire
une réponse suppressive ou activatrice contre l’antigene. Figure tirée de la revue de Kurashima
etal. (4)



Les muqueuses étant des sites particuliers, des cellules «non conventionnelles » y sont
retrouvées. Il existe notamment une population de lymphocytes T (LT) spécifiques des
mugueuses appelés lymphocytes MAIT (Mucosal-Associated Invariant T cells). Ces
lymphocytes peuvent étre intraépithéliaux (IEL) ou présents dans la lamina propria. lls se
caractérisent par ’expression des récepteurs des LT (TCR) yd, af ainsi que de la molécule CD8*,
ao. CD8* (14), mais les LT helper (LTh)-17 en font aussi partie. Les LT afp CD8" sont impliqués
dans I’exclusion immune que nous décrirons plus tard et dans la réparation du tissu alors que les
LT aa CD8" ont une forte activité cytotoxique (15). Les LT yd sont activés suite a des dommages
dans la barriére épithéliale et jouent un réle important dans la réparation du tissu via la sécrétion
de facteurs de croissance (16). Les LT yd ont aussi un role dans la protection contre les pathogeénes
puisque leur absence diminue la protection contre Salmonella chez la souris (17). Les LTh-17
sont majoritairement connus pour leur sécrétion d’interleukine (IL)-17A qui participe a la
protection contre les champignons (18). Leur fonction n’est pas limitée a cela puisqu’ils ont aussi
un role trés important dans la régulation de I’homéostasie intestinale via leur interaction avec le
microbiote et les LT régulateurs (LTreg) (19) (20). Les cellules lymphoides innées (ILC) sont une
population lymphocytaire particulierement retrouvéee dans les muqueuses. Elles ne possédent pas
de récepteurs spécifiques pour un antigéne mais peuvent répondre a un stress environnemental,
permettant 1’induction d’une protection contre des pathogénes intracellulaires (ILC1), des

parasites (ILC2) ou des champignons (ILC3) (21).

Les neutrophiles contribuent activement a la défense des muqueuses via (i) le relargage de
granules toxiques éliminant les pathogenes et participant au processus pro-inflammatoire, (ii) le
recrutement et 1’activation de cellules immunitaires comme les LT CD4", (iii) la sécrétion de

facteurs de croissance contribuant a la réparation des muqueuses suite a des dommages (22).



C) L’immunité adaptative des muqueuses
Un grand nombre de cellules dendritiques (DC) (CD11c") permettent d’orchestrer la réponse
immunitaire muqueuse. Les cellules de Langerhans sont retrouvées dans les couches
superficielles de la peau mais sont aussi fortement impliquées dans la reconnaissance d’antigénes
dans la muqueuse orale, contribuant a la réponse immunitaire muqueuse (23). Elles ont aussi été
montrées comme pouvant induire la commutation isotypique des lymphocytes B vers une réponse
IgA en présence de TGF-B et d’IL-10 (24). Par ailleurs, méme si le sujet reste controversé,
différentes populations de DC, identifiées selon 1’expression des marqueurs CX3CR1 (CX3C-
chemokine receptor 1) et CD103, vont intervenir de maniére distincte. En effet, il est
communément admis que les DC CX3CR1" présentes dans la lamina propria vont former des
dendrites pour capter des antigénes de la lumiere intestinale, alors que les DC CD103" auraient
plutét le role d’acheminer les antigénes aux ganglions drainants comme les ganglions
mésentériques (MLN) (Figure 3). Cependant, ce postulat est tres discuté et pourrait étre bien plus
complexe (Figure 4). Par ailleurs, les roles et phénotypes des macrophages, autres APC présentes
dans la lamina propria et les PP restent encore a éclaircir pour comprendre leur implication dans

le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative muqueuse.
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Figure 4: Différentes populations de DC pour différentes voies d’activation de la réponse
immunitaire.

(a) La proportion des différentes bactéries commensales comme les bactéries filamenteuses
segmentées (SFB) est régulée par les LTh-17 grace aux DC CX3CR1*. D autres bactéries du
microbiote stimulent les IEC puis activent les DC CD103™, conduisant a une tolérance LTreg-
dépendante. (b) Certaines bactéries du microbiote activent des DC plasmacytoides (pDC), des
DC « TIP » (TNF and inducible nitric oxide synthase (iNOS)-producing DCs) ou des DC
TLR5". Ces DC sécrétent fortement les facteurs BAFF (B cell-activating factor) et APRIL (A
proliferation-inducing ligand) conduisant a la formation de plasmocytes a IgA. (c) Le
microbiote est régulé négativement par des cellules lymphoides innées (ILC) exprimant RORyt
(retinoic acid receptor-related orphan receptor-y¢) via [’IL-22 et positivement grace aux DC

exprimant ['[L-17RB (IL-17 receptor B). Figure tirée de la revue de Kamada et al. (5)

Une fois que les DC ont été activées et qu’elles ont migrées vers les follicules des PP, elles

peuvent activer des LT et des LB dans la zone T. Les DC vont aussi sécréter de I’acide rétinoique
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afin d’induire les récepteurs de domiciliation intestinaux tels que CCR9 ou o4B7 sur les
lymphocytes. Les principales populations de LT présentes dans la mugueuse intestinale sont les
LTh-1, LTh-2, LTh-17. Leurs fonctions sont bien décrites mais particulierement observeées lors
des inflammations aigues et chroniques de I’intestin ou les LTh-1 sécrétent de I’interféron gamma
(IFN-y) et de I’'IL-12, les LTh-2 de I’'IL-5 et de I’'IL-13 et les LTh-17 de I’'IL-17 et de I’IL-23 (15).
Avec les DC, les LT peuvent activer les LB (réponse thymo-dépendante). Ceux-ci se différencient
en plasmocytes a vie courte ou persistant. Ces derniers sécretent des IgM mais majoritairement
des IgA (25). Les IgA ont un réle crucial dans I’homéostasie de la muqueuse intestinale méme si
les IgM semblent suppléer leurs fonctions en cas de déficience en IgA, ce qui est le cas chez 2%

de la population (26) (27, 28).

L’induction d’une réponse immunitaire intestinale suite a I’infection par un pathogéne est
importante pour la survie d’un individu, mais la non-réponse face a des ¢léments inoffensifs 1’est
tout autant. Ainsi, les aliments ou les composants du microbiote vont étre reconnus comme des
éléments du soi, induisant une tolérance périphérique fortement liée aux LTreg, conduisant a une
suppression de la réponse immunitaire. La tolérance des muqueuses, notamment dans I’intestin,
est fortement liée aux DC CD103" qui activent les LTreg CD4* FoxP3* inductibles dans les zones
T interfolliculaires des PP ou des MLN ; les macrophages ont aussi un réle dans la tolérance
médiée par les LTreg (29). Les microbes commensaux des tractus respiratoires, intestinaux ou de
la muqueuse génitale ne sont pas censés entrer dans la circulation sanguine. Ce processus est
contrdlé par une réponse immunitaire se limitant aux muqgueuses. Ainsi, une réponse spécifique
contre des bactéries intestinales chez la souris a été observée dans les compartiments mugueux,
mais était absente au niveau systémique, démontrant une compartimentation de la réponse

mugueuse contre les bactéries commensales (30).



A T’état basal, la muqueuse intestinale est caractérisée par la présence de LTreg pro-tolérogenes
et de LTh-17 pro-inflammatoires dont I’action est finement contrélée afin de conserver la flore
tout en luttant contre les champignons et autres infections (31) (32). En conditions « normales »,
les mugueuses contiennent surtout des IgA dans leurs sécrétions, leur permettant de conserver

toutes les caractéristiques décrites préecédemment.

[1/ PRODUCTION ET LOCALISATION DES IGA

Les IgA et IgM des muqueuses sont majoritairement présentes sous forme sécrétoire. Afin
d’induire une réponse protectrice médiée par les IgA lors d’une vaccination contre un pathogéne,
il convient de choisir une voie d’administration adéquate et/ou d’incorporer dans la formulation
vaccinale un élément inducteur d’IgA secrétoires. Par ailleurs, 1’utilisation d’IgA comme vecteur
d’adressage muqueux nécessite aussi de comprendre sa prise en charge, le devenir et la fonction

de cette protéine dans la muqueuse.

A) Les différentes IgA
Les IgA sont des anticorps (Ac) sécrétés par des LB des mammiferes. Comme tout Ac, ils sont
composés de deux chaines lourdes (Hc) et deux chaines légéres (Lc). Une Hc est divisée en trois
régions constantes Cal, Ca2, Ca3 et une région variable ; alors qu’une Lc est divisée en une
région constante et une région variable. Les deux Hc sont reliées par une liaison covalente formée
par des ponts disulfures au niveau de la région charniére située entre les régions Cal et Ca2. La
partie variable de chaque IgA va permettre une reconnaissance d’un antigéne peptidique. A la
différence des autres immunoglobulines, cette reconnaissance pourrait étre soit spécifique d’un
seul antigéne soit de motifs partagés par plusieurs agents du non-soi (33). La partie constante des
IgA (Fc), en particulier celle présente sur la Hc, permet la fixation des IgA sur des récepteurs

spécifiques.

10



Les IgA peuvent étre retrouvées sous forme de monomeres (mIgA) de 150kDa mais aussi sous
forme dimérique (dIgA). Dans ce cas, les dimeres sont reliés grace a la chaine J de 15kDa formant
une liaison covalente entre des cystéines des Fc. La chaine J est une protéine de type
immunoglobuline qui relie les chaines a et p entre elles, permettant la formation de dIgA et d’IgM
pentamériques. Enfin les dIgA produites dans la lamina propria et/ou dans les PP peuvent se fixer
au récepteur aux lg polymériques (plgR) exprimé par sur le pdle basolatéral des cellules
épithéliales. Le plgR permet la transcytose des dIgA vers la lumiére intestinale. Les digA vont
alors se décrocher des cellules épithéliales en conservant un fragment du plgR appelé piece
sécrétoire (SC) (34) (35) (36). Les IgA présentes sous cette forme sécrétoire (SIgA) dans la
lumiére intestinale sont stables et résistent en particulier a la dégradation par les protéases (37).
Il est important de noter que I’IgA sérique est majoritairement monomérique (80% to 99%) (38)

tandis qu’elle est surtout dimérique dans les sécrétions.

Les IgA sont aussi sous-divisées en deux isotypes chez ’Homme: IgAl et IgA2. lls different par
la taille de leurs régions charnieres, leur forme, leur séquence en acides aminés mais surtout par
leur profil de glycosylation (39) (40). En effet, les IgAl contiennent deux sites de N-
glycosylations et cinq de O-glycosylations alors que leslgA2 ne présentent aucune O-
glycosylation mais deux N-glycosylations supplémentaires (40). A noter que la chaine J et le SC
ont aussi leurs propres sites de glycosylation, (Figure 5). La proportion en IgAL1 par rapport aux
IgA2 est globalement plus forte (~85%), en particulier dans la circulation sanguine, la rate
(~95%), la muqueuse nasale (~96%), la muqueuse de I’intestin gréle (~ 84%) et le colostrum
(~65%) (40, 41). Les IgA2 sont principalement retrouvées dans le colon (~65%) et le tractus
génital féminin (40) (42)(Table 2). Contrairement aux IgAl, les IgA2 sont résistantes aux
protéases bactériennes, ce qui pourrait expliquer leur plus forte présence dans certaines zones de

I’intestin (43).
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Figure 5: Les IgA1 et IgA2 présentent des profils de glycosylation différents.

Secretory component

Les IgA2 possédent 10 régions N-glycosylées alors que les IgAl possédent 4 régions N-
glycosylées ainsi que 10 O-glycosylées, modifiant leur région charniere. Les formes dimériques
possedent par ailleurs la chaine J comportant elle-méme une N-glycosylation. Finalement, les
IgA sécrétoires présentant la piéce sécrétoire augmente leur nombre glycosylations. Figure

inspirée de l’article de Zauner et al. (44)

B) Par qui et comment les IgA humaines sont-elles produites ?
L’intestin est le plus important composant du MALT, conduisant a la compartimentation d’un
tissu lymphoide associé a I’intestin (GALT). Les IgA du GALT sont majoritairement sécrétées
par les plasmocytes a IgA dérivés de lymphocytes B du GALT ou de LB1b (45). Les plasmocytes
dérivés de LB1b sont les principales cellules sécrétrices d’IgA en dehors des LB des PPs,
notamment apres stimulation avec du TGF-B et de I’acide rétinoique (46, 47). Bien que la fonction
des cellules B1 dans la production des IgA reste encore a étudier, elles seraient impliquées dans
la sécrétion d’IgA polyspécifiques induites par voie thymo-indépendante (TI) (46). D’autres
facteurs influencent la production d’IgA dans le GALT, comme le microbiote (48-50),

I’activation de PRR tels que le toll-like receptor (TLR)-3 (51) ou la présence de cellules M (52,
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53). En outre, les antigénes issus de la lumiére intestinale transitent via les cellules M dans le FAE
et sont pris en charge par les DC ou macrophages du SED des PP. Des DC enchassées dans le
FAE peuvent directement « capter » I’antigeéne (54) pour ensuite activer les LB dans le SED qui
vont migrer dans le centre germinatif afin de finir leur différenciation en LB IgA* (55). Des
facteurs comme RANKL, I’'IL-21 ou la présence de cellules mésenchymateuses influencent la
commutation isotypique a IgA des LB (56) (52). La plupart des IgA de I’intestin ont subi une
hypermutation somatique, indiquant un fort réle des LT dans la mise en place de la réponse IgA
mais I’impact de la contribution TI reste encore peu connue (57). Les LB activés peuvent alors
circuler via les vaisseaux lymphatiques pour rejoindre les MLN ou la circulation sanguine, et
finalement revenir dans la lamina propria intestinale sous forme de plasmocytes grace a des
marqueurs de domiciliation tels que asf37 ou CCR9 (Figure 6). 1l a aussi été montré que les
plasmocytes sécréteurs d’IgA du GALT pouvaient migrer dans le foie et sécréter des IgA
specifiques du microbiote ou de certains antigenes délivrés oralement a des souris (58). Les
processus menant a la production d’IgA par les plasmocytes de la lamina propria sont
relativement bien connus et nécessitent 1’intervention de plusieurs acteurs (45). La production
d’IgATl plutét que d’IgA2 n’est pas due a une plus forte action des LT dans I’activation des LB
TD dans un cas plutot qu’un autre (59). Une récente étude a néanmoins mis en évidence une plus
forte expression de la cytokine B-cell activating factor (BAFF) par les LB périphériques apres
stimulation avec le ligand R848 du TLR7/8, induisant une forte sécrétion d’IgAl et d’IgA2. Bien
que les molécules a proliferation-inducing ligand (APRIL) et la Thymic stromal lymphopoietin
(TSLP) pourraient étre impliquées dans la commutation des LB IgA1* vers des LB IgA2* (60) ,
le processus de production d’un isotype plutdt qu’un autre par les plasmocytes des muqueuses

reste encore a éclaircir.
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Figure 6: Résumé de la mise en place de la réponse humorale a IgA thymo-dépendante dans
la muqueuse intestinale.

Apreés la prise en charge des pathogenes/antigenes par les cellules présentatrices de [’antigene
sous les cellules M des PP, les lymphocytes T et B sont activés dans la zone T. Les lymphocytes
B subissent la commutation de classe et [’hypermutation somatique dans le centre germinatif
pour se différencier en plasmocytes de plus ou moins forte affinité pour I’antigéne. Ils sont
remis en circulation dans le sang et [’expression de marqueurs de domiciliation les
reconduisent dans la lamina propria. Les IgA dimériques sécréetees se fixent au pIgR, sont
transportées vers la lumiere intestinale et sont relarguées sous forme d’IgA sécrétoires a fort
pouvoir neutralisant dont la fonction principale est [’exclusion immune. Figure tirée de la revue
de Hooper et al. (61)

Les IgA sériques principalement monomeriques sont sécrétées par les plasmocytes dérives de la

moelle osseuse. Les LB sont activés de facon TI principalement avec des polysaccharides ou de
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facon TD avec des peptides, dans les ganglions lymphatiques ou la rate (Figure 7). La
commutation isotypique et éventuellement I’hypermutation somatique permettent la
différenciation en plasmocytes a IgA ayant une plus ou moins forte affinité pour leur antigéne.
Contrairement aux IgA sécrétées dans les muqueuses, la chaine J n’est pas ajoutée aux IgA et

I’isotype IgA1 est majoritairement retrouvé dans le sérum (38).
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Figure 7: L’activation des lymphocytes B et leur différenciation en plasmocytes sécréteurs
d’lg.

Les lymphocytes B peuvent étre directement activés par un antigéne de facon thymo-
indépendante (A). Dans ce cas, un polysaccharide induit le regroupement des BCR a la surface
d’un lymphocyte B, induisant sa prolifération et sa différenciation en plasmocytes sécrétant des
IgA de faible affinité. Dans le cas d’une activation thymo-dépendante (B), [’antigéne est
présenté par des DC qui activent des lymphocytes B avec [’aide de lymphocytes T helper. Les
lymphocytes B migrent dans le centre germinatif ou ils vont subir la commutation isotypique et
[’hypermutation somatique aidés par les DC folliculaires et les LT helper folliculaires. Les
plasmocytes alors produits sécrétent des IgA de forte affinité. Figure tirée de la revue publiée

par Siegrist et al. (62)
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Différentes DC intestinales sont cruciales a ’activation des LB vers une réponse IgA a travers la
sécrétion de facteurs tels que le TGF-B ou BAFF et APRIL (Table 1). Les mécanismes de
commutation vers un profil IgA sont aussi bien décrits dans la muqueuse respiratoire mais des
données sont encore nécessaires pour mettre en lumiere un éventuel point commun entre toutes
les muqueuses. Les IgA sont aussi présentes dans le compartiment systémique. Néanmaoins, sous-
classes et formes des IgA différent selon le tissu d’intérét (Table 2). Ainsi, I’isotype IgA1 est
prédominant dans le compartiment systémique et dans les muqueuses supérieures. En revanche,
une plus forte proportion d’IgA2 est observée dans le colon alors qu’un équilibre entre les deux
sous-classes est observé dans les glandes mammaires et 1’appareil génital. Comme mentionné
auparavant, les IgA monomériques sont particulierement présentes dans le systeme sanguin alors
que les dimériques se trouvent dans les muqueuses. Ces différents constats soulévent un lien
possible entre la localisation des différentes formes d’IgA, les cellules et facteurs impliqués dans

leur production et leur fonction.
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Table 1: Récapitulatif des cellules, récepteurs et facteurs solubles impliqués dans la

commutation isotypique des LB vers des LB IgA* dans les muqueuses.

Muqueuse Fonction liées a la CSR IgA Cellules impliquées Molécules Ref
MALT Activation de la CSR IgA aprés DC productrices de TNF-a et  NOS, TGF-B (TD) (63)
activation des DC par le microbiote NOS (souris) NOS, APRIL, BAFF
(TLR) (Tn
GALT Augmentation du taux en SIgA Cellules M (souris) RANKL (52, 53)
Commutation IgA1 vers IgA2 apres IEC (humain, in vitro) APRIL, TSLP (64)
activation des IEC par des ligands de
TLR
Induction de LB IgA* par voie TI pDC des MLN et PP (souris) BAFF, APRIL, IFN de  (65)
type |
Différenciation de LB naifs en LB IgA* DC de la lamina propria TLR5 (flagelline) (66)
CD11c* CD11b* (souris)
Génération de LB IgA* DC du SED (souris) CCR6, CCL20 (55)
Augmentation de la sécrétion d’IgA DC de PP (souris) RA, IL-6/IL-5 (67)
intestinales
Induction de LB IgA* en réponse a CD103*CD11b* des MLN (68)
une immunisation (flagelline) (souris)
Augmentation du taux sérique d’IgA  (souris KO) TGF-B (69)
Augmentation de la réponse IgA (souris KO) TGF-B (70)
spécifique d’un antigene (CT) dans
les muqueuses
Augmentation de la sécrétion d’IgA (souris KO) IL-21, IL-17, TGF-B  (56)
intestinal (feces)
Formation de LB IgA* apres DC folliculaires des PP BAFF, TGF-B (71)
stimulation des DC (TLR) (souris)
Différenciation en LB IgA* LB B220" IgM* et cellules (72)
stromales de la lamina
propria (souris)
Différenciation en plasmocytes a IgA LB de PP (souris, in vitro) TGF-B, IL-5, IL-2 (73)
Différenciation en plasmocytes a IgA  LB1b péritonéales (souris) RA, TGF-B (45, 47)
NALT/GALT Activation des DC CD11b+ CD103+ Microbiote du NALT(souris) TLR4 (LPS) (74)
Activation des LB vers la CSR IgA DC CD11b* CD103* (souris) TGF-B (74)
Induction de leur migration vers a4p7,CCRI
I'intestin
NALT Activation des DC via le TLR3 et DC CD103" (souris) poly-1:C, TLR3, TGF-  (51)

induction d’une réponse humorale
IgA TD via le TGF-B

B

CSR : commutation isotypique, NOS : espéces réactives de I’azote et de I’oxygéne, RANKL :
receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand, pDC : cellule dendritique plasmacytoide,

GC : centre germinatif, TSLP : thymic stromal lymphopoietin, RA : acide rétinoique, CT : toxine

cholérique, IEC : cellules intra-épithéliales
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Table 2: Répartition des isotypes et isoforms des IgA en function de leur localisation

Compartiment localisation [1gAl] isoformes [1gA2] isoformes proportion proportion Observations particuliéres Ref
(m,d, S) (m,d,S) (IgA1:1gA2) plasmocytes
(1gA1*:1gA2*)
SYTEMIQUE
moelle osseuse m, d(29%) m, d(28.7%) 111 (75)
sérum 1.5-1.6g/L m(~90%) 0.15-0.6g/L  m, d(15-30%) 2.3-10 La proportion de plasmocytes IgA1* et IgA2* correspond au ratio (76-79)
IgAL/IgA2
rate m, d(23.9%) m, d(44.8%) 3.7-9 (41, 75)
GLP* 9 (41)
MUQUEUX
-GLANDES glande 15 (41)
MAMMAIRES
colostrum 10.99/L S, d 15.4g/L S,d 11 SlgA=12g/L. (80-82)
IgA1 spécifiques d’antigénes protéiques VS IgA2 dirigées contre le LPS
lait transitionnel 1.8g/L S, d 3.4g/L S,d SlgA=1g/L (80)
lait mature 0.4g/L S,d 0.3g/L S, d (80)
-GLANDES glande 1.2g/L d(76.2%), m 1.1g/L d(71.3%), m 1.7 11 (75, 79)
LACRYMALES
-GLANDES glande m, d(40.7%) d(67%), m 11 (75)
SALIVAIRES
salive 30-900mg/L  d(90-95%), 16-700mg/L  d(90-95%), 1.3-2 (76, 83)
S(20mg/L) S(20mg/L)
-NALT NALT 9-19 Idem sérum (41, 79)
secrétions nasales 200-650mg/L  S(88%) 60-80mg/L S(88%) 2.4-10 (41, 79,
84, 85)
-GALT langue m, d(36.8%) d(56.2%), m 6.8-9 (41, 75)
estomac 4-5.7 (41, 84)
MLN m, d(23.9%) m, d(45.4%) 43 (75)
duodénum 2.34 (41, 84)
jéjunum 3.4 + proportion d'IgA2 (ratio a 1.3) si infection par différentes bactéries (86)
iléum 1.6 1-1.2 (86)
(41, 84)
intestin d(60.5%), m d(72%), m 1.3 a4p7 (intestin) plus fréquemment exprimé sur des plasmocytes IgA2* 87)
L'immunisation orale contre Salmonella induit 047
Confirmation que IgA2 plutét en réponse au LPS
sécrétions intestinales 50mg/L S(80-90%) 100mg/L S(80-90%) 0.5 La SC se fixe sur les IgA1/2, les stabilisant et les rendant hydrophobes (88)
(89)
gros intestin d(51.6%), m d(76.2%), m 0.6 (75)
colon d(73%), m d(100%) 0.37-0.7 (90)
rectum 0.7-0.8 (84)
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-GENALT

‘ endocervix

‘ ectocervix

‘ vagin

‘ sécrétions vaginales 17mg/L

*GLP :ganglions lymphatiques périphériques

20mg/L
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11/ LA FONCTION DES IGA1 ET IGA2 : BALANCE ENTRE TOLERANCE ET
INFLAMMATION

A) Les récepteurs aux IgA
Plusieurs récepteurs ont été décrits comme pouvant interagir avec les IgA tels que le pIgR qui
permet le transport des IgA ou le récepteur Fc néonatal (FCRn) qui permet le recyclage des Ig.
Quatre récepteurs peuvent étre impliqués dans I’induction d’une réponse immunitaire et vont

particulierement nous intéresser : FcaRI, DC-SIGN, Dectin-1 et le récepteur a la transferrine

(Figure 8).

‘ FcaRl-y2 | | Transferrin receptor | | DC-SIGN | | Dectin-1 |

a
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Figure 8: Les quatre principaux récepteurs aux IgA.

Le FcaRl est associé aux chaines y possédant un domaine intramembranaire composé de motifs
ITAM impliqués dans le role pro- et anti- inflammatoire de ce récepteur. Le récepteur a la
transferrine est connu pour fixer le fer mais aussi les IgA grace a son domaine
extramembranaire. DC-SIGN et Dectin-1 sont deux lectines de type C capables de fixer les IgA

via leurs glycosylations. Dectin-1 possédent en plus un domaine ITAM dont la fonction lors de

la fixation des IgA n’est pas encore €claircie.
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Le récepteur aux IgA (FcaRI/CD89) est exprimé par les éosinophiles (91), les neutrophiles (92),
les monocytes (93) et les DC (94). Il peut fixer aussi bien les IgA1 que les IgA2. Une
polymérisation du FcaRI soluble a été observée en présence de mIgA (95). En général, ce
récepteur lie mieux les IgA sous forme de complexes immuns ou de polymeéres (96). Deux FcaRI
peuvent interagir avec une IgA et peuvent étre associés avec des FcRy contenant un motif ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) (97). La présence de ce dernier va médier une
réponse activatrice induite par les IgA sous forme de complexe immun (98, 99). Ainsi, en contexte
infectieux, les complexes immuns formés avec les IgA se fixent au FcaRI des DC CD103*
intestinales, induisant une cascade de signalisation débutant par les motifs ITAM et aboutissant a
une réponse inflammatoire médiée par la caspase-1 impliquant les LTh17 et des cytokines telles
que I’IL-23, et le TNF-a (100) (Figure 9). Le role du FcaRI est double puisqu’il peut aussi induire
une réponse anti-inflammatoire. En effet, la fixation des IgA monomériques sériques entraine le
recrutement de la protéine Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 (SHP-1) sur
les domaines ITAM ce qui empéche la fixation de I’enzyme Syk et donc de la voie de signalisation
pro-inflammatoire (101-103). Par ailleurs, ce récepteur est fortement impliqué dans les
néphropathies a IgA (IgAN) (104). Cette maladie auto-immune est caractérisée par la sécrétion
d’IgA 1 monomériques anormalement glycosylées puisque présentant une déficience en galactose
dans les O-glycosylations de la région charniére (105, 106). Cette différence par rapport aux IgAl
sériques normales va rendre ces molécules fortement immunogénes, ¢’est-a-dire qu’elles sont
reconnues comme un élément du non soi par le systéme immunitaire. Ce dernier va donc induire
une réponse spécifique contre ces IgA1l dégalactosylées, conduisant a une agglutination de

complexes immuns dans le rein pouvant aboutir a 1’insuffisance rénale (105).
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Figure 9: Modéle de réponse inflammatoire soulignant la cooperation entre les TLR et le
FcaRl.

(Gauche) A [’état basal, les cellules dendritiques (DC) CD103* sont activées via leur TLR
par des molécules provenant de la lumiére intestinale. Ce processus induit la transcription de
genes pro-inflammatoires mais ne conduit pas a la synthese de protéines. (Droite) En cas
d’infection, des complexes immuns formés par les IgA se fixent au FcoRI, fournissant un
second signal nécessaire a I’augmentation de la caspase-1 et donc a la synthese de protéines

pro-inflammatoires. Figure tirée de [’article de Hansen et al. (100)

Le récepteur a la transferrine 1 (CD71) est une glycoprotéine fixant le fer complexé a la
transferrine puis endocytée par la cellule. Il est exprimé dans de nombreux tissus comme le colon
et I’intestin (107) mais aussi fortement sur les lymphocytes sanguins (108). CD71 a été décrit

comme un récepteur pouvant interagir avec des IgA monomériques (109) mais aussi sécrétoires
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notamment grace a leurs glycosylations (110). En outre, il permet le transport des SIgA1 ayant
fixé un Ag de la lumiére intestinale vers la lamina propria (111, 112). CD71 est sur-exprimé chez
les patients souffrant de néphropathies a IgA, suggeérant un réle aggravant de ce récepteur dans

cette maladie (113).

DC-SIGN est une lectine transmembranaire de type C (CLR) fortement exprimée par des DC
immatures des tissus périphériques et dans le modéle in vitro de DC dérivées de monocytes
(moDC) (114, 115). Leur domaine extra-membranaire de type C va permettre la reconnaissance
de structures carbohydrates telles que le mannose ou le fucose (116). Ce récepteur interagit avec
des éléments du soi mais aussi avec certains pathogenes comme les champignons et les
mycobactéries et induit une réponse immunitaire via les DC (117) (118) (119). Il va aussi
permettre I’interaction avec les LT ou le transport des DC dépendant des cellules endothéliales
via respectivement ICAM3(114) et ICAM2(115). Une étude a mis en évidence une plus faible
prise en charge des IgA par les DC lors d’un traitement de ces dernieres au mannose (120). De
cette facon, un réle de DC-SIGN dans la liaison des IgA, supposément via leurs motifs glycosylés,
a été souligné. Contrairement au FcoRlI, aucun role pro- ou anti-inflammatoire n’a été¢ démontré

suite a la fixation des IgA sur ce récepteur.

Comme DC-SIGN, Dectin-1 est un CLR originairement décrit comme étant le récepteur aux f-
glucans (121) possédant le motif 3-O-Su-GalNACcB. Il est exprimé par les macrophages, les
neutrophiles et les DC. Il posséde un role protecteur notamment contre les champignons en
induisant la sécrétion de cytokines et d’espéces réactives de 1’oxygene (122) en collaborant avec
le TLR-2 (123). Récemment, une voie B-glucans / Dectin-1/ IL-17 a été mise en évidence pour
son role dans la régulation du microbiote (124). L’implication de Dectin-1 dans la réponse
immunitaire pourrait étre liee a son domaine ITAM intracellulaire (121). Par ailleurs, notre équipe

a démontré le r6le important de Dectin-1 mais aussi du récepteur aux acides sialiques Siglec 5
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dans la transcytose inverse des IgA grace a des modeles in vitro et in vivo n’exprimant plus ce
récepteur (11). Ainsi, Dectin-1 pourrait aussi lier les IgA a la surface des DC méme si la voie
déclenchée reste méconnue. Néanmoins, il est connu que la chaine y du FceRI possédant des
motifs ITAM inhibe la voie pro-inflammatoire induite par des ligands de Dectin-1 sur les DC
(125). Des lors, un lien pourrait étre fait entre la présence du FcaRI, pouvant aussi étre associée a
des chaines v, et Dectin-1 conduisant a une régulation complexe des IgA interagissant avec les
deux récepteurs. Par ailleurs, notre équipe a mis en évidence une régulation négative des
récepteurs Dectin-1 et Siglec 5 par le senseur de pathogénes NOD-2 (Annexe 111). Ces résultats
ouvrent encore de nouvelles perspectives quant aux systemes de régulation des récepteurs aux

IgA a prendre en compte lors de la réponse IgA-médiee.

B) Fonction anti-inflammatoire des IgA
Exclusion immune
Les IgA participent a la tolérance immunitaire dés la naissance puisque les IgA maternelles
inhibent la réponse adaptative chez I’enfant pour permettre I’acquisition de leur microbiote (126).
En plus de participer a 1’établissement du microbiote, les IgA intestinales vont aussi la réguler
tout le long de la vie d’un individu (52, 127). Gréace a leur fonction d'exclusion immune, elles
permettent de différencier les bactéries inoffensives ou commensaux des agents pathogenes
(128), conduisant a la notion d’une immunosélection médiée par les anticorps (AMIS) (129).
L’exclusion immune correspond a la fixation d’IgA a large spectre de reconnaissance antigénique
sur des bactéries intestinales, forgant 1’agrégation des bactéries répliquées (130) et empéchant
I’entrée de ces derniéres dans les cellules de I’hote (Figure 10). L’un des moyens dont disposent
les IgA pour empécher I’entrée des bactéries est de se fixer dans le mucus tapissant le colon aprés
avoir reconnu les bactéries (131). Ainsi la neutralisation des bactéries pathogenes comme Shigella
flexneri par la fixation du LPS empéche la mise en place d’une réponse inflammatoire délétere

pour I’intestin avant et pendant I’infection des cellules cibles (132, 133). La SC a notamment été
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décrite comme un facteur améliorant la fonction protectrice via 1’exclusion immune (134-136).
Les IgA poly-réactives recouvrent également les bactéries commensales (57, 137), notamment
apres 1’induction par ces bactéries (33) d’une réponse thymo-indépendante (138) conduisant ainsi

a une réponse préférentiellement tolérogene contre ces agents.

a Classical high-affinity IgA Innate or natural IgA

pok g ok |
ST T SR

b ‘High-affinity’ IgA with variable ability to bind variant species Non-Fab-

g dependent binding

VDR W, O

Figure 10: Modele de réponse des IgA sécrétoires aux agents pathogénes ou commensaux.
(@) Deux types d’IgA seraient produites  les « classiques » a forte spécificité par la voie thymo-
dépendante et les IgA « naturelles » a faible spécificité par la voie thymo-indépendante. (b) Les
deux types d’IgA pourraient étre retrouvées chez un méme individu, les classiques fixant plutot
les pathogenes (fleches épaisses) et les naturelles les commensaux (fleches plus fines). Cette
dichotomie, pas forcément aussi restrictive, pourrait expliquer le réle tolérogene des IgA vis-
a-vis du microbiote et le role protecteur contre les pathogenes. Figure tirée de la revue de
Pabst et al. (33)

Réponse anti-inflammatoire directe
Les IgA sécrétoires peuvent directement induire une réponse T régulatrice avec sécrétion d’IL-
10 dans un modele de DC dérivées de la moelle osseuse (139). Méme si ce modéle n’est pas
completement représentatif d’une réponse muqueuse impliquant d’autres types de DC, il met en
évidence un mécanisme tolérogene des SIgA, Les IgA intestinales complexées avec des bactéries
du microbiote comme E. coli peuvent notamment diminuer la réponse inflammatoire (140). Les

IgA monomériques du sang ont aussi été décrites comme inductrices de réponse anti-
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inflammatoire : (i) via le FcaRI (103), (ii) en inhibant par exemple la réponse Th17 (141), (iii) en

induisant la mort des neutrophiles (142).

C) Fonctions pro-inflammatoire des IgA dans la lutte contre les pathogénes
Les IgA peuvent aussi étre induites par des pathogénes (143). Dans ce cas, I’activation de la
réponse adaptative peut provenir de la présentation d’un antigéne délivré par des IgA intestinales.
Les IgA, notamment les IgA2, fixent les bactéries dans la lumiere intestinale puis sont rétro-
transportées vers le SED grace au récepteur Dectin-1 (11) ou elles vont pouvoir activer des DC
(144). Le role des IgA dans I’inflammation est d’ailleurs souligné chez les patients atteints de la
maladie de Crohn possédant une mutation du géne NOD-2, conduisant & un plus fort transport
des IgA dans la lumiére intestinale (Annexe IlI). Les complexes immuns formés par les IgA
induisent une réponse cytokinique pro-inflammatoire via les macrophages et les monocytes (145)
et sont phagocytés par les cellules de Kupffer dans le foie (146). Enfin, les IgA sériques induisent
la migration de neutrophiles et la NETose via le FcaRI (147, 148), menant a une cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), de la phagocytose et a la sécrétion de cytokines et
espéces réactives de I’oxygene (149) (Figure 11). Ainsi, les IgA possédent un effet protecteur via

leurs interactions avec les cellules immunitaires.
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Figure 11: Rdle protecteur des neutrophiles dans la fonction des IgA.

(a) Les neutrophiles peuvent étre liés au réle anti-inflammatoire des IgA via le FcoRI, qui induit
[’inhibition de leur activation. (b) Les neutrophiles sont surtout impliqués dans la fonction pro-
inflammatoire des IgA. En effet, les IgA induisent I’ADCC, [’opsonisation, la sécrétion
d’especes réactives de [’oxygene, le relargage de NET, la dégranulation et la sécrétion de
cytokines par les neutrophiles ainsi que leur recrutement. Figure tirée de la revue de Heineke
et al.(150).

Ces données démontrent que les IgA de forte ou de faible affinité sont essentielles pour
I’homéostasie intestinale a la fois en induisant une tolérance vis-a-vis du microbiote mais aussi
en médiant la protection contre des pathogénes entériques via de nombreux mécanismes (Figure
12). Pour cette deuxieme fonction, la mise en place de vaccins ciblant des pathogénes mugueux
va passer par la recherche d’une réponse muqueuse IgA neutralisante (151, 152). Le challenge

reste de bien contrdler la réponse IgA induite afin d’éviter qu’elle ne soit tolérogene.
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Figure 12: Résumé des fonctions protectrices des IgA dans la muqueuse intestinale.

(1) Les IgA sécrétoires réalisent [’exclusion immune, empéchant l’entrée de pathogenes. (2)
Les IgA transportées par le plgR peuvent former des complexes immuns avec des pathogenes
endocytés dans les endosomes de la cellule, induisant leur excrétion hors de la cellule. (3) Les
IgA diminuent les dommages subis par [’épithélium en inhibant la voie NF-xB. (4) Les IgA
dimériques forment des complexes immuns avec des pathogenes dans la lamina propria et les
renvoient vers la lumiere intestinale via la transcytose. (5) La piece sécrétoire libre (SC) peut
neutraliser des pathogénes en fixant des glycans. (6) La SC peut limiter le recrutement de
leucocytes en inhibant CXCLS, diminuant l’inflammation. Figure tirée de la revue publi¢e par

Corthésy (37).

Chapitre Il - L’IgA : vecteur vaccinal muqueux

I/ LES DIFFERENTS VACCINS MUQUEUX

Nous avons vu que les muqueuses représentent une surface énorme d’échanges avec
I’environnement extérieur, représentant dés lors une cible de choix pour certains agents infectieux

tels que les entérobactéries mais aussi des virus comme le virus de I’immunodéficience humaine
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(VIH). Une batterie de mécanismes protecteurs décrits plus haut est donc présente pour limiter ce
genre d’infection. Afin de lutter contre des pathogenes ciblant les mugueuses, des études se sont
donc penchées sur la création de vaccins muqueux. L’idée est de présenter un ou des antigeénes
aux sites inducteurs de la réponse immunitaire dans le GALT, NALT ou GENALT afin d’induire
une réponse a la fois cellulaire et humorale incluant la sécrétion d’IgA neutralisantes (153).
Cependant, comme nous I’avons vu précédemment, de nombreux obstacles liés aux
caractéristiques intrinséques des muqueuses apparaissent : (i) résister aux conditions déléteres de
I’intestin notamment le pH acide ou les protéases bactériennes, (ii) traverser la barriere épithéliale
afin de cibler les APC présentes dans la lamina propria mais surtout dans le SED des PP, (iii)
induire une réponse immunitaire pro-inflammatoire non-tolérogéne, (iv) éventuellement
« casser » la compartimentation muqueuse/systémique pour par exemple activer les lymphocytes
B1 sécréteurs d’IgA, (v) induire le recrutement de cellules immunitaires au niveau des muqueuses

par I’induction de récepteurs de domiciliation intestinal.

Malheureusement, peu de vaccins muqueux sont actuellement disponibles car les limites
énoncees précédemment sont difficiles a dépasser. Les vaccins muqueux actuels ne présentent
pas une réponse optimale car en grande partie seulement basée sur une réponse humorale (Table
3). Néanmoins, la mise en place de nouveaux vecteurs spécialement adaptés a la vaccination
mugueuse pourrait ouvrir la voie a la généralisation de cette stratégie vaccinale (Annexe I). Ainsi,
I’utilisation de nanoparticules protéiques ou lipidiques permet d’encapsuler et de protéger des Ag
mais aussi de présenter en paralléle une panoplie d’adjuvants tout en pouvant étre endocyté par
des APC. Ces méthodes pourraient aussi permettre de cibler les cellules les plus aptes a protéger
contre un pathogene par exemple en incorporant des récepteurs spécifiques ou des molécules

comme 1’acide rétinoique induisant I’expression de I’intégrine a4p7 (154).
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Table 3: Vaccins muqueux licenciés en 2017.

12 vaccins muqueux sont disponibles sur le marché en 2017, ciblant 5 pathogenes dont
seulement 2 bactéries (Salmonella Typhi et Vibrio cholera). La plupart utilisent les pathogénes
vivants mais atténués et s’administrent par voie orale, induisant une sécrétion d’IgA dans les
muqueuses. OPV, oral polio vaccine; CTL, cytotoxic T lymphocytes; CTB, cholera toxin B
subunit; LPS, lipopolysaccharide. Figure tirée de la revue publiée par Kim et al.(155)

Pathogen Trade name Composition Dosage Immunological Efficacy
mechanism
Rotavirus  Rotarix, Live attenuated, monovalent or Oral 3 Mucosal IgA and Over
RotaTeg pentavalent rotaviruses doses systemic neutralizing  70%-90%
IeG against
severe
disease
Poliovimus  Orimune, Live attenuated trivalent. bivalent. and Oral 3 Mucosal IgA and Over
OPV, monovalent poliovinises doses systemic [zG 0% in
Poliomyvelitis most of
vaccine the world
Salmonella Vivotf Live attenuated 5. Tvphi bacteria Oral, 3-4  Mucosal IgA svstemic  Variable,
Typhi Tyv21A doses IgG, and CTL but more
[ESPONses than 50%

Vibrio Dukoral, Inactivated I7 cholera Ol classical and Oral 2-3  Antibacterial, toxin- Strong

cholera ORC-Vax, El Tor bictypes with or without CTB ~ doses specific, and LPS- herd
Shanchol specific IzgA protection
over 85%
Influenza  Flubist Live viral reassortant with trivalent Intranazal Hemagglutinin- and >85%in
tvpe A and mix of H1, H3, and B strains of inyoung neuraminidase-specific children,
B virus hemagglutinin and neuraminidase children, mucosal IgA and variable
genes in an attenuated donor strain 2doses  systemic [gG responses in adults

La plupart des vaccins muqueux licenciés sont administrés par la voie orale (Table 3). Les
compartiments muqueux sont reliés entre eux (théorie du systéme immunitaire commun
mugueux) mais distincts du systémique, permettant de penser a une stratégie vaccinale commune
(Figure 13). La vaccination par voie génitale concerne aussi bien des bactéries comme Chlamydia
ou des virus comme le VIH ou le virus du papillome humain (HPV) qui infectent cette muqueuse.
HPV est responsable de 1000 décés par an du fait de I’induction de cancers du col de I’utérus

chez la femme en France. Des vaccins sont commercialisés comme Gardasil® et Cervarix® mais
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sont injectables par voie intramusculaire. De la méme facon, le VIH est transmissible par voie
sexuelle mais aucun vaccin administrable par voie génitale n’offre de résultats concluants. Les
limitations de la conception d’un vaccin vaginal sont liées a (i) la difficulté d’induire des IgA
neutralisantes a ce niveau, tres efficaces dans la protection, (ii) la praticité de cette voie du fait de
la vision culturelle, d’un recours a un médecin spécialiste pas forcément présent selon les régions
géographiques, du nombre éventuel de doses ou du nombre de personnes concernées, c’est-a-dire
toute personne pouvant avoir des relations sexuelles, (iii) la différence entre homme et femme.
Néanmoins la vaccination intra-vaginale chez la souris a montré une protection contre le virus
herpes simplex (HSV)-2 par I’induction de LT mémoires (156), laissant présager une potentielle
utilisation de cette voie d’administration. La vaccination vaginale chez la femme avec la toxine
cholérique B (CTB) comme adjuvant et comme antigéne induit une réponse IgA 58 fois plus
importante que la vaccination nasale dans les sécrétions cervicales. A I’inverse, une sécrétion
d’IgA 7 fois moins importante dans les sécrétions vaginales a été observée (157). Une autre étude
a pourtant démontré une sécrétion d’IgA spécifiques de la CTB a la fois dans les sécrétions
vaginales et cervicales apres immunisation vaginale (158). Ainsi, il n’est pas evident d’induire
une réponse correcte compléte par voie vaginale localement et la recherche d’amélioration a ce
niveau reste a investiguer. Par ailleurs, bien qu’une réponse systémique et sublinguale peut étre
observée, 1’administration d’un vaccin génital induit une réponse limitée au vagin et n’est pas
applicable au rectum par exemple (158). A I’inverse, I’immunisation rectale permet une forte
séerétion d’IgA spécifiques dans le rectum (158) mais aussi dans le tractus genital en cas
d’immunisation contre la grippe (159). Cependant, la vaccination rectale ne touche pas les autres
muqueuses et reste une voie d’administration difficile & mettre en place mais pourrait étre une
bonne stratégie de lutte contre le VIH (160). La voie d’immunisation sublinguale est de plus en
plus étudiée du fait des nombreuses possibilités qu’elle ouvre. En effet, elle induit une réponse

adaptative humorale et cellulaire a la fois systémique et muqueuses. Ces reponses protégent
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contre des pathogenes oraux mais aussi contre influenza HIN1 ou papillomavirus au niveau
respiratoire et génital respectivement (161, 162). Comme la vaccination orale, la voie sublinguale
peut faire intervenir une tolérance immunitaire. Par conséquent, son utilisation pour la
désensibilisation est particulierement relevante, notamment contre les allergénes respiratoires
alors que la voie orale montre de meilleurs résultats pour les allergies alimentaires (163). Cette
approche est de plus en plus étudiée car peu dangereuse comparée par exemple a la voie sous-
cutanée (164) mais nécessite une forte quantité d’antigénes et 1’utilisation d’adjuvants ou des
systemes de délivrances permettant 1’induction d’une tolérance tels que la CTB ou des
nanoparticules (165). Ainsi, la voie sublinguale nécessite encore d’étudier des adjuvants
efficaces, les formulations et les doses les plus adéquates pour 1’appliquer dans des phases plus

avancées de stratégies vaccinales.

Enfin, la vaccination nasale pourrait étre une bonne alternative pour cibler de nombreuses
muqueuses puisqu’elle induit des réponses dans le tractus respiratoire, digestif, génital et
finalement dans le compartiment systémique, (Figure 13) (166). Bien que 1’organogénése du
GALT soit différente du NALT, ce dernier possede aussi des cellules M semblables a celles du
GALT et essentielles a I’induction d’une réponse immunitaire muqueuse globale (167) (168). Le
NALT est de ce fait une cible de choix pour la vaccination muqueuse (169). Dans ce contexte,
’injection par voie nasale du couple p24-IgA sécrétoire induit le méme type de réponse
protectrice que celle observée dans I’intestin suite a I’infection de souris par le virus de la vaccine
exprimant la protéine gag, soulignant la possibilité de faire un vaccin muqueux en ciblant le
NALT (170). De méme, I’immunisation nasale avec une souche atténuée de S. Typhimurium

induit une protection contre Salmonella via les cellules M du NALT (168).
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Figure 13: Les différentes voies d’administration muqueuses et leurs sites immunitaires
inducteurs associes.

Les tissus lymphoides associés aux muqueuses peuvent étre ciblés en choisissant une voie
d’administration vaccinale appropriée i.e. la voie orale pour le GALT ou la voie nasale pour
le NALT par exemple. Le ciblage des différents sites est rendu possible par I’expression de
marqueurs de domiciliation sur les cellules immunitaires tels que a4f7 par exemple qui cible
Uintestin. Cependant, ces marqueurs ne sont pas totalement spécifiques et ['utilisation d’une
voie permet un ciblage plus élargi. Ainsi, la vaccination intranasale est préférée pour cibler les
voies respiratoires, gastriques et génitales. La vaccination orale est efficace pour 'immunité

dans ['intestin et pour l'induction d’anticorps des glandes mammaires. (166).
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II/ L’IGA : LE MOISE DE LA VACCINATION MUQUEUSE ?

Comme expliqué précédemment, les SIgA et notamment les SIgA2, sont stables dans I’intestin
et peuvent étre transportées de part et d’autre de 1’épithélium intestinal (171). Notre équipe a
démontré que les IgA sécrétoires couplées chimiquement a la protéine de capside p24 du VIH et
administrées par voie orale a des souris ciblaient spécifiqguement les cellules M des PP et
induisaient une réponse muqueuse humorale et cellulaire spécifique de la p24 mise en évidence
par la sécrétion d’IgA et de cytokines pro-inflammatoires (172). De plus, une autre équipe a
synthétisé une protéine fusion comprenant le fragment variable d’une IgA spécifique de la
protéine GP2 exprimée par les cellules M et une partie streptavidine. Ce vecteur conjugué a un
lysat de S. Typhimurium biotinylé et administré oralement a induit une réponse mugueuse
humorale protectrice contre Salmonella notamment via la sécrétion d’IgA spécifiques (173).
Grace a leurs fonctions intrinseques, les IgA sont donc des candidats potentiels comme vecteurs
vaccinaux contre des pathogenes entériques au méme titre que les nanoparticules protéiques ou

lipidiques (Annexe I).

Dans le cas d’un modéle murin, I’utilisation d’IgA murine semble la plus pertinente. Les IgA
murines ont la méme structure globale que les IgA humaines (174) mais leur région charniere est
tronquée (175). Ceci pourrait expliquer leur résistance dans I’environnement intestinal, comme
observé avec les IgA2 humaines. Cependant, les souris ne présentent pas le méme profil
d’expression des récepteurs aux IgA. En effet, elles n’expriment pas le FcaRI (176) et seulement
les homologues de DC-SIGN specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin
receptor (SIGNR)-1 et 3 (139) (177), mais expriment Dectin-1 (178) et le récepteur a la
transferrine. A noter que Siglec 5 est aussi absent chez la souris mais qu’il existe I’orthologue

murin Siglec F dont ’expression est trés différente de la molécule humaine (12).
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Bien que les IgA semblent extrémement adaptées pour une utilisation en vaccination muqueuse,
leur effet intrinséque sur le systéme immunitaire reste peu étudié ainsi que leurs caractéristiques

et fonctions dans les différents compartiments muqueux.

11/ LES IGM : VECTEUR VACCINAL ALTERNATIF OU COMPLEMENTAIRE DES
IGA

Les IgM sont principalement retrouvées sous forme pentamérique dans le sang et exprimées par
les LB n’ayant pas subis la commutation isotypique ni I’hypermuation somatique. Elles sont
caractérisées par une faible affinité pour leurs antigenes, souvent de type polysaccharidiques, et

par une fonction majoritairement liée a I’activation de la voie classique du complément.

Des IgM sécretoires (SIgM) peuvent étre retrouvées dans 1’intestin et 1es mugqueuses en moins
forte concentration que les IgA. Ainsi, on retrouve 70, 10 et 5 fois moins d’IgM que d’IgA
respectivement dans les sécrétions nasales (79), dans le rectum (179) et dans le jujénum chez les
enfants de moins de 25 ans (180). Les SIgM seraient majoritairement issues de plasmocytes IgM™*
mémoires et auraient pour role de fixer les bactéries commensales au mucus intestinal avec les
SIgA (181). Le lien étroit entre IgM et IgA a été confirmé puisqu’une absence d’IgA chez la
souris entraine une augmentation des IgM dans les sécrétions muqueuses et 1’absence d’IgM
augmente le développement de LB B-1, suggérant une compensation des ces anticorps en cas de
manquement de 1’un d’entre eux (26, 27, 182, 183) (28). En plus du réle de contrdle du
microbiote, des études suggerent une protection des muqueuses, notamment de 1’intestin, liée aux
IgM. En effet, ’utilisation d’une SIgM chimérique spécifique d’un hapténe induisait une
protection contre un meningococcus du groupe B via la voie du complément (184). Les IgM sont

aussi impliquées dans la réponse mugueuse lors des maladies diarrhéiques par exemple puisque
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qu’une augmentation 5 fois plus importante du taux d’IgM que d’IgA chez les enfants est

observeée dans ces cas (185).

Les IgM polymériques se fixent sur des récepteurs qu’ils partagent avec les IgA dimeériques a
savoir le Fco/uR et le pIgR (186) (187). Néanmoins, un récepteur spécifique des IgM a
récemment été mis en évidence chez la souris, a savoir TOSO ou Fas apoptotic inhibitory
molecule 3 (FAIM3) (188) connu pour étre impliqué dans la survie des cellules (189).
L’expression de TOSO sur les cellules de I’immunité innée telles que les granulocytes ou les
macrophages reste encore controversée (190) (191) mais sa présence sur les LT humains et surtout

les LB humains et murins est clairement admise (192) (193).

Au vu des caractéristiques intéressantes des SIgM, la question de leur alternative aux SIgA
comme vecteur vaccinal muqueux parait légitime. En effet, elles possédent a priori les mémes
qualités que les IgA avec pour principal avantage de posséder 10 sites de fixation d’antigénes
alors que les SIgA n’en possedent que 4. Cependant, de légeres différences avec les IgA
pourraient plutdét mettre en avant les IgM comme des compléments aux IgA. En effet, (i) la
présence du recepteur TOSO sur les cellules des muqueuses n’a pas encore €té clairement définie
bien que les données récoltées par notre équipe démontreraient la présence de TOSO sur les
cellules M, permettant la transcytose inverse des IgM, (ii) leur plus faible présence dans les
mugueuses laisse supposer une plus faible présence de récepteurs (iii) les SIgM sont moins
résistants a la proteolyse que les SIgA (194), (iv) bien que la transcytose des IgM ait été montrée
(183, 195), leur transcytose inverse reste a étre démontrée (v) leur fonction repose en grande

partie sur I’activation du complément alors que les IgA sont plutdt lies a 1’exclusion immune.
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Chapitre IlIl : Salmonella comme challenge pour la

vaccination mugueuse

I/ DIFFERENTES SOUCHES POUR DIFFERENTES PATHOLOGIES

Cette these a pour but de présenter les IgA comme un vecteur vaccinal mugueux potentiel.
Nous allons voir que les Salmonella sont des cibles importantes pour la vaccination muqueuse. Il
est nécessaire dans un premier temps de caractériser ce pathogeéne. Cependant de la méme
maniére que chaque individu est différent, il en est de méme avec les bactéries. Nous allons donc
devoir catégoriser les bactéries Salmonella afin de définir les cibles d’intéréts pour mieux les

analyser par la suite.

A) La classification

Le genre Salmonella est une grande famille d’entérobactéries pathogénes aéro-anaérobies
facultatives, ¢’est-a-dire d’organismes procaryotes dont I’environnement le plus adapté pour une
infection est ’intestin de son hote. En forme de batonnet, les Salmonella sont des bactéries Gram
négatif et possédent donc une paroi composée de lipopolysaccharides (LPS). Des
oligosaccharides peuvent étre associés au LPS et sont désignés comme les antigénes O (Ag-O).
Par ailleurs, les flagelles sont un assemblage de protéines qui sont désignées comme les antigenes
H (Ag-H). Le schéma de Kauffmann-White en 1934 a servi de premiére classification pour 44
sérovars de Salmonella. Il a introduit deux especes dans le genre Salmonella a savoir Salmonella
enterica et Salmonella bongori (196). L’espece enterica est elle-méme divisée en six sous-
espéces (ssesp) : S. enterica ssesp enterica (1), S. enterica ssesp salamae (1), S. enterica ssesp
arizonae (l11a), S. enterica ssesp diarizonae (I1lb), S. enterica ssesp houtenae (IV) et S. enterica
ssesp indica (V). Ces sous-especes ont été classées selon différentes caractéristiques telles que
leur habitat (animaux a sang chaud ou sang froid) ou leur nutrition (fermentation du lactose ou
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du tartrate (197) etc..). Au sein des sous-especes, les bactéries sont différenciées en sérovars selon
des caractéristiques serologiques a savoir I’expression des antigénes (Ag) O et H a leur surface.
Cette methode a permis de regrouper des serovars en sérogroupes en cas d’expression d’un Ag-
O commun. Par exemple, le sérogroupe O:2 se caractérise par plusieurs sérovars exprimant tous
I’Ag-O numéro 2 et ayant des Ag-H différents voir d’autres antigénes O. Cette méthode de
classification risque néanmoins d’étre remplacée par la méthode MLST (Multilocus Sequence
Typing) qui permet de retrouver les différents sérovars par sequencage génétique (198). Il existe
2610 sérovars du genre Salmonella dont la majorité se trouvent dans I’espéce enterica (2557) et

plus particulierement la ssesp enterica qui reste la plus représentée avec 1531 sérovars (197).
B) Salmonella et évolution : vers des bactéries extrémement adaptées a leurs hétes

Les 2610 sérovars se distinguent par I’expression de protéines qui vont modifier 1’adaptation de
chaque sérovar a son hote ainsi que leur virulence. Cependant, une différence maximal de 4,6%
entre les génes orthologues des sérovars augure une origine commune (199). Le genre Salmonella
se différencie d’autres bactéries telles qu’E. coli par ’acquisition de cluster de genes de virulence
tels que les Tlots de pathogénicité de Salmonella (SPI) 1 et 2 lui permettant d’infecter
respectivement I’intestin ou le compartiment systémique. Enfin, la sous-espéce enterica a acquis
la capacité d’infecter un grand nombre d’espéces animales, notamment les vertébrés a sang chaud.
Ce sont donc les Salmonella enterica ssesp enterica (S.ssesp 1) que nous décrirons par la suite
puisque nous allons voir que leur adaptation a leurs hotes - les mammiferes et les oiseaux- va étre
a I’origine de nombreuses problématiques pour I’Homme. Certaines S.ssesp | peuvent induire des
gastroentérites s’aggravant dans seulement 7% des cas en infection systémique. Ces bactéries
sont donc caractérisées par une forte morbidité mais une faible mortalité. A I’inverse, d’autres
S.ssesp I peuvent induire une infection systémique chez I’Homme, appelée fievre typhoide. Cette
maladie se caractérise par une plus forte mortalité que les gastroenterites induites par les autres

S.ssesp . De plus, 1 a 4% des patients rétablis d’une fiévre typhoide deviennent des porteurs sains
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de Salmonella contre 0,2 a 0,6% chez les patients rétablis d’une gastroentérite. Cette adaptation
est due a I’acquisition des SPI-1 et 2 mais aussi d’autres génes présents notamment dans 1’opéron
spv (Salmonella plasmid virulence) transmis par transfert horizontal (199). L’adaptation n’est pas
qu’une question d’ajout de caractéristiques, puisqu’une étude a montré que des Salmonella tres
specialisees pour leur hote présentaient un génome plus dégradé qu’une Salmonella moins
spécialisée, notamment avec 1’apparition de pseudogenes (200). Dans ce sens, une dégradation
du génome des Salmonella persistantes a été montré chez des personnes immunodéficiences, les
définissant comme de possibles réservoirs pour 1’évolution de Salmonella (201). Ainsi, les
Salmonella enterica ssesp enterica sont parfaitement adaptées a leurs hotes, leur permettant une

infection efficace.

Environ 200 types de maladies alimentaires dues a des toxines, des virus, des parasites ou des
bactéries ont été recensees (Linscott A.J, Clin. Microbiol. Newsl, 2011) (WHO). Les bactéries S.
ssesp I sont les principales responsables de ces maladies chez ’'Homme et les animaux et
induisent quatre types de syndromes cliniques : (i) des sérovars tels que S. Typhimurium et
Enteritidis induisent des gastroentérites, (ii) ces gastroentérites peuvent se compliquer en
bactériémie pouvant entrainer des ostéomyélites notamment chez les enfants atteints
d’hémoglobinopathies (202), (iii) des sérovars tels que S. Typhi et S. Paratyphi induisent la fievre
typhoide, (iv) des patients préalablement infectés peuvent devenir porteurs sains suite a la
persistance de Salmonella dans la vésicule biliaire grace a des mécanismes tels que la mise en
place de biofilms (203). Les cas (ii) et (iv) étant des conséquences d’une primoinfection par
Salmonella, nous ne les aborderons pas dans notre étude qui vise a lutter contre I’infection a

Salmonella via la vaccination.
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C) La fiévre typhoide

Les premiéres références a la fievre typhoide datent dés 1’antiquité lors de la « Peste d’Athénes »,
une épidémie ayant touchée la Grece de 430 a 426 avant J.-C. Cette période de I’Histoire a été
relatée par Thucydide (The History of the Peloponnesian War, Library of Alexandria, Athens,
Greece) qui décrivit les symptdmes par « de violentes chaleurs a la téte ; (des) yeux [...] rouges
et enflammeés » puis « le mal s'attaquait a I'estomac [...], avec des souffrances aigués, toutes les
sortes d'évacuation de bile [...] ». De maniére intéressante, il avait déja observé ce qui servira
plus tard de prémices a la vaccination a savoir que « ceux qui en réchappent ne sont pas atteint
une seconde fois de facon mortelle ». Des traces de cette maladie se retrouvent également au
début du XX avec le cas de Mary Mallon, qui lui valut le surnom de Mary Typhoide par la
suite (204, 205). Cette Irlandaise fut embauchée en tant que cuisiniére par un riche banquier New-
yorkais lorsqu’elle débarqua aux Etats-Unis en 1884. Par malchance, elle était porteuse saine de
’agent causal de la maladie et elle fut a ’origine de plus d’une cinquantaine de cas de fiévres
typhoides par des transmissions via la nourriture, entrainant le déces de trois personnes. La

malheureuse fut mise en quarantaine jusqu’a la fin de ses jours.

Ainsi, la fievre typhoide se transmet par voie oro-fécale soit d’individu a individu, soit par
ingestion d’eau et d’aliments contaminés. Apres 14 jours d’incubation, elle se caractérise par une
infection systémique causant une forte fiévre, une anorexie et des douleurs abdominales (diarrhée
ou constipation), pouvant entrainer la mort dans 1% des cas. Sans traitement, la maladie peut
s’aggraver, aboutissant & des pneumonies ou des complications cérebrales, multipliant le taux de
mortalité par dix. La principale bactérie causale de la maladie chez I’Homme - Salmonella Typhi
(S. Typhi) - a été observée puis isolée respectivement par Karl J. Erberth et Georg Gaffky en 1880
apres une étude approfondie de William Budd. En plus de S. Typhi, S. Paratyphi A, B et C sont
également responsables de fiévres typhoides. Ces sérovars infectent exclusivement I’Homme. Les

sérovars S. Typhi et Paratyphi A étant les plus impliqués dans des cas chez I’'Homme, ils ont été
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les plus étudiés. En plus des différences antigéniques (ils appartiennent respectivement aux
sérogroupes O:9 (D1) et O:2 (A)), une étude s’est penchée sur les différences genomiques entre
ces sérovars (206). Une plus faible présence de pseudogeénes chez S. Paratyphi A (173) comparé
a Typhi (219) tendrait a dire que S. Paratyphi A a dérivé plus récemment que Typhi. Par ailleurs,
24 regions sont présentes chez Typhi et absentes chez S. Paratyphi A, notamment le SPI-7
responsable de la formation de la capsule polysaccharidique Vi (Vi-CPS) entourant la bactérie.
Cette capsule est donc seulement présente a la surface de S. Typhi, la protégeant des agressions
extérieures et limitant sa reconnaissance par le systéme immunitaire (207) (208) (209). S.
Paratyphi A posséde aussi une douzaine d’insertions absentes chez S. Typhi. Ainsi, méme si S.
Paratyphi A et S. Typhi sont globalement trés proches, expliquant leur restriction a I’Homme,
leurs génomes ne sont pas totalement similaires et vont étre responsables a la fois d’une
expression antigénique (Vi-CPS par exemple) et d’une virulence différentes a prendre en compte

pour 1’¢élaboration d’un vaccin.

D) Les gastroentérites induites par Salmonella
Depuis la fin du XIX®™ siécle, des cas de gastroentérites ont été associés a des bactéries du genre
Salmonella. 56 cas d’empoisonnements alimentaires en 1888 dont un déces ont permis 1’isolation
de la bactérie S. Enteritidis chez les vaches d’ou provenait la viande consommée (210).
L’isolement d’une autre Salmonella responsable d’empoisonnement alimentaire - S.
Typhimurium — a été réalisé en 1896 (210). Ces gastroentérites induites par Salmonella se sont
caractérisées par de la fievre, des diarrhées, des vomissements et des douleurs abdominales aprés
6 a 72h d’incubation (Institut Pasteur). Les deux serovars responsables de la plupart des cas de
gastroentérites chez I’Homme sont S. Typhimurium et S. Enteritidis. Par opposition aux
Salmonella typhoidiques (ST), les Salmonella responsables de gastroentérites sont classées dans
la catégorie des Salmonella non typhoidiques (SNT). Par ailleurs, les sérovars S. Typhimurium

et S. Enteritidis sont des SNT invasives (SNTi) car dans 5% des cas, elles peuvent envahir le
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systéme sanguin et se propager dans 1’hote de manicre systémique. Cette complication s’observe
le plus souvent chez les individus immunodéprimés et se caractérise par une forte bactériémie et
une aggravation des symptémes pouvant conduire a des méningites, de I’arthrite septique, des
ostéomyeélites, des cholangites ou des pneumonies, augmentant le taux de mortalité jusqu’a 25-
30%. Ainsi, une étude a montré que ces complications apparaissaient chez des enfants
immunodéprimés dans 28% des cas alors qu’elles n’apparaissaient que dans 3,8% des cas chez
les enfants immunocompétents (211). L’impact des SNTi est encore plus important chez les
adultes puisqu’une étude portant sur 172 cas d’infection par des Salmonella invasives montra une

mortalité de 16% alors qu’elle était de 1,4% chez les enfants dans I’étude du Dr Zaidi (212).

[1/ LA PRISE EN CHARGE DES PATIENTS...

Une fois qu’un individu a été contaminé par I’un des sérovars pathogénes de Salmonella par voie
oro-fécale, son systeme immunitaire va tenter de lutter contre I’infection. Dans le cas ou le
systtme immunitaire n’a pas réussi a faire son travail, il faut aider le patient a combattre

I’infection.

A) ...Atteints de fievre typhoide
Individus a risque chez ST
Le patrimoine génétique d’un individu va le rendre plus susceptible aux ST si des genes de
I’immunité aussi bien innée qu’adaptative sont mutés. Des anomalies dans la sécrétion de
cytokines comme I’IFN-y, dans la présentation de récepteurs de I'immunité innée tels que les
TLR, dans la production de LT et LB ont été décrit comme augmentant le risque d’étre infecté
par des ST (213). Au contraire, des individus peuvent posséder un systéme immunitaire

particulierement efficace pour lutter contre Salmonella. Une étude portant sur trois cohortes de
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patients atteints de fieévre typhoide a mis en évidence le role de 1’allele HLA-DRB1 04:05 du

complexe majeur d’histocompatibilité II (CMH-11) dans la résistance aux ST (214).

Diagnostic et traitement de la fievre typhoide
Un cas de fievre typhoide est avéré apres un examen clinique permettant d’observer les
symptdmes décris plus haut, mais plusieurs outils permettent de clairement identifier les agents
en cause (215). Une leucopénie accompagnée d’€osinopénie ainsi que la présence de S. Typhi ou
Paratyphi peuvent étre confirmées par des cultures de sang, de moelle épiniére et de selles.
L’identification de bactéries sur milieux restrictifs nécessite au moins 48h d’incubation et leur
sensibilité est variable (40 a 80% pour le sang et moins de 40% pour les féces). Le test
d’agglutination de Widal permet aussi de déterminer quelle souche est responsable de la maladie
grace a la détection des Ag-O et H. Un ELISA est aussi possible pour quantifier le taux
d’anticorps anti-Salmonella Typhi ou Paratyphi. Ces méthodes sont toutefois lentes (au moins un
jour pour obtenir les résultats), peu sensibles et le test de Widal est souvent sujet aux faux positifs.
Ainsi, de nouveaux outils tels que la PCR sur le géne de la flagelline FIiC - qui permet de
différencier S. Typhi (FIiC-d) et S. Paratyphi A (FliC-a) - ont été mis en place pour obtenir un

diagnostic clinique plus rapide et ainsi traiter au plus tot la maladie.

Une résolution spontanée peut avoir lieu avec une bonne réhydratation. Sinon, plusieurs
antibiotiques sont utilises pour réduire la mortalité a 1% (initialement a environ 10-20%).
Historiquement I’ampicilline, le chloramphénicol, le trimethoprim-sulfamethoxazole,
I’amoxicilline et la ciprofloxacine étaient les antibiotiques les plus utilisés. Maintenant la
ciprofloxacine (fluoroguinolone), la ceftriaxone ou la cefotaxime (céphalosporine) ou encore la
cefixime leurs sont préfeérées. Des cibles thérapeutiques chez S. Typhi sont toujours recherchées
puisqu’une étude a par exemple trouvé 20 protéines essentielles pour Salmonella Ty2 et non

présentes chez I’Homme qui pourraient étre de bons candidats (216).
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B) ...Atteints de gastroentérites induites par Salmonella
Individus a risque chez SNT
Les causes de susceptibilité aux SNT sont les mémes que pour les ST. Cela parait logique puisque
leur mode d’infection est globalement identique et que la principale différence réside dans le fait
que les ST vont se propager de manicre systémique et non pas se cantonner au site d’infection a
savoir ’intestin. Cependant, 1’environnement génétique peut faciliter I’infection des SNT au
niveau systémique. Des enfants présentant un variant du gene STAT4 vont par exemple étre plus
sensibles a une infection par des SNTi du fait d’une moins bonne réponse immunitaire (217). Par
ailleurs, des pré-infections par des pathogénes immunosuppresseurs vont faciliter I’infection a
Salmonella. Les co-infections entre la malaria et les SNTi sont donc tres souvent rencontrées chez
les enfants en particulier en Afrique Sub-saharienne (218, 219) et I’infection par le VIH facilite

I’infection par les SNTi telle que S. Enteritidis (220) (221).

Diagnostic et traitement de la gastroentérite
Il est difficile de distinguer une gastroentérite induite par Salmonella, dont les symptémes se
rapprochent de ceux observés apres une infection par Shigella ou des E. coli
entérohémorragiques. De méme des splénomégalies et hépatomégalies sont observées chez les
enfants mais peuvent étre confondues avec une autre infection combinée a la malaria, souvent
observée dans les pays touchés par les SNTi (215). Par ailleurs, il est difficile de diagnostiquer
les SNTI, du fait de leur faible présence dans le sang et de leur similarité avec les ST rendant par
exemple le test de Widal peu utile. Peu d’outils sont donc actuellement utilisés et la mesure des
anticorps anti-LPS des SNTi reste le plus sensible (70 a 95%). Face aux limites des méthodes de
diagnostic en cas d’infection a Salmonella, de nombreuses études ont été menées sur
I’amélioration de la rapidité, de la sensibilit¢ et de la spécificité des différentes méthodes
existantes (215, 222-224). De nouvelles méthodes ont également fait leur apparition comme le

« screening » des ARNm ou I’utilisation de bactériophages (225).
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Les gastroentérites se résolvent généralement spontanément et une réhydratation riche en
électrolytes est généralement indiquée dans les cas les plus severes. La prescription
d’antibiotiques est controversée dans le cas des Salmonella inductrices de gastroentérites. En effet
les symptomes ne permettant pas de les distinguer d’autres pathogénes intestinaux, le choix des
antibiotiques a administrer est difficile dans le cas d’une atteinte sévére devant étre rapidement
prise en charge. Par ailleurs il a ét¢é montré qu’un traitement combiné d’ampicilline et
d’amoxicilline chez des enfants atteints de gastroentérites induites par Salmonella prolongeait et
aggravait la maladie, par rapport a des enfants traités avec un placebo (226). En plus de cela,
I’utilisation de quinolones n’a qu’un léger effet protecteur sur Salmonella (227). Une étude
prospective a conclu qu’il était difficile d’observer un réel effet sur les gastroentérites induites
par les SNT (228). En conclusion, I’utilisation d’antibiotiques tels que le trimethoprim-
sulfamethoxazole, les fluoroguinolones ou les céphalosporines de troisieme génération est
principalement utilisée pour des cas séveres ou sur des patients a risque pour des infections

invasives.

Tout comme les ST, les SNTi peuvent persister chez I’hdte une fois I’infection enrayée,
notamment dans la vésicule biliaire (203). Ce phénomeéne est problématique puisqu’il maintient
une population de porteurs sains susceptibles de contaminer d’autres individus apres
I’hospitalisation. Par ailleurs, il a aussi été montré qu’une infection par SNTi chez un enfant

augmentait son risque de contracter une maladie intestinale une fois adulte (229).

11/ EPIDEMIOLOGIE

A) Les Salmonella typhoidiques touchent I’ Afrique et surtout I’Asie du Sud-Est
L’Homme est majoritairement en contact avec d’une part d’autres Hommes et d’autre part des

mammifeéres et des volatiles, que ce soient des animaux domestiques ou d’élevage. Il se trouve
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que ces étres vivants sont les hétes respectifs de S. Typhi et S. Paratyphi A (également capables
d’infecter I’ Homme), les principaux agents responsables de la fiévre typhoide. Comme toute
maladie alimentaire, sa propagation va étre liée aux conditions d’hygiéne, aussi bien durant
1’élevage (antibiotiques), dans les structures de production de nourriture animale (abattoirs...),
ainsi qu’apres (conservation des aliments). La transmission se faisant par voie oro-fécale, un acces
a I’eau potable et au matériel diminuant les risques de contamination (lavage des mains, cuisson
de la nourriture) est aussi nécessaire. 1l en résulte que les principaux foyers épidémiques vont se
situer dans des pays en voie de développement tels qu’en Amérique du Sud ou en Afrique avec

une plus forte propension en Asie du Sud-Est (Figure 14).

Des études épidémiologiques ont estime entre 11 et 26,9 millions le nombre de cas de fiévres
typhoides par an, avec une plus forte incidence de S. Typhi (725/100 000) que S. Paratyphi
(77,4/100 000) en Afrique subsaharienne (230, 231). A noter que I’incidence en Europe reste trés
faible (0.1/100 000) (230). Le nombre de déces est quant a lui estimé entre 120 000 et 220 000
par an (231). Ces chiffres restent des estimations et seraient a priori sous-estimés (232). Ainsi, la

fievre typhoide représente environ 1% des déces annuels dans le monde (233) (Figure 15).
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B Enteric fever high burden
O Enteric fever medium burden

Figure 14: Distribution des cas de fievre typhoide dans le monde en 2014.
Les pays présentant plus de 100 cas pour 100 000 habitants sont considérés comme fortement
touchés (rouge) et les pays comprenant entre 10 et 100 cas pour 100 000 habitant sont

moyennement touchés (orange). Figure tirée de la revue publiée par Gilchrist et al (213)
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Figure 15: Les Salmonella typhoidiques représentent 1% de la mortalité mondiale en 2012,
sans distinction entre les sexes.

Figure tirée de la revue publiée par Wain et al, (233)
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B) Les Salmonella non-typhoidiques touchent en grande majorité I’ Afrique
Subsaharienne

Le mode de transmission des SNT est le méme que pour les ST sauf que les nombreux sérovars
composant les SNT infectent un grand nombre d’espéces, augmentant le risque de contamination
via les animaux (234) (Figure 16). Les facteurs augmentant la transmission sont donc les mémes
que pour les ST. Etant donné que ces bactéries se transmettent par voie oro-fécale, des facteurs
liés a ’environnement peuvent augmenter le risque de transmission d’un individu a I’autre. On
retrouve ainsi I’eau, la nourriture, le contact avec un animal ou un humain contaminés ou encore
I’hospitalisation comme principales sources de contamination (235). Il est difficile de chiffrer le
nombre de gastroentérites induites par les SNT car : (i) les malades ne se présentent pas tous chez
le médecin, (ii) tous les malades n’ont pas accés a un médecin, (iii) la détermination de 1’agent
causal des gastroentérites est rendue difficile par les méthodes décrites plus haut. Une étude a
néanmoins réussi a estimer le nombre de cas par an a 93,8 millions et 155 000 déces en 2010
(236). 1l faut par ailleurs distinguer les SNTi dont la mortalité est plus importante puisqu’une
étude en 2010 a estimée a 3,4 millions de cas dont 1,9 millions d’enfants de moins de 5 ans avec
un taux de mortalité de 20% chez ces enfants (237). Ces chiffres ont été confirmés par une étude

plus récente qui montre que les principaux SNTi sont S. Typhimurium et Enteritidis (238).
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Figure 16: Les 20 sérovars de Salmonella non-typhoidiques les plus communs sont capables
d’infecter un grand nombre d’espéce animale (2006).
Notamment, S. Typhimurium et S. Enteritidis ciblent les mammiféres, les oiseaux et les reptiles.

Figure tirée de la revue de Hoelzer et al. (234).

La plupart des facteurs aggravant la transmission des SNT sont retrouvés en Afrique sub-
saharienne, zone endémique pour les SNT et en particulier les SNTi (Figure 17) (235). Ces
dernieres induisent un déces dans 4 a 27% des cas de gastroentérites chez les enfants et dans 22
a 47% des cas chez les adultes hospitalisés. En adéquation avec 1’accés aux structures favorisant
une hygiene acceptable, le nombre de cas de gastroentérites en Afrique rurale est environ 4 fois
plus important qu’en milieu urbain. En paralléle, il a été montré que les enfants de moins de 5 ans
étaient les plus touchés (239, 240). Un des principaux facteurs aggravants est la co-infection par
des agents immunosuppresseurs tels que les agents responsables de la malaria ou du syndrome
d’immunodéficience humaine (SIDA) (241). Par exemple, le VIH créé un contexte propice a
I’apparition de nouvelles souches comme cela a été montré chez des individus atteints du SIDA
et infectés par S. Enteritidis suivis sur 15 ans (201). L’environnement de ces zones endémiques

est donc favorable a I’apparition de nouvelles souches et cela a été démontré avec la découverte

49



de la souche ST313 de S. Typhimurium en 2012, fortement adaptée a I’Homme et de plus en plus
retrouvée en Afrique (242). Cette souche présente de nombreuses délétions la rapprochant de S.
Typhi, résultant principalement en I’absence de biofilm (243) et en sa capacité a induire des

septicémies chez les enfants (242).

B iNTS disease high burden
[ iNTS disease medium burden

Figure 17: Distribution des cas de gastroentérites induites par les Salmonella invasives non-
typhoidiques dans le monde en 2014.

Les pays présentant plus de 100 cas pour 100 000 habitants sont considérés comme fortement
touchés (rouge) et les pays comprenant entre 10 et 100 cas pour 100 000 habitant sont

moyennement touchés (orange). Figure tirée de la revue publiée par Gilchrist et al (213)

Méme si leur impact reste anecdotique dans les pays développés, plusieurs cas épisodiques ont
eu lieu du fait de la production intensive des animaux d’élevage et/ou lors d’un manquement aux
procédures d’hygiénes relatives a la nourriture. On note ainsi des cas en Australie en 2010(244),
23 cas en Italie en 2011 (245) ou encore en France en 2015 (246) et plus récemment en 2017 avec
37 nourrissons contaminés via du lait infantile, conduisant a I’hospitalisation de 18 d’entre eux

(247).
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L’impact des infections par Salmonella est un enjeu majeur de santé publique. C’est donc
unanimement que les études s’accordent a dire que des solutions doivent étre trouvées rapidement
pour améliorer le diagnostic mais aussi le traitement contre les ST et SNT, en particulier pour les

enfants des pays en voie de developpement (248, 249) (250).

IV/ L’ APPARITION DE SOUCHES MULTI-RESISTANTES

A) Epidémiologie
De nombreuses études se sont penchées sur les infections par les SNTi car fortement mortelles
chez les enfants de moins de 5 ans. Ainsi il a été montré que chez les enfants fragilisés par la
malaria et infectés par des SNT, 33,6% des isolats étaient des souches multi-résistantes (MDR)
(251). Cette résistance concerne de nombreux antibiotiques et peut dépasser les 90% de résistance
comme nous le montre le tableau récapitulatif d’études de MDR de SNT au Nigeéria (252) (Table
4). Depuis, les preuves de cas de MDR ne cessent d’apparaitre. C’est le cas pour S. Typhimurium
avec par exemple le variant 1,4,[5],12:i:-, fortement retrouvé en Chine et qui présente des
résistances a I'ampicilline, la streptomycine, les sulfamides et la tétracycline (253). La souche
MDR stable S. Typhimurium DT104 est issue du réservoir animal, soulignant un rdle critique du
pan vétérinaire dans I’apparition de souches MDR affectant I’'Homme (254). De maniere
préoccupante, une étude sur le poulet a montré que S. Typhimurium pouvait transmettre sa
résistance a la bactérie E. coli de I’animal (255). Des souches de S. Enteritidis possédant les
caractéristiques d’une adaptation telles qu’un génome dégradé et une forte résistance aux

antibiotiques ont aussi pu étre répertoriées en Afrique Sub-Saharienne (256).
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Table 4 : De nombreuses souches de Salmonella non-typhoidiques ont été reportées avec des
multi-résistances aux antibiotiques en Afrique, notamment au Nigéria en 2016.

Figure tirée d’un article publié par Smith et al. (252)

Antibiotics % resistance  Year(s)
Amoxicillin 91.3, 55.6 2007, 2014
Ampicillin 86.9,94.2 2007, 2014
Cefuroxime 55.5 2014
Cephalexin 55.6 2014
Co-trimoxazole 91.3, 31.8 2007, 2014
Nalidixic acid 49 2014
Amoxicillin—lavulanic acid 22.2 2014
Chloramphenicol 72.8 2014
Streptomycin 82.6 2007
Ciprofloxacin 14.8, 304 2000, 2007

Les ST sont aussi concernées puisque des souches MDR ont été observées dés 1997(257) pour la
plupart des antibiotiques utilisés contre Salmonella. Depuis, de hombreuses résistances ont pu
étre répertoriées (258) par exemple en Asie ou le plasmide de résistance IncHI1 a pu étre observé
dans de nombreux cas d’infection a S. Typhi (259)(Table 5). La transmission de MDR permet
aux bacteéries de coloniser différents continents (260), résultant en une propagation des MDR dans
le monde entier et faisant place a I’émergence de nouvelles résistances (233, 261) (262) (Figure

18).

52



[0 MDR S Typhi present

[ Strains with combined MDR and decreased
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Figure 18 : Plusieurs pays sont concernés par ’apparition de souches de Salmonella
typhoidiques MDR.
Une MDR est définie par sa résistance a [’ampicilline, au co-trimoxazole, et au

chloramphénicol. MDR=souche multi-résistante. ESBL=Bétalactamases a spectre élargi.

Figure tirée de la revue publiée par Wain et al,(233)

Table 5: Les MDR des Salmonella typhoidiques ne possedent pas forcément le méme profil
de résistance pour des pays situés dans une méme zone geographique, ici en Asie du Sud-
Est.

Ceci indique une tres forte variabilité qui rend la gestion des multi-résistances extrémement

complexe. Figure tirée de [’article publié par Chiou et al (259)

% of isolates with resistance

Bangladesh Indonesia Taiwan Vietnam Total
Antimicrobial (n=38) (mn=55) (n=36) (n=51) (n=180)

Aztreonam 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Cefotaxime 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ceftazidime 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Imipenem 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Nalidixic acid 8l.6 1.8 0.0 19.6 23.3
Ciprofloxacin 39.5 0.0 0.0 0.0 8.3
Gentamicin 0.0 1.8 0.0 0.0 0.6
Kanamycin 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ampicillin 68.4 1.8 28 80.4 38.3
Chloramphenicol 57.9 3.6 0.0 804 36.1
Streptomycin 60.5 3.6 0.0 80.4 36.7
Sulfamethoxazole 68.4 3.6 2.8 80.4 38.9
Tetracycline 21.1 3.6 2.8 84.3 30.0
Trimethoprim 57.9 1.3 2.8 80.4 36.1
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B) Mécanismes

Les mécanismes d’obtention de résistance sont trés nombreux et restent encore peu clairs. Il est
néanmoins admis que la résistance peut se transmettre via des plasmides aussi bien pour S.
Typhimurium avec le plasmide de virulence pSLT (263) que pour S. Typhi (264) avec le plasmide
IncHI1 (265) ou encore pour la résistance a la quinolone chez S. Enteritidis (266). Un lien a
d’ailleurs ét¢ démontré entre la virulence et la résistance de Salmonella. En effet, le codt
métabolique de la virulence retarderait la croissance des bactéries, augmentant la résistance aux
antibiotiques (267). Une autre étude a aussi mis en évidence 1’impact d’une croissance lente de la
bactérie dans la tolérance aux antibiotiques, mais I’explique par les variations phénotypiques
d’une souche dans un méme individu (268). Plusieurs variants apparaitraient aprés 1’infection et
certains auraient une croissance retardée, favorisant leur résistance aux antibiotiques. Les
prophages peuvent aussi étre liés a I’évolution des bactéries Salmonella par 1’échange de matériel
génétique. 1l a d’ailleurs été montré que I’inflammation augmentait le transfert horizontal de
prophages entre sous-especes de Salmonella (269). Enfin, Salmonella peut former des vésicules
de membrane externe (OMV) qui peuvent servir au largage de protéines inutiles, a la sécrétion de

toxines mais aussi au transfert horizontal de genes (270).

Les mécanismes permettant a Salmonella de résister aux antibiotiques n’ont pas encore été tous
éclaircis. Néanmoins, on sait par exemple que Salmonella possede 5 pompes a efflux jouant un
role dans la MDR en limitant I’action des antibiotiques (271). On peut imaginer que certains
mécanismes utilisés par d’autres bactéries MDR sont utilisés aussi par Salmonella comme
I’inhibition de I’entrée des drogues ou leur dégradation. De maniére intéressante, il a été décrit
que Salmonella peut utiliser le microbiote, comme la sécrétion d’indole par E. coli, pour

augmenter sa résistance aux antibiotiques (272).
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Ici, nous voyons que I’utilisation d’antibiotiques, bien qu’efficace au demeurant, atteint ses
limites du fait de I’apparition de souches MDR. La vaccination devrait limiter le recours aux
antibiotiques. Une étude a modélisé un impact significatif d’un programme de vaccination tel que
celui de la grippe chez la population jeune, confirmant 1’intérét de la vaccination contre

Salmonella (273).

Afin d’éviter les redondances, seuls les sujets non traités dans la revue (274) et des compléments

permettant de clarifier le sujet de thése seront abordés par la suite.

Chapitre IV : Les obstacles a la vaccination contre
Salmonella

Les Salmonella sont des pathogénes accidentels, impliquant qu’ils peuvent survivre en dehors de
leur hote plusieurs semaines en milieu sec et plusieurs mois en milieu humide. Cependant,
I’essentiel de leur activité va étre tournée vers I’infection de leurs hotes. Analyser les étapes et les
outils utilisés par Salmonella pour infecter son hote peut mettre en évidence des cibles
antigéniques pour un vaccin ou encore déterminer le meilleur moyen de vacciner pour induire

une réponse immunitaire induisant une protection optimale.

I/ DIFFERENCES ENTRE ST ET SNT

Comme décrit précédemment, les sérovars pathogenes de Salmonella peuvent étre divisés en deux
catégories, ST et SNT. Nous verrons dans un premier temps les principales différences dans leur
pathogénicité et dans un second temps, nous soulignerons les fortes similitudes dans leur
processus infectieux qui vont permettre de mettre en évidence des cibles communes pour la

création d’un vaccin multivalent.
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A) Les différences génétiques

Du fait de son utilisation en tant que vaccin commercialise, la souche Ty2 de S. Typhi est tres
étudiée, notamment pour I’analyse des génes de ce sérovar. Elle comporte un génome de 4780 kb
qui a été compare, notamment via les sites de restriction, au génome de la souche LT2 de S.
Typhimurium (275). Bien que la présence de séquences communes entre S. Typhi et S.
Typhimurium suggere des fonctions communes conservées (206), un réarrangement de certains
genes est observé chez S. Typhi. Par exemple, la présence du locus viaB, responsable de la
synthése du Vi-CPS, a pu étre identifiée chez Ty2 et non chez LT2. Par ailleurs 30 genes ont été
retrouvés mutés chez Typhi et Paratyphi A comparés a Typhimurium (206). Ainsi, ces génes
pourraient étre impliqués dans des fonctions qui ne sont plus retrouvées chez ces deux sérovars a
savoir I’infection a d’autres hotes que I’Homme, ou la gastroentérite. A 1’inverse 129 genes (dont
le SPI-2) apparus par transfert horizontal ne sont pas présents chez S. Typhimurium et seraient
donc impliqués spécifiguement dans la fievre typhoide (206). Une étude comparative des
génomes de 8 souches de ST et 27 génomes de SNT a mis en évidence 88 familles de protéines
absentes chez les SNT et présentes dans au moins deux ST mais surtout chez S. Typhi. Ces
protéines sont liées a la synthése de Vi, a I’export, a I’assemblage du pilus et pourraient avoir une
fonction dans I’apparition de fievre typhoide (276, 277). Une étude sur les mutations telles que
les SNP (single nucleotide polymorphism) dans le génome de différentes souches de S. Typhi a
montré une homogénéité avec une tendance a la perte de génes corrélée a une meilleure adaptation

a son hote (278).

B) Les principales différences structurales et protéiques
Les différences génétiques entre les ST et SNT vont se refléter sur la panoplie de protéines
produites par ces deux familles de Salmonella. La principale différence repose sur la capsule Vi
présente sur S. Typhi et absente des SNT. Cette capsule induit une diminution de 1’inflammation

au niveau de I’infection locale et facilite 1’infection systémique. En effet : (i) elle masque les
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antigenes fortement reconnus tels que le LPS et la flagelline, (ii) elle inhibe directement
I’inflammation en ciblant par exemple I’IL-8 (207). S. Typhimurium ne possede pas de capsule
Vi mais une capsule polysaccharidique du groupe IV sécrétée dans la vésicule biliaire, et qui sert
a la formation de biofilms permettant sa persistance dans 1I’organisme (279, 280). Une deuxieme
différence porte sur la toxine typhoide (TT) découverte chez S. Typhi. Elle fait partie de la famille
des Cytolethal distending toxin (CDT) et sa fonction est assurée par I’enzyme CdtB en association
avec les protéines PItA et PItB (281, 282). La toxine n’est activée que lors de I’infection de la
cellule héte et va induire une cytotoxicité en dégradant I’ADN des cellules (282, 283). Sa
production et son réle sont de plus en plus étudiés (284, 285), permettant de conclure a 1’absence

de cette toxine chez les SNT, hormis un homologue approchant pour le sérovar S. Javiana (286).

D’autres différences existent, jouant un réle dans la virulence des bactéries mais ne rentrant pas
en compte dans la formulation d’un vaccin, elles ne seront donc pas abordeées ici. Par ailleurs, il
est nécessaire de rappeler que bien que des protéines soient conservées entre des sérovars avec
des fonctions similaires, leur séquence codante peut étre modifiée et donc leur conformation aussi.
C’est le cas par exemple des Ag-H et —O qui permettent de différencier les sérovars mais qui ne
sont pas reconnus par les mémes anticorps. La création dun vaccin multivalent doit donc prendre
en compte 1’accessibilité des Ag (non-cachés par la capsule Vi par exemple) et leur homologie

de conformation entre les sérovars, au moins les quatre plus représentés.

II/ MODE D’ACTION DE SALMONELLA LORS DE L’INFECTION

A) Atteindre la lumiére intestinale
Le site d’infection de Salmonella se situe dans I’intestin et concerne plus précisément les cellules
épithéliales et des cellules M. Afin de se prémunir des infections, I’h6te posséde néanmoins des

systemes qui forment un environnement hostile pour Salmonella : des enzymes digestives, un
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niveau d’acidité trés bas, des peptides antimicrobiens ou encore de 1’acide biliaire (287, 288).
Afin de surmonter ces obstacles, les bactéries Salmonella ont mis au point différents mécanismes
tels que la réponse de tolérance a 1’acidité (289) ou le LPS. Le LPS est composé du lipide A, d’un
noyau oligosaccharidique et de 1’antigéne O. Il est transport¢ de la membrane interne a la
membrane externe et sert a protéger la bactérie contre I’environnement et les drogues. Les
protéines responsables du transport du LPS ont récemment été décrites et analysées comme des
cibles thérapeutiques (290). Par ailleurs, I’ Ag-O permet de cacher une partie des PAMP (pathogen
associated molecular patterns), dont la flagelline, au systéme immunitaire de 1’hote (291). Ainsi,
le LPS fournit une résistance chimique et immunitaire aux Salmonella dans I’intestin. Enfin, la
motilité péritriche permise par les flagelles va permettre a la bactérie de se diriger vers ses cellules

cibles sans étre affectée par 1’effet inhibiteur du mucus.

B) Interactions Salmonella et microbiote
Le microbiote est composé de bactéries commensales responsables entre autres de la structuration
et maturation du systeme immunitaire intestinal, influencant par conséquent la susceptibilité a
certains pathogenes entériques (292). Par ailleurs, les bactéries commensales peuvent agir
directement sur les pathogenes, généralement en réduisant leur croissance par compétition pour
les nutriments. De nombreux processus biochimiques permettent au microbiote de réduire les
infections entéropathogéniques (293). Ainsi, il a été démontré que des souris germ-free étaient
plus susceptibles aux infections par Salmonella (294, 295). De plus, la bactérie E. coli Nissle 1917
peut réduire la colonisation de S. Typhimurium par compétition pour le fer (296). Ainsi, la
diversité du microbiote détermine la susceptibilit¢ a I’infection par Salmonella selon la
disponibilité de certains nutriments comme le fer, le thiosulfate ou le fucose (Figure 19) (297).
En plus de limiter ’infection intestinale, le microbiote diminue aussi I’infection des MLN par

Salmonella (298).
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Figure 19: Le microbiote intestinal est modifié durant une infection par S. Typhimurium
chez la souris.

La composition du microbiote va déterminer une plus ou moins forte résistance lors de la
premiere phase d’infection (Early). L inflammation plus tardive (Late) induite par l'infection
a Salmonella va modifier la composition en nutriment dans la lumiere intestinale et donc le
microbiote. En phase finale de l'infection (End), le microbiote est rétabli et contribue a

[’élimination de Salmonella. Figure tirée de la revue de Yurist-Doutsch et al. (297)

Une récente étude a mis en évidence un nouveau role du microbiote. En effet, certaines bactéries
commensales promeuvent la sécrétion d’IFN-y par les cellules immunitaires intestinales,
réduisant ainsi la sévérité d’une infection a Salmonella (299, 300). Une stratégie vaccinale
pourrait étre de modeler la flore microbienne des patients afin d’améliorer la réponse contre
Salmonella, par exemple via des bactéries probiotiques dont I’efficacité a été montrée pour

Salmonella (301).

C) Se fixer sur des cellules cibles de ’intestin

Une étude a montré que S. Typhimurium se fixait spécifiquement sur les cellules M des FAE au

niveau des PP (302). De nombreux systémes sont utilisés par la bactérie pour se fixer sur la
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membrane plasmique (Figure 20) pour ensuite lui permettre d’entrer dans la cellule cible et

d’infecter son hote suivant les mécanismes décrit dans le la revue (274).
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Figure 20: A4 l’image de S. Typhimurium, la famille Salmonella exprime de nombreux
facteurs permettant leur interaction avec les cellules cibles.

Des éléments tels que les fimbriae, les curli ou les systemes de sécrétions vont fixer la matrice
extracellulaire ou des récepteurs présents sur les cellules cibles de [’infection a Salmonella a

savoir les cellules épithéliales et principalement les cellules M.

11/ REPONSE IMMUNITAIRE CONTRE SALMONELLA : L’IMPORTANCE DES
CYTOKINES ET DES IGA

La reconnaissance de Salmonella médiée par les TLR est particulierement importante pour
I’enclenchement de la réponse innée. En effet, la délétion a la fois des TLR2, 4 et 5 chez la souris
induit 1’absence de réponse immunitaire contre Salmonella (303). Par ailleurs, des souris TLR4™
et TLR27 immunisées avec des porines de S. Typhi montraient des réponses anticorps perturbées,

suggérant une importante contribution de ces deux récepteurs pour 1’induction de la réponse
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immunitaire (304). La voie des TLR déclenche la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires via
I’activation de NF-xB (nuclear factor k B). Parmi elles, I’IFN-y est particulierement important
puisque des patients et des souris déficientes en IFN-y présentent en effet une plus forte
susceptibilité a I’infection par Salmonella (305). Bien que les LTh-1 et les cellules natural Killer
(NK) T puissent sécréter de I’IFN-y, les cellules NK sont les principales impliquées dans la
protection médiée par I’'I[FN-y en cas d’infection par S. Typhimurium (306). Le role protecteur
des neutrophiles contre S. Typhimurium a aussi été mis en évidence dans la sécrétion d’IFN-y
TLR-indépendante (307). Enfin les LT producteurs d’IFN-y étant activés en cas d’infection par
Salmonella, ils seraient donc aussi impliqués dans la protection contre cette bactérie (308). Le
role protecteur de I’'IL-17 lors de I’infection par Salmonella a par ailleurs également été démontre.
L’IL-17 est une cytokine sécrétée par de nombreuses cellules comme les neutrophiles, les cellules
NK, les LT y/d mais surtout les LTh-17. Leur réle dans la muqueuse intestinale est en premier
lieu de limiter les infections par des bactéries et champignons pathogenes mais dans un second
temps de maintenir I’intégrité de la barriére épithéliale (309). Ainsi, une sécrétion d’IL-17 par des
Th-17 spécifiques de Salmonella peut étre observée lors d’une vaccination contre Salmonella

(310) et on peut imaginer un role de I’IL-17 postérieur a I’infection afin de rétablir ’homéostasie.

En plus des réponses généralement recherchées dans la vaccination mugueuse (Figure 21), la
vaccination contre Salmonella nécessite de se focaliser plus particulierement sur les IgA,
généralement corrélées a une protection contre Salmonella(274). Comme expliqué
préecédemment, les IgA sont essentielles a la protection contre des pathogénes muqueux, leur
induction va donc étre recherchée lors des vaccinations, en particulier contre Salmonella (152)

(274).
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Figure 21: Les mécanismes principaux de I’immunité protectrice des muqueuses.

Les LB et LT sériques spécifiques d’un antigene reconnaissent des veinules muqueuses (HEV)
pour entrer dans ce compartiment. Les LB finissent leur différenciation en plasmocytes
secréteurs d’IgA principalement dimériques, excrétées vers la lumiere intestinale pour
neutralizer des pathogénes. Des 1gG neutralisant provenant de la circulation sanguine peuvent
aussi étre trouvées dans la lumiere intestinalis aprés transudation. Les cellules infectées
peuvent étre tuées par des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) ou par une cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), une collaboration entre les cellules NK
et les anticorps. Les pathogenes peuvent aussi étre capturés par des cellules dendritiques et des

macrophages puis transportés jusqu’aux ganglions drainant afin d’induire une réponse

adaptative. Figure tirée de la revue publiée par Neutra et al.(153).

En réesumé, les connaissances acquises sur les moyens de mobiliser la réponse immunitaire innée
mais aussi adaptative représentent un atout pour générer un environnement capable d’induire des
réponses immunitaires appropriées lors de la vaccination (274). Dans le cas d’une infection par

Salmonella, les adjuvants et les systémes de délivrance doivent étre sélectionnés selon leur

.....
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IV/ ECHAPPEMENT AUX REPONSES IMMUNITAIRES PAR SALMONELLA

Il convient de rappeler que la lutte contre les effets néfastes associés aux mécanismes
d'échappement de Salmonella est un véritable défi pour la conception d'un vaccin (Figure 22).
Ceci s’ajoute a l'observation que de nombreux Ag candidats ne sont que temporairement exposés
a la surface de Salmonella, seulement exprimés dans des cellules infectées, ou seulement au
moment de I'excrétion, ce qui rend leur utilisation limitée dans une formulation vaccinale. Ces
observations ajoutées a la forte propension de cette bactérie a muter lorsqu’elle persiste dans

I’héte (201) font que le développement de vaccins reste une tache complexe.
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Figure 22: Salmonella inhibe la plupart des fonctions effectrices normalement induites par
les cellules de I’immunité innée (gauche) mais aussi adaptative (droite) lors de ’infection

par la bactérie.
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V/ CHOIX DES ANTIGENES ET DE L’ADJUVANT : INDUIRE LA REPONSE LA
PLUS ADAPTEE

Plusieurs vaccins contre S. Typhi (Table 6) et S. Typhimurium (Table 7) ont été développés et
testés ces derniéres années avec des résultats plus ou moins convaincants. Peu d’attention est
portée aux vaccins contre S. Paratyphi et la mise en place de vaccins contre S. Typhimurium ou
S. Enteritidis est soumise a de nombreuses difficultés expliquant le peu d’essais cliniques a ce
jour (Annexe I). Néanmoins, ces études ont mis en évidence des antigénes capables d’induire une
réponse immunitaire humorale et/ou cellulaire et capables de protéger I’héte de I’infection a
Salmonella qui pourraient étre utilisés pour le design d’un vaccin (274) (Annexe 1). Pour un
vaccin multivalent, le choix se base sur la conservation des antigénes entre les différentes souches
et sérovars de Salmonella. La protéine secretory system effector B (SseB) est sécrétée par le
T3SS-2 dans la cellule héte et joue un rdle indirect dans la mise en place de la virulence de
Salmonella (311, 312). La protéine outer membrane protein C (OmpC) forme une porine avec
d’autres OMP et joue un role dans I’interaction avec les macrophages (313). Bien
qu’originairement décrites chez S. Typhimurium, ces protéines présentent des domaines
conserveés entre plusieurs serovars comme S. Typhi ou Paratyphi A (314). Ces deux protéines ont
donc les caractéristiques requises pour la mise en place d’une réponse immunitaire muqueuse

contre les principales Salmonella pathogeénes.
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Table 6: Principaux vaccins contre S. Typhi en développement en 2014.
Figure tirée de la revue de MacLennan et al. (315)

Name Description Developer Stage of development References

Licensed for adults and

Ty2la Live attenuated Wivotif (Crucell) children > 5 y

171810411

Typherix (GSK), Typhim Vi (Sanofi), Typbar Vi (Bharat

Wi CPS Vi Polysaccharide Biotech), Typho Vi (BioMed); Vax-tyVi (Finlay Institute); > Licensed for adults and 19,101,102,

hild =2 112-115
6 other endemic countries manufacturers rhidren=2¥
Peda-Typh (BioMed) Licensed in India 63,117
Vi-TT Vi Conjugate
Typbar-TCV (Bharat Biotech) Licensed in India 63,118
National Institutes for Health Phase 3 60-62
Vi-rEPA Vi Conjugate
Lanzhou Institute (China) Licensed in China 63
Vi-CRM™ Vi Conjugate NVGH (technology transfer to Biological E underway) Phase 2 119,120
Vi-OT Vi Conjugate International Vaccine Institute (IVI}/Shanta Biotech Phase 1 63,121-123
Vi conjugated to fusi
lcnnjuga edto fusion Vi Conjugate Harvard Medical School Preclinical 124
protein PsaA-PdT
0:9-0T 0:9 Conjugate International Vaccine Institute (V1) Preclinical 125

Phase 2 in adults and
children; evaluation

M01ZHOS Live attenuated Emergent Biosolutions ins & Typhi human 126131
challenge
CVD 909 Live attenuated University of Maryland Phase 2 132-136
Ty800 Live attenuated Avant Immunotherapeutics Phase 2 137,138
Ot bi
OmpC and OmpF uter memarans Instituto Mexicano del Seguro Social Phase 1 in Mexico 139,140

protein

Table 7: Principaux vaccins contre S. Typhimurium en développement en 2014.
Figure tirée de la revue de MacLennan et al. (315)

Name Description Developer Stage of development References
0:4,5/0:9-flagellin 04, 5/0:9 Conjugate University of Maryland Preclinical 50,69
041277 04-TT Conjugate MNIH Preclinical 51
Mational Bactericlogy
s+ O4-porin Conjugat Preclinical 1446
il Prafiin Lanpuagere Laboratory, Stockholm recliniEa
0:4,5/0:9-CRM 04, 5/0:9 Conjugate NVGH Preclinical 145
Mi i , Wokingh
WTos Live attenuated ierasaence, o angnam Phase 1 147
Berkshire
CWD 1921 and CVD 1941 Live attenuated University of Maryland Preclinical 148
5. Typhimiuirum ruvB mutant Live attenuated Seoul National University Preclinical 149
Indian Institute of Sci
Salmonella hfg deletion mutant Live attenuated netan fnstitute o science Preclinical 150
Bangalore
Istituta 5 i di Sanita
SA186 Live attenuated SR e clhan Preclinical 151
Roma
MT13 Live attenuated KIT University Odisha Preclinical 152
Various Live attenuated, DMNA adenine University of California, Santa Preclinical 153,154
methylase mutants Barbara
. Live attenuated, regulated i o .
Various delayed attenuation Arizona State University Preclinical 155-157
" P . National Bactericlogy -
Porins 5. Typhimurium porins Labaratory, Stockhalm Preclinical 146
OmpD Outer membrane protein University of Birmingham, UK Preclinical 73
5. Typhimurium and 5. Enteritidis Generalized Modules for .
NVGH Precl | 65,158,159
GMMA Membrane Antigens reclinics B

L’utilisation d’un adjuvant dans la formulation vaccinale est souvent nécessaire pour augmenter

I’efficacité du vaccin en apportant le signal de danger nécessaire a 1’activation de la réponse
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immunitaire adaptative et en orientant cette derniére vers un profil souhaité, c’est-a-dire la plus
efficace contre Salmonella. Salmonella est une entérobactérie, le choix d’une entérotoxine
capable a la fois d’améliorer la réponse Th-1 ou Th-17 et d’induire une réponse IgA parrait donc
naturel (Table 8). La CT tout comme la toxine thermo-labile (LT) d’E. coli sont connues pour
déclencher ces réponses aussi bien dans I’intestin que dans d’autres muqueuses comme le tractus
respiratoire (316). Cependant, ces adjuvants restent toxiques pour I’Homme, ayant nécessité la
synthése de mutants tels que la multiple-mutated CT (mmCT) ou la double-mutant heat-labile
toxin (dmLT), toutes deux capables d’induire une réponse Th-17 (317). L’utilisation de la CT
comme adjuvant en vaccination contre Salmonella a montré une solide réponse humorale et
cellulaire chez la souris aprés immunisation nasale avec la protéine SseB encapsulée dans des
microbulles lipidiques (318). La CT semble donc étre un bon candidat dans une formulation
vaccinale muqueuse contre Salmonella mais d’autres pistes pourraient étre envisagées comme

par exemple la toxine typhoide qui parait plus physiologique mais qui reste spécifique a S.Typhi.

Table 8: Entérotoxines utilisées comme adjuvants mugueux et leurs effets.
GM1= ganglioside GM1, CT= Cholera toxin, CTB= Cholera toxin subunit B, CTA1-DD=
cholera toxin subunit Al-Staphylococcus aureus protein A D-fragment dimer, LT= E. coli

heat-labile toxin.

Type of Composition Target Formulation Immuno- Mucosal Clinical Licensed
adjuvant or enhancement IgA testing? wvaccine?
delivery system
Enterotoxins cT GM1 Soluble or T 2cells, T 17cells, ++++++ Yes No
conjugated Ls
CTB GM1 Soluble or ND + Yes Yes
conjugated
CTA1-DD Immuno- Soluble, T 1cells, T 2 cells, bt No No
globulin conjugated to T:I 17 cells, CTLs
heavy chain,  nanoparticles

complement  or
incorporated

in1ISCOMs
LT GM1 and Soluble or T 1cells, T 2 cells, +H++ Yes No
other conjugated 1J|| 17 cells, CTLs
gangliosides
Mutant LT and CT GM1 and Soluble or T, 1cells, T2 cells, 4+ Yes No
other conjugated T,17 cells, CTLs
gangliosides
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OBJECTIFS ET PROBLEMATIQUES
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L’apparition de souches de Salmonella multi résistantes nécessite la mise en place d’un vaccin
prophylactique stable pour endiguer les épidémies de Salmonella, en particulier dans les pays en
voie de développement. Bien que des vaccins contre Salmonella Typhi soient actuellement
disponibles, leur efficacité sur les populations a risque n’est pas satisfaisante et ils ne protégent
pas contre les autres sérovars pathogenes principaux a savoir Paratyphi A, Typhimurium et
Enteritidis. La forte représentation des immunoglobulines A (IgA) dans les muqueuses et leur
role de médiateur au sein du systeme immunitaire pourrait ouvrir de nouvelles perspectives dans

la vaccination muqueuse.

Le premier objectif de ma these est d’étudier les fonctions immunologiques des différents
isotypes et isoformes d’IgA, notamment dans les muqueuses. Notre hypothése est que les IgA1
et IgA2 se comportent différemment au niveau des muqueuses et sont responsables du rdle anti-
et/ou pro-inflammatoire des IgA dans cet environnement. Pour confirmer notre théorie, nous
cherchons a (1) définir un profil d’interaction des différents IgA avec les récepteurs présents sur
les cellules dendritiques, (2) analyser I’effet des différentes IgA sur les cellules dendritiques, et
enfin (3) & caractériser la réponse immunitaire déclenchée par 1’un ou I’autre des isotypes (Figure
23). Ceci nécessitera de (i) étudier séparément les deux isotypes IgAl et IgA2 mais aussi les
isoformes a savoir les formes monomériques, dimériques et sécrétoires, (ii) déterminer un modele
de cellules dendritiques humaines capables d’étre stimulées et d’induire des réponses anti- OU
pro-inflammatoires, (iii) étudier la réponse cellulaire apres stimulation par des cellules

dendritiques préalablement exposées aux différentes IgA.

Le second objectif est d’évaluer un vaccin mono- ou multivalent contre Salmonella capable de
cibler le systeme immunitaire muqueux. Notre hypothése est que les IgA seraient des vecteurs de
choix pour atteindre cet objectif. Nous avons dans un premier temps déterminé que : (1) des IgA

couplées a un antigéne sont capables de le transporter vers des sites immunitaires inducteurs
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mugueux, (2) I’IgA peut activer le systéme immunitaire muqueux, (3) la réponse ainsi induite est
protectrice face a une infection par Salmonella (Figure 23). Les principales difficultés a
surmonter ici seront de (i) choisir des antigénes immunogenes n’induisant pas d’effet secondaires
da par exemple a leur implication dans I’échappement de la bactérie a la réponse immunitaire,
(ii) choisir des antigénes conservés capables d’induire une protection contre plusieurs sérovars de

Salmonella, (iii) éviter la mise en place d’une réponse tolérogéne face aux antigénes choisis.
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Figure 23: Schéma bilan des principaux objectifs de cette thése.
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Matériels et Méthodes

Test mycoplasmes

Toutes les lignées cellulaires ont été testées pour I’absence de contamination aux mycoplasmes
(HEK-Blue2 PlasmoTest, InvivoGen) avant et aprés congélation suivant les instructions du

fournisseur.

Test d’endotoxines

Les échantillons ont été testés pour leur quantité d’endotoxines (test Endosafe, Charles River) et
il en résulte : mIgAl (<5 EU/mL), IgA2 (<5 EU/mL), SIgAC5 (132 EU/mL), SIgA Sal4 (> 500
EU/mL), SseB (> 500 EU/mL). Partant de ces résultats, tous les réactifs ont été supposés
contaminés par les endotoxines sauf les mIgA. L’utilisation de colonnes de détoxification (Fisher
Scientific, 20344) diminuait effectivement la quantité d’endotoxines dans les échantillons (> 500
EU/mL pour SseB avant et <5 EU/mL apres détoxification) mais entrainait une perte de 75% de
I’échantillon. L’utilisation de polymyxine B a 50pg/mL (InvivoGen) juste avant I’ajout des

activateurs dans le milieu de culture a donc été privilégiée pour éviter les biais d’activation.

Souris et lignées cellulaires

Souris BALB/cByJ ou C57BL/6] SPF (exempt d’organismes pathogénes spécifiques) (Charles
River Laboratories, 1’Arbresle, France) agées de 7-10 semaines ayant été gardées pour 1 a 3
semaines d’acclimatation avant le début des expériences. Les souris ont été hébergées en
animalerie conventionnelle (PLEXAN, Saint-Etienne, France, agrément #42-18-0801) en

environnement A2. Les souris infectées étaient manipulées sous PSM de type 1.

La lignée intestinale humaine Caco2 (obtenus du Dr. Maria Rescigno, University of Milan-
Bicocca, Milan, Italy) était cultivée dans du milieu DMEM complet (10% SVF, 1%
pénicilline/streptomycine) a 37°C, 10% CO> (54). La lignée cellulaire de lymphome de Burkitt
Raji B (American Type Culture Collection) était cultivée dans du milieu RPMI 1640 complet a
37°C, 5% CO.. La lignée de cellules épithéliales humaines 5637 (DSMZ, ACC 35) a été cultivée
en milieu RPMI 1640 complet (10% SVF, 1% penicilline/streptomycine). La lignée cellulaire
humaine de précurseurs CD34" Mutz3 (DSMZ, ACC 295) a été cultivée en milieu RPMI 1640
complet et 20% de surnageant filtré (0,22um) de 5637 confluentes.
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Préparation des IgA et IgM murines

L’IgACS5 spécifique du LPS de Shigella flexneri sérotype 5a(319) et I’'IgASal4 spécifique des
carbohydrates de surface de Salmonella Typhimurium (320) sont des anticorps murins
monoclonaux (MAb) produits suivant la méthode précédemment décrite (321). La forme
polymérique était obtenue par chromatographie d'exclusion stérique (321). La piéce sécrétoire
murine était purifiée apres culture de I’hybridome 2H2 par chromatographie d’affinité (322) puis
ajoutée aux IgAC5/Sal4 en quantité équimolaire dans du phosphate-buffered saline (PBS) apres
dialyse des IgA (Thermo Scientific, 66380). Le mélange était conservé 30 minutes a température
ambiante (RT) pour former les SIgAC5/Sal4 puis conservé a 4°C. L’IgMHFS5 spécifique de
I’uréase B d’Helicobacter pylori était produit par culture d’un hybridome en milieu RPMI 1640
hypercomplet (10% SVF, 1% pénicilline/streptomycine, L-glutamine 2mM (Sigma, G7513),
Acides aminés non essentiels 1% (Sigma, M7145), Hepes 10mM (Sigma H0887), pyruvate de
sodium 1mM (Sigma, S8636)). L hybridome était cultivé en flasques CELLine 350mL suivant
les instructions du fournisseur (Integra, 90010) et le SN était prélevé chaque semaine, filtré
(0,22um) et congelé. Comme I'IgACS, les IgM polymériques sont ensuite purifiés par
chromatographie d’exclusion stérique. Les SIgMHF5 étaient ensuite produites de la méme facon

que les SIgA.

IgA humaines

Les mIgALl et mIgA2 anti-hCD20 humaines monoclonales exemptes d’endotoxines (Invivogen)
sont des anticorps recombinant produits dans des cellules CHO et purifiés par chromatographie
d’affinité avec le peptide M. La dIgA1 monoclonales (Nordic Mubio, P444) était issue d’un
myélome de patient et pure a 98%. La dIlgA2 monoclonale était issue d’un hybridome a IgA2
(clone F2) immortalisé au laboratoire a partir de plasmocyte de la lamina propria issu d’un patient
atteint de la maladie de Crohn (Dendritics, DDXK-HuUBBB). Le surnageant du clone F2 était
concentré (Amicon 100K, Millipore, UFC910024) puis purifié par chromatographie d’affinité
avec du peptide M-agarose (InvivoGen, gel-pdm-2). Les IgA sécrétoires étaient assemblées a

partir des IgA dimériques de la méme facon que les IgA murines.

Production des antigénes SseB et OmpC de Salmonella

La protéine recombinante Serodominant Secreted Effector Protein B (SseB) a été préparée selon
la méthode de Barat et al (323). Apres transfection dans E. coli BL-21 suivant le protocole fourni

(Biolabs, C2527H) puis amplification du plasmide pET 20b fourni par le Dr. Kumar par maxiprep
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(Macherey Nagel, kit Nucleobond 714440.1), la protéine recombinante Outer Membrane Protein
C (OmpC) a été préparée selon la méthode de Kumar et al (324). L’insertion des génes a été testée
par digestion enzymatique et la pureté des protéines apres production a été testée par Western
Blot (Cf paragraphe Western Blot) pour SseB avec un anticorps anti-Histidine HRP (Fisher
scientific, 11520853) et par spectrométrie de masse LC-MSMS pour OmpC (Protein Science
Facility, IBCP, Lyon).

SDS PAGE et Western Blot

Les proteines étaient traitées avec du LDS (B0007, Life technologies), éventuellement un agent
réducteur (B0009, Life technologies) puis chauffées a 95°C pendant 3 minutes. Elles ont été
chargées sur gel a 4-12% (NW04120BOX, Invitrogen) avec le marqueur de taille See Blue Plus
prestain (LC5125, Invitrogen). Aprés migration, les gels étaient soit colorés au bleu de coomassie
(UPG4562A, Interchim) soit les protéines étaient transférées a sec sur membrane de nitrocellulose
(iBlot2 system, Life technologies). La membrane était bloquée 2h & RT dans du PBS, Tween
0,05%, lait 5%. Apres lavage avec du PBS, Tween 0,05%, la membrane était incubée 2h avec les
anticorps primaires directement couplés ou non a la HRP dilués dans du PBS, Tween 0,05%, lait
0,5%. Des anticorps secondaires couplés a la HRP et dilués dans du PBS, Tween 0,05%, lait 0,5%
ont pu étre utilisés dans une étape supplémentaire nécessitant 2h d’incubation. Apres 3 lavages

au PBS, Tween 0,05% et 2 au PBS, les bandes étaient observées au Chemidoc XRS (BioRad)

Les productions de SseB et OmpC étaient vérifiées par SDS PAGE et Western blot en conditions
dénaturantes avec des anticorps anti-Salmonella Typhimurium (lapin, Fisher Scientific,
PA120811) et anti-1gG de lapin HRP (Ozyme, 7074P2).

Les IgM murines étaient vérifiées par SDS PAGE et Western blot en condition dénaturantes non

réductrices avec un anti-lgM couplé a la HRP (Abcam, 99590)

Les IgA murines étaient vérifiées par SDS PAGE et Western blot en condition dénaturantes non
réductrices avec un anti-IgA couplé a la HRP (chévre, Southern Biotech) et un anti piece
sécrétoire humaine HRP (Sigma, S1640).

Les IgA humaines étaient vérifiées par SDS PAGE et Western blot en condition dénaturantes non
réductrices avec un anti-IgA couplé a la HRP (1/1000, chevre, Sigma, A0295). Pour différencier
les IgA1L des IgA2, les anticorps primaires anti-lgA1 (9130-01, Southern Biotech) ou anti-1gA2
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(9140-01, Southern Biotech) avec un Ac secondaire anti-Ig de souris couplé & la HRP (1/1000,
lapin, Dako, P0260) ont été utilisés.

Le couplage de SseB et de I’'OmpC sur les IgA/IgM était vérifie en SDS PAGE et en Western
blot apres couplage des antigenes avec la Cyanine-3. Un anticorps anti-Cyanine 3 biotinylé
(C3117, Sigma) était utilisé et révelé avec de la streptavidine-HRP.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Des plaques 96 puits « maxisorps » étaient adsorbées la nuit a RT avec les antigenes pour les
ELISA indirectes ou avec les Ac de capture pour les ELISA en Sandwich dilués soit dans du
tampon carbonate a pH 9,6 (Na2CO3 1,59¢/L, NaHCO3 2.93g/L) soit du PBS. Les plaques
étaient lavees avec du PBS, Tween 0,05% et les sites aspécifiques bloqués 1 a 2h avec du PBS,
Tween 0,05%, BSA 1, 2 ou 4%. Aprés 3 lavages, les échantillons étaient incubés 2h a RT. Apreés
3 lavages, I’anticorps primaire dilué dans du PBS, Tween 0,05%, BSA 1% était ajouté et incubé
2h a RT. Apres 3 lavages, I’anticorps secondaire dilué¢ dans du PBS, Tween 0,05%, BSA 1% était
éventuellement ajouté et incubé 2h a RT. De la streptavidine-HRP (N100, Thermoscientific) était
parfois ajoutée dans une derniére étape avant la révélation. Les plaques étaient finalement
incubées 30 min maximum avec du TMB (Tebu-bio laboratories) apres 4 derniers lavages et la
réaction était stoppée avec de 1’acide chloridrique (HCI1 0,1N). La densité optique était lue a
450nm (TECAN®).

Pour le dosage des anticorps spécifiques de SseB ou OmpC, 500ng de protéines étaient adsorbées
avec du tampon carbonate. Les IgA et IgG spécifiques des antigénes étaient dosées soit avec un
anticorps primaire anti-IgA ou anti-lgG de souris couplés a la HRP (Southern Biotech ou Sigma)
soit avec un anti-lgG biotinylé (Eurobio) a 0,17ug/mL révélé avec de la streptavidin-HRP

(ThermoFisher Scientific).

Les dosages de I’'IL-16 murine (Abcam, 201282), de I’'IL-17A murine (Biolegend, 432502) et de

I’TFN-y murine (Biolegend, 430802) ont été réalisés selon les recommendations des fournisseurs.

Dosage des protéines par Bradford

La concentration de SseB et OmpC apres purification a été déterminée par dosage Bradford
(27813, Sigma) dans du tampon Tris 0,02M, EDTA 1mM, NaCl 0,2M. Une gamme de BSA était
réalisée et la densité optique (DO) était mesurée a 595nm (TECAN). La concentration des IgM

HF5 murine était déterminée a 1’aide d’un ELISA et composé d’un anticorps anti-mouse IgM de
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capture & 1pug/mL (Abcam, 190369) et d’un anticorps anti-mouse IgM de détection couplé a la
HRP (Abcam, 99590). Une IgM purifiée de souris était utilisée comme standard (Abliance).

Cytométrie en flux

Les compensations sont réalisées grace a des billes de compensation (eBioscience, 01-1111-42)
sauf pour les marqueurs de viabilité qui se font sur les cellules d’intérét. Les cellules vivantes sont
analysées et discriminées par un marquage au 7AAD (BD, 559925) ou par un marquage au
LIVE/DEAD™ a 488nm (Invitrogen, L23101). Chaque panel a été testé sur son marquage
aspécifique en comparant avec et sans blocage des récepteurs Fc (Miltenyi, humain 130-059-901
et murin 130-092-575). Les marquages sont analysés via un cytométre BD FACSCanto |1 (BD).
Tous les anticorps ont été utilisés dilués au 1/200°™. Pour les marquages sur cellules humaines,

les anticorps contre les marqueurs suivants ont été utilisés :

Phénotypage et activation des moDC: anti-CD209/DC-SIGN BV421 (BD, 564127), anti-CD1a
APC-Vio770 (Miltenyi, 130-100-225), anti-CD14 PE (Miltenyi, 130-098-067), anti-CD11b PE-
Vio770 (Miltenyi, 130-099-708), anti-HLA-DR BV510 (BD, 563083), anti-CD80-PE-Vio770
(Miltenyi, 130-101-213), anti-CD86-FITC (Miltenyi, 130-098-182), anti-CD40-PE (Miltenyi,
130-099-385).

Phénotypage et activation des DC intestinales humaines: anti-CD68 FITC (BD, 562117), anti-
CD1c PE (BD, 564900), anti-CD11b APC (BD, 561015), anti-CD11 PE-Cy7 (BD, 561356), anti-
CD103 BV421 (BD, 563882), anti-CX3CR1 BV510 (BD, 744487), anti-HLA-DR APC-H7 (BD,
561358), anti-CD80 APC (Biolegend, 305220)

Phénotypage et activation des LC : anti-CD34 PE (Miltenyi, 130-098-140), anti-CD11b PE-
Vio770 (Miltenyi, 130-099-708), anti-CDla APC-Vio770 (Miltenyi, 130-100-225), anti-
CD207/Langerin APC (Miltenyi, 130-098-364), anti-CD14 PE (Miltenyi, 130-098-067)

Prolifération et activation des LT et LB apres laMLR : anti-CD3 BV510 (BD, 563109), anti-CD8
PE-Cy7 (BD, 557750), anti CD4 APC (BD, 561841), anti-CD25 PE (BD, 555432), anti-Ki67
BV421 (BD, 562899)

Pour les marquages sur cellules murines, les anticorps contre les marqueurs suivants ont été

utilisés :
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Prolifération et activation des T chez la souris: anti-CD4 PE (BD, 557308), anti-CD8 APC (BD,
553035), anti-CD45 BV421 (BD, 563890), anti-CD3e PE-Cy7 (BD, 552774), anti-CD19 BV510
(BD, 562956)

Phénotypage et Activation des DC de PP chez la souris: anti-CD103-FITC (Miltenyi, 130-102-
479), anti-CD103-APC (BD, 562772), anti-CX3CR1-BV510 (Biolegend, 149025), anti-CD11b
APC-Cy7 (BD, 557657), anti-CD11b APC (BD, 553312), anti-CD11c BV510 (BD, 562949),
anti-CD40 BV421 (BD, 562846), anti-CD80 PE (BD, 553769), anti-CD86 PE-Cy7 (BD,
560582), anti-1-A/I-E BB515 (BD, 565254).

Préparation des cellules dendritiques dérivées de monocytes (moDC)

Les PBMC humains ont été isolés a partir de buffy coat de donneurs sains (EFS Auvergne-Rhone-
Alpes) par Ficoll (Eurobio, CMSMSL01-01). Les monocytes (CD14™) ont ensuite été purifiés sur
colonne MACS (Miltenyi) par tri positif au CD14 (Miltenyi, 130-050-201). Les monocytes ont
ensuite été cultivés en milieu RPMI complet complémenté avec du GM-CSF humain (100ng/mL,
Miltenyi, 130-095-372) et de 1I’IL-4 humaine (50ng/mL, Miltenyi, 130-095-373) pendant 6 jours
avec un changement de milieu a J3. La différenciation en moDC (CD14", CD11b*, CD209") était

ensuite vérifiée par cytométrie en flux.
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Figure 24: Identification des cellules dendritiques dérivées de monocytes (moDC) par

cytométrie en flux.
Maturation des moDC

Les moDC étaient disposées dans des plaques 24 puits (ImL a 1x10° cellules/mL) dans du milieu
RPMI complet. Un traitement a la polymyxine B (50pg/mL, InvivoGen, TLRL-PMB) était réalisé
sauf contre-indication. Les réactifs étaient ensuite rajoutés: Lipopolysaccharides d’E. coli
(500ng/mL, Sigma, L4391), CpG ODN 1826 (2,5uM, InvivoGen, tlrl-1826), CpG ODN 2395
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(2,5uM, InvivoGen, tIrl-2395), R848 (500ng/mL, InvivoGen, tlrl-r848), cocktail activateur
constitué¢ d’IL-1B (25ng/mL, Miltenyi, 130-093-897), d’IL-6 (100ng/mL, Miltenyi, 130-095-352)
et de TNF-a (50ng/mL, Miltenyi, 130-094-022), IgA a 12ng/mL.

Isolation et activation des DC de PP de souris

Immédiatement aprés la mise a mort, I’intestin de souris Balb/c était prélevé en conditions
aseptiques. Les PP étaient recupérées dans du tampon de lavage (PBS, 5% SVF, 2mM EDTA)
puis digérées 20 min a 37°C avec 0,21 unités/mL de Libérase™ (Sigma, 000000005401020001)
dans de I’eau supplémentée avec 0,1ng/mL de DNase et 2mM CaCl.. La digestion était complétée
par une séparation mécanique sur tamis cellulaire (70um, Miltenyi, 130-098-462). Les cellules
étaient ensuite conservées au maximum 24h a 37°C dans du RPMI hypercomplet complémenté
avec du GM-CSF murin (25ng/mL, Miltenyi, 130-095-746) et du M-CSF murin (50ng/mL,
Miltenyi, 130-101-706).

CD11c
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Figure 25: Identification des sous population de DC intestinales de souris par cytométrie en

flux.

Les cellules étaient cultivées en plaque 24 puits (5x10° cellules dans 2mL) en présence de
polymyxine B (50ug/mL, InvivoGen, TLRL-PMB). Les cellules étaient activées avec les
différents réactifs : CpG ODN 1826 (2,5uM, InvivoGen, tlrl-1826), SseB (10ug), SIGAC5-SseB
(10pg SseB). L’expression des marqueurs d’activation des cellules dendritiques (CD11¢*) était

observée par cytométrie en flux.

Différenciation des cellules Mutz3 en cellules de Langerhans

La méthode était basée principalement sur les travaux de Gruijl et al(325). 2,5mL de Mutz3

étaient placées en plaques 12 puits a 1,5x10° cellules/mL. Les cellules ont été incubées 9 jours
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avec du TNF-a (2,5ng/mL final, Miltenyi 130-094-015) et du GM-CSF humain (100ng/mL,
Miltenyi 130-093-862) avec un changement de milieu & jour 4. Les cellules ont ensuite été lavées
puis incubées 7 jours avec la méme concentration de TNF-a et GM-CSF plus du TGF-B1
(Ing/mL, Miltenyi 130-095-067). La différenciation en cellules CD34", CD1a*, CD207" était

vérifiée par cytométrie en flux.
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Figure 26: Stratégie de fenétrage de la population des cellules de Langerhans en cytométrie
en flux.

Les cellules Mutz3 étaient incubées en présence (bas) ou absence (haut) de cytokines induisant
la différenciation en cellules de Langerhans CD11b", CD34", CD207", CD1a" (P1).

Thermophorése

Les récepteurs recombinants FcaRl (R&D systems, 3939-FA-050), Dectin-1 (R&D systems,
1859-DC050), DC-SIGN (R&D systems, 161-DC-050), le récepteur humain a la trasnferrine
(R&D systems, 2474-TR-050) possédent tous un tag histidine en partie N-terminale. 200nM de
récepteurs étaient couplés a 100nM de fluorochrome rouge NT-647 suivant les instructions du kit
« Monolith NT™ His-Tag Labeling Kit RED-tris-NTA » (NanoTemper technologies, L008). Les
récepteurs a 25nM final étaient ajoutés séparément a une gamme d’IgA1l ou IgA2 humaine
monomeériques (Invivogen) réalisée de 25uM a 0,3nM. La force de I’interaction récepteur/ligand

était mesurée alors qu’un gradient de température était appliqué chauffage des capillaires
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contenant les couples IgA/récepteurs grace a un lecteur de thermophorése (Monolith NT.115
Nanotemper, plateforme IBCP, Lyon).

Microscopie confocale sur cellules dendritiques

Des lames LabTek® (Sigma, C6807) étaient adsorbées avec 500uL de Poly-L-lysine (Sigma,
P4707) et incubées 1h a 37°C. Les lames étaient lavées au PBS et séchées 1-2h sous un PSM. Les
moDC (500pL) étaient incubées & 1x10° cellules/lame dans du milieu RPMI complet sur la nuit
a 37°C. Apres 2 lavages légers au PBS, les cellules étaient incubées avec 6ug d’anticorps dans
200uL de RPMI complet a 37°C pendant 1h. Apreés 2 lavages au PBS, les cellules étaient fixées
5 min (PBS, 4% formaldéhyde), de nouveau lavées puis les sites aspécifiques étaient bloqués
(PBS, BSA 1%) pendant 15min a RT. Les cellules étaient perméabilisées (PBS, BSA 1%, Triton
0,1%) 2 min puis lavées 2 fois au PBS. Les anticorps primaires étaient ajoutés 1h a 4°C : anti-
CD71 humain (1/200, lapin, Thermofisher, PA5-27739), anti-CD209 humain (1/50, lapin,
Thermofisher, PA5-19966), anti-CD369 humain (1/200, lapin, Thermofisher, PA5-34382), anti-
CD89 humain (1/500, lapin, Abcam, ab124717), anti-lgA humaine Alexa 555 (1/200, chévre,
Southern Biotech, 2050-32) ou anti-IgA murine Alexa 555 (1/200, chevre, Southern Biotech,
1040-32). Les cellules étaient lavées 2 fois au PBS puis de nouveau incubées 45min a 4°C avec
I’anticorps secondaire anti-IgG de lapin Alexa 488 (1/200, chévre, Southern Biotech, 4050-30).
Les cellules étaient lavées au PBS puis le noyau était marqué 5-10 min au Drag5 (1/1000, Abcam,
ab108410). Apres 2 lavages, les cellules étaient montées entre lame et lamelle avec du vectashield

(Vector laboratories, H-1400) puis observées au microscope a fluorescence.
Couplage des Ig avec les antigénes vaccinaux (Ag)

Les couplages étaient basés sur un ratio de 2 Ag pour un monomeére d’Ig. Ainsi, 4 moles de SseB
ou d’OmpC étaient utilisées pour une mole de SIgA alors que 10 moles étaient utilisées pour une
mole de SIgM. Le complexe était associé grace a une liaison covalente rendue possible par le
sulfo-KMUS (0,48mg/mL final, Thermofisher, 21111). La SIgA était ensuite dessalée (Fisher
Scientific, 10753007) puis I’ Ag était ajouté. Apres la formation de la liaison a RT pendant 30min,

la construction était conservée a 4°C.

Digestion a la papaine

Les IgA dimériques seules ou couplées avec I’antigene SseB ont été digérée sur de la papaine

immobilisée (Thermo scientific, 20341) selon les instructions du fournisseur. En bref, 300ug
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d’IgA couplées ou non étaient incubés sur la nuit a 37°C sous agitation dans du phosphate de
sodium (20mM), de ’EDTA pH 7 (10mM), de la cystéine-HCI (20mM) a pH 7 et avec la papaine.
Les IgA étaient séparées de la papaine par centrifugation et 1,5mL de Tris-HCl a pH 7,5 (10mM)

étaient ajouteés.
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Figure 27 : Western blot confirmant la digestion enzymatique des IgA par la papaine.
(1) dIgAC5 murine. (2) dIgAC5 digérée a la papaine. (3) dIgAC5 couplée a SseB via le Sulfo-
KMUS. (4) dIgAC5-SseB digérée a la papaine

Test d’activation des TLR in vitro a I’aide de lignées cellulaires

Les lignée cellulaires HEK293 n’exprimant pas de TLR (hTLR-), seulement le TLR1/2 (hnTLR2),
le TLR3 (hTLR3), le TLR4 (hTLR4), le TLR5 (hTLR5) ou le TLR9 (hTLR9) (Invivogen) ont
été incubés en plaque 96 puits avec SseB (30ug/mL) ou avec les ligands de leur TLR soit
respectivement Pam-2 (0,1ng/mL, InvivoGen), Poly 1:C (100ng/mL, InvivoGen), LPS K1
(Ing/mL, InvivoGen), flagelline (20ng/mL, InvivoGen), CpG ODN 2006 (3pg/mL, InvivoGen).
Les cellules étaient lavées puis incubées en milieu Hek Blue. La DO était mesurée 24h aprés a
630nm.

Injection de protéines en anse intestinale chez la souris

Les antigénes SseB et OmpC étaient couplés a la Cyanine 3 (Cy3 fast Conjugation Kit, Abcam,
ab188287) a raison de 200ug d’antigéne pour 100ug de réactif de conjugaison. Les Antigénes
étaient ensuite couplés aux Ig suivant le protocole précedemment décrit. Pour la préparation des
anses intestinales, les souris étaient mises a jeun la veille, anesthésiées par 1’injection intra-
péritonéale de kétamine et xylazine (respectivement 100 et 10 mg/kg). La température des souris
était maintenue a 37°C durant la durée de la chirurgie. Les solutions de SseB-Cy3, SIgAC5-SseB-
Cy3, SIgMHF5-SseB-Cy3, OmpC-Cy3, SIgAC5-OmpC-Cy3 et SIgMHF5-OmpC-Cy3 étaient

administrées a 0,2mg/mL (PBS) dans une anse intestinale contenant une PP jusqu’a ce que I’anse
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soit gonflée. Aprés minimum 1h, les souris étaient mises a mort par dislocation cervicale et la
portion d’intestin était prélevée et lavée au PBS. L’intestin était fixé O/N & RT dans 4% de
paraformaldéhyde et inclus dans une solution d’OCT (optimal cutting tissue). Des sections de 7-
8 um (Leica Microsystems, Leica cryostat model CM1950) etaient fixées sur des lames (VWR,

631-0099) et directement observées au microscope a épi fluorescence (Nikon Eclipse Ti-S).

Modeéle inversé in vitro d’épithélium humain associé au follicule

Le modele de transport était basé sur la méthode décrite par (326) et modifiée par Rochereau et
al (11). Briévement, 3x10° cellules épithéliales humaines Caco-2 étaient disposées sur des
transwells avec pores de 10um (Sigma, CLS3402). Ces derniers étaient retournés a J1 puis la
résistance transépithéliale (TEER) était mesurée (Millicell-ERS Ohmmeter, Millipore) jusqu’a
atteindre une TEER de 350-40092. La lignée cellulaire Raji de lymphocyte B humains était ensuite
rajoutée (5x10° cellules) sur la moitié des transwells au niveau basal jusqu’a une diminution

d’environ 100Q2 dans la condition avec Raji par rapport a celle sans Raji.

Transport des complexes 1g-Ag dans le modele inversé

Le transport des Ig-Ag se base sur la méthode utilisée par Rochereau et al (11). Rapidement, les
transwells contenant le modele épithélium intestinal humain étaient retournés et insérés dans des
tubes de silicone. La partie apicale hermétiquement isolée était remplie de milieu DMEM complet
puis les échantillons étaient injectés a la concentration indiquée selon 1’expérience. Apres 90 min
d’incubation a 37°C, le milieu contenu dans la partie basale était prélevé et conservé a -20°C

avant titration par ELISA.

Culture de la souche SL1344 de Salmonella enterica Typhimurium

La souche SL1344 de Salmonella enterica Typhimurium a été fournie par le Dr Blaise Corthésy.
Le stock glycérol (milieu lysogeny broth (LB), streptomycine 90ug/mL, 15% glycérol) était
prélevé avec une anse et étalé sur gélose LB (streptomycine 90pg/mL, agar 15g/L) afin d’obtenir
des colonies isolées. Aprés 24h d’incubation a 37°C 5% CO», une colonie était prélevée et déposee
dans 3mL de LBstep liquide (streptomycine 90ug/mL). Apres une nuit a 37°C 5% CO, 120uL
étaient dilués dans 3mL de LBstwep. La densité optique (DO) était mesurée et les bactéries étaient
incubées a 37°C 5% CO; sous agitation. Les bactéries ont ensuite éte titrées sur gélose LBstrep a
différents temps d’incubation, permettant d’établir une courbe de croissance de la souche SL1344

avec une équivalence entre DO et Colony-forming unit (Cfu).
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Figure 28: Modélisation théorique de la courbe de croissance de Salmonella enterica
Typhimurium SL1344.

Infection orale par Salmonella chez la souris

La souche SL1344 en phase de croissance était diluée aux concentrations de 1x10® Cfu/mL, 1x10’
Cfu/mL, 1x10° Cfu/mL, 1x10° Cfu/mL dans du PBS (selon la concentration théorique et vérifiée
le lendemain par titration). Les souris BALB/c de 7-9 semaines étaient infectées avec 100uL de
bactéries par gavage. Leur poids était mesuré chaque jour. Les souris étaient mises a mort en cas
de perte de plus de 20% de poids par rapport au groupe de souris non infectées et/ou en cas de
score >6 par rapport aux criteres établis dans la fiche de suivi clinique ci-dessous. Par la suite, les
souris étaient infectées avec une dose théorique de 5x10° Cfu de Salmonella et réelle comprise
entre 1x10° et 1x10° Cfu.
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Table 9: Fiche de suivi clinique appliquée aux souris infectées par S. Typhimurium.

Points d'observation Valeur
Poids (souris/témoin) 6
Liés a l'infection
Diarrhées 6
pelage luisant, plagué contre la souris 0
Aspects physiques Pelage terne 1
Pelage trés terne, hérissé, absence de nettoyage 2
Yeux ronds, vibrisses écartées, oreilles décollées 0
Aspects faciaux Yeux resserrés, vibrisses regroupées, oreilles 3
rabattues
Pas de signes particuliers 0
Aspects Modification du comportement exploratoire 1
comportementaux Dos vo(té, crispations au niveau du ventre 2
Prostration, isolement du groupe dans la cage 4
Réaction a un stimulus 0
Lors de la Réaction aux stimuli, vocalisations, comportement 1
manipulation agressif
Absence de réaction aux stimuli, apathie 2
TOTAL
<4 Pas de procédure de gestion de la douleur
=5 Alerte du concepteur, isolement de |'animal
>6 Sortie de |I'animal de la procédure

Suivi de la distribution de Salmonella aprés infection in vivo

Des souris BALB/c de 7 semaines étaient infectées avec 1x10” Cfu par gavage. Des mises a mort
étaient effectuées a J4, J5, J6 et J7 post-infection. Le foie, la rate, les MLN, les PP, de I’intestin
et des feces étaient récupérés dans des tubes préalablement pesés. Les échantillons étaient pesés
et les PP étaient traitées au DMEM complémenté a la gentamycine (100pg/mL) pendant 30min
a 37°C. Les organes étaient écrasés sur tamis cellulaire 70um (Miltenyi) et lavés avec du tampon
de lyse (PBS, 1% Tritton X100). Les feces étaient diluées a 150mg/mL dans du PBS. Apres
centrifugation, le surnageant était utilisé pour la titration. Les échantillons provenant des organes
étaient dilués dans du tampon de lyse et les bactéries etaient déposées sur gélose LB
(streptomycine 90ug/mL) avec un ensemenceur (Interscience, easySpiral®) et puis comptées

grace un lecteur (Interscience, Scan® 1200).

Test de neutralisation de Salmonella

Basé sur les travaux de Mathias et al (134). La souche SL1344-GFP* (Ampicilline te
streptomycine résistante) fournie par B. Corthésy était cultivée comme indiqué précédemment
pour la souche SL1344 en rajoutant de I’ampicilline dans les milieux (75ug/mL). En phase
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exponentielle de croissance, la concentration était évaluée suivant la courbe théorique et la
bactérie était titrée sur gélose (lecture 24h aprés). Les bactéries étaient diluées dans du PBS a
6x107 Cfu/mL. 100uL de bactéries étaient incubés 2h a RT avec 100uL d’Ac a différentes
concentrations. Les cellules Caco-2 étaient décollées avec de la trypsine/EDTA (Sigma) puis
comptées. 1,5x10° cellules (40 bactéries pour une cellule) étaient ajoutées a la mixture
Ac/bactéries dans du DMEM complet pendant 2h a 37°C. Le surnageant était éliminé apres
centrifugation 5min a 1500rpm. Les cellules étaient re-suspendues dans du DMEM complet
gentamycine 100ug/mL a 37°C durant 2h. Les cellules étaient lavées 3 fois au PBS gentamycine
100pg/mL et marquées au 7AAD. Les cellules GFP™ étaient ensuite analysées en cytométrie en

flux.
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Chapitre V : L’impact de la structure des IgA sur leur

capacité a activer la réponse immunitaire adaptative

“Impact of IgA structure on their ability to stimulate adaptive immunity”

ARTICLE ET RESUME

Les IgA sont divisées en deux sous-classes ; IgAl et IgA2, elles-mémes présentes sous forme
monomeérique, dimérique ou sécrétoire. Les IgA1 monomériques sont fortement représentées
dans le sérum et ont été décrites comme ayant des propriétés anti-inflammatoires. Bien que les
IgA2 soient plus résistantes aux protéases de I’intestin, les IgA1 et I[gA2 dimériques et sécrétoires
sont toutes les quatre présentes au niveau des muqueuses. Un réle tolérogene des IgA de forte
affinité contre le microbiote est observé dans ce tissu et semble lié a une réponse thymo-
dépendente alors qu’une réponse thymo-indépendante se traduit par une réponse IgA de faible
affinité contre les pathogenes. Afin d’étudier la fonction des IgAl et IgA2, nous avons testé la

capacité des différents isotypes et isoformes d’IgA a induire une réponse immunitaire.

Nous avons mis en evidence une meilleure affinité des IgA1 pour le récepteur FcaR1I et des IgA2
pour DC-SIGN. Par ailleurs, nous avons confirmé un réle anti-inflammatoire des IgA1l et pro-
inflammatoire des IgA2. Ces réponses sont exacerbées avec les IgA sous forme dimériques et peu
de différences sont observées en présence de la piéce sécrétoire. Malgré des profils d’activation
différents, toutes les IgA sont capables d’activer des LT CD8 cytotoxiques. Enfin, une meilleure
stimulation des moDC par les IgA2 dimériques par rapport aux IgAl dimériques pourrait

s’expliquer par la meilleure capacité des IgA2 a up-réguler leurs récepteurs a la surface des DC.

85



23

24
25
26

27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Impact of IgA structure on their ability to modulate adaptive immunity
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SUMMARY

The role of IgA isoforms and isotypes remains poorly understood, especially in mucosa.
Gayet et al. report that IgA2 induce a pro-inflammatory response leading to a CD8 T cell-
dependent toxicity whereas IgA rather trigger an anti-inflammatory response.

ABSTRACT

Human IgA are defined based on their subclasses i.e either IgA1 or IgA2 isotypes and on their
monomeric, dimeric or secretory conformation. Serum monomeric IgA mainly IgAl are
usually considered as an anti-inflammatory isotype whereas mucosal dimeric and secretory
IgA have clearly dual pro- and anti-inflammatory effects. Here, we show that IgA isotypes
and isoforms mediate different binding abilities to FcaRI, Dectin-1, DC-SIGN and CD71 on
monocytes derived dendritic cells (moDC). We describe that IgA regulate the expression of
their own receptors, triggering modulation of CD1a” moDC maturation. We also demonstrate
that dimeric IgA2 induce a pro-inflammatory response whereas dimeric IgA 1 rather trigger an
anti-inflammatory response. In addition, the stimulation of DC by the two isotypes leads to
cytotoxic CD8" T cells activation. Our study particularly pave the way for further
investigations on IgA/receptors interaction, IgA-mediated CD8™ T cells activation pathway
and IgA response with or without antigen binding which could definitively determine the

inflammatory and tolerogenic IgA mechanisms.
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INTRODUCTION

With a production of around 75 mg/kg/day (Macpherson et al., 2012), human
immunoglobulin A (IgA) are the most secreted antibodies by comparison with IgG
(~22mg/kg/day) or with IgM (~7mg/kg/day). In particular, IgA is the main antibody isotype
represented in mucosal fluids, comprising vaginal and gastric secretions but also saliva and
colostrum (Woof and Mestecky, 2005). IgA can be produced as a monomeric (mIgA) or a
dimeric (dIgA) form after binding with J-chain. The secretory form (SIgA) is generated by
recovering a fragment of the polymeric immunoglobulin receptor (pIgR) during epithelial

transcytosis (Brandtzaeg and Prydz, 1984).

Human IgAl and IgA2 differ by the size of their hinge region between the Cal and Ca2
regions, their shape, their amino acid sequence and especially their glycosylation profiles
(Zhou and Ruprecht, 2014) (Kerr, 1990). IgA1 contains two N-linked glycosylation and five
O-glycosylation sites whereas IgA2 is devoid of O-glycosylation but contain two additional
N-glycosylation sites (Kerr, 1990). Both the J-chain and the secretory component (SC) also
have their own glycosylation sites (Huang et al., 2015). The proportion of IgA1l is globally
higher (~85%) as compared to IgA2, especially in the blood, the spleen (~95%), the nasal
mucosa (~96%), the proximal small intestinal mucosa (till 84%) or the colostrum (~65%)
(Kerr, 1990; Kett et al., 1986). IgA2 are preferentially found in colonic fluids (~65%) and the
female reproductive system (Kerr, 1990) (Brandzaeg, Immunol Rev, 2005). IgA are mainly
monomeric in the serum (80% to 99% depending on the individual) (Woof and Kerr, 2006)
whereas mucosal IgA are predominantly dimeric. Human IgA were described to bind several
receptors such as the Fca receptor I (CD89) (Lu et al., 2011), the transferrin receptor (CD71)
(Moura et al., 2001), dectin-1 (CD369) (Rochereau et al., 2013) or Dendritic Cell-Specific
Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN/CD209) (Baumann et
al., 2010).

Serum IgA are derived from plasma cells in the bone marrow whereas dIgA are produced by
plasma cells from the /amina propria beneath the mucosa epithelium (Lycke and Bemark,
2017). They have been extensively studied since their function, called immune exclusion, is
the first line of protection in mucosal surface. This consists of commensal or pathogen
bacteria shaping by respectively low- or high-affinity IgA, impeding their entrance in
intestinal epithelium. Nevertheless, in addition to this anti-inflammatory function, dIgA and

SIgA were recently described as pro-inflammatory actors in mucosa by recruiting neutrophils
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(Heineke et al., 2017) or by transporting mucosal antigens (Ag) to Ag presenting cells (APC)
such as macrophages and dendritic cells (DC) in /amina propria or Peyer’s Patches. In this
case, inflammation was induced after IgA recognition by receptors such as the CD71
transferrin receptor (Woof and Mestecky, 2005). Given the role of IgA in the microbiota
selection from the first years of life, an IgA-dependent regulation was supposed between
defense mechanisms against pathogens and the antibody-mediated immunoselection (AMIS)
(Bunker et al., 2017; Kubinak and Round, 2016; Macpherson et al., 2018). mIgA are mainly
described for their anti-inflammatory effect in the serum (Mkaddem et al., 2014) even if a
study recently described a pro-inflammatory effect FcaRI,Fca/microR (CD89)-dependent
Hansen, 2018 #49}.

Roles of IgA are highly diverse and would deserve to be further investigated. Differential
interactions of IgA isotypes and isoforms with their receptors, such as C-type lectin receptors,
could explain the diversity of immune responses. In addition, location of dIgA in the mucosa
areas compared to serum monomeric IgA could result in different immune functions. Finally,
both IgA1 and IgA2 are found in mucosal secretion, raising the question of their respective
local functions. Here, we aimed to clarify the difference between IgAl and IgA2 in their
ability to bind to DC and to induce pro- or anti-inflammatory response. The
immunostimulatory effects of polymeric IgA vs monomeric IgA were then compared to

understand their potential effect in the human body.
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RESULTS

IgA1 and IgA2 bind to different receptors on moDC populations

To determine whether the binding capacity of IgA isotypes and isoforms on APCs was
different, the interaction of monoclonal mlgA, digA and SIgA IgAl and IgA2 to IgA
receptors on human dendritic cells (DC) was compared. Interestingly, we described for the
first time the expression of CD89, CD71 but also CD369 and CD209 on moDC surface (Fig.
1A and B). Moreover, none of the receptors was ubiquitously displayed on moDC
(Supplementary Figure S1a), suggesting either the presence of different subsets of moDC or
a heterogeneous expression of IgA receptors on moDC. In addition, some moDC displayed
intracellular IgA signal without detectable staining for a single specific receptor
(Supplementary Figure Sla) suggesting either internalization and degradation of this
receptors after IgA binding or the uptake of IgA by another receptor. mIgAl and mIgA2
bound specifically to the four receptors but mIgA1/CD89 co-localization present the highest
staining intensity (Fig. 1A) which suggest both a high expression of CD89 on moDC and a
high recognition of mlgAl by CD89. In contrast, more intense co-localization staining
between mIgA2 and CD369 and CD71 seemed to occur (Fig. 1B). Globally the same number
of co-localizations spots was observed between dIgA and SIgA, suggesting a low effect of SC
association for binding to receptors (Fig. 1A and B). Binding of dIgAl with the four
receptors seems to be lost (Fig. 1A) whereas dIgA2 keep their ability to bind CD89, CD369

and CD209 compared to their monomeric form (Fig. 1B).

The binding affinities of IgA isotypes on different receptors were then compared using ELISA
and microscale thermophoresis by increasing ligand/receptors molar ratio. We firstly
observed a 10-fold higher affinity of mIgAl than mIgA2 to the CD369 (Supplementary
Figure S1c) and 3-fold to the a-chain receptor CD89 (Fig. 1C) with respective Kd of 2uM to
6uM (Supplementary Figure S1b). In contrast, mIgA2 bound CD209 with a 30% better
affinity than IgAl (Supplementary Figure S1d). We were not able to clearly measure the
affinities of IgA isotypes and isoforms to CD71 (Fig. 1E and Supplementary Figure Sle). A
stronger affinity of dIgA1 compared to mIgA1l was observed on CD89 (Fig. 1C). In contrast,
dIgAl affinities with CD369 and CD71 were quite equivalent (Fig. 1D and F) or slightly
lower for CD209 (Fig. 1E). dIgA2 affinity decreased for CD89, disappeared for CD369 and
CD71, but increased for CD209 when compared to mIgA2 (Fig. 1C, D and F). When
comparing dIgA2 and dIgAl, the former interacts better with CD209 (Fig. 1E), whereas the
latter displayed increased affinities for all the other receptors (Fig. 1C, D and F).

5
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We further wondered whether IgA uptake was affected by the profile of IgA receptors
expressed on moDC by flow cytometry. Interestingly, almost no IgA™ moDC were observed
when the cells expressed only one IgA receptor, suggesting the requirement of at least two
receptors to significantly increase the IgA internalization by moDC (Fig. 1G). In contrast, the
frequency of IgA" cells rose around 2-, 3- and 4-times for moDC expressing respectively two,
three and four receptors, indicating a proportional correlation between the expression of IgA
receptors on DC and their ability to internalize IgA (Fig. 1H). No difference in IgA" moDC
profile was observed with the various isoforms (Supplementary Figure S1f). A predominant
role of CD209 and CD369 for IgA uptake was suggested since 90% of I[gA™ cells expressed at
least these two receptors (Fig. 1I). The majority of CD209 and CD369-expressing cells IgA™
cells only expressed these two receptors (>80%) whereas less than 10% also expressed either
CD89 or CD71 and less than 10% expressed the four receptors (Fig. 1G). A 2-fold higher
proportion of quadruple positive cells was observed with IgA1 compared to IgA2, suggesting
a more important role of CD89 and CD71 in IgAl than IgA2 internalization. Thus, we
emphasized a different binding of IgA isotypes to the CD89, CD369, CD209 and CD71

expressed on moDC.

Dimeric IgA2 induce an over-expression of their own receptors on DC surface.

moDC had been described as divided into two subsets discriminated by the expression of the
surface marker CDla (Supplementary Figure S2a) and displaying different functions
(Chang et al., 2000; Gogolak et al., 2007). Therefore, we wondered whether one of the IgA
isotypes or isoforms preferentially bound CD1a” (mDC2) or CD1a" (mDC1) moDC subset.
First, the expression levels of the IgA receptors were determined on moDC. Without any
stimulation, moDC constitutively express CD209, CD369 and slightly CD89 but did not
express CD71 (Fig. 2A and Supplementary Figure S2b). The absence of CD71 expression,
not observed in immunofluorescence, might be due to the antibody used or the absence of
IgA. At steady state, mDCI1 displayed the same expression level of CD89 on their surface
than mDC2 cells (Fig. 2B). In contrast, a significant 20% higher CD209 expression (Fig. 2C)
whereas a 30% lower amount of CD369 (Fig. 2D) were observed on CD1a" cells compared to
CDla cells. The uptake of IgA isotypes and isoforms by mDC1 and mDC2 were then
compared. No difference of dIgA2 and SIgA2 uptake was noticed between CD1a” and CD1a*
subsets whereas the proportions of IgA”™ cells in CDla” moDC after mIgA2, mIgAl and
particularly dIigAl and SIgAl incubation were increased respectively by 35%, 60%, 100%
and 90% compared to CD1a" subset (Fig. 2E). Interestingly, 2-fold and 1.6-fold increases of
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IgA™ cells were observed with mIgA2 compared to mIgAl on CDla" and CDIla cells,
respectively (Fig. 2E). A 2-fold and 6-fold reduction of IgA™ cells proportion were observed
with dIgA1l or dIgA2 on CDla" and CDla" cells respectively compared to their monomeric
counterparts (Fig. 2E). These results indicated both a higher interaction of mIgA isotypes
with moDC than dIgA or SIgA and a higher ability of mDC2 cells to internalize IgA than
mDCI subset.

We then hypothesized that IgA binding could induce the up-regulation of their receptors. A 2-
fold CD71 over-expression on moDC after a treatment with TNF-a, IL-1f and IL-6
(Supplementary Figure S2e) as previously described (Pasquier et al., 2004) was confirmed.
A 1.5-fold over-expression of CD89 on CDla  cells with the cytokine cocktail
(Supplementary Figure S2f) was also observed compared to non-stimulated moDC.
However, treatment of moDC with mlIgAl, dIgAl, SIgAl or mIgA2 did not significantly
increase CD71 and CD89 expression (Fig. 2F and I, Supplementary Figure S2e, f). In
contrast, these isotypes and isoforms increased CD209 and CD369 surface expression on
CDla" cells by 45% and on CDla" cells by 25% (Fig. 2G and H, Supplementary Figure
S2g, h), suggesting that CD1a" cells were more affected by the IgA-dependent modulation of
receptors expression. A 2-fold and 3-fold over-expression of CD71 and CDg89, respectively,
were observed when CD1a’ cells were incubated with dIgA2 compared to the other isoforms
and isotypes (Fig. 2F and I). While dIgA2 induced the same level of IgA receptors up-
regulation as dIgA1 or mIgA on CDla" cells (Fig. 2F, G, H and I), a 2-fold increase of CD89
(Fig. 2F), 1.4-fold increase of CD369 (Fig. 2G), 1.2-fold increase of CD209 (Fig. 2H) and 3-
fold increase of CD71 (Fig. 2I) were observed between dIgA2 and mIgA2 or dIgAl
conditions on CD1a cells. Thus, we pointed out the capacity of IgA1 and IgA2 to increase the
expression of CD209 and CD309, two receptors highly involved in IgA uptake, especially on
mDCI1 surface. Interestingly, in spite of a lower internalization of dIgA compared to mIgA,

dIgA2 were able to up-regulate their own receptors.

Dimeric IgA efficiently mature moDC

Since both IgA isotypes and isoforms were differently taken up by moDC, we wondered
whether they also differently stimulated moDC. Even if lipopolysaccharide (LPS) treatment
globally triggered the same effect between activation markers expression of CD1a" and CDl1a®
cells (Supplementary Figure S3a), only significant increases of CD40, HLA-DR, CD86 or
CD40 and HLA-DR were observed respectively on CDla* and CD1a™ cells (Fig. 3A). We

avoided an endotoxin effect of our IgA purification process by using polymyxin B. In this

7
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case, a conserved ability of moDC to be activated with a cytokine cocktail was observed (Fig.
3B, Supplementary Figure S3b). mIgA had a limited effect on the expression of co-
stimulatory molecules on moDC. Only 10% down-regulation of CD86 and 20% up-regulation
of CD80 were observed on CDla cells (Fig. 3A, Supplementary Figure S3a, and b). A
CDB86 overexpression of at least 25% on CDla cells and significant increases of HLA-DR
and CD40 expression on CDla" and CDla" cells surface were observed with dIgAl and
dIgA2 compared with no treatment (Fig. 3B and Supplementary Figure S3b). Furthermore,
dIgA1l and dIgA2 significantly increased respectively CD86, CD40, HLA-DR and CD40,
HLA-DR expressions on CDla" compared to mIgAl and mIgA2 (Table 1). In addition,
dIgA1l and dIgA2 significantly increased respectively CD86, CD40 and HLA-DR expressions
on CDl1a” compared to mIgA1l and mIgA2 (Table 1). Moreover, a 2-fold higher expression of
surface HLA-DR and CD86 or only CD86 were observed on CD1a" cells (Fig. 3C) or CDla
cells, respectively (Fig. 3D), after dIgA2 stimulation compared to dIgAl. Thus, the mDC2
subset seems to be more efficiently activated by IgA, with the dimeric isoform displaying the

strongest effect.

dIgA2 and dIgAl induce opposite inflammatory profiles in moDC

In order to characterize the immune profile triggered by the various IgA isoforms and
isotypes, we performed transcriptomic analysis of IgA-treated moDC (Supplementary
Figure S4a, b, c¢). Even though CD40 ligand (CD40L) was up-regulated with both mIgA1 and
mlIgA2, the latter differently regulated RNA expression of moDC (Fig. 4A). mIgAl increased
more than 2-fold the expression of genes involved in immune cells attraction such as
chemokine (C-C motif) ligand 8 (CCLS8), CD40, interleukin (IL)-16 and the transporter
associated with antigen processing-associated glycoprotein (TAPBP) (Fig. 4A). In contrast,
mlgA2 induced the over-expression of two adhesion molecules Intercellular Adhesion
Molecule 2 (ICAM-2) and CD2 that are involved in the interaction between moDC and
adaptive immune components (Fig. 4A). Gene expression profiles after dIgA and SIgA
activation, which were quite similar, were then compared to the one induced by the mIgA
(Fig. 4B, C). More than 20 genes were down-regulated with dIgAl (Fig. 4B) stimulation
whereas 18 (Fig. 4C) were over-expressed with dIgA2 compared to their respective
monomeric forms. While genes already over-expressed by mIgAl (Fig. 4A) were still up-
regulated 4-fold for CD40 or 3.6-fold for TAPBP with dIgAl (Fig. 3B), dIgA2 modified
expression of novel genes compared to mIgA2 (Fig. 4C). Both dIgAl and dIgA2 induced
over-expression of (i) T cells chemo-attractants CCL5 and its receptors CCR1 and CCR3 for
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dIgAl (Fig. 4B) and CXCL10, CCLS or the 15-fold over-expressed CCL19 for dIgA2 (Fig.
4C) (ii) genes involved in T cell activation such as the major histocompatibility complex
(MHC)-1 HLA-A for dlgA1 (Fig. 4B) or IL-12A and IL-12B, ICAM-1 and CD80 with dIgA2
(Fig. 4C). In contrast, dIgA1 down-regulated whereas dIgA2 over-expressed genes involved
in (i) immune cells attraction such as CXC12, CCL16, CCL8 or CCL2 for digA1l (Fig. 4B) or
neutrophils chemo-attractant CXCL8, CXCL1, CXCL2 and CCL3 for digA2 (Fig. 4C) (ii)
pro-inflammatory response such as IL-6, IFN-y, RELB or NFKB1 (Fig. 4B and C) (iii) T
helper cells activation and differentiation such as IL-12A and B, IL-2, HLA-DPA1 which
were affected by dIgAl, especially the 5-fold down-regulated TNFSF11 (Fig. 4B). All
together, these results indicate a low influence of SC in DC activation but also different gene
expression induced by IgA1 and IgA2, which is accentuated by the dimeric/secretory isoforms

toward an anti-inflammatory profile for IgA1 and pro-inflammatory for IgA2.

In order to get further insights into the effect of IgA interaction with moDC, cytokine
production was measured in the culture moDC supernatants (Supplementary Figure S4d).
Globally, similar effects on cytokine secretion were observed between dimeric and secretory
IgA. In contrast, the dimeric isoforms were much more potent than the monomers to stimulate
cytokine production by moDC. TNF-a and IL-6 levels were increased 5-fold and 10-fold by
dIgA1l (Fig. 4D) and 33-fold and 700-fold by dIgA2, respectively (Fig. 4E). In addition, an
increase of around 1.5-fold of IL-16 was observed with dIgAl and IL-23 secretion was
increased by 4-fold after stimulation with dIigA2 (Fig. 4E). Dimeric IgA also induced anti-
inflammatory cytokines production such as IL-10, which was increased by 1.6 with dIgAl
(Fig. 4D) or 7 with dIgA2 (Fig. 4E). Although a similar secretion of the T cell
chemoattractant IL-16 was observed between dIgAl and dIgA2 stimulation, dIgA2 induced a
higher pro-inflammatory cytokines secretion such as TNF-a (~80-fold), IL-6 (~2-fold) and
IL-12p40 (~20-fold) combined with IL-23 (~5-fold) than dIgAl (Supplementary Figure
S4e). Our results indicate a stronger effect of dimeric forms on gene transcription and
cytokine secretion compared to monomeric forms. In addition, the effect of dIgA2 was

stronger than dIgA 1 and oriented towards a pro-inflammatory profile.

IgA2 induce a stronger activation of cytotoxic CD8 T cells than IgA1

To assess the quality of DC conditioning with the different IgA isotypes and isoforms, we
compared the ability of mIgAl and mlIgA2 to induce T cell proliferation in a mixed
lymphocyte reaction. Hardly any increase in the proportion of activated CD25" CD4" T cell
was observed in the presence of moDC incubated with IgA1 or IgA2 (Fig. SA). Interestingly,
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whereas only a limited effect was induced by mlgAl, a significant 1.4-fold increase of

CD25"CDS8" T cell proportion was observed after mIgA2 stimulation (Fig. 5B).

We then used an established model of in vitro priming to test the influence of IgA1 and IgA2
isotypes on the induction of CD8 T cells specific for a model antigen (e.g. Melan-A) from
naive T cells (Lissina et al., 2016). Melan-A-specific CD8 T cells were primed in both the
presence of mIgA1 or mIgA2 (Fig. 5C). Interestingly, the presence of mIgA2, but not mIgAl,
yielded a higher expression of the transcription factor T-bet (Fig. 5D, Supplementary Figure
S5a) within primed T cells, which was not the case for Eomes (Fig. SE). This was
accompanied by trends towards higher expression in granzyme B (Fig. 5F, Supplementary
Figure S5a) and perforin (Fig. 5G, Supplementary Figure S5a) expression in Melan-A
specific T cells in mIgA2 conditions, unlike mIgA1l conditions. The effect of IgA2 was
enhanced with its dimeric form whereas dIgAl conserve an absence of T cell activation
(Supplementary Figure S5b). Taken together, these findings show that both monomeric
IgA1 and IgA2 can promote the induction of antigen-specific CD8 T cell responses, but with
a highest potential and Thl bias for the IgA2 isotype.
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DISCUSSION

In this study, we aimed to clarify the ability of different IgA isotypes and isoforms to interact
with putative receptors expressed on moDC and the related immune effector function. We
have found that IgA1 preferentially bind the FcaRI whereas IgA2 affinity is higher for DC-
SIGN. In addition, their respective affinities are increased with the dimerization. We also
highlighted that IgA modulated the expression of their own receptors in CDla* and CDla
cells, two moDC subsets which differently behaved with IgA. Indeed, we demonstrated that
IgA1 stimulated DC, especially CDla" cells, toward an anti-inflammatory response whereas
IgA2 would be rather pro-inflammatory and that these responses are enhanced by dimeric
forms. Such immune profiles may engage various pathways leading to the observed priming

of functional cytotoxic CD8" T cells.

“Classical” moDC called mDC1 were described as CD1a expressing cells, secreting a high
amount of IL-12p70 and inducing a Thl differentiation (Cernadas et al., 2009). However, a
study described the presence of a functionally distinct cell subset, called mDC2 cells, which
did not express the CD1a marker (Chang et al., 2000). Our study further describes differences
between mDC1 and mDC2 (Chang et al.,, 2000; Gogolak et al., 2007) such as diverse
expression profiles of IgA receptors at steady state and differential responses to interaction
with IgA isotypes and isoforms. Indeed, expression of surface activation markers was
modified only on mDC2 after a mIgA stimulus at the opposite of LPS effect, suggesting that
this subset is more sensitive to the mIgA effect rather oriented towards an anti-inflammatory
pathway. Functional studies of individual mDC1 or mDC2 subsets could specify more
precisely their role in the modulation of immunity in response to interaction with IgA

molecules.

The FcaRI (CD89), the transferrin receptor (CD71) and the DC-specific ICAM-3 grabbing
nonintegrin (DC-SIGN/CD209) were found to be expressed respectively on blood myeloid
cells (Monteiro and Van De Winkel, 2003) and on moDC (Geijtenbeek et al., 2000a; Pasquier
et al., 2004) (Geijtenbeek et al., 2000b). We similarly observed their expression on CD1a" and
CDla” moDC and additionally demonstrate that Dectin-1 (CD369) is expressed on moDC
cells. FcaRlI is a transmembrane receptor which interacts with the Fc domain of both IgAl
and IgA2, with a higher avidity for immune complexes than monomeric or dimeric IgA. The
presence of alternative IgA receptors was suggested by addition of anti-FcaRI antibody on

moDC which did not abrogate IgA binding (Heystek et al., 2002). CD71 was described as an
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IgA1 specific receptor, with a higher avidity for monomeric IgA on Daudi cells (Moura et al.,
2001). Since incubation with mannose decreased SIgA binding on moDC, competition with
C-type lectins receptors which might bind glycosylations was suspected. Thus, DC-SIGN on
Chinese hamster ovary (CHO-S) and THP-1 cells and Dectin-1 on intestinal epithelial cells
were shown to specifically bind SIgA (Baumann et al., 2010; Rochereau et al., 2013). Our
study demonstrates a higher affinity of IgAl, especially dimeric IgAl, for CD89 and a
specific binding of IgA1l to CD71 together with a very low binding of IgA2 on CD71. We
also show here the expression of both DC-SIGN and Dectin-1 on moDC and their binding to
IgA, with a higher affinity of IgA2 and especially dimeric IgA2 for DC-SIGN. Thus, our
results suggest a potential regulatory function of IgA that depends more particularly on the
expression of DC-SIGN and Dectin-1 on DC. Since DC-SIGN (i) is highly expressed on
moDC (ii) preferentially binds IgA2, especially dIgA2 and (iii) its expression is increased by
dIgA2, one could hypothesize that these processes contribute to the stronger immune
activation observed with dIgA2. As DC-SIGN is involved in DC interaction with T cells via
ICAM3 (Geijtenbeek et al., 2000b), its up-regulation by dIgA2 could play a role in CD8 T
cell activation. Based on our observations, it would be interesting to study the pro- or anti-
inflammatory effect of IgA molecules in relationship to receptor expression in various cells

and tissues as for example in mucosa.

Except their role in IgA nephropathy (Fabiano et al., 2016), serum monomeric IgAl were
thought to play a minor role in immunity whereas both the proportion and the function of
monomeric [gA2 remain to be clarified. Monomeric IgA induce anti-inflammatory response
in absence of antigen via the FcoRI (Pasquier et al., 2005), for example by inducing death of
activated neutrophils (Wehrli et al., 2014). A role for other receptors has been suspected since
inhibition of Th17 cell response by mIgA occurred independently of FcaRI and DC-SIGN
(Saha et al., 2017). Our results also demonstrate an anti-inflammatory response induced by
mlgA1 with (i) down-regulation of the CD86 co-stimulatory molecule and (ii) absence of pro-
inflammatory genes up-regulation and cytokine production. Interestingly, we also demonstrate
a mIgA1/CTL pathway with induction of (i) CCL8 and IL-16 expression, two T cell chemo-
attractants (Cruikshank et al., 2000) (ii) proteins involved in T cell activation such as CD40 or
TAPBP, a molecule involved in MHC-I processing (Sadasivan et al., 1996) and (iii) a mIgA1-
dependent CD8" cytotoxic T cells differentiation and activation. In this context, further
investigations focusing on a potent regulatory role of this cell population, e.g. involving

killing pro-inflammatory cells, are worth to pursue.
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One important function of dimeric IgA is to impede inflammation. This process is mediated
either by immune exclusion or by direct effects such as induction of tolerogenic DC via SIgA
binding on DC-SIGN (Diana et al., 2013). Interestingly, we demonstrate that digA1l amplify
the anti-inflammatory effect of mIgAl on moDC. Indeed, dIgAl (i) downregulate pro-
inflammatory genes in moDC, (ii) may induce T cell recruitment via CCLS and IL-16
chemoattractant (iii) promote CD8 T cell response. The high secretion of IL-12p40 in absence
of IL-12p35 or pl9 counterparts to form respectively IL-12p70 or IL-23(Teng et al., 2015)
could indicate the formation of the IL-12p80 homodimer, considered as a CD8 T cell or DC
chemoattractant (Cooper and Khader, 2007) (iv) trigger a poor diversity of cytokines secreted
in a very low quantity compared to dIgA2 except for IL-16 and IL-21. Besides, some studies
showed anti-inflammatory properties of TNF-a and IL-6 depending on their quantities and
timing of expression (Kassiotis and Kollias, 2001; Scheller et al., 2011) (Gillessen et al.,
1995).

Dimeric IgA are also involved in pro-inflammatory mechanisms, for example through the
recruitment and activation of neutrophils in mucosa (Heineke and van Egmond, 2017).
Besides, immune complexes could modulate the inflammatory effect described above.
Binding of antigens to mIgA1 forms immune complexes which are internalized by mature and
immature DC via FcaRI to induce a pro-inflammatory response (Hansen et al., 2018; Pasquier
et al., 2004). It would be interesting to investigate the type and amplitude of immune response
induced by dIgAl bound to their specific Ag to potentially observe the same pro-
inflammatory response as mIgA1. This concept would be in adequacy with the dual function
described for mucosal dimeric IgA. Indeed, interaction of IgA with commensal bacteria
induce tolerance whereas interaction with pathogens induce either immune exclusion or pro-
inflammatory response with recruitment of immune cells such as neutrophils (Pabst, 2012)

(Heineke and van Egmond, 2017).

A second explanation of the dual role of dimeric IgA could be that dIgA1 would be in charge
of anti-inflammatory responses whereas dIgA2 would induce a pro-inflammatory response.
Indeed, dIgA2 induce a clear pro-inflammatory response regarding the gene expression and
the cytokine secretion profiles of moDC. Proteins involved in the inflammatory NF-xB
pathway such as RELB or NFKBI1 are over-expressed and TNF-a and IL-6 are highly
produced by DC. In parallel, IL-12p40, which is a subunit of IL-23, is highly secreted
together with IL-23, indicating a potential role of Th17 after moDC activation by dIgA2
(Pfeifle et al., 2017). This result is in accordance with the Th17/IgA axis recently highlighted
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(Milpied and McHeyzer-Williams, 2013). Recruitment of neutrophils by IgA in the intestine
is well documented (Heineke and van Egmond, 2017). In accordance with this finding, we
have observed that dIgA2 induce over-expression of neutrophil chemo-attractants such as
CXCL8, CXCLI1, CXCL2 and CCL3 by moDC. In addition, an alternative observation related
to the dual role of IgA in the intestine is linked to the T cell-dependent (TD) or independent
(TI) induction of IgA production. Indeed, it is suggested that TD response induce high affinity
IgA responsible for the pro-inflammatory response to pathogens whereas low affinity IgA
induced by a TI pathway bind microbiota or inoffensive elements to trigger immune tolerance
(Pabst, 2012). In this context, our results would require more investigation to determine

whether the TI-induced IgA are mostly IgA1 and TD-induced IgA mostly IgA2.

All along our study, we pointed out a limited role of secretory component (SC) in moDC
activation when added to the dimeric form. We might make the hypothesis that SC does not
interfere with effects triggered by dIgA but could be required for immune exclusion
(Corthesy, 2010; Perrier et al., 2006) and for stabilizing dIgA in intestinal environment
(Crottet and Corthesy, 1998). mIgA1 and mIgA2 were also used to stimulate human mucosal
CD11c¢" DC extracted from human biopsies. Our results tend to show similar results between
moDC and DC from human gut (Supplementary Figure S3c¢) but have to be confirmed on
these populations, especially to determine which DC subsets are implicated in IgA regulation.
Indeed, we observed different IgA isotypes and isoforms effects on the various moDC
subsets. Yet several DC have been described in intestinal mucosa such as (i) the CD103" DC,
thought to be involved in Ag presentation in mesenteric lymph node (Farache et al., 2013) or
(ii) the CX3CR1" DC, thought to be involved in Ag capture in lamina propria (Niess et al.,
2005). IgA receptors expression profiles on these populations together with their
inflammatory profile should be explored to confirm our results in a physiological model. The
functionality of cytotoxic T cells represented in the gut such as the intraepithelial CDS8 oo
(Cheroutre et al., 2011) as well as the non-conventional intestinal T cells such as the Mucosal-
Associated Invariant T cells (MAIT) should also be considered to understand the impact of
IgA isotypes and isoforms. Indeed, supernatant of activated MAIT cells induces the
production of IgA by B cells (Bennett et al., 2017) and another study has described a
cytotoxic activity of MAIT cells linked to the presence of CD161 on these cells (Le Bourhis
etal., 2013).
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CONCLUSION

In conclusion, we have demonstrated that while IgA can bind to different receptors displayed
on moDC, dimeric IgA1 present a better affinity for FcaRI and dimeric IgA2 for DC-SIGN.
Our data also highlight an optimization of the anti-inflammatory response induced by mIgA1l
with dimeric IgA1 in the absence of antigen. In contrast, we have pointed out a strong pro-
inflammatory response induced by moDC activated with dimeric IgA2. Interestingly, both
processes lead to activation of cytotoxic CD8 T cells. We have also emphasized a regulatory
role of IgA which induced the overexpression of their own receptors on DC with various
efficiency depending on the isoform. Our study brings out novel information on the
relationship between IgA isotypes and isoforms and their functionality in the modulation of
immune responses. We pave the way toward investigations on IgA and receptors interaction
but also toward the IgA and CD8" T cell pathway. This could explain some pathologies such
as inflammatory bowel diseases induced by an IgA-dependent dysbiosis or the IgA
nephropathy (Fabiano et al., 2016; Ludvigsson et al., 2014). Finally, our data are informative
for the choice of the appropriate isotype and isoform of IgA to serve as mucosal vaccine
vector (Rochereau et al., 2015; Rochereau et al., 2016) depending on the desired immune

response.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors thank M. Zhiguo for his help for confocal microscopy visualization and analysis.
The study was supported by University Jean Monnet, FNS grant to BC and the Auvergne-
Rhone-Alpes region. RG was supported by a fellowship from the ARCI and MSD (France).
This work was financed by research grants from the MSD Avenir program. The authors

declare no competing financial interests.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

R. Gayet designed and performed the experiments and wrote, reviewed and edited the
manuscript. F. Nicoli designed and performed the experiments. M. Paul performed the
experiments. B. Chanut performed the experiments. D. Price provided the tetramer for the
cytotoxic activity measurement. C. Guillon designed the experiments and reviewed the
manuscript. L. Papagno designed and performed the experiments and reviewed and edited

manuscript. B. Corthesy designed the experiments and reviewed the manuscript. G. Bioley

100



436  designed the experiments and reviewed and edited the manuscript. S. Paul designed the

437  experiments and reviewed and edited the manuscript.

101



438

439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461

462
463
464
465
466
467
468
469
470

MATERIALS AND METHODS

Flow cytometry

Cell staining was performed in a buffer containing PBS, FBS (2%) and EDTA (1mM). Dead
cell exclusion was performed with 7AAD (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) or with a
LIVE/DEAD™-488nm staining (Invitrogen, Toulouse, France) for MLR experiment. Staining
antibodies were diluted at 1/200 except specified and cell staining was analyzed with a BD
FACS Canto II cytometer (BD Biosciences). The following antibodies were used for studying
the IgA-receptor profile of human moDC: Anti-CD89 BVS510 (BD Biosciences), anti-CD71
FITC (BD Biosciences), anti-CD369 PE (BD Biosciences), anti-CD209 BV421 (BD
Biosciences), FITC mouse 1gG2a, « isotype control (BD Biosciences), BV421 mouse 1gGl, «
isotype control (BD Biosciences), PE mouse IgG2a, k isotype control (BD Biosciences), BV510
mouse IgG1, « isotype control (BD Biosciences). The following antibodies were used for
testing maturation and phenotype of human moDC: anti-CD209/DC-SIGN BV421 (BD
Biosciences), anti-CD1a APC-Vio770 (Miltenyi Biotec, Paris France), anti-CD14 PE (Miltenyi
Biotec), anti-CD11b PE-Vio770 (Miltenyi Biotec), anti-HLA-DR BV510 (BD Biosciences),
anti-CD80-PE-Vio770 (Miltenyi Biotec), anti-CD86-FITC (Miltenyi Biotec), anti-CD40-PE
(Miltenyi Biotec). The following antibodies were used for testing maturation and phenotype of
DC from human gut: anti-CD68 FITC (BD Biosciences), anti-CD1c PE (BD Biosciences), anti-
CDI11b APC (BD Biosciences), anti-CD11 PE-Cy7 (BD Biosciences), anti-CD103 BV421 (BD
Biosciences), anti-CX3CR1 BV510 (BD Biosciences), anti-HLA-DR APC-H7 (BD
Biosciences), anti-CD80 APC (Biolegend, San Diego, USA). The following antibodies were
used for testing proliferation and activation of human T cells after MLR: anti-CD3 BV510 (BD
Biosciences), anti-CD8 PE-Cy7 (BD Biosciences), anti CD4 APC (BD Biosciences), anti-CD25
PE (BD Biosciences), anti-Ki67 BV421 (BD Biosciences)

Human IgA

Endotoxin-free human monomeric anti-hCD20 mIgA1 and mIgA2 were produced in CHO cells
and purified by affinity chromatography with peptide M. (Invivogen, Toulouse, France). The
dimeric dIgA1l (Nordic Mubio, Susteren, Netherland) were mAb taken from a patient myeloma
with a tested purity around 98%. The dimeric dIgA2 were mAb obtained from an IgA2
hybridoma (clone HF2) immortalized from plasma cells taken from the /amina propria of a
Crohn’s disease patient (DDXK-HuBBB, Dendritics Lyon, france). Clone HF2 supernatant was
concentrated in 100K Amicon (Millipore, France), filtered in 0.22um and purified by affinity
chromatography with peptide M agarose (InvivoGen). Secretory IgA (SIgA) were formed by
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combining equimolar quantity of dimeric IgA and secretory component obtained after culture of

2H2 hybridoma (Crottet et al., 1999).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for IgA/receptors affinity

96-well maxisorp plates (ThermoFisher) were coated O/N with either the CD89 or the CD369
receptors-Fc (R&D systems, Lille, France) or with IgA (for the CD209 and CD71 ELISA).
CD89 and CD369 concentrations began at 6x107 mol/L and serial dilutions were performed
at 1/3 whereas IgA concentration was stable at 6x10® mol/L in PBS. After 2 hours of
blocking (PBS, tween 0.05%, BSA 1%), the plates were washed three times with PBS
supplemented with Tween (0.05%). Either the IgA (6x10™® mol/L) or the CD209 or CD71
(serial dilutions beginning at 4.8x10"® mol/L) receptors-Fc were added and incubated during
2h. After three washes, plates were incubated either with an anti-human IgA HRP (Sigma-
Aldrich) or with an anti-human CD209 (Life technologies, Illkirch, France) or with an anti-
human CD71 antibody (Life technologies). After three washes, plates previously incubated
with the anti-human CD209 or CD71 were incubated with anti-rabbit IgG coupled to
horseradish peroxidase (HRP) (Cell signaling technology). Plates were eventually incubated
with TMB (Tebu-bio laboratories) after 4 last washes during 30min maximum and the
reaction was stopped with hydrochloric acid. The optical density (OD) was read at 450nm
(TECAN).

Microscale Thermophoresis

The recombinant receptors FcaRI (Bio techne R&D systems, Lille, France), Dectin-1 (R&D
systems), DC-SIGN (R&D systems) and the human transferrin receptor CD71 (R&D systems)
all display a N-terminal histidine tag. Coupling of receptor (200nM) with the RED NT-647
(100nM) was performed using « Monolith NT™ His-Tag Labeling Kit RED-tris-NTA »
(NanoTemper technologies, Miinchen, Germany) following the manufacturer’s protocol.
Labeled receptors at 25nM final were added separately to a range of human monomeric IgA1l
or IgA2 (InvivoGen) 2-fold dilutions from 25uM to 0,3nM in PBS, Tween 0.05%, then
loaded in standard capillaries (NanoTemper) for MST measurement.The strength of
receptor/ligand interaction was measured from the diffusion of the labeled molecule in
function of ligand concentration when a temperature gradient was applied on the capillaries,
using a thermophoresis reader (Monolith NT.115, NanoTemper). Kp were calculated from the

titration curves using the MO.Affinity Analysis Software (NanoTemper).
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Monocyte derived dendritic cells (moDC) preparation

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from buffy coats of healthy
volunteers (EFS Auvergne-Rhone-Alpes) by density gradient centrifugation over a lymphocyte
separation medium (Eurobio; Abcys, Courtaboeuf France). Monocytes (CD14") were positively
sorted from PBMC with magnetic beads according to manufacturer’s instructions (Miltenyi
Biotec, Paris France). Differentiation of moDC was induced by culture of monocytes with
complete RPMI medium (RPMI 1640, 10% FBS, 1% penicilline/streptomycine) supplemented
with 100ng/mL of human granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
(Miltenyi Biotec) and 50ng/mL of human interleukin (IL)-4 (Miltenyi Biotec) for 6 days with
addition of fresh medium at day 3. The monocyte differentiation into moDC (CD14", CD11b",
CD209" and CD207°) was checked by flow cytometry.

Human intestinal biopsies

With the patient’s agreement, ileum and colon biopsies were sampled. Samples were chopped
with a scalpel in a petri dish containing complete RPMI medium. After the mechanic
digestion, enzymatic digestion was performed with 10 U/mL of collagenase and 1/500 DNase
(Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) for 20min at 37°C under agitation. Samples
were ground in Medicon (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) and 30um filtered (BD
Biosciences) after 3 washes. Cells were centrifuged at 200g for Smin and resuspended into
hyper complete RPMI medium (RPMI 1640, 10% FBS, 1% penicilline/streptomycine, 2mM

L-glutamine, 1% non-essential amino acids, |0mM Hepes, 1mM sodium pyruvate).

moDC immunostaining for confocal microscopy

LabTek® slides (Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) were treated with 500uL of
Poly-L-lysine (Sigma) and incubated lhr at 37°C. Slides were washed in PBS and dried 1-
2hrs under a safety cabinet. 1x10° moDC/compartment were seeded in complete RPMI
medium O/N at 37°C. After 2 gently washes with PBS, cells were incubated with 6pg of
antibodies in 200puL of complete RPMI at 37°C during 1hr. After 2 PBS washes, cells were
fixed Smin (PBS, 4% formaldehyde), washed again and non-specific sites were blocked (PBS,
BSA 1%) during 15min at RT. Cells were permeabilized (PBS, BSA 1%, Triton 0.1%) 2min
and washed 2 times with PBS. Primary Ab were added lhr at 4°C : 5ug/mL of rabbit anti-
human CD71 (Thermofisher, Illkirch, France), 20ug/mL of rabbit anti-human CD209
(Thermofisher), Sug/mL of rabbit anti-human CD369 (Thermofisher), rabbit anti-human
CD89 (1/500, Abcam, Paris, France), Sug/mL of goat anti-human IgA Alexa 555 (Southern
Biotech, Birmingham, USA). Cells were washed 2 times with PBS and incubated 45min at
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4°C with Spg/mL of the secondary antibody goat anti-rabbit IgG Alexa 488 (Southern
Biotech). Cells were washed with PBS and the nucleus was stained 5-10 min with Draq5
(1/1000, Abcam). After 2 washes, cells were mounted between slide and slip cover with
vectashield (Vector laboratories) and eventually observed with the FLUOVIEW FV1200 laser
scanning confocal microscope at RT (Olympus [X83, Tokyo, Japan) and equipped with the
FV10-ASW4.1 imaging software (Olympus, Hamburg, Germany). The objective was an
Olympus UPlanSApo 60x/1.35 Oil « /0.17/FN26.5. Image processing was performed with

Image] Software.

moDC maturation

moDC were cultured at 1x10° cells/mL in 24 wells plates in complete RPMI medium. A
treatment with 50pug/mL of polymyxin B (InvivoGen) was done except for comparison between
mlgAl and mIgA2 (Fig. 2 and 3). Reagents were then added at indicated concentrations for
moDC stimulation during 24hrs: 500ng/mL of Lipopolysaccharides from E. coli (Sigma),
cytokines activator cocktail composed by 25ng/mL of human IL-1f (Miltenyi), 100ng/mL of
human IL-6 (Miltenyi) and 50ng/mL of human Tumor Necrosis Factor (TNF)-a (Miltenyi), the
various IgA at 12pg/mL.

Expression profile by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
(qRT-PCR)

RNA from frozen pellets of 1-5 x10° activated moDC were extracted thanks to a Quick-RNA
MicroPrep Kit (Zymo Research). Total RNA quantification was performed with a 2000c
nanodrop (Thermos scientific). RNA quality was assessed (Biorad, 700-7103) with the
Experion™ system (Biorad, Marnes-La-Coquette, France). Quantification of a RNA panel
described in Suppl. Fig 4 was done with Qiagen kits for Human dendritic cells (330404,
330523, 330231) and the Applied Biosystems® 7500 system. qRT-PCR results were analysed

with the data Analysis Center of Qiagen following supplier instructions.

Cytokine and chemokines titration

The evaluation of multiple cytokines/chemokines was performed with a Luminex 100
instrument (Luminex, Austin, Tex) in combination with the personalized Bio-Plex human
cytokine panel composed by IL-12p40, IL-12p70, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-21, IL-23 and
TGF-, IFN-a and IFN-B for monomeric forms or IFN-y, IL-16 for comparison between IgA
isoforms (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif). Dosages were performed as specified by

the manufacturer on pure supernatant of activated moDC previously frozen. Cytokine and
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chemokine concentrations were determined with one measure for each condition. IL-16
secretion in supernatant was determined with an ELISA kit on supernatant in duplicate

following the specifications of the manufacturer (Abcam, Paris, France).

Mixed lymphocyte reaction (MLR)

Negative cells recovered after CD14 sorting of PBMC were cultured in complete RPMI
medium with 2,5ng/mL (50 UI/mL) of recombinant human IL-2 (rIL-2, R&D system). The
medium was changed every 3 days until the differentiation and activation of moDC. Before
incubation with moDC, cells were assessed to be mostly live T cells (CD3'CD8" or
CD3*CD4") by flow cytometry. In a 96-wells plate, 1x10° activated moDC were cocultured
with 5x10° allogenic T cells in complete RPMI medium supplemented with rIL-2. A positive
control was performed with T cell incubated without moDC in medium supplemented with
phytohemagglutinin (PHA) at Spg/mL (Sigma Aldrich, L8754). Five days after T cell
stimulation, surface CD3, CD4, CD8 and CD25 staining were performed and cells were fixed
and permeabilized (BD). A Ki-67 BV 421 staining was performed in order to check the

proliferation of T cells.

In vitro priming of antigen-specific CD8* T-cell precursors

Naive precursors specific for the HLA-A2-restricted Melan-A epitope ELA (ELAGIGILTYV;
Melan-A/MART-1 residues 26-35A27L) were primed in vitro using an accelerated dendritic
cell coculture protocol as previously published (Lissina et al., 2016). Briefly, thawed PBMCs
were resuspended in AIM medium, supplemented with FLT3L (50 ng/ml; R&D Systems),
and plated out at 2.5x10° cells/well in a 48-well tissue culture plate. After 24 hours, the ELA-
20 peptide was added (1 uM) and the maturation of resident dendritic cells was induced using
a cocktail of cytokines including TNF (1000 U/mL), IL-1B (10 ng/mL), IL-7 (0.5 ng/mL) and
prostaglandin E2 (PGE2; 1 uM) (R&D Systems). Alternatively, maturation of DC was
induced using ssRNA40 (0.5 pg/mL; Invivogen) or 12pug of IgA isotypes and isoforms. On
day 2, fetal calf serum (FCS) was added to 10% by volume per well. Fresh RPMI-1640
(Gibco) enriched with 10% FCS was used to replace the medium every 3 days. ELA-specific
CD8" T-cell frequency and phenotype were determined on day 10 by flow cytometry.

Directly conjugated mAbs were purchased from commercial sources as follows: 1) anti-CD8§-
APC-Cy7, anti-CCR7-PE-Cy7, and anti—granzyme-B-V450 (BD Biosciences); 2) anti—
CD27-AlexaFluor 700 (BioLegend); 3) anti-CD45RA-PercP Cy5.5, anti—T-bet-Alexa Fluor
647, Eomes PE-eFluor 610, anti—perforin-FITC (eBiosciences). The amine-reactive viability

dye Aqua (Life Technologies) was used to eliminate dead cells from the analysis. Intracellular
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staining for T-bet and Eomes was performed using the Transcription Factor Buffer Set (BD
Biosciences), according to the manufacturer’s instructions. Intracellular staining for granzyme
B and perforin was compatible with this procedure. Staining with all other reagents was
conducted according to standard protocols. Data were acquired using an LSR Fortessa flow

cytometer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software version 9.3.7 (Tree Star).

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with InStat software (version 5.02;GraphPad Software,
La Jolla, Calif). The normality was tested for each data set with both Shapiro-Wilk and
Agostino-Pearson tests. When data could be modeled by a normal distribution, the following
tests were performed depending on the comparison: Student t-test (two means comparison),
one-way ANOVA (multiple mean comparison) with Bonferroni correction (comparison of all
pair of data sets) or Dunnet’s correction (comparison to a control group). Alternatively, non-
parametric tests were performed: Mann-Whitney test (two means comparison), Kruskal-Wallis
(multiple mean comparison) with or without Dunn’s correction (comparison of all pair of data
sets). In case of comparison of two independent variables, a two-way ANOVA test was done.
Results were represented as Mean + SEM. P values of less than 0.05(*), less than 0.01(**), and
less than 0.001(***) were considered significant. Statistically significant differences between
groups are emphasized by bars connecting the relevant columns. If not, the comparison was

automatically with the control group (NS).
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FIGURE LEGENDS
mlgAl mlgA2
digAl 1 cpla’ | 1 digA2
SIgAl 1 CDS80 1 SIgA2
digal | CDla L digA2
SIgAl | CDS80 | SIgA2
digAl 1(**)| cp1a | T digA2
SIgAl 1 (**)| CD86 1 SIgA2
digAl  1(*) | cDIa T digA2
SIgAl 1(*) | CD86 1 SIgA2
digAl 1 (**)| cD1a | 1) digA2

SIgAl 1(**) | HLA-DR | 1  SIgA2
digAl 1 CDla | 1(¥) dIgA2
SIgAl 1 | HLA-DR | 1 (**) SIgA2
digAl 1 (**)| cpla’ | 1(*) digA2
SIgAl 1 (**%)| CD40 |1 (**) SIgA2
digAl 1 (***)| cDla T digA2
SIgAl 1 (**¥)| CD40 1 SIgA2

Table 1. Effect of monomeric and dimeric IgA on the expression of moDC activation
markers

Relative modifications of moDC activation markers expression were obtained by comparing
independently IgA1 (n=17 donors) and IgA2 (n=8 donors) isoforms effect to each other on
moDC markers MFI by flow cytometry. Arrows represent the increase (up arrows) or
decrease (down arrows) tendencies in relative markers expression on either CD1la" or CDla®
cells 24hrs after stimulation with 12pg of IgA. Two-way ANOVA test was used to determine

the significance of mean differences. MFI= Mean fluorescent Intensity.

Figure 1. Different binding of IgA isotypes and isoforms to IgA receptors on moDC.

(A, B) Confocal microscopy of IgA receptors on monocytes derived dendritic cells (moDC)
upon treatment with 12pg of monomeric (mIgA), dimeric (dIgA) or secretory (SIgA) IgAl or
[gA2. From top to bottom: CD89, CD369, CD209 and CD71 were stained (green) on moDC
after one hour of incubation with IgA. Colocalizations (yellow) between receptors and IgA
(red) were evaluated on live cells stained for their nucleus with Draq 5 (blue) thanks to
merged pictures. Pictures are representative of three independent experiments performed with

three different donors. Magnification (x60) (C, D, E, F) ELISA assays were performed to
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compare mIgA1l (continuous red line) and mIgA2 (continuous green line) with dIgA1l (dotted
red line) and dIgA2 (dotted green line) binding to CD89, CD369, CD209 and CD71 (from the
left to the right). Decreasing concentrations of receptors were used with a stable amount of
IgA with either a coating with receptors (C and D) or with IgA (E and F). A one site binding
sitte model was determined from one experiment performed in duplicate for each
receptors/IgA couples with GraphPad® software. (G) After 24hrs of incubation with the
different IgA isoforms and isotypes (data pooled), total moDC from 8 donors were separated
depending on the number of IgA-receptors expressed on their surface (CD89, CD209, CD369
and CD71) by flow cytometry. Proportion of IgA" cells in each subset was then measured by
flow cytometry. A Kruskal-Wallis with Dunn's multiple comparison test was performed. (H,
I) IgA" moDC from 8 donors incubated 24hrs with the different IgA were divided depending
their receptors expression profile observed by flow cytometry. (¥) p<0.05, (**) p<0.01 and
(***) p<0.001.

Figure 2. Relation between receptors expression on moDC and IgA internalization.

(A, B, C, D) Mean fluorescence intensity (MFI) was measured as a marker of CD71 (A),
CD89 (B), CD209 (C) and CD369 (D) expression on surface moDC by flow cytometry at
steady state. Normality and Mann-Whitney tests were used to compare the two means
obtained from 8 donors. (E) Percentages of human IgA* and CDla positive (CDla") or
negative (CDla’) cells among live cells after 24hrs of incubation with the different IgA
determined by flow cytometry. (n=8). Two-way ANOVA was performed to compare the
multiple means. (F, G, H, I) MFI of CD89, CD369, CD209 and CD71 receptors on moDC
stimulated 24hrs with IgA1 and IgA2 isoforms were normalized relatively to non-stimulated
(NS) moDC staining by flow cytometry (illustrated by the line at 100%). Only the expression
of receptors displayed on CDla" or CDla cells having endocytosed IgA (IgA™) were
displayed (n=8 donors). Relative expression means were compared with a two-way ANOVA.

(*) p<0.05, (**) p<0.01 and (***) p<0.001.

Figure 3. moDC activation by IgA1 and IgA2 isoforms

(A) Relative modifications of moDC activation markers expression were obtained by
comparing LPS (500ng/mL) or mIgA (12pug/mL) stimulated moDC to non-stimulated (NS)
moDC MFI after 24hrs of stimulation (n=17 donors). Only the significantly modified markers
were represented in the pie charts after either one-way ANOVA with Dunnett's multiple
comparison test or Kruskal-Wallis with Dunn's multiple comparison test depending on results

of normality tests (Shapiro-Wilk and Agostino-Pearson). The increase/decrease of markers
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expression between them was normalized (percentages displayed on pie chart). (B) The same
analysis was performed with either IgA1l (n=19 donors) or IgA2 (n=8 donors) isoforms
treatments compared to non-stimulated moDC. (C, D) Activation marker MFI obtained by
flow cytometry after moDC activation by either dIgA1l or dIgA2 treatments were normalized
relatively to MFI of non-stimulated moDC (illustrated by the line at 100%). Expressions were
compared with Student t tests and only the significant differences on CD1a™ (C) or CD1a" (D)
cell surface were displayed (n=8). (*) p<0.05, (**) p<0.01 and (***) p<0.001.

Figure 4. Transcriptomic and cytokine profiles of moDC activated by the various IgA
isoforms and isotypes.

(A) RNA expression of moDC stimulated with mIgA 1, mIgA2 or LPS was compared to non-
stimulated moDC from 3 different volunteers. (B, C) moDC from 3 others donor were
stimulated with either IgA1 isoforms (B) or IgA2 isoforms (C) and RNA expression of moDC
stimulated with dIgA and SIgA was compared to moDC stimulated with mIgA. Analysis of
qRT-PCR results was performed with the help of the Qiagen Data Analysis Center in order to
determine the correspondence between Ct and genes fold-regulation. Genes displaying 2-folds
up or down-regulated expressions were considered as affected by moDC stimulation. (D, E)
Cytokine concentrations from stimulated or not moDC supernatants were determined in
monoplicate by Luminex or ELISA assays. Either one-way ANOVA with Dunnett's multiple
comparison test or Kruskal-Wallis with Dunn's multiple comparison test depending on results
of normality tests (Shapiro-Wilk and Agostino-Pearson) were performed for each
cytokines/chemokines. Cytokine profiles are shown as radar charts; each axis displays the
mean quantity (in pg/mL) of each cytokine/chemokine 24hrs after moDC stimulation from 14
different donors. The scale of each axis being different, the values of both minimum and
maximum were indicated into brackets [min: max]. (*) p<0.05, (**) p<0.01 and (**%*)

p<0.001.

Figure 5. Activation of cytotoxic CD8 T cells in the presence of mIgA1l or mIgA2.

(A, B) Proportion of CD4" (A) or CD8" (B) CD25" T cells in a mixed lymphocytes reaction
with moDC activated with mIgAl or mIgA2 was determined by flow cytometry and
normalized relatively to proportion of CD47/CD8" CD25" T cells incubated with non-
stimulated moDC (illustrated by the line at 100%).A Kruskal-Wallis with Dunn's multiple
comparison test was performed to compare mIgA treatment with no treatment (n=5 donors).
(C, D, E, F, G) Expression of CD8 (C), transcription factors (D, E) and cytotoxins in antigen

specific T cells (F, G) were determined by flow cytometry after in vifro priming in the
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704  presence of mIgAl or mIgA2. Data are normalized compared to non-stimulated conditions
705  (illustrated as 0%). We performed a one-way ANOVA with Dunnett's multiple comparison
706 test (n=9). (*) p<0.05, (**) p<0.01 and (***) p<0.001.

707
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Figure S1: Analysis of IgA binding to receptors by in vitro imaging and microscale
thermophoresis.

(a) Area containing two moDC after binding with IgA1 (1h) and stained for the human IgA
(red) and for the FcoRI (green). While a DC displayed a double staining, another cell (white
dotted square) was stained for IgA but not for the FcaRI (x60). This picture is representative
of several experiments also performed with DC-SIGN, Dectin-1 and CD71. (b, c, d, ¢)
Histidine-tagged receptors were coupled with a fluorochrome and the delay of fluorescence
recovery after warming was measured after binding with several concentrations of monomeric
IgA1l or IgA2. Measures at each ligand concentration are displayed as mean +/- SD of 3
different experiments. A one-site binding kinetic modeling was performed in order to
calculate a Kp (mol/L). A too low signal was observed for the binding of mIgA2 to CD71,
impeding its analysis.

Figure S2: IgA modified the expression of their receptors on the surface of CD1a" and
CD1a* moDC.

(a) After 6 days of incubation with GM-CSF and IL-4, differentiation of monocytes into
moDC was checked by flow cytometry with the upregulation of CD11b, DC-SIGN (CD209)
and the loss CD14/CD207. (b) mDC1 and mDC2 have the same IgA-receptor expression
profile on their surface at steady state when compared to isotype control in flow cytometry.
(n=8 donors). (c, d) Expressions of CD71 and FcaRI (CD89) were compared on mDC1 and
mDC2. MFI=Mean fluorescent Intensity. (n=8 donors). (e, f, g, h) Expressions of IgA
receptors were compared on mDC1 and mDC2 24hrs after stimulation with cytokine cocktail,
monomeric IgA (mlgA)l or 2, dimeric IgA(dIgA)l or 2, secretory IgA(SIgA)l or2 by flow
cytometry. MFI obtained for all the conditions were normalized relatively to the non-
stimulated condition. (n=8 donors). (i) [gA™ moDC from 8 donors incubated 24hrs with the
dIgA1/2 or SIgA1/2 were divided depending their receptors expression profile observed by
flow cytometry. Two-way ANOVA tests were performed from the GraphPad software. (*)
p<0.05, (**) p<0.01 and (***) p<0.001.

Figure S3: Effect of IgA stimulation on DC.

(a, b, ¢) moDC (a, b) or DC from gut surgeries of Crohn’s disease patients (c) were stimulated
24hrs with monomeric IgA (mIgA) (a, ¢) or with all the isotypes and isoforms (b). Expression
of the CD86, HLA-DR, CD40 and CD80 activation markers was measured by flow cytometry

and compared/normalized relatively to the non-stimulated (NS) condition (threshold at
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100%). (a, n=17 donors) (b, n=17 donors for IgA1 and 8 for IgA2) (c, n=10 patients). Either
one-way ANOVA with Dunnett's multiple comparison test or Kruskal-Wallis with Dunn's
multiple comparison test depending on results of normality tests (Shapiro-Wilk and Agostino-

Pearson) were performed. (*) p<0.05, (**) p<0.01 and (***) p<0.001.

Figure S4: Transcriptomic and cytokine profiles of IgA activated moDC.

(a, b, ¢) List of genes negatively (red) or positively (green) modified more than 2-fold or not
compared to the non-stimulated moDC (a) or to mIgA-activated moDC (b, c). Measured were
realized by qRT PCR thanks to RNA from moDC stimulated 24hrs with the various IgA. (n=3
donors) each table was realized from the same donors. (d) Supernatants of moDC activated
24hrs with the various IgA isotypes and isoforms were dosed for the presence of multiple
cytokines thanks to a BioPlex kit for measurement and analysis. Only the cytokines showing a
quantifiable concentration were represented in pg/mL. A Kruskal-Wallis with Dunn's multiple

comparison test was performed. (n=8).

Figure S5: Activation of cytotoxic CD8 T cells in the presence of IgA1 or IgA2 isotypes
and isoforms.

(a) Expression of CDS8, transcription factors and cytotoxins in antigen specific T cells were
determined by flow cytometry after in vitro priming in the presence of a cytokine activation
cocktail, a TLRS8 ligand, mIgAl or mIgA2. These data show results obtained from one
representative donor. (b) Expression of CD8, transcription factors and cytotoxins in antigen
specific T cells were determined by flow cytometry after in vitro priming in the presence of
polymyxin B together with a cytokine activation cocktail, a TLRS8 ligand, mIgAl, dIgAl,
mlgA2 or dIgA2 (12pg) . These data was obtained from one donor.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La plus forte affinité des IgA1 pour le FcaRI et des IgA2 pour DC-SIGN sera confirmée en
thermophorése avec des IgA dimériques et sécrétoires. Par ailleurs, la thermophorese utilisant des
ligands et récepteurs libres et la sensibilité de la technique de ’ELISA étant limitée, 1l serait
nécessaire de renouveler les tests d’affinité avec une troisieme technique telle que la SPR (surface
plasmon resonance) sur un systéme Biacore. Une étude compléte de I’expression des différents
récepteurs aux IgA sur les populations de DC intestinales pourrait permettre de différencier des
populations plus aptes a fixer les IgA1 que les IgA2 par exemple. Ces études ne sont pas aisées a
réaliser car 1’acces a de tels échantillons et a de telles cellules est limité, mais elles pourraient
mettre en évidence une interaction IgA/récepteurs/cellules qui déterminerait le sort de la réponse
immunitaire a I’image du FcaRI qui induit une réponse inflammatoire en cas de fixation d’une
IgA sérique complexée et tolérogene avec une IgA seule sur des modéles de cellules
mononucléées sanguines périphériques (PBMC) (327). Nous souhaiterions eégalement refaire nos
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expeériences avec des IgA spécifiques d’antigénes de commensaux ou de pathogénes seuls ou sous
forme de complexes immuns afin d’observer si les IgA ont un effet intrinséque sur le systéme
immunitaire. La relation entre 1’interaction des IgA monoclonales couplées a leur antigene et les
cellules immunitaires et les récepteurs exprimés par ces cellules pourrait aussi étre étudiée afin

de voir des profils phénotypiques plus ou moins propices a la captation des ces IgA.

Il faudrait par ailleurs tester d’autres IgA1 et IgA2 ayant la méme spécificité afin de pouvoir
généraliser I’impact des isoformes et isotypes d’IgA. Par exemple, nous pourrions utiliser des
IgAL et 2 dimériques de patients sans inflammation aigue du colon — comme ¢’est le cas pour les
patients Crohn (328) — a partir de plasmocytes immortalisés au laboratoire. La SC pourrait étre
rajoutée et la chaine J supprimée, méme si aucune enzyme spécifique n’a été décrite a ce jour
mise a part la subtilisine qui dégrade aussi les IgA (329). Les IgM sont produites sous forme
sécrétoire dans les sécrétions muqueuses apres transcytose (330) et peuvent activer la voie du
complément (331). Il serait trés intéressant de comparer leur effet par rapport aux IgA dans

’intestin.

Les neutrophiles sont particuliérement importants dans 1’axe IgA/inflammation (150). Puisque
nous avons observé I’activation de geénes codant pour des chémotractants des neutrophiles aprés
stimulation ave des 1gA2 dimériques, un autre axe de recherche serait d’analyser le recrutement
et I’activation des neutrophiles in vivo. Nous pourrions peut-étre mettre en évidence un effet
specifique des IgA2, et non des IgA1, sur les neutrophiles. Nous avons par ailleurs observé une
activation a la fois de LT et du CD40 induites par les IgA. L’axe CD40/CD40L étant impliqué
dans I’activation des lymphocytes B, nous pourrions tester cette hypothése avec par exemple un
test de fonctionnalité des lymphocytes B de type ELISPOT avec nos IgA. Enfin, afin de mieux
caractériser la réponse humorale induite par la stimulation avec des IgA, les cytokines impliquées
dans la commutation de classe des Ig telles que BAFF, APRIL (332-334) ou I’enzyme AID

impliquée dans I’hypermutation somatique (335) pourraient étre dosées. Le transcriptome des
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cellules dendritiques ayant fixées des IgA de plus ou moins forte affinité pour leurs antigenes
serait intéressante a étudier par PCR pour relier 1’effet pro- ou anti-inflammatoire a la plus ou
moins forte affinité des IgA. Comme précedemment, la comparaison avec les IgM pourrait
apporter plus d’information sur ces molécules dont le role n’est pas complétement déterminé dans

leur forme sécrétoire au niveau des muqueuses.

De nombreuses perspectives s’ouvrent a nous pour consolider et approfondir les résultats obtenus
au cours de ce travail de thése, afin de mieux comprendre la fonctionnalité des IgA dans les

muqueuses.
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Chapitre VI : Etude d’une nouvelle stratégie vaccinale

contre Salmonella

PREAMBULE

Au vu des propriétés particulierement intéressantes des IgA et en particulier de leur capacité a
traverser les muqueuses par I’intermédiaire des cellules M, ce mécanisme a été utilisé afin de
coupler la protéine de capside p24 du VIH sur une IgA sécrétoire murine et induire une réponse
cellulaire et humorale muqueuse aprés vaccination chez la souris (172). Durant mon travail de
thése, nous avons souhaité évaluer cette stratégie vaccinale (172) contre 1’entérobactérie
Salmonella. Par ailleurs, les SIgM sont aussi présentes dans la lumiére intestinale et possédent
cette capacité de transcytose inverse (article en cours de préparation). Nous avons voulu
¢galement tester cette nouvelle forme de vectorisation. Enfin, la création d’un vaccin protégeant
contre plusieurs sérovars de Salmonella étant un objectif principal dans la recherche vaccinale,
nous avons souhaité évaluer la capacité des anticorps sécrétoires SIgA et SIgM a délivrer
plusieurs antigénes sous forme d’un vaccin multivalent. Une premiere étape de mon travail a donc

consisté dans I’expression et la purification d’antigénes vaccinaux de Salmonella.

Expression et purification des antigénes SseB et OmpC

Les antigenes SseB et OmpC induisent une réponse humorale et cellulaire spécifique apres
immunisation par voie systémique chez la souris. Dans un premier temps, nous avons produit et
purifié ces antigenes protéiques de Salmonella Typhimurium a partir de plasmides. Ces derniers
ont été fournis par les Dr Corthésy et Kumar et les insertions ont été vérifiées par digestion
enzymatique (Figure 29A). Afin de déterminer si les différentes protéines observées sur gel SDS
PAGE apres purification de I’'OmpC étaient des oligomeres d’OmpC ou d’autres protéines issues
d’une purification non totale de I’antigéne, 1’échantillon de purification a été analysé en

spectrométrie de masse par ionisation (LTQ Velos Thermo). La protéine OmpC est identifiée en
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téte de liste avec une couverture de séquence de 72.5%. Cependant, I’échantillon n’est pas pur
puisque beaucoup d’autres protéines de S. Typhimurium ont été identifiées (Figure 29B). Bien
que la purification de SseB soit plus compléte, une forte concentration d’endotoxines
(>500EU/mL) a été mesurée, présageant aussi un fort taux dans I’OmpC. Afin d’éviter une
activation biaisée des cellules, notamment lors des tests in vitro, nous avons détoxifié les
antigenes. Bien que la quantité en endotoxines diminuait fortement, une perte de plus de 75% des
antigénes a été observée lors du processus (Figure 29C), conduisant a I’utilisation de polymyxine
B (PMB) pour la suite de notre étude pour inhiber la fixation des endotoxines aux récepteurs
d’activation. Ainsi, nos protéines produites contiennent en grande majorité nos deux antigenes
SseB et OmpC mais aussi d’autres protéines minoritaires ainsi que des endotoxines, autant

d’éléments a prendre en compte lors des tests d’activation ou lors des phases de vaccination.

A Plasmide BamH1

Bp seul Bgl Il Pstl

6000
5000
4000
3000
2000
1500
1000 L 75%
28—
400 [
B
| Accession | Description \ Score | Coverage | # Peptides | # AAs \MW [kDa] |
C7EXM1 Membrane protein 0S=Salmonella typhimurium GN=ompC 555,50 72,49 20 378 41,2
Q54AG3 60 kDa chaperonin OS=Salmonella typhimurium GN=groEL 258,08 59,85 22 548 57,2
AOAOWSNW41 Elongation factor Tu (Fragment) OS=Salmonella typhimurium GN=tuf 225,98 74,71 17 340 37,6
QORFL3 ATP synthase subunit beta OS=Salmonella typhimurium GN=atpD 141,11 66,96 19 460 50,3
AOAODEHKW9 Chaperone protein DnaK OS=Salmonella typhimurium GN=dnaK 130,41 40,91 16 638 69,2
AOAOL9EKM9 Elongation factor G OS=Salmonella typhimurium GN=fusA 118,96 40,20 17 704 77,6
J7IW34 DNA-directed RNA polymerase subunit beta OS=Salmonella typhimurium GN=rpoB 114,17 17,36 15 1342 150,5
AOAOD6HIB7 Dihydrolipoyl dehydrogenase OS=Salmonella typhimurium GN=T144 104,89 30,38 10 474 50,6

Figure 29: Purification des protéines SseB et OmpC.

(A) Le géne codant pour I’'OmpC est inséré dans le plasmide pET-20b et son insertion est

vérifiée par digestion soit avec les enzymes BamHI/Bgl |1 soit avec Pst I. La taille des fragments
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attendus est de 1234 et 3618pb pour BamHI/Bgl 1l et 2594 et 2258 pb pour Pst I. (B) Analyse
MS du produit de purification de I’'OmpC. La comparaison avec la banque de données
« uniprot-SalmonellaTyphimurium.fasta » (8541 entrées) a soulignée 124 protéines
potentiellement présentes dans [’échantillon. Seules les protéines avec un score >100 ont été
montrées. (C) SDS PAGE montrant [’antigéne SseB détoxifié de ses endotoxines (SseB Détox,
gauche) et ['antigene SseB juste apres sa purification (droite).

Mise en place du modeéle infectieux a Salmonella chez la souris

Afin de vérifier I’effet protecteur d’un vaccin contre Salmonella, j’ai mis en place un modéle
infectieux murin avec S. Typhimurium mimant ’effet de S. Typhi chez I’homme. Afin de
déterminer la dose nécessaire pour reproduire les symptdmes observés chez ’homme en cas de
fievre typhoide, des souris ont été infectées par voie orale avec des concentrations allant de 1x10°
Cfu (Colony-forming unit)/mL & 1x108 Cfu/mL de Salmonella. La survie des souris commengait
a diminuer a partir de J6 mais I’injection de 1x10* et 1x10° Cfu induisait une mortalité de moins
de 50% alors qu’aucune souris ne survivait aprés J9 avec une dose de 1x107 Cfu. (Figure 30A).
25% des souris survivait aprés une infection avec 1x108 Cfu de S. Typhimurium, indiquant une
dose optimale pour I’étude d’une protection comprise entre 5x 108 Cfu/mL et 1x10” Cfu/mL. Nous
avons ensuite déterminé les phases d’infection de Salmonella en déterminant la charge
bactérienne dans différents organes au cours du temps aprés infection. Une rapide infection des
tissus intestinaux est apparue avec 5x10* Cfu dans les PP et deux fois plus de bactéries dans les
MLN 5 jours post-infection. La voie systémique a aussi été rapidement touchée puisqu’au méme
jour, le foie (6x10* Cfu) et plus fortement la rate (4x10° Cfu) étaient infectés par Salmonella. Ces
résultats indiquent une infection aussi bien muqueuse que systémique par S. Typhimurium chez
la souris, récapitulant les effets de S. Typhi chez ’'Homme (Figure 30B). Une forte diminution
du nombre de Salmonella dans les différents organes est observée au 6™ jour sauf dans les féces

et intestin ou la quantit¢ de Salmonella est doublée, indiquant une éventuelle réponse
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immunitaire efficace contre la bactérie sauf dans son environnement de réplication. Enfin, une ré-
augmentation de la quantité de Salmonella dans le foie (2 fois) et la rate (3 fois) combinée a la
disparition de la bactérie dans les muqueuses indiquerait un échappement de Salmonella a la

réponse systémique et donc a un envahissement fatal (Figure 30B).
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Figure 30: L’infection de souris par S. Typhimurium induit les mémes effets que celle de
I’Homme par S. Typhi.

(A) La survie des souris est analysée en fonction du temps en jours. Cfu= colony-forming unit.
n=6 (B) La charge bactérienne de la souche de S. Typhimurium SL1344 est déterminée dans
les feces, l'intestin (gut), les plaques de Peyer (PP), les ganglions mésentériques (MLN), la rate

(Spleen) et le foie (Liver) en fonction du temps en jours (days) post-infection.
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ARTICLE ET RESUME

Apreés la mise en place d’outils nécessaires a 1’évaluation de notre approche, nous nous sommes
replaces dans le contexte vaccinal muqueux contre Salmonella avec pour objectif de formuler un
vaccin administré par voie orale ou nasale potentiellement multivalent utilisant des IgA ou des

IgM comme vecteurs de délivrance des antigenes SseB et OmpC.

Nous avons pu montrer la liaison de 4 molécules d’antigéne sur les régions Cal ou variables des
chaines lourdes d’une SIgA. Dans un second temps, nous avons confirmé le transport in vitro et
in vivo des antigénes par les SIgM et plus efficacement par les SIgA vers le ddme sous épithélial
des PP. Nous avons ensuite mis en évidence I’absence de réponse immunitaire et de protection
suite a une immunisation orale avec SseB et OmpC indépendamment couplés a la SIgA, suggérant
une trop faible immunogénicité via cette voie d’immunisation. Enfin, nous avons mis en évidence
une solide réponse humorale et cellulaire contre les antigénes SseB et OmpC a la fois systémique
et muqueuse apres vaccination par voie intranasale avec les SIgA et SIgM comme vecteurs, et de

maniére plus efficace avec un vaccin multivalent.
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Introduction

The enterobacteria genus Salmonella species enterica subspecies enterica comprises several
serovars such as Typhimurium (S. Typhimurium), Enteritidis (S. Enteritidis), Typhi (S. Typhi),
and Paratyphi A (S. Paratyphi A). These serovars are the main ones responsible for pathologies
in humans. Indeed, 93 million of gastroenteritis cases and 150,000 deaths caused by S.
Typhimurium and S. Enteritidis were reported as (336). In contrast, S. Typhi and S. Paratyphi A
induce the systemic typhoid fever, which presents a 1% mortality rate, leading to 200,000 deaths
(337). Appearance of multi-drug resistant (MDR) strains forced the international community to
work on a prophylactic multivalent vaccine, particularly a mucosally delivered one, able to protect
against the four major pathogenic serovars (274). However, several obstacles have to be

overcome such as the divergence between Salmonella strains and unfriendly environment of the

131



mucosa for vaccine formulations. For example, while S. Typhi are human specific bacteria, S.

Typhimurium infection in mice reproduce the human enteric fever symptoms.

The mucosal immune system comprises the gut-associated lymphoid tissue (GALT), the
nasopharynx-associated lymphoid tissue (NALT) and the genital-associated lymphoid tissue
(GENALT). All these three compartments are distinct from the systemic compartment and
constituted by specialized sites responsible for the induction of mucosal immune responses (30):
Peyer’s patches (PP) (338). The transit of bacteria and antigens (Ag) through microfold (M) cells
in the follicular-associated epithelium (FAE) of PP triggers an immune response adapted to the
encountered pathogen mostly via dendritic cells (DC) which subsequently stimulate T and B cells.
The design of enteric vaccines requires to overcome some constrains such as to protect the Ag
against gut conditions, to target the PP or to break mucosal compartmentation and immune
tolerance. Thus, only a few mucosal vaccines, especially enteric, are licenced with both a low
efficacy and poorly understood mechanisms (Czerkinsky, 2015, Vaccines against enteric

infections) (Clemens, 2011, Evaluation of vaccines against enteric infections).

An efficient response against Salmonella is characterized by the induction of a T helper (Th)-1
response linked to the secretion of both cytokines such as interferon gamma (IFN-y) and
interleukin 17 (IL-17) by T cells (305, 310), and immunoglobulins (Igs) such as IgA and IgM by
plasma cells (339, 340). In particular, secretory IgA (SIgA) are highly involved in protection of
mucosal surfaces due to the following characteristics: (i) a high stability in the mucosal
environment (341), (ii) a strong neutralization effect thanks to immune exclusion (130), and (iii)
their ability to trigger immune responses by targeting pathogen-derived Ag through M cells and
by performing reverse transcytosis in PP (11). In addition, the main known role of SIgM in

mucosa is to induce a complement-dependent pathogens lysis (184).

Such features associated with SIgA led to the hypothesis that these molecules could be used as a

vector to deliver Ag from mucosal pathogens such as HIV or Salmonella into PPs (11, 173). This
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approach has been described as inducing a sustained mucosal humoral and cellular immune
response against the Ag. In this context, we aimed to design a vaccine against Salmonella based
on the use of SIgM and SIgA as vectorization platforms. SseB and the outer membrane protein C
(OmpC) of Salmonella have been shown to induce secretion of IgA, IgM and a Th-1 response
together with a protection against Salmonella when injected in mice through a systemic
administration route (314, 323, 342). They therefore represent valuable vaccine Ags. In this study,
we assess the immunogenic potential of these Ags coupled to Slgs separately but also combined

in a multivalent vaccine delivered via mucosal routes.

Results
Dimeric IgA may carry up to four vaccine antigens.

As we aim to perform a multivalent vaccine, we wondered how many antigens could be
complexed with SIgA. The 21kDa Salmonella SseB protein was coupled with a reagent allowing
its covalent binding with SIgA via amide and thioester bonds, resulting in SIgA-SseB (Fig. 1A).
In order to follow SIgA-SseB in vivo, we wondered whether SIgA could be bound with a cyanine
3 (Cy3) molecule. Although the size of SseB increased from 21 to around 30kDa due to the
binding to Cy3, complexation with SIgA was still possible (Fig. 1B). We then determined the
quantity and localization of antigens bound to SIgA by mass spectrometry. A treatment with
papain led to IgA fragmentation into 50kDa Fc and Fab fragments (Fig. 1C and Suppl 1S1). We
presumed dissociation between some light (LC) and heavy chains (HC), leading to a 28kDa
fragments of variable HC (VHC) (Fig. 1C). Emergence of 71kDa fragments with dIgA coupled
with SseB might suggest both a binding of two 21kDa antigens with one VHC and a binding of
one SseB protein on a Fab fragment (Fig. 1C and D). Thus, our results indicated that SIgA were

able to bind at least four antigens.
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Transport of SIgA-based vaccine is more efficient than SIgM-based vacccine across the
follicle associated epithelium.

We wondered whether IgA and IgM could transport various antigens to subepithelial dome (SED)
of PP by specifically targeting M cells. We performed ligated loop experiments onmice intestinal
segments containing a PP and injected mouse SIgA or SIgM coupled with either SseB or with
OmpC antigens. No SseB-Cy3 or OmpC-Cy3 molecules coupled or not with Slg were observed
in mouse Vvilli (Supplementary Figure 2). In contrast, an increased number of fluorescent spots
was observed in PP of mice injected with SIgA-SseB compared with SseB alone (Fig. 2A). The
same result was noticed with the OmpC antigen (Fig. 2B), suggesting a specific and efficient
crossing of IgA into PP whatever the antigen bound. Despite that a higher amount of SIgM-SseB-
Cy3 was observed compared to SseB-Cy3, a lower number of fluorescent spots was present in
PP compared to SIgA-SseB-Cy3 (Fig. 2A). The same results were obtained with OmpC (Fig.
2B), suggesting a better antigen transport with SIgA than with SIgM in the gut mucosa. We
confirmed these results in an in vitro human model of follicle associated epithelium (FAE) by
comparing FAE with or without M cells. We described an increase of M cells-specific SseB
crossing from apical layer to basal area of 35% and 50% with SIgM-SseB and SIgA-SseB
respectively compared to SseB alone (Fig. 2C). Likewise, no increase of OmpC transport through
M cells was observed with SIgM-OmpC whereas a 40% increase was shown with SIgA-OmpC
(Fig. 2D). Thus, we underscored the ability of IgM, but more importantly of IgA, to transport

SseB and OmpC across M cells within the FAE into the SED of PP.

SIgA-SseB is poorly immunogenic in the gut when orally administrated.
Since SIgA-SseB was transported to SED in mice PP, we investigated whether this vaccine
candidate could induce a protective immune response against Salmonella infection when orally
administrated. We firstly assessed the activation of CD11c" dendritic cells (DC) in mice PP 20

hours after stimulation with SIgA-SseB or SseB alone in presence of polymyxin B, avoiding
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endotoxins activation biases. We noticed over-expressions of CD80, CD86, CD40 and I-A/I-E
activation markers by respectively 10% (Fig. 3A), 20% (Fig. 3B), 40% (Fig. 3C) and 100% (Fig.
3D) on DC stimulated with SseB, suggesting an immunogenic effect of this antigen. In contrast,
only a 25% down-regulation of the CD86 co-stimulatory molecule, with no changes for the other
markers, was observed when DC from mice PP were stimulated with SIgA-SseB (Fig. 3B). We
analyzed the immune response of mice after a scheme of immunization comprising three oral
injections and one boost of the vaccine formulation comprising 10ug of SseB following by a
challenge with S. Typhimurium SL1344 (Fig. 3E). Absence of SseB-specific serum IgG (Fig.
3F), genital IgA (Fig. 3G) or intestinal 1gA (Fig. 3H) was observed in mice immunized either
with SseB or SIgA-SseB. Survival of SIgA-SseB-immunized mice began to decrease at day 5
compared to day 9 for control group after infection with Salmonella and no mouse survived to
infection after 9 days whereas more than 60% of non-treated mice were alive at this moment (Fig.
31). In contrast, no difference in mice survival was observed between groups immunized with
SseB and treated with PBS. Oral immunization of mice with SIgA-OmpC or with the cholera

toxin (CT) as adjuvant did not induce humoral and cellular response (Suppl Fig. S3).

Our results pointed out an absence of immune response in mice orally immunized with SIgA-
OmpC or with SIgA-SseB, correlated with a higher susceptibility to Salmonella infection for the
SlgA-SseB formulation. This suggests a poor immunogenicity of Ag when coupled with SIgA
may be due to the relatively low amount of Ag used which did not resist the deleterious
environment of the gastrointestinal tract.
SIgA- and SIgM-coupled SseB and OmpC induce a high humoral systemic immune response
after nasal vaccination.

Since the NALT presents similarities with the GALT, especially for the immune response induced
in PP, we wondered whether our vaccine strategy could induce a systemic immune response after

nasal immunization (Fig. 4A). Immunization of mice with SseB or OmpC without CT did not
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induce humoral or cellular response compared to PBS injection. In contrast, addition of CT a 5-
(Fig. 4B) to 7-fold (Fig. 4C) increase of antigen specific 1gG. Compared to SseB/CT,
immunization of mice with SIgA-SseB/CT increased the level of SseB-specific serum 1gG by 29-
fold (Fig. 4B) whereas SIgA-OmpC/CT did not modify the amount of OmpC- specific 1gG.
Immunization of mice with SIgM-SseB/CT or SIgM-OmpC/CT induced the same secretion of

Ag-specific serum 1gG and as SIgA-SseB/CT or SIgA-OmpC/CT respectively (Fig. 4)

SseB/CT administration displayed a 4-fold and 2-fold increase in CD8* and CD4" T cell
proliferation respectively, whereas OmpC/CT induced a 1.4-fold increase of both subsets of T
cells (Fig. 4D, E and Suppl. Fig. 4). In terms of cytokine production, OmpC/CT induced a 2-
fold reduction of IFN-y secretion by OmpC-specific T cells (Suppl. Fig. 4) whereas activation of
SseB-specific T cells induced both 10-fold increase of IFN-y and 100-fold increase of IL-17A
production to reach approximatively 1000pg/mL (Fig. 4F and Suppl. Fig 4). SIgA-SseB/CT
immunization did not modify the proliferation and cytokine secretion of splenic T cells (Fig. 4F,
D, H). In contrast, a 1.6-fold higher proliferation of CD8" T cells was observed with SIgA-
OmpC/CT (Fig. 4E). Nevertheless, a 300-fold decrease of IL-17A secretion by activated OmpC-
specific cells from SIgA-OmpC/CT immunized mice was noticed (Fig. 41). Coupling of Ag with
SIgM did not modify Ag-specific T cell proliferation and cytokine secretion observed with the
coupling of the different Ag with SIgA (Fig. 4). Thus, SIgA and SIgM induced the similar effect
when used as vaccine vectors with CT i.e an increased of the humoral systemic response induced
by SseB but a decrease of the OmpC-dependent cellular response.

Nasal delivery of antigens with secretory Igs increase significantly the mucosal humoral and

cellular immune responses.

Although Salmonella may invade systemic compartment, their entry route is the gut mucosa.
Hence we wondered whether nasal vaccination with our vaccine formulations could induce a

mucosal immune response. Firstly, SseB/CT immunized mice presented an 8-fold increase of
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SseB-specific IgG and IgA secretion in feces (Fig. 5A, C and Suppl. 5S1) whereas immunization
with OmpC/CT did not increase the secretion of OmpC-specific IgG and IgA in the feces and
vagina (Fig. 5B, D and Suppl. 5S1). compared to Ag alone. We only focused on conditions with
CT later on. SIgA-SseB/CT decreased SseB-specific IgA secretion by 2 folds in feces and vagina
compared to SseB/CT immunization (Fig. 5A and C). The same OmpC-specific 1gG and IgA
responses in feces and vagina of SIgA-OmpC/CT- as OmpC/CT-immunized mice was observed
(Fig. 5B, D and Suppl. Fig. 5). SIgM-SseB/CT-immunized mice presented a 2-fold increase in

SseB-specific IgA in feces compared to SIgA-SseB/CT-immunized mice (Fig. 5A).

SseB/CT induced a 2-fold proliferation of both CD4" and CD8* T cells in MLN (Fig. 5E, G) and
an increase of their IFN-y and IL-17A (Fig. 51 and Suppl. Fig. 5) secretion up to 6-fold compared
to PBS-immunized mice. Despite no IFN-y or IL-17A were secreted after restimulation of OmpC-
specific T cells (Fig. 5J and Suppl. Fig. 5), a 7-fold increase of CD4" T cells from OmpC/CT-
immunized mice was observed compared to PBS-immunized mice (Fig. 5F). Although the same
CD4" T cells proliferation was observed (Fig. 5E), 2-fold and 1000-fold decreases of CD8" T cell
proliferation and IL-17A secretion respectively were measured after stimulation of SseB-specific
T cells from SIgA-SseB/CT-immunized mice compared to SseB/CT-immunized mice (Fig. 5G).
In contrast, a 1.5-fold stronger OmpC-specific CD4" T cells proliferation and IL-17A secretion
by these cells from SIgA-OmpC/CT- compared to OmpC/CT-immunized mice was displayed
(Fig. 5F and H). In addition, restimulation of OmpC-specific T cells from SIgM-OmpC/CT-
immunized mice decreased their secretion of IL-17A by 10 folds compared to T cells from SIgA-
OmpC/CT-immunized mice (Fig. 5J). Thus, coupling SseB with SIgA conserved a potent
humoral response but globally decreased the SseB immunogenicity in GALT, especially for the
cellular response whereas SIgA optimized the OmpC cellular response in mucosa. Our results
also indicated that SIgM is a better vector than SIgA for the humoral response induced by SseB

but is worse for the cellular response induced by OmpC in the mucosa.
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Multivalent vaccine with SIgA combines the advantages of all the antigens
We then wondered whether SIgA could be an efficient platform for vaccination with multiple
antigens. Immunization of mice with SIgA-OmpC-SseB/CT induced the same production of
SseB- or OmpC-specific serum IgG as the respective vaccines SIgA-SseB/CT or SIgA-OmpC/CT
(Fig. 6A). In addition, similar increase of CD4* and CD8" splenic T cell proliferation between
either SIgA-SseB/CT or SIgA-OmpC/CT and SIgA-OmpC-SseB/CT immunizations was
observed (Fig. 6B). Furthermore, SIgA-OmpC-SseB/CT induced a 100-fold increase of IL-17A
secretion by SseB-specific T cells compared to SIgA-SseB/CT (Fig. 6C). Thus, the multivalent
vaccine (MV) conserved or increased the systemic immunogenic effects of Ag already induced

when separately coupled on SIgA.

Even if mice immunized with SIgA-OmpC-SseB/CT showed a 2-fold decrease of SseB-specific
IgA in vaginal secretion compared to SIgA-SseB/CT immunized mice, they conserved a 2-fold
increase of these specific IgA relatively to PBS-immunized mice (Fig. 6D). In contrast, a 1.4-fold
increase of SseB-specific IgA in feces was observed with the SIgA-OmpC-SseB/CT compared
to SIgA-SseB/CT (Fig. 6E). In addition, MV did not modify the secretion of OmpC-specific IgA
in feces or vaginal secretion compared to SIgA-OmpC/CT immunized mice (Fig. 6D, E). SIgA-
OmpC-SseB/CT induced a similar proliferation of SseB-specific CD4* and CD8* T cells from
MLN as SIgA-SseB/CT (Fig. 6F, G). However, IL-17A and IFN-y secretion by specific T cells
were respectively 20-fold and 10-fold increase with the MV (Fig. 6H and Suppl. Fig. 6). SIgA-
OmpC-SseB/CT immunization also induced a 2-fold increase of OmpC-specific CD4" T cell
proliferation but similar secretions of IL-17A and IFN-y compared to the SIgA-OmpC/CT
immunization (Fig. 6F, H). Our results indicated that multivalent vaccine conserved or optimized

the mucosal immune response induced by the antigens coupled on SIgA.
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Discussion

We have demonstrated the binding of four antigens on one secretory IgA (SIgA) near the Cal or
variable regions of the heavy chain. In addition, SIgA and SIgM coupled with Salmonella-derived
SseB or OmpC Salmonella proteins allowed the transport of these antigens into SED of PP.
However, oral immunization with SIgA-SseB did not protect against a Salmonella infection
whereas nasal immunization induced a robust systemic and mucosal humoral and cellular
response. Besides, the systemic response was mainly based on humoral immunity whereas the
mucosal response rather on both humoral and cellular immunity. We also underlined that
multivalent vaccine containing both SseB and OmpC coupled to SIgA was similarly or even more
immunogenic. Finally, we demonstrated a potential role of SIgM as a relevant vaccine vector like

SIgA.

One question raised by our result is the poor immunogenic effect induced by SIgA-SseB with
oral injection in contrast to the inflammatory response with nasal administration. The NALT and
GALT PP structure was described as similar, but while the DC populations in GALT are relatively
well known (4), DC from NALT are poorly studied. A focus on the SIgA-SseB uptake by DC in
NALT compare to the GALT might explain our observation. Another explanation could be a
tolerogenic effect of oral administration. To test this hypothesis, investigation of tolerogenic
markers such as IL-10, TGF-B or regulatory T cells could be informative. Finaly, some solutions
could be found to overcome the poor immunogenicity observed with oral immunization or to
enhance the effect of nasal administration. Thus, another adjuvant might be used such as the
double-mutant Escherichia coli heat-labile toxin (dmLT) which was described as a potent inducer
of mucosal IgA, 1gG and Th-17 immune response (343) (344). Another manner to improve the
immune response would be to increase the vaccine concentration or to enhance the recognition

of Ag by immune system for exemple by changing the binding process of Ag on SIgA/SIgM.
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Even if our vaccine strategy offers numerous opportunities, the immune response triggered
remains to be further explored. Besides, Salmonella protective immune response is generally
characterized by a secretion of IFN-y but also IL-12 and TNF-a which have not been assessed
here (305, 345). Furthermore, cytotoxic functionality of CD8 T cells could be tested since these
cells are involved in Salmonella protection (346). Finally, the immune exclusion effect of IgA
secreted after immunization should be investigate regarding the importance of this feature in
protection (131). This could allow to determine the potential mechanisms of protection mediated
by the vaccine. Indeed, this latter could (i) impede Salmonella entrance or (ii) only slow down its
dissemination, leaving the time for the induced adaptive immune system to eradicate the bacteria
or (iii) directly induce an efficient response able to kill the bacteria in the mucosa or the systemic

compartment.

SlIgM are found in mucosal secretion at a reduced abundance as compared to SIgA but they can
display similar functions such as opsonization of Salmonella, leading to a protection against
infection in mice (347) or complement activation (184). We showed that in spite of a lower
antigen transport efficiency than SIgA, SIgM increased the immunogenicity of SseB and OmpC
when nasally administered. It might be interesting to compare IgM and IgA uptake in GALT and
NALT to explain this difference. The higher immune response triggered with IgM could also be
due to their function, mostly involving the classical complement pathway whereas IgA are only
involved in alternative and lectin pathway (348) (349), suggesting to measure the immune cell

recruitment through this mechanism.

Another advantage to use SIgM is the abundance of antigen binding sites. Indeed, SIgM are
mostly found in a pentameric form in mucosa, providing potentially ten antigens binding sites
compared to four with SIgA. This could explain the higher immune response observed with SIgM
and counterbalance the reduced ability of SIgM to cross the FAE. We showed that combination

of one antigen inducing a high humoral response such as SseB with another antigen such as
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OmpC, which triggers a stronger cellular response when coupled on SIgA induced both types of
immune responses. This is of great interest as these antigens are conserved between Salmonella
serovars. However, the protection capacity of such vaccine formulation against several serovars
such as S. Enteritidis, Typhimurium, Paratyphi remains to be assessed with appropriate animal
models (274). The possibility to combine several antigens could also be a suitable strategy to use
one antigen of each serovar. This process could be applied to other pathogens for which it is
complicated to find an antigen inducing both humoral and cellular responses and being conserved

between strains.

In addition, our vaccination strategy showed an enteric mucosal response in spite of a nasal
administration. It would be interesting to test this vaccine strategy with other enteric pathogens
such as Shigella flexneri, which behave similarly to Salmonella in the gut (350, 351). In addition,
we could imagine an induction of immune response in respiratory tract, potentially protective
against airway pathogens. Finally, a systemic response was identified, suggesting that our method
might be efficient against pathogens Salmonella that invade the systemic compartment. Thus,
using SIgA or SIgM as vaccine vectors could be a way to overcome some limitations imposed by
the various route of administration. In this context, it could be informative to compare our delivery
system to some others used in mucosal vaccination such as lipid or protein nanoparticles (274).
Besides, SseB immunogenicity was already tested complexed in lipid microbubbles and nasaly
administrated in mice (352). The amplitude of specific IgA, 1gG and T cell responses obtained

should be compared to with SIgA/SIgM vectors.

Figure legends
Figure 1: Chemical binding of antigens to IgA.
(A) amino-dependent binding was assessed on a 4-12% SDS PAGE gel. 1:SseB, 2:SIgACS5,

3:SIgAC5 bound to SseB, 4:SseB bound to SIgACS. (B) Fixation of SseB coupled with the cyanin
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3 via a carboxyl-dependent bond to SIgAC5 was checked with a Western Blot against Cy3
molecule, 5:SseB-Cy3, 6:SIgAC5-SseB-Cy3. (C) Comparison of mass spectrometry spectra of
dimeric IgAC5 (dIgACS5, on the top) and dIgAC5 coupled with SseB (on the bottom) after a
papain digestion. Lc: Light chain, Jc: J-chain, Hc: Heavy chain, Fab/Fc: fragment Fab or fragment
Fc. (D) Proposition of a binding model for the antigen with IgA. Ag: antigen according to the
results of (C).

Figure 2: SIgA and SIgM are able to transport antigens from intestinal lumen to the basal

surface of epithelium.
(A, B) Anesthetized mice were injected with Cy3-bound antigens coupled or not with an Ig vector
in a ligated loop performed at the level of a Peyer’s patch. Yellow spots represent fluorescent Ag
in the tissue. FAE: follicle-associated epithelium, SED: Sub epithelial dome. Pictures are
representative of experiments performed in duplicate and on at least 2 mice for each condition.
(C, D) Mono- and co-cultures of Caco-2 cells with or without Raji cells (presence of M cells or
not, respectively) were incubated for 90 min at 37°C with SseB-Cy3 (C) or OmpC-Cy3 (D)
associated or not with SIGAC5 or SIgM (n=2). The transport of Cy3-labeled antigens in the
basolateral area was evaluated by an ELISA (anti-Cy3 detection) after a treatment of samples
with SDS and a dialysis step.
Figure 3: Oral immunization of mice with SIgA-SseB showed characteristics of a poor
immunogenic response against SseB.

(A, B, C, D) Expression of activation markers on dendritic cells (DC) (CD11c*) was analysis by
flow cytometry after a 24hrs stimulation with SseB coupled or not with SIGAC5 or with CpG.
The Mean Fluorescent Intensities (MFI) were normalized relatively to the non-stimulated DC in
order to avoid the inter-individuals heterogenicity (n=6). (E) Oral immunization scheme of mice
with PBS, SseB or SIgAC5-SseB and then challenged with S. Typhimurium (Salmo) or not

(PBS). (n=6 per group). (F, G, H) Seric humoral SseB-specific IgG (F) and mucosal humoral
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SseB-specific IgA (G: feces, H: vagina washing) responses were assessed by ELISA assay two
weeks after the boost. (1) Survival of mice was recorded after oral immunization and challenge
with S. Typhimurium.
Figure 4: Nasal immunization of mice with different antigens bound to various vectors
induced a high humoral systemic response against these antigens.

(A) Nasal immunization scheme of mice with SseB or OmpC, bound or not to SIGAC5 or
SIgMHF5 and with or without adjuvant. CT= Cholera toxin (n=5 per group). (B, C) SseB- (B) or
OmpC-specific 1gG (C) from serum of immunized mice were quantified by ELISA assay and
compared to the level of antigen-specific 1gG from PBS-immunized mice. (**) p<0.01. (D, E, F,
G) T cells from spleen of immunized mice were re-activated in vitro by either SseB (D, F) or
OmpC (E, G). Proliferation of CD4" (D, E) or CD8" (F, G) T cells was assessed 4 days post
activation by flow cytometry with a ki-67 intracellular staining. The proportion of ki-67 positive
cells was activated by Ag was normalized relatively to the proportion of ki-67 positive T cells re-
activated with PBS. (H, 1) IL-17A secretion by splenic T cells re-activated with either SseB (H)
or OmpC (1) was measured by ELISA assay and secretion of PBS-activated T cells was subtracted
(A concentration).

Figure 5: Nasal immunization of mice with different antigens bound to SIgA or SIgM induced

a high cellular mucosal response against these antigens.

(A, B, C, D) SseB- (A, C) or OmpC-specific (C, D) IgA from feces (A, B) or vaginal secretion
(C, D) of mice immunized with different Ag formulations were quantified by ELISA assay and
compared to the rate of antigen-specific IgA from PBS-immunized mice. (*) p<0.05. (E, F, G,
H) CD4" (E, F) or CD8" (G, H) T cells from mesenteric lymph node (MLN) of immunized mice
were re-activated by either SseB (E, G) or OmpC (F, H). Proliferation of T cells was assessed 4
days post activation by flow cytometry with a ki-67 intracellular staining. The proportion of ki-

67 positive cells was activated by Ag was normalized relatively to the proportion of ki-67 positive
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T cells re-activated with PBS. (I, J) IL-17A secretion by T cells from MLN re-activated with
either SseB (I) or OmpC (J) was measured by ELISA assay and secretion of PBS-activated T
cells was subtracted (A concentration). CT= Cholera toxin (n=5 mice per group).

Figure 6: Multivalent vaccine conserved or optimized the humoral and cellular response

induced in systemic and mucosal compartments compared to monovalent ones.
(A) The levels of SseB- or OmpC-specific IgG from serum of mice immunized with SIgA-
SseB/CT or SIgA-OmpC/CT was compared with SIgA-SseB-OmpC/CT immunized mice by
ELISA. (B) SseB- or OmpC-specific CD4" T cells from spleen of SIgA-SseB/CT, SIgA-
OmpC/CT or SIgA-SseB-OmpC/CT-immunized mice were re-activated by either SseB or
OmpC. Proliferation of T cells was assessed 4 days post activation by flow cytometry with a ki-
67 intracellular staining. MFI (Mean fluorescent intensities) were normalized relatively to ki-67
expression of T cells re-activated with PBS. (C) IL-17A secretion by T cells from spleen re-
activated with either SseB or OmpC was measured by ELISA assay and secretion of PBS-
activated T cells was subtracted (A concentration). (D, E) The levels of SseB- or OmpC-specific
IgA from feces or vaginal secretion of mice immunized with SIgA-SseB/CT or SIgA-OmpC/CT
was compared with SIgA-SseB-OmpC/CT as in (A). (F, G) Proliferation of SseB- or OmpC-
specific CD4" and CD8" T cells from MLN of SIgA-SseB/CT, SIgA-OmpC/CT or SIgA-SseB-
OmpC/CT-immunized mice was measured as in (B). (*) p<0.05. (H) IL-17A secretion by SseB-
or OmpC-specific T cells from MLN was measured as described in (C). CT= Cholera toxin (n=5

mice per group).
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Suppl. Fig. 5
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Test de protection et meilleure caractérisation du vaccin multivalent

Nous avons observé des réponses humorales et cellulaires spécifiques des antigénes testés, tant
au niveau muqueux que systémique, améliorées par 1’utilisation des SIgA et des SIgM comme
vecteurs. Cette stratégie est encore plus efficace lors de 1’utilisation d’un vaccin multivalent en
terme d’immunogénicité. La prochaine étape est de déterminer si cette réponse est protectrice
contre une infection a Salmonella. 11 serait aussi intéressant de tester 1’infection par plusieurs
souches de Salmonella mais cela revient a choisir des modeles différents puisque les sérovars ne

peuvent pas tous étre étudiés avec le méme modele.

La détermination du nombre d’antigénes pouvant potentiellement étre couplés aux IgA et IgM et
la mise en place d’un vaccin multivalent (MV) pose la question de la proportion de chaque
antigene sur les IgA et IgM. Une prochaine étape serait donc de déterminer ce chiffre en digérant
le MV et en observant la taille des différents fragments par Western blot ou spectrométrie de
masse puisque 1’on connait les tailles des deux antigénes. En effet, la quantité d’antigéne qui est

administré lors de la vaccination peut influencer la réponse immunitaire induite.

Effet neutralisant des IgA sécrétoires

Nos vaccins induisent une réponse IgA muqueuse spécifique des différents antigenes. Sachant
que les IgA sont connus pour leur fonction d’exclusion immune (353), une perspective a court
terme serait de tester le pouvoir neutralisant des IgA induites par I’immunisation avec le vaccin.
Ainsi, une vérification par western-blot permettrait de savoir dans un premier temps si les IgA
retrouvées dans les féces sont sécrétoires. Dans un second temps, nous avons mis en place une

méthode permettant de mesurer le pouvoir neutralisant des IgA contre Salmonella avec la souche
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SL1344-GFP™* de S. Typhimirum. Une étude a montré que les IgA Sal4 spécifiques du LPS de
Salmonella permettaient 1’agglutination des bactéries, empéchant leur entrée dans les PP et
protégeant contre une infection (347). Nous avons confirmé 1’agglutination de la SL1344-GFP*
en présence de cette IgA (Figure 31A) en microscopie a epifluorescence. La complexation de la
SL1344-GFP* avec I’'IgASal4 diminuait par 2 la proportion de cellules intestinales humaines
Caco-2 GFP* comparé a I’absence d’IgA ou a la complexation avec I’'IgACS5 spécifique de
Shigella flexneri (Figure 31B). Ainsi, nous pourrions utiliser notre modele afin de comparer
’effet des IgA sécrétées par les souris vaccinées avec 1’IgASal4. Nous pourrions aussi comparer
notre modele avec une technique plus souvent utilisée consistant a infecter des cellules avec une

Salmonella non GFP et compter le nombre de plages de lyses.

A 1,5x10° SL1344-GFP B
+1,5x10° Caco2 +100pg SIgA Sal4

% of infected
Caco2 cells

Figure 31: La complexation de Salmonella avec des IgA spécifiques de la bactérie limite

Dinfection de cellules intestinales humaines.

(A) La lignée de cellules épithéliales humaine Caco-2 est infectée 2h avec la souche SL1344-
GFP* de S. Typhimurium complexée (2) ou non (1) préalablement avec [’IgASal4 spécifique
du LPS de Salmonella. (B) La proportion de cellules Caco-2 infectées (GFP™) est déterminée
par cytométrie en flux avec ou sans complexation avec des IgA spécifiques de Salmonella ou

de Shigella.
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Réponse intestinale tolérogéne versus nasale pro-inflammatoire

La grande interrogation de notre étude reste I’absence de réponse immunitaire et méme la plus
forte susceptibilité a Salmonella lors de la vaccination orale. Nous avons testé plusieurs
parametres afin de déterminer la cause de cette apparente tolérance. A priori, elle n’est pas due a
la quantité trop forte ou trop faible d’antigene administré, ni a la présence ou non d’adjuvant, ni
a la souche de souris utilisée (Table 10). Il conviendrait donc d’étudier plus en détail la prise en
charge du vaccin dans le GALT et dans le NALT pour comprendre I’absence d’induction de

réponse dans I’intestin, par exemple en caractérisant les DC du NALT.

Table 10: Récapitulatif des expériences d’immunisation chez la souris avec les candidats

vaccins.
Obectif Voie Schéma Modéle Antigéne Réponse obtenue
d’administration d’immunisation murin (quantité
en ug)
Tester effet protecteur muqueux Orale 3 +1 boost + challenge Balb/c SseB (50) - Pas de réponse IgG et IgA
contre Salmonella (Expérience répétée en spécifique de SseB.
duplicat) Diminution de la survie des
souris vaccinées
Eviter un effet tolérogéne par Orale 3 +1 boost Balb/c SseB (60) 2 Pas de réponse humorale et
mangque de stimulus pro- cellulaire contre SseB
inflammatoire
Eviter un effet tolérogéne di a la Orale 3 +1 boost Balb/c SseB (10) 2 Pas de réponse humorale
trop forte quantité d’antigéne
Comparer les effets liés aux lignées Orale 3 +1 boost Balb/c SseB (6) 2 Pas de réponse humorale ni
murines Et C57Bl/6 cellulaire
Tester une autre voie Nasale 3 + 1 boost Balb/c SseB (4) - Légere réponse humorale
d’administration muqueuse et forte réponse
IgG spécifique de SseB dans
le sang
Comparer plusieurs antigénes et Nasale/orale 4 Balb/c SseB/OmpC 2 Cf papier
vecteurs par voie nasale (10)

SseB active les cellules dendritiques via les TLR4/2 ?

Nous avons vu que les antigénes SseB et OmpC induisaient une réponse immunitaire en
administration nasale mais pas par voie orale. Ceci pourrait étre expliqué par le type de cellules
prenant en charge les antigénes mais aussi par le type de récepteurs aux antigenes présents dans
les différents tissus. Nous avons donc testé 1’effet activateur de SIgA-SseB sur une population de

cellules dendritiques de la muqueuse orale : les cellules de Langerhans (LC) (CD207* ; CD1a").
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Nous n’avons observé aucune modification des marqueurs d’activation CD80, CD86, HLA-DR
ou CD40 avec le candidat vaccin ni avec SseB seul (Figure 32A). Les LC n’exprimant pas le
TLR4 (354), nous nous sommes naturellement intéressés aux récepteurs reconnaissant SseB.
L’utilisation de lignées cellulaires (HEK) n’exprimant qu’un seul TLR a la fois a montré une forte
activation des lignées exprimant le TLR2 ou le TLR4 (Figure 32B). Bien que ces récepteurs
soient impliqués dans la reconnaissance des endotoxines, 1’utilisation de PMB tend a conclure
que le déclenchement de la réponse immunitaire par SseB serait médiée par les TLR2 et 4.
Cependant, il conviendrait de tester aussi les TLR activés par ’OmpC, d’autres PAMP comme
les NLR par exemple et s’assurer de 1’absence totale d’endotoxines pour tester I’activation des

TLR sans biais en détoxifiant par exemple les échantillons.

A B
65000
no activation 3,0
60000 1 SeeB
550007 1 B9 SIgAC5-SseB 25
50000
45000+ 2,0 -
T 40000-
= _ 8 1,5 - m SSE-B
T+
10000+ 1,0 -
5000 %HH 05 |
0 T T T %mﬁ 0,0 -
© < Q O -
S ‘?:Q o& C,éb TLR hTLR2  hTLR3  hTLR4 hTLR5 hTLR9
g

Figure 32: L’activation des cellules par SseB nécessite I’expression des TLR4 et 2.

(A) L’expression des différents marqueurs d’activation est analysée par cytométrie en flux
apres stimulation pendant 24h avec SseB ou SIgA-SseB. MFI=Mean Fluorescent Intensity. (B)
Des cellules HEK n’exprimant qu'un seul Toll-Like Receptor (TLR) sont stimulées avec SseB
(30pg/mL) ou des activateurs de chaque TLR pendant 24h. DO=densité optique.

Effet du vaccin sur des modéles de DC humaines
I existe plusieurs allotypes d’IgA chez la souris avec des régions charniéres plus ou moins
grandes contenant des sites de O-glycosylation (355) mais aucune N-acetylgalactosamine n’y
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était associée alors que la présence de N-glycans a été observée sur des IgA murines
monoclonales (356). Ces indices laissent penser que I’IgA murine se rapprocherait de 1’'IgA2
humaine. Ainsi, nous nous sommes demand¢ si nos vaccins utilisant I’IgA murine pouvaient se
lier sur des DC humaines. Etant donné 1’absence d’interaction entre 1’IgA murine et le FcaRI
humain (357) mais la structure relativement similaire avec 1’ IgA2 humaine, nous avons testé la
fixation du vaccin sur DC-SIGN au regard de nos résultats sur 1’IgA2 humaine. Nous avons
observeé une co-localisation entre SIgA-SseB et DC-SIGN sur des cellules dendritiques humaines
dérivées de monocytes (moDC) (Figure 33A). Nous nous sommes ensuite demandé si les moDC
pouvaient étre activées par le candidat vaccin SIgA-SseB. Alors que SseB seul n’induisait pas de
changement significatif d’expression des marqueurs d’activation, SIgA-SseB induisait une
diminution et une augmentation de plus de 20% de 1’expression respectivement du CD80 et du
CD40 soit des tendances similaires au controle positif (Figure 33B). Ainsi, des cellules
dendritiques humaines peuvent étre activées par le vaccin. Comme pour la souris, 1’étude de la
prise en charge et de I’activation de cellules dendritiques humaines de I’intestin ou du tractus
naso-pharyngé pourraient déterminer si notre stratégie est applicable aux muqueuses de
I’Homme. Nous avons déja pu observer les différentes populations de DC intestinales humaines

CD103* ou CX3CR1* (Figure 33C).
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Figure 33: SIgA-SseB active des cellules dendritiques humaines.

(A) Des cellules dendritiques humaines dérivées de monocytes (moDC) sont incubées 1h avec
le candidat vaccin SIgA-SseB couplé a la cyanine 3 (rouge). Les cellules sont fixées,
perméabilisées et DC-SIGN est marqué (vert). Les co-localisations du vaccin avec DC-SIGN
(fleches blanches) dans les cellules vivantes contenant un noyau (bleu) sont observées au
microscope confocal. (n=2)(B) Des moDC sont stimulées 24h avec SseB ou SIgA-SseB (1ug
d’antigene) en présence de polymyxine B (500ng/mL) puis [’expression des marqueurs
d’activation a la surface des DC est mesurée par cytométrie en flux. Les MFI (Mean fluorescent
Intensity) sont normalisées et comparées par rapport a celles observées sur les moDC non
stimulées (seuil a 100%) afin de réduire les variations inter-donneurs. (n=6).(C) Phénotypages
des populations cellulaires sur des chirurgies intestinales humaines par cytométrie en flux.

pDC= cellules dendritiques plasmacytoides. (*) p<0.05, (**) p<0.01.
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DISCUSSION GENERALE
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Les IgA sont produites sous forme de monomeéres dans la circulation sanguine et sous forme
sécrétoire dans les muqueuses, faisant de ces anticorps les plus représentés dans notre organisme
(358). Les IgA sécrétoires sont responsables de la régulation de la réponse immunitaire intestinale
tolérogene ou protectrice contre les microbes commensaux ou pathogénes (28). Ces travaux de
these ont mis en évidence plusieurs points importants a avoir que : (i) les IgAl ont un réle
globalement anti-inflammatoire alors que les IgA2 induisent une réponse pro-inflammatoire chez
les cellules dendritiques dérivées de monocytes, (ii) les IgA sont capables d’induire 1’expression
de leur propres récepteurs, (iii) la vaccination contre Salmonella ciblant les cellules M du NALT
via les SIgA et SIgM induit une réponse immunitaire effectrice systémique et muqueuse, (iv) un
vaccin multivalent formé avec la SIgA et 2 antigenes conserve et optimise les propriétés

immunogeéniques des formulations vaccinales monovalentes.

A la lumiere de nos données, plusieurs voies d’investigations s’offrent a nous. Nos expériences
d’anse intestinale montrent que notre vaccin traverse le FAE seulement au niveau des PP mais ne
déclenche pas de réponse immunitaire. Ces données sont en contradiction avec une étude infectant
des souris avec le virus de la vaccine exprimant la p24 du VIH aprés immunisation orale avec
’antigéne couplé a une SIgA. En effet, une réponse spécifique humorale (1gG et IgA) et cellulaire
(LT sécréteurs d’IFN-y) systémique et intestinale a été observée corrélée avec une protection
apres infection (172). Sur deux antigénes pouvant induire une réponse systémique (359) seule la
p24 induit une réponse intestinale couplée ou non avec la SIgA. Les données surprenantes
obtenues avec SseB pourraient indiquer une tolérance immunitaire au vu de la plus faible survie
des souris immunisées avec SIgA-SseB. Par ailleurs, la méme observation a été faite avec SIgA-
OmpC injectée par voie orale. L’antigéne utilisé pour vacciner par voie orale serait donc
déterminant pour I’induction d’une réponse intestinale. Il serait intéressant de déterminer la cause
de cette différence de réponse a savoir si elle est due : (i) seulement aux proteines SseB/OmpC

(if) aux bactéries Salmonella puisqu’il a été montré que S. Typhimurium induisait une réponse T
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autoréactifs via Dectin-1 et une diminution de la production de cytokines par les LT suite a
I’induction de PD-L1 (360, 361) (iii) au type de micro-organisme (iv) a la structure ou la
présentation des antigenes (v) a la composition en cellules ou en micro-organismes commensaux

du NALT par rapport au GALT puisque 1’on sait que les microbiotes sont différents (362) (363).

Il est admis que les IgA intestinales induisant une réponse tolérogéne contre le microbiote seraient
prises en charge par des DC de la lamina propria alors que les IgA pro-inflammatoires passeraient
par les PP et seraient donc captées par les DC du SED (33). Les SIgA couplées avec les antigénes
de Salmonella transitent par les PP mais n’induisent pas de réponse inflammatoire. Ceci irait donc
en contradiction avec le postulat précédent et pourrait étre dii a un souci d’acheminement des Ag.
Il est connu que les DC CX3CR1* de la lamina propria sont plut6t résidents et déclenchent une
réponse IgA Tl locale alors que les DC CD103* des PP auraient tendance a migrer dans les MLN
afin d’activer une réponse IgA TD tres spécifique (4). Nous pourrions imaginer que notre vaccin
a été pris en charge par les « mauvaises » DC. En revanche, puisque nous observons une réeponse
immunitaire spécifique en ciblant le NALT, nous pourrions imaginer qu’un autre type de DC a
capté notre vaccin. Une piste de recherche serait de définir les populations de cellules captant les
IgA et déterminer leur réponse immunitaire locale et dans les autres mugueuses selon le tissu, les
isotypes d’IgA, la présence ou I’absence d’antigene. 11 serait par exemple intéressant d’observer
si les DC de la lamina propria ont plus tendance a capter des IgA1 et celles des PP des IgA2
grace par exemple a une plus forte expression du FcaRI par les premiere et de DC-SIGN par les
secondes.

Les IgM, comme les IgA, sont sécrétées par des plasmocytes trés présents dans la muqueuse
intestinale (181) et exportés sous forme de SIgM dans la lumiére intestinale apres fixation au
pIgR (364). Les SIgM recouvrent les bactéries du microbiote, notamment celles déja fixées par
les SIgA et contribuent a augmenter la diversité du microbiote (181). Elles vont par ailleurs

diminuer la réponse induite par le BCR a la surface des LB chez la souris et pourraient étre
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responsables d’une tolérance en limitant la présentation des antigenes du soi (365). De plus, les
IgM pourraient compenser le manque d’IgA durant I’enfance pour la formation du microbiote
(366). Les IgM ont aussi un réle protecteur dans les muqueuses en activant la voie du complément
par exemple contre des méningocoques du groupe B. (184). Le double rdle des IgA est donc
retrouvé chez les IgM alors qu’un seul isotype a été décrit jusqu’a présent a la différence des IgA.
La méme étude que nous avons réalisee mais rapportée aux IgM pourrait apporter des
informations sur leur fonction intrinséque ou lors de I’interaction avec un antigéne spécifique.
Elle pourrait aussi informer sur ’interaction avec différents récepteurs comme le FC receptor
specific for IgM (FCMR) qui a été montré comme impliqué dans la régulation de la réponse
immunitaire médiée par les IgM (367). Enfin, la comparaison des DC prenant en charge les
différents IgA et les IgM pourrait donner des indications quant au réle régulateur de ces Ig et les

quelques différences observées apres vaccination avec 1’un ou I’autre des vecteurs.

Les muqueuses étant des zones d’échanges privilégiées, de nombreux pathogenes s’en servent
comme porte d’entrée. Les principaux sont (i) S. pneumoniae, Haemophilus influenzae et
Moraxella catarrhalis chez les enfants et S. aureus chez les adulte pour le NALT, (ii) les bactéries
Shigella, Campylobacter et les virus de I’Hépatite A et E pour le GALT, (iii) les bactéries
Chlamydia, les virus herpes ou le VIH pour le GENALT. Des vaccins sont recherchés pour la
plupart de ces pathogeénes ou nécessitent de constantes améliorations du fait de 1’évolution des
pathogénes comme c’est le cas pour les virus influenza (368). La muqueuse nasale a été décrite a
la fois particulierement intéressante pour la vaccination mugueuse en touchant plusieurs tissus
muqueux par une voie non invasive et de plus en plus accessible avec les nouveaux outils tels que
les nanoparticules (352, 369). Nous avons confirmé cette tendance puisque nos vaccins, en
particulier le multivalent (MV) induisaient une réponse systémiqgue, intestinale et génitale. Bien
que cette derniére soit 1égere et que la réponse au niveau des poumons mériterait d’étre étudiée

avec I’étude d’infiltrats leucocytaires et de sécrétions cytokiniques, on peut supposer une réponse
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locale dans le NALT. Une fois cette future analyse effectuée, on peut supposer que 1’utilisation
des IgA/IgM pourrait permettre d’utiliser la voie nasale pour protéger contre un grand nombre de
pathogenes muqueux. 1l serait intéressant de tester notre approche avec des antigénes de certains
pathogenes cités ci-dessus. Cependant, bien que la vaccination par voie nasale possede de
nombreux avantages, elle peut étre mal tolérée comme cela a pu étre observé chez les enfants
vaccinés contre la grippe qui présentaient une perte d’appétit, des céphalées et de la fatigue. Une
autre alternative serait de tester la voie sublinguale qui permet la vaccination contre de nombreux
pathogenes qui infectent les muqueuses mais aussi le compartiment systémique tout en

nécessitant une faible quantité d’antigénes (162) (370).

Comme quatre antigénes peuvent €tre fixés sur les IgA, il serait possible de surmonter 1’obstacle
de la divergence entre les souches. Il serait néanmoins intéressant d’étudier une méthode
permettant de fixer les antigénes de maniére spécifique et steechiométrique en controlant par
exemple le type de liaison pour chaque antigene. Cette caractéristique pourrait méme permettre
de faire des vaccins personnalisables en couplant des antigénes par exemple de la grippe avec des
antigenes de Salmonella injectés par voie nasale afin de protéger contre deux pathogenes (voire
plus) différents. L’utilisation de 1’IgM pourrait méme augmenter les possibilités avec jusqu’a 10
sites de fixation dont la faisabilité reste a vérifier. Enfin, de récentes études ont mis en avant une
nouvelle technique appelée MEFA (multiepitope fusion antigen) permettant de synthétiser une
protéine vaccinale présentant plusieurs épitopes d’un seul pathogéne comme E. coli
entérohémorragique (371). L’utilisation de MEFA pour créer des « super antigenes » combinant
plusieurs sérovars/souches amplifierait encore plus le spectre de protection tout en conservant

une taille raisonnable.

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) sont des maladies dont 1’étiologie
est fortement liée a une dysbiose (Cf Annexe I1). L’IgA est un garant de I’homéostasie intestinale

grace a son interaction avec les bactéries commensales (372). L’absence d’IgA conduit a une
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colonisation anormale de certaines bactéries (128) et donc potentiellement a une MICI. Parmi les
thérapies envisagées, la transplantation fécale pourrait rétablir un microbiote sain. Les limites de
cette méthode restent inconnues mais on peut déja imaginer une limite psychologique qui pourrait
étre surmontée par un traitement oral d’IgG ou d’IgA afin de rétablir la barriére intestinale et le
microbiote (Cf Annexe II). Bien que peu de résultats encourageant n’aient été observés jusqu’a
présent, notre étude des IgAL et IgA2 dimériques et sécrétoires pourrait permettre de choisir les
IgA a injecter chez les patients. Par exemple, cela pourrait passer par des IgAl pro-tolérogenes
plutdt poly-réactifs et spécifiques de bactéries commensales si nous arrivons a décrire que la
fixation d’un antigéne spécifique n’abolit pas I’effet anti-inflammatoire. Les MICI sont
caractérisées par une forte inflammation majoritairement médiée par le TNF-a (373), conduisant
a des traitements avec des anti-TNF (Cf Annexe I1). Nous avons observé une forte sécrétion de
TNF-o aprés stimulation des DC avec les IgA2 mais aussi les IgA1 dimériques, en contradiction
avec I’effet immunosuppresseur de ces dernieres. Il conviendrait d’étudier plus en détails la
sécrétion de cette cytokine notamment dans un contexte plus proche de la réalité par exemple
avec des DC intestinales, des macrophages, d’autres populations leucocytaires mais aussi des
entérocytes. Enfin, un des traitements envisagés qui montre des résultats encourageants est la
transplantation fécale qui rétablit un microbiote sain a partir de celui d’un individu non malade.
L’administration d’IgA pourrait avoir un intérét a ce niveau en co-administrant par exemple une
mixture de SIgA1 polyréactives a plusieurs antigénes commensaux d’un microbiote sain afin de
créer une tolérance et protection vis-a-vis de ces microbes. Les IgA2 pourraient étre couplés a des
antigénes de bactéries non voulues afin de déclencher une réponse néfaste pour ces populations.
Bien-sir, cette théorie de microbiote personnalisé via les IgA1/2 reste a 1’état embryonnaire et
nécessite de s’assurer que la dichotomie anti-inflammatoire versus pro-inflammatoire des IgAl

et IgA2 est conservée en cas de fixation a un antigene et que les mémes résultats sont obtenus en
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présence de DCs intestinales. Par ailleurs, il faudrait déterminer si cette stratégie pourrait

fonctionner par voie orale et nasale.
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CONCLUSION GENERALE

163



Bien que les IgA et les IgM constituent une grande partie des anticorps produits dans
I’organisme, surtout au niveau des muqueuses, les mécanismes régissant leur fonction de
régulation de 1’homéostasie restent a éclaircir. Ces travaux de thése apportent de
nouvelles informations sur les fonctions des différents isotypes et isoformes d’IgA. En
effet, nous constatons un effet anti-inflammatoire des 1gA1, exacerbé par la forme
dimérique. A D’inverse, les IgA2 dimeériques ont un effet pro-inflammatoire. Ces
démonstrations pourraient expliquer le double réle des IgA contre le microbiote ou les
micro-organismes pathogénes. Nous avons démontré 1’induction d’une réponse
immunitaire muqueuse et systémique contre des antigenes exprimés par Salmonella aprés
injection par voie intranasale d’un vaccin utilisant les IgA et IgM comme vecteurs.
L’utilisation de telles plateformes vaccinales permet de fixer plusieurs antigénes,
notamment certains induisant plutdt une réponse humorale comme SseB et d’autres
plutdt une réponse cellulaire comme OmpC. Les principales limites de cette these sont
(1) 'utilisation d’un modele de DC humaines non intestinales et (i1) I’absence de test de
protection chez la souris mais aussi sur un modéle se rapprochant plus de I’humain.
Finalement, une meilleure connaissance des IgA permettrait de mieux comprendre et
donc lutter contre certaines pathologies des muqueuses comme les maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin mais aussi de mettre en place une stratégie
vaccinale prophylactique contre de nombreux pathogénes entériques et muqueux en

général tels qu’Helicobacter pylori ou le VIH.
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SUMMARY Salmonella enterica subspecies enterica includes several serovars infect-
ing both humans and other animals and leading to typhoid fever or gastroenteritis.
The high prevalence of associated morbidity and mortality, together with an in-
creased emergence of multidrug-resistant strains, is a current global health issue
that has prompted the development of vaccination strategies that confer protection
against most serovars. Currently available systemic vaccine approaches have major
limitations, including a reduced effectiveness in young children and a lack of cross-
protection among different strains. Having studied host-pathogen interactions, mi-
crobiologists and immunologists argue in favor of topical gastrointestinal administra-
tion for improvement in vaccine efficacy. Here, recent advances in this field are
summarized, including mechanisms of bacterial uptake at the intestinal epithelium,
the assessment of protective host immunity, and improved animal models that
closely mimic infection in humans. The pros and cons of existing vaccines are pre-
sented, along with recent progress made with novel formulations. Finally, new can-
didate antigens and their relevance in the refined design of anti-Salmonella vaccines
are discussed, along with antigen vectorization strategies such as nanoparticles or
secretory immunoglobulins, with a focus on potentiating mucosal vaccine efficacy.

KEYWORDS Salmonella, immunity, vaccination, gastrointestinal mucosa

INTRODUCTION

Sa!monella enterica is a facultative intracellular Gram-negative bacterium which
comprises 6 subspecies (S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S.

enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. houtenae, S. enterica subsp. indica, and S.

enterica subsp. salamae). Among them, S. enterica subsp. enterica includes 1,531
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serovars as of 2007, themselves divided in serogroups based on the antigenic variability
of the O antigen in the outer membrane lipopolysaccharide (LPS). Several serovars are
well known for their implication in food-related diarrhea-inducing diseases acquired via
the fecal-oral route (1-3). The typhoidal Salmonella (TS) serovars S. enterica subsp.
enterica Typhi (S. Typhi) (0:9) and S. enterica subsp. enterica Paratyphi A (S. Paratyphi)
(0:2) exclusively infect humans and cause enteric fever, also referred to as typhoid
fever. It is characterized by a systemic infection causing fever, respiratory distress, and
hepatic, spleen, and neurological damage. TS-mediated infection strikes up to 21.7
million people in Africa, South and Central America, and Asia; the highest prevalence
is reported in Southeast Asia (4), with a death rate of about 1%. Overall, this results in
more than 200,000 deaths per year in countries with limited incomes (5). The nonty-
phoidal Salmonella (NTS) serovars S. enterica subsp. enterica Typhimurium (S. Typhimu-
rium) (O:4) and S. enterica subsp. enterica Enteritidis (S. Enteritidis) (0:9) infect both
humans and animals and are among the major causal agents of self-limiting gastro-
enteritis, a local infection that causes diarrhea (6). The areas where NTS disease is
prevalent are located mostly in sub-Saharan Africa, as well as in south Asian countries,
because of poor health care systems, malnutrition, and possible zoonotic transmission
(7-9). Through food contamination, episodic outbreaks are also reported in developed
countries, which may be caused by other serogroups, including O:7 and O:8 (10-13). In
2010, the estimated burden of NTS infection accounted for 93.8 million cases and
155,000 casualties (14). Infection by specific strains of S. Typhimurium and S. Enteritidis
may ultimately lead to systemic dissemination, referred to as invasive NTS. This results
in high case fatality rates, especially for children below 3 years of age and for
immunodeficient HIV- or malaria-infected individuals (7, 15), and adds 3.4 million cases
and 681,316 deaths to the global NTS toll (16). The difference in disease symptoms
resulting from TS and NTS can be explained by either mutation-induced loss of function
or the deletion of around 11% of coding sequences between S. Typhimurium and S.
Typhi, which may be partly due to the host-specific adaptation of each particular
serovar (17). Genome modifications include, for example, the expression of different
virulence genes, such as the Vi capsular polysaccharide gene, which is expressed by
particular Salmonella serovars, including, for example, S. Typhi, S. Paratyphi B, and S.
Dublin (18-20). All the genetic, phenotypic, and pathogenesis differences indicate that
TS and NTS have to be separately studied.

Currently, patients presenting either an acute invasive NTS- or TS-induced infection
undergo antimicrobial treatment (21), often composed of fluoroquinolones,
trimethoprim-sulfamethoxazole, ampicillin, or cephalosporins with a large spectrum of
action. In spite of a good efficacy, these protocols are deemed to be increasingly limited
in their use because of the appearance of multidrug resistance (MDR) for S. Typhimu-
rium (22, 23), S. Enteritidis (24), S. Typhi (25-27), and S. Paratyphi (28). Several factors
contribute to reduce the efficiency of a targeted antimicrobial treatment, such as,
subpopulations of Salmonella showing increased survival after exposure to antibiotics
(29), the presence in the host of more than one strain with different antibiotic sensitivity
(30), and the possibility of transferring the resistance between bacteria (27, 31, 32).

The high morbidity and mortality and the inevitably increased exposure to MDR
strains underscore the rationale fear of new epidemics (33). In this respect, vaccination
remains a valid and needed approach for humans but also in the veterinary field, as NTS
also affects livestock and farm poultry (34). As efforts toward the development of
efficacious vaccines will inherently result in unexpected difficulties, the knowledge
acquired in both Salmonella physiopathology and the host's mechanisms of defense is
an essential asset to overcome them (35). The identification of relevant Salmonella
antigens (Ags) and improved Ag delivery systems to be integrated within vaccine
preparations will help to promote the activation of the host adaptive immune system.
The gastrointestinal (Gl) tropism of Salmonella enterica suggests that mucosal applica-
tion of vaccines might be favored, with the aims of targeting specialized sampling sites
such as Peyer’s patches (PPs) (36) within the epithelium and of mobilizing a robust local
T cell and antibody response in the gut-associated lymphoid tissue (GALT). However,



even if the GALT is the primary site where pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) are detected to trigger local responses (36), invading Salmonella will eventually
have to be recognized by the systemic immune system as well. This emphasizes the
likely need to include more than one Ag in vaccine formulations to prime multiple
specific arms of the immune system at various stages of infection (37).

This review compiles the current knowledge acquired from past and present studies
that have helped to define key parameters instrumental in the design of an efficient
anti-Salmonella vaccine. Mechanisms of Salmonella-host interaction resulting in bacte-
rial uptake, as well as the innate and adaptive anti-Salmonella protective immunity, are
discussed first. Currently available vaccines and how to possibly overcome their limits
are presented next. We finish by considering the potential of novel candidate
Salmonella-derived Ags and their possible combination with recently developed mu-
cosal delivery systems.

SAMPLING OF AND IMMUNE RESPONSES TO SALMONELLA IN THE HOST GUT
Interaction with and Uptake by the Host

After overcoming physicochemical obstacles protecting the epithelium (38), Salmo-
nella (S. Typhimurium for most experimental investigations) penetrates the gut epithe-
lium barrier by three routes, i.e., crossing via microfold (M) cells in PPs, intracellular
invasion of epithelial cells, or through breaches in the epithelial lining.

M cells interspersed among the enterocytes covering the follicle-associated epithe-
lium of the PPs and isolated lymphoid follicles are specialized cells that selectively
sample intact microorganisms and/or soluble Ags and deliver the latter to the under-
lying lamina propria. Entry of non-self molecules is supported by the absence of MUC2
(a gel-forming mucin that is part of mucus) on the surface of M cells. Elsewhere along
the gut, this main component of mucus physically decreases the attachment of bacteria
on epithelial cells and contains antimicrobial defensins secreted by Paneth cells to
chemically kill bacteria (39, 40). Following passage across M cells, the Ag is captured by
Ag-presenting cells (APCs), including dendritic cells (DCs) and macrophages residing in
the M cell pocket or located in the subepithelial dome region of PPs. Macrophages play
a role in the elimination of engulfed bacteria and local production of cytokines,
whereas DCs are key initiators of protective adaptive immune responses following
migration to the mesenteric lymph nodes (MLNs). In the case of Salmonella, entry in M
cells induces their rapid apoptosis and results in subsequent invasion of macrophages
and gut epithelial cells via Toll-like receptor 5 (TLR5) located at the basolateral surface.
Direct luminal engulfment of Salmonella by intestinal epithelial cells also occurs via
disturbance of cellular actin polymerization and cytoskeleton organization (41) medi-
ated by injection of effector proteins through the type Ill secretion system (T3SS). This
triggers characteristic membrane ruffling, a prominent cellular change accompanied by
induced cell death (42). The sum of these processes causes an increase of epithelium
permeability leading to massive invasion and dissemination.

More direct sampling of bacteria occurs through luminal uptake as well: at steady
state and following infection, lamina propria C-X-3-C motif chemokine receptor 1
(CX3CR1)-expressing DCs displaying transepithelial dendrites capture Salmonella di-
rectly from the lumen (43). In another mechanism, intestinal CD103* DCs in the mouse
lamina propria are recruited in the intestinal epithelium upon gut challenge with S.
Typhimurium, inducing transepithelial protrusion of their dendrites to capture luminal
bacteria (44). Mechanistically, it has been observed that transepithelial dendrite exten-
sion is induced via engagement by Salmonella of TLRs expressed by epithelial cells (45).
It is noteworthy that whatever the DC subtype analyzed, these extensions appear
without compromising the integrity of the epithelial barrier, most likely as a conse-
quence of the formation of tight-junction-like structure linking the dendrites and the
contiguous epithelial cells.

Recently identified mechanisms have shed additional light on the subtle complexity
of the interaction between Salmonella and the host epithelium. In neonate mice,
Salmonella invasion and proliferation are more pronounced than in older animals (46),



arguing that epithelial maturation and a lower turnover of epithelial cells contribute to
limit bacterial aggressiveness. This refinement in the sensing of the bacterium by the
host may account for the large number of different proteins expressed by Salmonella
that bind to the extracellular matrix on epithelial cells. In addition, Salmonella may also
be recognized by plasma membrane receptors. Among the several receptors present
on the M cell surface recognizing PAMPs (47), glycoprotein 2 (GP2) associates with
Salmonella via the FimH pilus component; the absence of GP2 in knockout mice leads
to a drop of the Salmonella burden in PPs, resulting in a concomitant reduction of
antibody production against the bacterium (48). Annexin A5, a protein expressed on
the apical side of M cells, has been identified as a receptor for the lipid A domain of the
LPS moiety found on Gram-negative bacteria (49). Salmonella flagellin was defined as
a key actor in promoting M cell differentiation through its capacity to trigger secretion
of C-C motif chemokine ligand 20 (CCL20) by epithelial cells, a chemokine-inducing
recruitment of DCs involved in the conversion of epithelial cells into M cells (50). Along
the same line, the Salmonella-secreted SopB protein contributes to increase host
invasion by converting epithelial cells in the follicle-associated epithelium into M cells
(51). It remains to be determined whether this process is beneficial for Salmonella
finding its entryway or whether this may be seen as a means for the host to increase
Ag sampling and thus to reinforce the intensity of the local immune response. Of note,
while S. Typhimurium remains the preferential serovar for studying infection, the path
of epithelial entry of S. Typhi is less well known. S. Typhi can be taken up by M cells, but
more comprehensive mechanical investigations are needed to resolve similarities and
differences between the two serovars in view of designing an optimal vaccine that
displays the highest spectrum of action. Altogether, based on the numerous strategies
used by the host to sense Salmonella at the level of the epithelial barrier, targeting
these pathways in order to elicit a strong mucosal response appears to be a promising
approach.

GALT Features Important for Vaccine Design

The GALT is characterized by a complex network of cellular and molecular players
which confer the capacity to differentiate harmless Ags such as nutrients or commensal
bacteria from PAMPs carried by pathogens. The tolerogenic environment of the intes-
tinal tract thus has to be seen as an additional challenge to overcome when it comes
to defining vaccine formulation for oral administration. In this respect, understanding
the nature of the immune responses during Salmonella infection is crucial for several
reasons: (i) to engineer a vaccine which will elicit protective responses close as those
induced by the invading bacterium, (ii) to select for the best Ag(s) to efficiently protect
at the mucosal and systemic levels, (iii) to trigger specific and prolonged (memory)
activation of the immune system, and (iv) to avoid immune tolerance or adverse effects
associated with a defect in homeostasis. Nowadays, a relatively clear picture of the most
important immune actors involved in fighting Salmonella infection has been estab-
lished (Fig. 1).

Contribution of innate immunity. Cellular and molecular partners involved in
innate mechanisms of protection against Salmonella have been extensively studied and
have been discussed in detail in recent reviews (52-54). In the face of this extensive
literature, we have chosen to deliberately deal with this aspect in the frame of
Salmonella vaccination more succinctly.

In the absence of any contribution by Ag-specific T and B cells, innate immunity in
the mouse depends on membrane-bound TLRs (55) and cytosolic nucleotide binding
oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs) (56) recognizing bacterial PAMPs.
Subsequent activation of nuclear factor kB (NF-«B) mediates induction of proinflam-
matory cytokines, including interferon gamma (IFN-v) (57, 58) and tumor necrosis factor
alpha (TNF-a) (59). In turn, this stimulates cellular effector mechanisms (35, 60) that
compromise intracellular and extracellular Sa/monella survival and proliferation. The
relevance of these innate pathways is shown in humans suffering from rare primary
immunodeficiencies, who exhibit severe systemic invasion by Sa/monella. In human
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FIG 1 Schematic overview of the mucosal immune response against Salmonella enterica serovar Typhimurium. In the
follicle-associated epithelium, bacterial sampling occurs via the GP2 receptor on M cells and to a lesser extent by direct
lumenal capture through dendritic cells (DCs) extending their dendrites across the epithelium (intraepithelial [IE] DCs).
Uptake by macrophages in the Peyer's patch (PP) induces the onset of intracellular reactions mediated by the inflam-
masome network of proteins, resulting in the local production of numerous proinflammatory mediators. DCs in the
subepithelial dome of PPs process M cell-transported Salmonella for presentation to T cells residing in the interfollicular
region of the germinal center. This results in their differentiation into effectors with profiles reinforcing the inflammatory
Th1/Th17 responses or favoring production of a Th pattern prone to prime B cells to switch to polymeric IgA (plgA)
production. T and plasma cells ensure local responses and dissemination to distant effector sites after migration to the
mesenteric lymph nodes and circulation (not shown). Polymeric IgA is transcytosed from the lamina propria to intestinal
secretions by the epithelial polymeric Ig receptor (plgR); the resulting complex, called secretory IgA (SIgA), specifically
recognizes Salmonella and prevents its attachment to the epithelium, a function referred to as immune exclusion. Natural
IgM can similarly be transported by the plgR and ensures a similar neutralizing function (not shown). Intraepithelial
lymphocytes (IELs) participate in protection through their cytotoxic function and cytokine production. Upon epithelial
sensing of Salmonella, released CXCL8 attracts neutrophils which participate in protection by locally secreting IFN-y.
Mucosal exudation of Salmonella-specific IgG from the circulation contributes to bacterial neutralization and activation of
neutrophils via Fcy receptors (FcyRs) in the lamina propria. The figure is not drawn to scale.

patients presenting a deficiency in interleukin-12 (IL-12) or IFN-y and in mice with either
gene knocked out, increased susceptibility to infection by Salmonella has been re-
ported (61). A mode of action of IFN-y relies on the decrease of the intracellular
tryptophan level and control of S. Typhi growth, as observed in infected volunteers (62).
In comparison with wild-type (WT) animals, macrophage migration inhibitory factor-
deficient mice orally infected with S. Typhimurium produce less IFN-y and TNF-a, show
increased bacterial loads in spleen and liver, and exhibit poor survival (63). Production
of IFN-y by either NK cells (64) or neutrophils (57) contributes to ensure protection,
suggesting some degrees of redundancy in the source of these two essential protective
cytokines.

Simultaneous deletion of TLR2, -4, and -5 in mice infected with S. Typhimurium leads
to an absence of TNF-a and CCL2 production and results in poor survival rates in
comparison with WT mice (55). Simultaneous deletion of TLR2 and TLR4 in bone
marrow-derived macrophages (BMM) decreases secretion of nitric oxide (NO) and
TNF-a in response to S. Typhimurium (65). TLR2-mediated recognition of curli amyloid
fibrils contributes to the production of proinflammatory IL-17A and IL-22 after Salmo-
nelfa entry in the intestinal mucosa (66). Consistent with this, epithelium-targeted
deletion of the gene for the TLR adaptor molecule myeloid differentiation primary



response 88 (MyD88) in mice results in massive tissue damage and impaired goblet cell
function after infection with S. Typhimurium (67). The deletion of MyD88 in mice also
induces a decrease of IFN-y production and subsequent increase of systemic IL-10 (an
anti-inflammatory cytokine) (68, 69). Thus, targeting the TLR/MyD88 pathway via a
specific “adjuvant” ligand may serve as an interesting strategy to strengthen the innate
arm of the immune response against Salmonella.

In addition, nonconventional T cells, often classified as cells with innate-like prop-
erties, such as major histocompatibility complex (MHC)-related protein 1 (MR1)-restricted
mucosal associated invariant T (MAIT) cells, CD1d-restricted NKT cells, and y/8 T cells,
can play a role in protection against Salmonelia infection (70). Recent data show that
MAIT cells bind an S. Typhimurium Ag ligand presented in the MR1 context with high
affinity (71, 72). Increased local recruitment of MAIT cells secreting principally IL-17A
and to a lesser extent IFN-y and TNF-a after S. Typhimurium infection in mice has also
been recently reported (73). In vitro and in vivo experiments have shown an IL-12-
dependent IFN-y production by CD1d-restricted NKT cells following S. Typhimurium
recognition (74, 75). Depletion of /3 T cells through treatment with T cell receptor
(TCR)-specific monoclonal antibodies in mice decreases by 300-fold the 50% lethal dose
of S. Enteritidis administered orally (76). In a mouse model allowing tracking of
intraepithelial y/6 T cells, deficient migration in the intestinal epithelium increases S.
Typhimurium translocation and leads to salmonellosis of greater severity (77). Whether
the activation status of these cells is a marker to be studied postvaccination and
whether they might be targeted by vaccine formulations remain open at this stage.

Involvement of innate immunity is clearly instrumental as indicated by the many
manners it contributes to Salmonella clearance. Along the same line, the TLR signaling
circuit of the inflammasome pathway (78, 79) and several nonconventional T cell
subsets may act in addition to or in synergy with adaptive mechanisms induced by
vaccination, yet such a cross talk is in need of investigation. Targeting one or combining
several innate immune pathways with PAMP-derived adjuvants integrated in vaccine
formulations can be seen as a valuable exploratory process to convert a slightly
protective vaccine to a highly efficient one. This would also contribute to addressing
the challenge of identifying potent orally active and safe adjuvants for vaccination in
humans.

Role of adaptive immunity. Innate immunity is an efficient first line of defense
against pathogen infection; however, the establishment of a full specific and long-
lasting protection relies on the induction of both humoral and cellular immunity.
Understanding the mechanisms leading to efficient adaptive immune responses
against Salmonella infection is hence crucial to design optimized vaccine candidates.

To elicit mucosal immunity, intestinal DCs acting as professional APCs must take up
Ags and deliver them to draining MLNs (80). DCs in both the subepithelial dome region
of PPs and the lamina propria require expression of C-C motif chemokine receptor 7
(CCR7) to migrate to MLNs, where the inflammatory context primed by enteropatho-
gens favors the induction of effector T cells imprinted for gut homing (81, 82).
Specifically, upon challenge with Salmonella, intestinal CD11c* CD11b* CD103* DCs
are apparently the only subtype equipped with a battery of functions to independently
complete the processes of uptake, transportation, and presentation of bacterial Ags
(44). However, these results have been challenged in a recent study showing that the
decrease of this DC population in interferon regulatory factor 4 (IRF4)-depleted mice
did not change the local and systemic burden of S. Typhimurium after infection, either
the proportion of specific IFN-y-secreting T cells or the serum levels of Salmonella-
specific IgM and 1gG (83). Under conditions of antibiotic-induced dysbiosis, CD103
CX3CR1h mononuclear phagocytes expressing CCR7 have been shown to traffic S.
Typhimurium to the MLNs and elicit T cell responses and IgA production (84). This
suggests that both the presence of the microbiota and the gut inflammatory condition
determine the type of APC subsets that migrate to MLNs and eventually modulate the
outcome of the intestinal immune response.



(i) T lymphocytes. Both IFN-y-producing CD4" Th1 cells (85-87) and cytotoxic
granzyme/perforin-expressing CD8 ' T cells (88) are important contributors of adaptive
immunity via the production of antimicrobial cytokines (86), the killing of infected cells,
or the generation of memory B cells (85). Interestingly, the TLR signaling adaptor
MyD88 has been shown to be crucial for T cell proliferation and Th1 differentiation (69).
Suppression of CD4™ T cells by irradiation induces reactivation of latent Salmonella,
suggesting the importance of such cells in the control of persistent infection (89).
Spatial fine-tuning of specific CD4* T cell responses in mice orally infected with
Salmonella has been reported to occur as a function of the temporal expression of
bacterial Ags. A long-lasting systemic CD4* Th1 cell response to the Sse) Ag of the T3SS
persists until bacterial clearance is achieved. In contrast, mucosal flagellin-derived FIiC
Ag-specific CD4+ T cells with a Th1 and Th17 bias expand and contract concomitantly
with the expression of the Ag by Salmonella (37). This suggests that a combination of
early transient and late accumulating T cells of different antigenic specificity should
ideally be induced to permit optimal vaccine coverage. At the functional level, IL-17A
would permit recruitment of neutrophils, but its presence leads to only mild reduction
of bacterial loads in the livers and spleens of mice infected with S. Enteritidis (90). Th17
cells have also been shown to trigger the production of antimicrobial peptides (60). In
conclusion, a Th1 response is unambiguously protective and must be elicited by the
process of vaccination. A secondary role of Th17 or CD8" T cell subsets in participating
in the immune response against Salmonella is required as well. With regard to the
design of future vaccines, the functionality of such T cells may serve as a valuable
marker to judge the appropriate modulation operating at the level of the immune
system, in particular when a protective T cell memory response has to be induced. For
example, mixing cinobufagin with formalin-inactivated S. Typhimurium vaccine boosts
the Th1 type of responses and enhances the protective efficacy of the vaccine in
challenged mice (91).

(i) B lymphocytes. Induction of B cell responses after recognition of Salmonella Ags
can take place either by a T cell-independent detection of, e.g., polysaccharides or, in
the case of polypeptide-specific responses, by interaction of B cells with activated
CDA40L™* T cells (92). Activation of the T cell-dependent pathway presents the advantage
that antibody class switch, affinity maturation, and memory responses are induced. B
cell-deficient mice vaccinated with an attenuated strain of S. Typhimurium (SL3261) and
then infected with the virulent strain SL1344 display a reduced survival rate compared
to WT animals (93). In mice, immunization with Vi polysaccharide from S. Typhi induces
protective Ag-specific B1b cells in the peritoneal cavity (94). Along the same line, after
infection with S. Typhimurium, protective B1b cells specific for outer membrane protein
(Omp) porins OmpC, OmpD, and OmpF are generated (92), suggesting that this B cell
subtype can recognize both proteinaceous and nonproteinaceous entities in a T
cell-independent manner. Furthermore, transfer of Bib cells from OmpD-immunized
mice to B cell-deficient mice results in the production of a sufficient amount of IgM to
limit infection following intraperitoneal (i.p.) Salmonella injection (92). B cells also can
be directly activated by microbial products through TLRs and MyD88, highlighting the
role of adjuvants in vaccination against Salmonella. After immunization with an atten-
uated S. Typhimurium strain, chimeric mice with MyD88-deficient B cells present a
marked decrease in antigen-specific IgG2¢, while other isotypes are not or are much
less affected (68). In these animals, the absence of the Salmonella-specific B cell
receptor (BCR) impedes the activation of Th1 memory cells (95).

Following activation, B cells differentiate into plasma cells, which produce Ag-
specific antibodies. In addition to secretory IgA (SlgA) and IgG isotypes, IgM has been
demonstrated in areas of endemicity to mediate protection against Salmonella as well
(96). Vaccination of volunteers with Ty21a induces secretion of anti-LPS or anti-Omp
IgA/1gG by B memory cells (CD27* IgD ) expressing the a437 gut homing integrin (97).
Differences in frequency and activation marker expression of memory B cell subsets in
volunteers challenged with oral S. Typhi result in various clinical outcomes, arguing
further for the importance of B cells in recovery (98). In addition to antibody production,



Salmonella-infected B cells can also serve as APCs to activate cytotoxic IFN-y-secreting
CD8' T cells (99).

Because infection by Salmonella occurs in the intestine before disseminating to
systemic compartments, induction of more global humoral immunity is expected as
well. It is important to recall that most of the humoral immune response at mucosal
surfaces is ensured by SIlgA (100). The antibody is essential for the maintenance of
intestinal homeostasis, as it fulfills multiple functions, including immune exclusion (101,
102) and homeostatic control of microbiota (103). Further, SIgA quenches inflammatory
circuits locally and potentiates the regulatory properties of mucosal DCs and T cells.
Prevention or reduction of penetration of the epithelial barrier by enteropathogens via
specific SIgA has proven to be a crucial mechanism for efficient protection and
maintenance of homeostasis (104, 105). SIgA is produced in response to S. Typhimu-
rium invasion across M cells in PPs via the local B2 cell subtype (106). Specifically,
Salmonella LPS-specific IgA Sal4 has been shown to impede Salmonella adhesion and
invasion of intestinal enterocytes in vitro when incubated with Salmonella (107, 108). In
mice grafted with the hybridoma producing IgA Sal4, the release of SIgA into the Gl
tract ensures protection against oral bacterial challenge (109). Moreover, IgA recovered
from the blood of Salmonella-immunized mice lacking the polymeric Ig receptor (plgR),
ensuring transport of IgA into secretion, reduces invasion of epithelial cells by S.
Typhimurium in vitro (110). WT mice orally infected with S. Typhimurium also display a
much higher survival rate than their counterparts lacking plgR. In addition to neutral-
izing pathogens and preventing their interactions with the epithelium, SIgA antibodies
also affect bacterial metabolism. IgA Sal4 recognizes an epitope in the O Ag of
Salmonella, inducing alteration in integrity of the outer membrane and assembly of the
T3SS (111). The observation that SIgA as such or in complex with bacteria is anchored
in the mucus layer overlying the epithelium further reinforces the notion that the
antibody is crucial to neutralize Salmonella within the intestinal lumen. This is consis-
tent with the observation that absence of MUC2 increased mouse sensitivity to S.
Typhimurium compared to that in WT animals (112).

Interestingly, recent studies suggest that the role of SIgA extends beyond blocking
of Salmonella adhesion to the intestinal epithelium. In the mouse model, and as
confirmed in the rabbit and in human resections, SIgA has the ability to bind selectively
to M cells (113) and to be taken up by reverse transcytosis in a dectin-1-dependent
manner (114). Thus, an alternative function of SIgA would be to drive the associated Ag
into PPs for presentation under moderately inflammatory conditions (115). Delivery of
SlgA-based immune complexes thus guarantees appropriate sampling by M cells in
PPs, stabilization of the Ag, and elicitation of immune responses to ensure subsequent
protection in the absence of massive epithelial damage.

The knowledge acquired on how to mobilize both innate and adaptive immunity
represents an asset for generation of an environment able to trigger appropriate
immune responses by vaccination. In the case of Salmonella infection, the adjuvant(s)
and delivery system(s) have to be selected based on their ability to induce IgA, IgG, and
IgM, as well as Th1 and Th17, responses.

TOWARD NOVEL STRATEGIES FOR VACCINATION AGAINST TS AND NTS
Vaccines against TS: Ty21a and Vi Capsular Polysaccharide

Two licensed vaccines against S. Typhi are currently available, in the forms of the
orally administered live attenuated vaccine Ty21a (Vivotif) and the injectable Vi capsular
polysaccharide (Vi CPS) vaccine (Typherix or Typhim Vi). The Ty21a vaccine was
obtained by nonspecific chemical mutagenesis of the S. Typhi Ty2 strain, resulting in a
galE mutant that lacks the enzyme UDP-galactose-4-epimerase (116). This mutation
induces bacterial lysis due to the accumulation of galactose derivatives during growth
in the host, yet it preserves LPS synthesis. Surprisingly, the mutant no longer expresses
the Vi capsule, indicating that the 3-year cumulative efficacy after injection of 3 vaccine
doses (51% in adults and children over 5 years [117]) cannot be attributed to this Ag.
Vaccination with Ty21a shows cross-protection against both S. Typhi and S. Paratyphi



B (118), while another recent study measured cross-reactive multifunctional memory
CD8" T cell-mediated immune responses against S. Typhi and S. Paratyphi A and B in
immunized adults (119). At the mechanistic level, this vaccine promotes expression of
the mucosal homing receptor «437 (120) on lymphocytes, thus ensuring proper local
immunity at the site of pathogen entry. The Ty21a strain has proven to be genetically
stable (121); however, its fitness in the gut may not be guaranteed. Because of the high
dose of vaccine required to achieve immunogenicity and its formulation as large
capsules, Ty21a can be prescribed only to children over 5 years of age (122, 123). In
immunocompromised individuals infected with HIV or those suffering from malaria
(124, 125), vaccination with a live attenuated bacterium also represents an issue.

The Vi CPS vaccine is composed of purified Vi polysaccharide from S. Typhi. A single
vaccination dose is sufficient to induce a 3-year cumulative protection in 55% of the
vaccinated population. However, troublesome limitations preclude the general appli-
cability of Vi CPS in the at-risk population: (i) the polysaccharide nature of Vi CPS
induces only a T cell-independent antibody production, affecting both class switch and
affinity maturation; (ii) although a recent study showed antibody responses in infants
30 days after Vi CPS immunization (126), a lack of immunogenicity in the most affected
population, i.e., infants under 2 years of age, was reported previously (127); (iii) the Vi
CPS vaccine does not protect against the other main pathogenic serovars responsible
for either NTS or TS disease; (iv) the parenteral injection of Vi CPS only triggers surface
expression of the systemic homing L-selectin on plasma cells; and (v) as Vi CPS is
derived from a purified bacterial Ag, it contains traces of typhoidal LPS, which may bias
our understanding of its intrinsic immunogenicity (120). Another drawback is that
TNF-« secretion in spleen and MLNs is inhibited by the Vi capsule in vivo (128). Other
studies have underscored the inhibition of neutrophil recruitment via the Vi CPS, which
impedes the secretion of the neutrophil chemoattractant C5a, a component of com-
plement pathway (129). The Vi capsule has also been shown to limit adaptive immunity
by suppression of T cell activation and effector function through impairment of early
activation signaling pathways (130).

The mechanism of action of the available vaccines remains unclear; indeed, clues as
to this aspect are based on empirical observations due to insufficient knowledge of
host immunity at the time of their release. The protective efficacy of the two vaccines
administered in combination has never been systematically evaluated. One could
imagine a three-dose injection of Ty21a with a Vi CPS boost in order to induce broader
protection. In support of this, the inactivated whole-cell vaccine targeting S. Typhi has
proven to be the most effective in the U.S. and British armed forces, with a 3-year
cumulative efficacy of 73%. However, its demonstrated high reactogenicity hindered its
use outside military staff. Overall, the various degrees of immunogenicity and protec-
tion demonstrated by the above-mentioned anti-Sa/monella vaccines, together with
troublesome safety issues, preclude their administration to at-risk populations in areas
of endemicity (131).

Animal Models To Address Design of Vaccines against Human TS

In the context of vaccine design, a pertinent animal model mimicking as optimally
as possible human responses is essential to draw valuable conclusions as to immuno-
genicity and efficacy. Vaccines have been initially evaluated in a murine model based
on infection with the serovars S. Typhimurium and S. Enteritidis. The model recapitu-
lates human systemic infection by S. Typhi but does not cause symptoms of human
typhoid fever (132). Recent progress that has been made toward the development of
more relevant infectious animal models is presented below (133) (Table 1).

Classically, mouse strains deficient in Nramp1 (iron transporter in endosomes), such
as BALB/c and C57BL/6 mice, have been used as a model for typhoid fever. Indeed,
infection with S. Typhimurium via the orogastric route leads to a systemic infection and
is ultimately lethal in several days or up to 2 weeks, depending on the dose (134). New
models rely on immunodeficient (severe combined immunodeficiency [SCID]) mice
engrafted with human hematopoietic stem cells (hHSC). Depending on genetic mod-



TABLE 1 Animal models to evaluate vaccination protocols against Salmonella infection

Route of
Disease Animal Particular features Bacterium administration Reference(s)
Typhoid fever Mouse Nramp1~/~ susceptible strains S. Typhimurium, low to very Orogastric, parenteral 35, 238
(acute infection) low doses
Nramp1+/* resistant strains S. Typhimurium, medium or  Orogastric, parenteral 35, 238
(persistent infection) high doses
Rag2 /= <y chain /~ + hematopoietic  S. Typhi, other serovars ip. 135, 136, 23!
stem cells
NOD-scid IL2R / + hematopoietic S. Typhi, other serovars i.p. 135, 136, 23
stem cells
Rabbit S. Paratyphi A, very high Orogastric 240
doses
Invasive NTS  Rabbit S. Enteritidis ip. 241
Gastroenteritis Mouse Streptomycin treatment, knockout mice S. Typhimurium, other Orogastric 177, 242, 24
serovars
Calf S. Typhimurium, S. Dublin,  Orogastric 244, 245, 24
S. Newport
Rhesus macaques S. Typhimurium Orogastric 247

ifications (Rag2—/— vyc—/— or nonobese diabetic [NOD]-scid /L2Ry™" [NSG]), mice
develop, respectively, either nonacute typhoid fever (135) or a human-like enteric fever
after infection by S. Typhi (136). Persisting drawbacks of these reconstructed animal
models reside in chronic perturbation of lymph node development (137), while the loss
of function of the IL-2 receptor decreases the amount of human T cells in the mouse
intestine (138). Further improvements will be required to reduce murine immune
responses in favor of human immune responses after engraftment of hHSC (139). This
has been accomplished by expression of human signal regulatory protein « in mice or
the use of neutrophil cytosolic factor 1 mutant mice (140). A broader distribution of
human immune cells in mouse tissues occurs following administration of human IL-3
and granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF). Along this line, a
recent model of transgenic NSG mice expressing human stem cell factor, GM-CSF, and
IL-3 allows generation of higher levels of antigen-specific IgM and IgG than in parent
NSG mice (141).

Recent Developments in Human Vaccination

Studies on several engineered derivatives of existing vaccines have been carried out
to improve the effectiveness and spectrum of action on one hand and to limit
deleterious adverse effects, including bacterial reversion, toxicity, and reactogenicity,
on the other hand (142). Advances in molecular biology have allowed the design of
attenuated mutants preserving adequate immunogenicity while preventing persistent
infection. In order to limit undesired reactogenicity, targeted attenuation can be
performed with both virulent and metabolic genes (143, 144), resulting in mutations
affecting functionality or through complete gene disruption. This has led to the
development of several candidate vaccines orally administered and currently tested in
phase 2 clinical trials, such as, for example, MO1ZHO09 (Ty2; aroC ssaV mutants), CVD909
(aroC aroD htrA mutants), and Ty800 (phoP phoQ mutants) (145, 146). All mutants are
based on the parent Ty2 strain, with the CVD909 engineered in such a way that it
constitutively expresses the Vi capsule, whose expression is otherwise lost in most live
attenuated Salmonella mutants. CVD909 was shown to promote bacterial op-
sonophagocytosis thanks to IgG antibodies specific for S. Typhi O Ag in LPS (147).
Furthermore, increases of IFN-y-secreting CD4* and CD8* memory T cells are found
after oral administration of the attenuated CVD909 S. Typhi vaccine in humans (148).

Given the increasing prevalence of S. Paratyphi A-dependent illness, efforts have
been dedicated to the development of the so-called SPADDO1 (aroC yncD mutants)
vaccine against this serovar (149, 150). After intranasal immunization, strong protection



of mice against S. Paratyphi A, but not against control S. Typhi, is observed. The selected
examples above argue for a real potential of live attenuated vaccines, as they provide
both attenuation and biological containment in vivo but with a residual risk of rever-
sion.

Due to its intrinsic nature, the existing pure polysaccharide Vi CPS vaccine triggers
only T cell-independent immune responses and low-affinity antibodies. To overcome
this limitation, several studies have been performed with a conjugate that combines
the sugar unit with a carrier protein in order to ensure conversion of the Ag into a
trigger for T cell-dependent immune reactivity. This has led to the identification of
tetanus toxin (TT), diphtheria toxin (DT), the nontoxic recombinant form of DT
(CRM197), the recombinant carrier protein exoprotein A (rEPA) from Pseudomonas
aeruginosa, and the Streptococcus pneumoniae surface protein A (PspA) as valuable
carriers. Successful clinical trials with the Vi rEPA vaccine, notably in young children
(90% of patients were protected against S. Typhi), has resulted in its licensing in China
(151). Similarly, Vi TT is already licensed in India. More recently, a phase 2 trial
conducted on infants (6 to 8 weeks), children (<59 months), and adults with Vi CRM197
has shown much higher immunogenicity than Vi CPS, and Vi CRM197 appears to be
safe (152). In addition to enabling a T cell response, conjugation of PspA with the Vi
capsule has been reported to provide protection against both Salmonella and Strepto-
coccus (153).

In conclusion, novel vaccine candidates based on evolution/engineering from ex-
isting vaccines are emerging thanks to the refined dissection of the mechanisms
involved in bacterial pathogenesis and immunity to infection. Due to good efficacy, two
recently developed vaccine formulations, namely, Vi rEPA and Vi TT, are already
licensed, with many others still under evaluation in preclinical trials (146, 154). Of note,
although most of the TS vaccines that are licensed or under development are based on
the Vi capsule, only S. Typhi and S. Paratyphi B display this Ag. However, the fact that
although S. Typhi and S. Paratyphi A differ in their overall genome, they carry 172
common genes leaves the door open to the identification of protective Ags covering a
less restricted spectrum of serovars.

Vaccines Against NTS: Difficulties and Ongoing Efforts

Because of the lack of similarity between TS and NTS strains, the design of vaccines
targeting NTS has not benefited from the knowledge acquired during the development
of TS vaccines. In a seminal study, the auxotrophic aroA S. Typhimurium attenuated
mutant was shown to protect mice against virulent S. Typhimurium (155) and S.
Enteritidis (156). This mutant, by maintaining immunostimulation, has been shown in
addition to serve as a powerful live vaccine carrier (157-159). However, the observation
that administration of the aroA mutant to immunocompromised mice makes them
severely sick has called into question its appropriateness and safety for human appli-
cation (86, 160). This has made mandatory the de novo development of specific NTS
multivalent vaccines, such as, for example, by evaluating alternative attenuated mu-
tants from S. Typhimurium strains (161). Incorporation of phosphatase genes in the
genome of S. Typhimurium reduces phosphorylation of lipid A, results in attenuation in
mice, and increases sensitivity to bile (162), yet it preserves their capacity to induce
adaptive immunity to Salmonella Ags after oral administration. Such mutants synthe-
sizing the nonphosphorylated lipid A may be useful to develop Salmonella subunit
vaccines, such as those based on Omps, outer membrane vesicles (Omvs), and heter-
ologous polysaccharides (162). Moreover, a method relying on the arabinose-
dependent Py, promoter has been developed to progressively suppress genes in-
volved in S. Typhimurium-induced disease symptoms (163). This results in decreased
reactogenicity after administration of live Salmonella. For vaccine design, strains with
this deficiency in essential virulence factors retain the same ability as WT Salmonella to
colonize lymphoid tissues, a feature required to elicit efficient immune responses. Other
attenuated strains, such as CVD1921 (S. Typhimurium guaBA clpP mutants) and
CVD1941 (S. Enteritidis guaBA clpP mutants) have been tested in mice and show



promising results, as exemplified by functional antibody responses protecting against
challenge by virulent strains (164). Along the same line, immunization with the atten-
uated S. Enteritidis strain AXIl, which is not able to synthesize the secondary messenger
bis-(3-5)-cyclic dimeric GMP, induces antibody production and cytokine-secreting CD4*
and CD8* T cells associated with protection against virulent S. Typhimurium (165).
However, one of the drawbacks of attenuated mutants is that they do not trigger the
same qualitative and quantitative immune response profile as the parent strain, requir-
ing detailed evaluation of each vaccine candidate (166).

As mentioned above, the serovars differ from each other through the combination
of the two H (flagellar) and O (somatic) Ags they display at the bacterial surface. Thus,
a second approach would consist of designing vaccines based on such Ags in order to
specifically protect against a particular serovar. Immunization with attenuated S. Ty-
phimurium BRD509 simultaneously expressing FliC and FIjB H Ags enhances NF-«B-
dependent activation of cytokine production and confers protection against a lethal
challenge with virulent strain SL1344 in mice (167). However, differential expression of
FljB and FIiC (flagellar phase variation) occurs during Salmonella infection, further
complicating the recognition of H Ags by the immune system (168). In contrast, the O
Ag continuously present on LPS makes it a candidate for inclusion in a vaccine. As
discussed above, because the O Ag generates only a T cell-independent antibody
response, coupling to a carrier protein is required to provide optimal protection against
S. Typhimurium (169). Mouse immunization with the S. Typhimurium O Ag-CRM197
glycoconjugate vaccine induces O:4-specific antibodies (IgG, IgA isotypes) exerting
protective functions in in vitro and in vivo assays (170). Fusion of H Ags with O Ags of
S. Enteritidis induces a IgG response and protection against S. Enteritidis (171, 172).
Polysaccharide O:2 Ag from S. Paratyphi A coupled with the CRM197 protein yielded
immunogenic conjugates with strong serum bactericidal activity (173). However, the
high diversity of these proteins between Salmonella strains, as reflected by the fact that
they are used in the strain-related classification of the bacteria (42), remains a drawback
for the design of a multivalent vaccine. Thus, even though such Ags trigger an adaptive
immune response when coupled with other proteins, their low degree of conservation
between the different serovars decreases their relevance as potent vaccine candidates.

Vaccination against NTS is focused mainly on S. Typhimurium, and even if some
studies yield promising results, no vaccine is in a late trial phase to date (146). However,
other strains, such as S. Enteritidis or strains from the serogroups 0:6,7,8 (the major
gastroenteritis-causing group in the United States), would deserve more attention for
human vaccine development (11). Another parameter to integrate, the nature of the
adjuvant in a vaccine formulation, is almost as important as the Ag. In this respect, mice
infected with the S. Typhimurium MC1 virulent strain expressing the S. Typhi typhoid
toxin unexpectedly exhibit better survival and reduced inflammatory intestinal re-
sponses, resulting in long-term persistence in asymptomatic carriers compared to mice
infected with the parent WT strain (174). This suggests that adjuvantization of NTS
vaccines with the typhoid toxin produced by S. Typhi may be considered in vaccine
formulations targeting different serovars of Salmonella (175).

Animal Models To Address Vaccine Design against Human NTS

Even though a broad range of species can be infected by NTS strains, only a few can
serve as relevant animal models for human gastroenteritis (133) (Table 1). The
streptomycin-pretreated mouse model serving as a surrogate of Salmonella-induced
colitis in humans, when tested with S. Typhimurium and S. Enteritidis serovars, proved
to be a valuable tool for evaluating virulence factors involved in enteropathogenesis
(176). The model was also valid to assess S. Typhimurium attenuated mutant strains as
potential live vaccines (177). In the search for new animal models recapitulating
infection in human, cattle are also considered a pertinent counterpart for nontyphoidal
salmonellosis (178), as the same symptoms as for foodborne gastroenteritis in patients
are induced (179).



Moreover, as natural NTS infection induces illness in rearing animals, these animals
can be considered not only as research models but also as vaccination targets in order
to increase yields of production and to indirectly impede human contamination. For
similar reasons, pigs are also an interesting species for the development of a vaccine
against Salmonella (180). For example, parenteral administration of the attenuated S.
Typhimurium strain AznuABC protects pigs (181). The close relationship between the
intestinal immune systems in pigs and humans suggests that results obtained in either
organism can be transferred to the other. In poultry, a vaccine composed of S.
Enteritidis and S. Typhimurium SPI-1 mutants cross-protects against the two strains
(182) and when a low-dose challenge is administered after oral immunization (183). The
S. Enteritidis-based attenuated vaccine JOL919 provides protection early in develop-
ment by preventing egg contamination (184) via the presence of higher antibody and
T cell responses in orally infected chickens.

SALMONELLA ANTIGENS AND THEIR USE IN VACCINE FORMULATIONS

In order to mediate neutralization or elimination of pathogens by opsonization or
via the classical complement pathway, targeted Ags must be specifically recognized by
antibodies. This is a valid approach when dealing with extracellular pathogens. How-
ever, in the case of intracellular pathogens, such as Salmonella, this strategy will be
partially impaired by the presence of the bacteria mostly within host cells during
infection. The microorganism should be recognized by antibodies, e.g., in the gut
lumen, to prevent pathogen entry and should be presented by infected cells to
promote T cell-mediated elimination. Although precise criteria for the selection of
candidate Ags to be included in anti-Salmonella vaccines have to be carefully defined,
some key parameters have emerged experimentally (185). Among the many Ags
expressed in infected host tissues, surface-associated or secreted ones displaying high
levels of expression should be favored. In addition, in order to broaden the vaccine
coverage, focusing on Ags conserved between serovars would be an asset. However,
one has to keep in mind that the context-dependent expression of different Salmonella
Ags during infection is an additional crucial issue to consider. As mentioned above, the
FIjB and FIiC flagellar components are only transiently expressed early during infection
(168, 186). Possibly, the presence of the Vi capsule in S. Typhi may also impair the
proper recognition of some Ags by covering the cell surface of the bacterium. Temporal
mutations observed in the genome of a particular serovar and intrinsic differences
between serovars may further complicate the development of a multivalent vaccine
(187, 188).

Some Ags may have intrinsic adverse effects on immunity which impede their use
as a vaccine. Salmonella has been shown to alter immunity through multiple processes:
(i) the SptP protein blocks Syk activation in mast cells, leading to suppressed degran-
ulation of local mast cells and resulting in poor neutrophil recruitment at the site of
infection (189); (ii) Ssel inhibits migration of DCs and thus decreases Ag presentation at
sites of immune induction (190); (iii) L-asparaginase Il (191) and Vi capsule (130)
suppress T cell early activation signaling pathways and effector functions; (iv) TviA
protein decreases flagellin expression (192) and therefore specific recognition by CD4™
T cells; and (v) overexpression of the inhibitory molecule PD-1 interferes with the
elimination of infected APCs by cytotoxic CD8" T cells (193). Moreover, Salmonella
effector proteins expressed by SPI-2 can alter both T cell and B cell responses (194).

In order to induce robust protective immune responses as this occurs during a
natural infection, and in particular when an antibody-mediated effect is required, it
makes sense to hypothesize that antigenic structures displayed on the surface of
pathogens are the most appropriate candidates for vaccine engineering. In a recently
published study, as many as 37 Salmonella Ags have been examined in a mouse
typhoid fever model for their intrinsic capacity to trigger specific immune responses
and provide protection. Remarkably, all immunogenic and protective Ags turned out to
be surface exposed (195). Along the same line, screening of S. Typhimurium Ags able
to be presented by mouse DCs suggests additional candidates for a vaccine (196).



Specific recognition of several Salmonella-derived recombinant proteins by IgG from
infected patients has allowed the identification of a panel of relevant surface Ags (197,
198). Many of them demonstrate some degree of protection in a mouse model of
infection (185). Such a feature suggests that interspecies validation for Ag identification
represents a plausible approach that should not be overlooked (Table 2). Further
investigation may identify one or more secreted Ags capable of inducing a different or
more efficient protective immune response. To support this point, subcutaneous (s.c.)
immunization of mice with supernatant isolated from S. Typhimurium adjuvanted with
TiterMax Gold adjuvant increases survival after Salmonella infection in comparison
with that for phosphate-buffered saline (PBS)-immunized mice (199). This is associated
with a decrease of the bacterial load in spleen and liver and a Salmonella-specific
IgA/IgG response. Deciphering the nature of other unknown proteins in culture super-
natant is another valid way to increase the number and the diversity of efficient
Salmonella Ags.

Specifically, SseB and different Omp family members have been described as
potential vaccine candidates in mice (200-202). SseB is also immunogenic in humans;
indeed, SseB-specific CD4" T cells producing IFN-y are detected in the circulation of
asymptomatic individuals or people previously exposed to S. Typhi (203). Interestingly,
Omps and SseB are highly conserved among strains and could be used in vaccines
covering a large array of Salmonella infections. S. Typhimurium-derived Omvs contain-
ing LPS and Omps known to serve as adjuvant are able to induce cross-protection
against S. Choleraesuis and S. Enteritidis challenge (204, 205). In the search of a
multiprotective Ag, nasal immunization of mice with the enterobactin (a siderophore
involved in iron acquisition by the bacteria and fungi) of Salmonella coupled with the
immunogenic carrier protein cholera toxin subunit B induced a decrease of systemic
invasion together with an increase of specific IgA (206).

Hitherto poorly explored avenues deserve consideration for future developments: (i)
precise determination of the immune signature induced by an Ag is a key step in
vaccine formulation, as exemplified by the observation that among two promising
candidates such as Ssel and FliC, only Ssel induced a Th1-dependent protection in mice
after s.c. immunization (87); (ii) because it is rather uncommon that a comprehensive
coverage of the panel of immune responses (inflammatory cytokines, antibodies, and
T cells) is provided in work dealing with the protective effect of vaccine formulations,
efforts at homogenizing readouts will be warranted; and (iii) studies that examine
candidate Ags in different models and under different experimental conditions (sched-
ule, doses, adjuvants, and Salmonella strains) (85, 92) preclude comparison of efficacy
between vaccination protocols (Table 2). In addition to the drawbacks described above,
the potential toxicity of bacterial Ag proteins prevents their use as such and requires
that they are prepared as recombinant truncated derivatives possibly lacking crucial
epitopes. Moreover, systemic immunization, performed in the vast majority of proto-
cols, may not be the best route for assessing the mucosal contribution of a vaccine
candidate supposed to target Salmonella infecting along the oral route.

Given the complex nature of the immune response that needs to be elicited to clear
Salmonella infection, the challenging issue is to select the most adapted Ag, or a
combination thereof, for incorporation in the vaccine formulation. Immunogenicity (i.e.,
breadth and persistence of induced immunity) has to be boosted to achieve the
induction of the most relevant immune response profile and at the same time to reduce
excessive reactogenicity. In this context, a combination of the most appropriate Ags
(195, 198) and vaccine vectors must be thoroughly evaluated. The strategy for vaccine
design must ideally include the selective delivery to sites of induction ensuring local
immune responses, i.e.,, GALT in the case of enteropathogen-triggered infection.

DELIVERY VEHICLES FOR MUCOSAL VACCINATION

In addition to being relatively easy to administer, mucosal vaccines allow the
elicitation, in most instances, of both a local mucosal and a more disseminated systemic
immune response via a mechanism referred to as the common mucosal immune



211 pue A-N4| jo

ud3|ds pue “JaAl| 'SNTW Ul

(]2pow auunw) apiuedoueu yum pajdnod
gdos pa1esuni) JueuIquodal Aq pamo)|o)

uoiseAul
DjjauowWybs
ajowoud

01 ][> W Ol
s||2> [eyayuda

wsejdoifd 150y
ojul ssg1 Aq pajedojsuern

o A 1 uo@ias pue uonesyioid 122 | - +ad uaping [eualdeq Jo aseadaqg wnunwiydA} s paenuaiie jo uondafui 'd Jo uonenuasAYIq ‘(z9) ui0id 1011943 gdos
ydAiesed s pue ydAy
' ‘wnunwiydA] s 1suiebe
1793 |EPIDLRIIE] {|BAIAINS
3SNOW JO dSPAIDUL
[TGIEYREN pue 19A1] pue uaa|ds ut (]opow auunw) Jueanipe s punaiy 31ajdwod uuod
152 v6| pue 9b| dydads pue v-4N| wWnias uaping [ela1oeq Jo aseaaq yam dwQ ueuiquodas jo uondafui ‘di 40 JuanIsuo) (5z) waroid sueiquaw J2INO qdwo
uonainas Wh| pue ‘eob| (]opow auunw) ydA|
0sZ 2/qzob| ‘16| ‘uoneande /(12> g pa1sa1 10N ‘'S 1M woy payund uloid jo uondaful ‘d'l
suewny
ul asuodsal 6| Bupsel-buoj Po1w (suewny) suuod
ul sasuodsas (L-N4) 1192 L +#AD UMM PaJRUIDIRA *D'S (|apow auunw) IydA)
S8 ‘sajpoqnue WB| pue 9b| pauieisng pa1sa) 10N 'S 1M woy payund uloud jo uondaful ‘dl
saipoqnue £96| pue ‘qzob| 'ezob)| 12942 pajeipaw (lapow auunw) 1ydAL uuod (8°L¢€)
6tZ ‘196] ‘Wb Jo adunsisiad wi)-buo -uawaidwod |eppualdeg 'S 1M woyy payund uoid jo uondaful ‘d JO JUaMNSU0) uijoid sueiquaw 1INQ 4dwo
uoneane |22 qig ‘qdwg pue Jan1| pue ‘uagids ‘poo|q (j]opow auunwy) 1ydA] °s 10 wnunwiydA) uuod (9°£€)
6 suiiod sutebe sasuodsas B dydads ul uaping jo aseanaq 'S IM woyy payund suiod jo uondaful ‘d'y JO JuaNnsuod uia04d aueiquaw JAINQ adwgo
uonanas Wh| pue ‘gnb) (j]2pow auunw) 1ydA|
0st 2/qz9b} '196] "uoneande da/|> g pa1s3) J0N 'S 1MW woyy payund ulaoid yo uondaful “d
suewny
ul asuodsal yb| Bulise|-buoy ‘21w (suewny) suuod
ur sasuodsai (L-N4I) 1192 L + QD yum pajeundea *'s {(japow auunw) ydA}
58 ‘salpoqnue Wb| pue ob| pauleisng paisa1 10N 'S 1M woyy payund uoud jo uondafui dl
saipoquue £96| pue qzob| ‘ezob) 123449 paielpaw (1opow auunwy) 1ydAy unod (Z'6)
(24 '196] ‘Wb jo sduarsisiad wusy-buo -Juawajdwod |epiduaeg 'S 1M woy payund uwoid jo uondalul “d JO uaNINsu0D uiP04d sueiquBW 13INO 2dwQ
(A-N41) (lopow
asuodsal [y piemol uonezuejod O Ul) S|I92 L QD YIM 10U 10 34N} Nd0D uuod (5°s€)
8pT 411 Aq (Z1-71) uoneade Hg paisal 10N pue ydwQi yam s duunw Jo ainind JO JUaN}IISUOD up@j0.4d BuRIqUISW ISINQ ydwo
[BAIAINS JO BSPRIDUI s)q/sebeydonew wisejdof> 1soy ul SSEL
(Z-71 "©-4NL “A-N41) pue 13A1] pue uaa|ds ut (]apow aunnw) Jueanfpe s,punaiy a1ajdwod Aewud jo Aq paiedojsues ‘HUS pa|ied
06l ‘L8 asuodsal Y] ‘uonanas ob) 10 Wb| oN uspINg [BLB1IE] JO 3seI3( yum 08z-89z19ss apndad jo uondaful s uonesbiw suqiyu) os|e ‘(g'9¢) uaoid 10133 195S
(japow auunuwi)
abuajeyd pjauowps |e10 pue yuean(pe
S6l uonaidss 96| dypads-gass |BAIAINS 3SNOW JO BSBSIOU| $s,punaid 219|dwod Ul gasst Jo uondaful s
[BAIAINS JO dSEIOUI (]opow
pue 12A1] pue uaa|ds ul auunw) abua|eyd pjauowWDS |BIO pUR Wnfe
861 uonaas W6| pue 96 uspINg |eL31IRG JO 3seaa( INOYIM JO YlIm Sd7 pue gasst jo uondaful
(]apow
oA Xa uewny) 1ydA] °§ Jo N4D »0L Yum
g9ss 10} siouop pasodxs 1o siouop Ayyeay woiy 30BNS |3 |BLSIIB] Y] O)
£0Z asuodsai A-N4| Juapuadap-@> | -+ad paisal 10N s||22 Jeapnuouow poo|q jerayduad jo ainynd punogq Apjeam pue g puejst
(]opow auunw c1uaboyyed pyauowps
sapndad pue gass 1o} J1uabsuesy Yqg-yiH) ueanipe pjoo xepai| Aq papodus ‘(5'17)
€07 asuodsas A-N4| Juapuadap-23 | -+ad paisal 10N + sapndad gass 1o gasss jo uonaaful pediooq SSEL JO JuaNIsu0D Apwepadns yds3 woyy u@101d g9ss
(s)@ouaiasey (s)esuodsas aunww| uo12330.1d uonensiuiwpy uoipung (e@y ‘ssew) and3ajow Jo adAy by

S2IPNIS UONBUIIIRA Ul Pasn suabiue pjauow|ps Jo sonsuadeieyd Z 319v.L



Lipidic NPs Polymeric NPs SigA Lactobacilli expressing Direct phagocytosis/
No M cells +/- M cell highly specific foreign Ags pinocytosis

targeting targeting M cell targeting +/- M cell targeting Pattern

SigA Fv- recognition
coupled ‘\ﬂ ”q strep- receptor
with Ag Ag -

g l ¢ ™ FreeAg

Dectin-1  GP2 Macropinocytosis
@ Fluid phase
lathrin-mediated endocytosis

p endocytosis

Fusion with
| lysosome

Epithelial cell

PPDC MHC|

2 21

MHCII

Lamina
propria

FIG 2 Vaccine delivery systems for oral administration of antigens in the gut. Carriers are able to target epithelial cells,
microfold (M) cells, and intraepithelial dendritic cells (DCs) specialized in sampling of particulate formulations. The
underlying uptake mechanisms include phagocytosis, clathrin-mediated endocytosis, fluid-phase endocytosis, and mac-
ropinocytosis. Transport of the intact or partially degraded formulations across the epithelial layer via M cells or enterocytes
results in capture and processing by DCs in the mucosal environment. Depending on the delivery system, the antigen may
be released in the lamina propria as a free species or in association with the vector. Information regarding maturation of
Ag-presenting cells, T cell activation, systemic and mucosal antibody production, and cytokine secretion, as well as
additional examples (not shown to avoid encumbering the figure), are provided in the text. Abbreviations: IE DC,
intraepithelial dendritic cell; LP DC, DC located in the lamina propria; PP DC, DC located in the subepithelial dome region
of Peyer's patches; Ag, antigen; NP, nanoparticles; MHC | and Il, major histocompatibility complex molecules | and II. The

figure is not drawn to scale.

system (207-209). This is of interest for Salmonella since the bacterium initially infects
the intestinal mucosa and, when not restrained, propagates and persists in the systemic
environment. This implies that a vaccine stimulating the protective mechanisms of the
mucosal compartment would be highly relevant, as it is expected to block the infec-
tious agent at its site of entry (210). Moreover, through the extensive knowledge
acquired on the cellular and molecular players involved in GI immunity, evaluation of
the adequacy of the induced immune response is facilitated. However, to prove
efficacious, oral vaccination requires that several hurdles are overcome, including (i)
intrinsic weak Ag stability in the protease-rich gut environment, (ii) dilution and
dispersal along the large surface area of the gut, (iii) the need for an appropriate dose
of Ag to induce protective immune responses and not tolerance, (iv) crossing of the
mucus layer, and (v) the possible cytotoxicity of the Ag. While these constraining
features have favored the development of formulations for systemic administration,
recent studies provide strong arguments to envisage the design of more efficient
delivery solutions to facilitate the development of improved mucosal vaccines for
infectious enteric diseases. Examples of Ag delivery strategies currently under devel-
opment are depicted in Fig. 2.

A major site for eliciting gut immune responses directed against Salmonella is PPs
in the small intestine. However, the presence of digestive enzymes and acidic condi-
tions in the Gl tract may affect the integrity of the Ag and prevent optimal detection
by the immune system. Stability issues can be overcome by preparing derivatives via
Ag glycosylation (211) or lipidation of immunogenic peptides (212). Limited degrada-
tion of the cholera toxin B subunit expressed in rice seeds ensures its proper uptake by
M cells and the onset of specific systemic IgG and mucosal IgA antibodies (213). Spores
of Lycopodium clavatum using a “natural” Ag-containing envelope have been shown to



maintain ovalbumin integrity and to trigger a specific mucosal immune response
characterized by secretion of both IgG and IgA (214). Successful engineering of
spherical nanoparticles (NPs) able to transport and compartmentalize the encapsulated
Ag at different sites in the small and large intestine has also been reported (215).
Intranasal immunization of mice with SseB linked to gas-filled lipid microbubbles
induces specific mucosal and systemic antibody and T cell responses associated with
reduced infection upon oral challenge by S. Typhimurium (216). As only small doses of
the SseB Ag are given along the nasal route, it is expected that oral administration will
be operational as well. Oral administration of an antimicrobial peptide encapsulated in
NPs also increases both bacterial killing in the liver and the intestine and mouse survival
after S. Typhimurium infection, compared to the peptide given alone (217). In light of
the identification of protective Ags, one can anticipate that similar stabilization and
efficacious delivery systems are worth testing as novel vaccine tools targeting Salmo-
nella.

GALT immune responses are elicited with the aim to discriminate between harmless
and noxious Ags, triggering either tolerance or protective immunity. As a function of its
nature, it happens that oral administration of a pathogen-derived Ag as such can
induce a tolerogenic response only. To compensate for this drawback in a vaccination
process, the solution consists of adding an adjuvant-linked danger signal to the vaccine
formulation. Incorporation of killed/inactivated whole cells, proteins, peptides, or DNA
has been successfully accomplished, yet features such as loading efficiency, pH sensi-
tivity, and cell targeting are in need of improvement. A number of systems, including
micro- and nanoparticles, lipid-based strategies, and enteric capsules, have significant
potential either alone or in advanced combined formulations to enhance intestinal
immune responses (218). For example, mucosal delivery of charge-switching synthetic
NPs containing encapsulated monophosphoryl! lipid A (MPLA) and coated with inacti-
vated Chlamydia trachomatis leads to a specific protective and long-lasting Th1 re-
sponse in mice (219). Poly(lactic acid) (PLA) and poly(lactic-coglycolic acid) (PLGA)
particles are NPs which can be engineered to either display the Ag at the surface of the
polymer or encapsulate the Ag and the adjuvant in the inside of the matrix (220).
Encapsulation of NOD-1 and NOD-2 ligands, followed by adsorption of the HIV-1 p24
gag protein in PLA NPs, yields a vaccine formulation able to induce human monocyte-
derived DC activation and T cell proliferation in vitro and a p24-specific mucosal and
systemic IgA and IgG secretion after oral mouse immunization (221). In the context of
S. Typhi Omps, encapsulation in PLGA beads increases specific B cell responses in PPs
and MLNs of orally immunized mice compared to Omps alone, suggesting the versa-
tility of this delivery system (222). Outside chemically based delivery systems, viral and
bacterial Ags expressed in safe natural carriers such as probiotic strains generate
specific local and systemic protective immunity observed in case of S. Typhimurium
infection in mice when fed orally (223-226). Another manner to contribute to the good
delivery of Ags in the intestinal mucosa would consist of orally coadministering the
vaccine formulation with the protease inhibitor U-Omp19 from Brucella, which has
been shown both to increase the half-life of Ags delivered along the Gl tract and to
activate APCs (227). Recently, NPs have been formulated to overcome the challenging
environment encountered along the oral route of administration; such a formulation
called single multiple pill (SmPill) combines whole-cell killed Escherichia coli overex-
pressing the colonization factor Ag | in a dispersed phase, a-galactosylceramide as an
adjuvant, and a polymer coating preventing gastric degradation (228). Specific mucosal
IgA and systemic IgG responses are obtained, yet protection against E. coli was not
assessed. It is important to note that even if NPs display many features of valuable
carriers, side effects, including dysbiosis or allergies (229), have been occasionally
observed after delivery in the gut environment.

As mentioned above, targeting of PPs is essential both to induce an efficient
mucosal immune response and to decrease the amount of Ag to be delivered. In this
respect, investigation of M cells via recently identified specific receptors is of high
interest, as the vaccine vector can be designed to combine properties of a potent



ligand and a shield for the antigenic structure. For example, mouse oral immunization
with Salmonella-derived proteins hooked to an anti-GP2 monoclonal antibody (230)
induced specific fecal SIgA secretion and associated protection against Salmonella
without the need for an adjuvant. The high stability of SIgA molecules in the gut, their
propensity to reverse transcytosis across M cells via the dectin-1 receptor (114), and the
a priori nonrequirement of adjuvantization to mount immune responses against the
bound Ag (231) mark the antibody as a potentially valuable protein carrier in the
mucosal context. In a similar approach, a preparation of HIV p24gag covalently bound
to SlgA, when administered orally together or not with heat-labile enterotoxin, exhib-
ited p24-specific mucosal and systemic immune responses resulting in mouse protec-
tion after rectal challenge with a recombinant vaccinia virus expressing the gag protein
(232). The same vaccine formulation used for mouse nasal immunization allowed
similar induction of protective immunity against mucosal challenge by the p24-
expressing vaccinia virus (233). Because intestinal specific IgA responses appear to
decrease with the age of an individual, yet this does not occur in nasopharyngeally
associated lymphoid tissue (234), both routes of mucosal administration deserve to be
evaluated as a function of the foreseen sustained protection. Although not systemat-
ically implementable in humans, but remaining of high value in the veterinary field,
novel mucosa-targeting immunization methods deserve further attention. For example,
pretreatment of mice with RANKL (receptor activator of NF-«B ligand), which has been
shown to increase the proportion of GP2" M cells in PPs and thus transcytosis of
microparticulated Ags, increases both serum Ag-specific IgG and fecal Ag-specific IgA
in comparison with those in naive animals (235).

Thus, oral (and more generally mucosal) vaccination remains a current challenge,
which is in need of further developments based on numerous promising results, most
obtained in animal studies and thus requiring further evaluation in humans. In addition
to resolving important safety issues, the strategy of targeting mucosal surfaces repre-
sents the most optimal approach to fulfill the essential requirement that both mucosal
and systemic immune protection can be achieved and thus to ensure that invasive
bacteria are neutralized at their site of entry and later on if they have breached the
mucosal barrier (218). Once essential aspects, including the stability of the Ag, the
adjuvantization, and mucosal targeting, are guaranteed, it is not exaggerating to
envisage that the oral route of administration will offer results at least similar to, if not
better than, those of the systemic mode of administration for vaccine preparations
targeting enteropathogens. The various novel and promising approaches described
above all deserve to be addressed in the context of Salmonella vaccination studies to
eventually permit delivery of a vaccine to the at-risk population, i.e., young infants.

CONCLUSION

The main strains of Salmonella infect a broad range of animal hosts, inducing a high
morbidity and mortality, especially in young human children after ingestion of con-
taminated food. The emergence of MDR strains requires definition of a vaccine strategy
against the broader possible range of Salmonella strains. However, this species is a
complex intracellular pathogen exquisitely adapted to its host, in particular to the
intestinal epithelium. It is well established that Salmonella successfully crosses the
mucosal barrier through M cells and uses the GALT immune pathway to infect the host.
Although a relatively efficient immune response is triggered after Salmonella recogni-
tion, the organisms spread and persist in the host via multiple escape mechanisms. The
understanding of immune responses against Salmonella species will allow the selection
of appropriate Ags and adjuvants, with the aim to induce protective Th1 T cell
responses and to promote specific B cell activation in both the mucosal and systemic
compartments. The establishment of a memory T and B cell immune response is
another requirement to validate the relevance of any vaccine candidate. However, in
addition to the unsolved issue that neither animal models nor administration methods
are standardized, a vaccine targeting the main serovars remains a technical challenge,
mostly because multiple antigenic structures/subunits will likely have to be assembled
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es maladies inflammatoires chroniques de l'in-

testin (MICI) comprennent la maladie de Crohn

(MC) et la rectocolite hémorragique (RCH). Les
MICI touchent principalement les pays occiden-
taux, avec environ 1 million de cas aux Etats-Unis
et 2,5 millions en Europe (7). Cependant, de plus en
plus de cas sont recensés dans les nouveaux pays
industrialisés. Les MICI constituent ainsi un probleme
majeur avec des implications sanitaires, écono-
miques, mais aussi sociétales en raison des consé-
quences délétéres sur la qualité de vie des patients
a long terme. L'intestin est colonisé par un ensemble
de micro-organismes commensaux appelé micro-
biote. Une forte corrélation existe entre les MICl et
le phénoméne de dysbiose, qui consiste en un désé-
quilibre du microbiote. Le lien entre dysbiose et MICI
a pu étre démontré, mais l'influence du microbiote
sur les MICl est difficile a étudier du fait du caractére
ambivalent de ce dernier. Cette revue a pour but de
souligner les principales avancées sur les liens entre
MICI et dysbiose qui pourraient conduire a la mise
en place de traitements innovants, plus spécifiques
et plus efficaces.

Le microbiote est un réseau complexe d'interactions
stables entre plusieurs populations microbiennes qui
contribuent a l'hnoméostasie intestinale. Les bacté-
ries dont il est constitué se répartissent entre 4 phyla
majeurs. Une dysbiose se caractérise par l'expansion
d'un ou de plusieurs nouveaux groupes de bactéries
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dans l'intestin, qui modifie le ratio de ces 4 grands
phyla de bactéries présents dans l'intestin (2).

Le microbiote est constitué a 0,1 % par des Fungi,
en particulier du genre Candida, qui permettent
la stimulation du systéme immunitaire intestinal.
La présence d'un virome dans l'intestin a mis en
évidence le réle important des virus dans le micro-
biote, et notamment des bactériophages, mais
qui restent cependant peu étudiés (3). Toutefois,
la majeure partie du microbiote est constituée de
plus de 1100 especes bactériennes, dont les plus
nombreuses sont des Bacteroidetes et des Firmicutes,
suivies par des Actinobacteria et des Proteobacteria.
Méme si le microbiote varie d'un individu a l'autre,
sa composition générale est relativement conservée
dans la population. Cette stabilité est liée aux fonc-
tions du microbiote dans ['homéostasie intestinale,
a savoir des processus métaboliques aidant la nutri-
tion, la fourniture de nutriments (vitamines), ainsi
que la maturation du systéme immunitaire (4).
Le microbiote d'un individu se forme dés la nais-
sance. Des méthodes de métagénétique fondées
sur le séquencage de I'ARN ribosomal (ARNr) bac-
térien 16S ont permis d'étudier la composition du
microbiote au cours de la vie. Il apparait que le
microbiote d'un enfant agé de moins de 1 an est peu
diversifié, et provient principalement du microbiote
maternel. Sa composition évolue au fur et & mesure
de l'intégration d'une alimentation plus complexe,
ce qui contribue aux différences interindividuelles.



Résumé

Le microbiote est composé de bactéries, virus et fungi essentiels a la digestion, a la mise en place du
systeme immunitaire et a la protection contre les agents pathogénes tout au long de la vie d'un individu.
Sa composition varie d'un individu a |'autre mais conserve une composition générale qui comprend les

espéces Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria et Proteobacteria. Les maladies inflammatoires chroniques
de l'intestin (MICI), qui comprennent la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique, sont étroite-
ment liées a une dérégulation du microbiote, appelée dysbiose. Des facteurs comme I'héritage génétique
et |'alimentation vont conduire a une modification de la composition du microbiote, a I'exemple de la
réduction des populations bactériennes inductrices de tolérance comme Faecalibacterium prausnitzii et
des espéces Roseburiaou Lachnospiracaea. La dyshiose influence aussi les traitements mis en place contre
les MICI. Cette revue vise a résumer les facteurs inducteurs de dyshiose conduisant a une MICI ainsi que
les stratégies mises en place pour traiter ces maladies.

Anomalies du microbiote

au cours des MICI

@ Microbiote bactérien

Il est difficile de déterminer si les modifications du
microbiote observées chez les patients atteints de
MICI sont des causes ou des conséquences de la
maladie. Néanmoins, on a pu observer une plus
faible diversité de populations bactériennes au
sein du microbiote lors d’'une MICI. Deux groupes
ont ainsi été identifiés : les bactéries protectrices et
les aggravantes (2). Les bactéries protectrices ont
tendance a induire une tolérance immunitaire,
comme dans le cas de |'espéce bactérienne Faeca-
libacterium prausnitzii, trés documentée. D'autres
espéces sont retrouvées dans ce groupe, telles que
les Lachnospiraceae, les Roseburia, les Sutterella ou
les Bifidobacterium. Toutes ces bactéries sont trés
souvent moins représentées en cas de MICI. A l'in-
verse, on note une forte augmentation des bactéries
aggravantes dans les MICI. Les plus étudiées sont
l'espéce Escherichia coli adhérente et invasive (ECAI),
retrouvée chez 30 a 40 % des patients atteints d'une
MC, et l'espéce Enterococcus faecalis, également
impliquée dans l'aggravation des MICI. La premiére
induit une sécrétion de l'interféron y, alors que la
seconde détériore la barriére épithéliale. Méme si
leurs mécanismes restent moins connus, d'autres
bactéries sont davantage associées aux MICI, comme
les Proteobacteria, Ruminococcus gnavus ou encore
les Fusobacterium.

# Microbiote fongique

Peu étudié, le réle des Fungi dans les MICI a
récemment été identifié. Un premier indice était
la présence de formes séveres de RCH en cas de
polymorphisme du géne Dectin-1 codant pour un
récepteur reconnaissant des motifs pariétaux de
Fungi. Les propriétés anti-inflammatoires du fluco-
nazole, un antifongique utilisé comme traitement
chez les patients atteints de MICI, sont égale-
ment un élément important. Une étude récente a
démontré que la diversité des Fungi était modifiée
dans la RCH mais pas dans la MC, a l'exception de
Candida albicans, dont ['augmentation a également
été confirmée chez des patients atteints d'une MC.
En particulier, une augmentation des Basidiomy-
cota parallele & une diminution des Ascomycota

(Saccharomyces cerevisiae) suggére que le ratio de
ces 2 groupes pourrait constituer un indice de dys-
biose (5). Par ailleurs, les modifications du myco-
biote étaient associées a une dysbiose bactérienne.
En particulier, une expansion de Candida tropicalis a
été corrélée a celle de £. coli et de Serratia marces-
cens chez des patients atteints d'une MC (2).

@ Microbiote viral

La présence de bactériophages possédant un cycle
lysogénique peut modifier la virulence de certaines
bactéries, conduisant potentiellement a une MICI.
Ainsi, une augmentation de la diversité du virome et
une expansion des bactériophages de l'ordre Caudo-
virales ont été observées chez des patients atteints
de MICI (3). Par ailleurs, une revue de littérature
sur le sujet a rapporté une étude sur modéle murin
montrant que la mutation du géne ATG16L1 n'indui-
sait des colites qu'en cas d'infection par le norovirus.
La mutation de ce géne étant retrouvée chez des
patients atteints d’'une MC, les virus eucaryotes
pourraient donc également étre impliqués dans les
MICI. Enfin, le cytomégalovirus (CMV) est détecté
dans 4 a 16 % des cas au stade actif de la maladie,
ce qui suggére un lien prononcé entre CMV et MICI.
Bien que 'action des virus reste peu claire, il semble
évident qu'ils ont un réle & jouer dans l'apparition
des MICI, et pourraient donc nécessiter un traite-
ment antiviral particulier.

Intérét diagnostique de l'analyse
du microbiote dans les MICI

La RCH et la MC se différencient par la localisa-
tion de l'inflammation au niveau de l'intestin. On
pourrait donc s'attendre a une différence dans le
microbiote associ¢ a ces maladies. Néanmoins, peu
de données permettent, a l'heure actuelle, d'ap-
puyer cette théorie. Une étude récente a cepen-
dant mis en évidence une plus forte dysbiose ainsi
que des groupes de bactéries caractéristiques de
la MC (6). Ainsi, les groupes Faecalibacterium,
Peptostreptococcaceae, Anaerostipes, Methano-
brevibacter, Christensenellaceae, Collinsella et,
surtout, Fusobacterium et Escherichia seraient de
bons marqueurs diagnostiques de la MC. Notons que
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les cholangites sclérosantes primitives (CSP) sont
associées dans 80 % des cas a une MICI (CSP-MICI).
Des études portant sur le contenu du microbiote
des CSP-MICl ont cherché a savoir si des liens pou-
vaient étre établis avec les MICI. L'une d'elles, assez
représentative de la littérature sur le sujet, a montré
que la dysbiose était différente dans les CSP-MICl et
dans les RCH (7). Une augmentation de la représen-
tativité des genres Rothia, Enterococcus, Clostridium
et Veillonella dans les CSP-MICI par rapport a des
sujets sains a été décrite. Cette augmentation n'est
en revanche pas observée dans la RCH. A l'inverse,
la RCH est caractérisée par un amoindrissement du
microbiote en espéces Akkermansia et Roseburia qui
n'est pas observé dans les CSP-MICI.

Une dysbiose est induite par la combinaison de plu-
sieurs facteurs, soit intrinséques a l'individu, soit
extrinséques. De trés nombreux mécanismes sont
associés aux dysbioses ; nous ne retiendrons ici que
ceux pouvant conduire a une MICI (4).

Des mutations telles que les polymorphismes d'un
seul nucléotide ont été identifiées comme des
marqueurs de taxon pour certaines bactéries. Par
exemple, les génes VDR, LCT, FUT2 et NOD2 ont été
décrits comme associés a la composition du micro-
biote. L'environnement génétique peut donc exercer
une influence sur la composition du microbiote et
étre ainsi a l'origine d'une dysbiose (8). Une des pre-
miéres preuves est le caractére héréditaire des MICI.
Le risque d'étre atteint de MC ou de RCH serait ainsi
respectivement d'environ 5 et 2 % lorsqu'un membre
de la famille au premier degré a présenté une de ces
pathologies. Par ailleurs, les risques de MICI pour
les descendants d'un individu ayant contracté une
MICI peuvent aller jusqu'a environ 10 %. Des études
d'association pangénomiques ont été réalisées afin
de déterminer les polymorphismes liés aux MICI.
ILen résulte que:

de nombreux génes de l'immunité, tels que MST1
(voie des macrophages) ou encore FUT (lympho-
cytes T helper 17), ont été décrits comme directe-
ment liés a un risque plus important de MICI;

les mécanismes liés aux mutations génétiques
facilitant les dysbioses sont complexes et, pour
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certains, encore mal connus. Par exemple, le variant
FUT agit indirectement sur l'immunité en entrai-
nant une diminution du nombre de bactéries anti-
inflammatoires et une augmentation de celui des
bactéries impliquées dans les MICI par l'absence de
groupements fucose dans la muqueuse intestinale (8);

une grande partie des polymorphismes facili-
tant la MC sont différents de ceux retrouvés pour la
RCH (9). Par exemple, la mutation du géne NOD2 est
le principal facteur lié a l'apparition de la MC, alors
qu'ilny a pas de génes prépondérants pour la RCH;

enfin, notons que les mécanismes de modifica-
tion épigénétique pourraient faire ['objet de plus
amples recherches, puisque des liens avec les MICI
ont été démontrés. Par exemple, la méthylation
de 'ADN, les microARN et les modifications des
histones semblent étre impliqués dans le dévelop-
pement des MICI (70).

Les similarités dans l'organisation générale des
microbiotes ont permis la définition d'entérotypes.
L'entérotype Bacteroides est associé & une alimen-
tation riche en protéines et graisses animales, alors
que l'entérotype Prevotella apparait lié a un régime
riche en carbohydrates. Certains aliments ont donc
tendance a favoriser la présence de bactéries plus
propices a déclencher des MICI (70). Un régime
alimentaire composé de fruits et légumes est ainsi
associé a un risque plus faible de MICI qu'un régime a
teneur élevée en graisses animales et en glucides. En
outre, une forte corrélation entre le développement
d’une RCH et l'absorption de graisses polyinsaturées
a été mise en évidence. D'autres éléments ont été
décrits comme exercant une influence sur l'appa-
rition des MICI, comme le fer, les vitamines A et B
et certains additifs (des émulsifiants comme la car-
boxyméthylcellulose et le polysorbate 80 testés
chez la souris) retrouvés dans le régime alimentaire
occidental. Etant donné le réle de l'alimentation
sur le mycobiote (77) et les récentes découvertes
concernant le réle des Fungi dans les MICI, I'étude
de l'influence de l'alimentation sur les MICl via les
Fungi mériterait d'étre approfondie.

Une dysbiose peut résulter d'une infection ayant
modifié les populations du microbiote. Une infection
chronique de l'intestin peut aussi induire une inflam-



mation chronique conduisant a une MICI. Ces hypo-
theses sont difficiles a mettre en évidence, puisque le
microbiote ne peut pas étre isolé comme une culture
pure. En outre, trés peu de preuves contre des agents
infectieux directement impliqués dans l'apparition de
MICI sont recensées, mais quelques pathogénes sont
réguliérement associés aux MICI (72). Des bactéries
du genre Mycobacterium sont retrouvées trés tot chez
certains patients atteints de MICl et peuvent servir de
marqueurs de la maladie. D'autres bactéries du genre
Clostridium sont présentes dans les stades actifs de la
maladie, mais leur role reste a préciser. Par ailleurs, les
entérobactéries sont plus fréquentes chez les patients
atteints d'une MC (73). Le cas le plus représentatif
reste E. coli, puisque E. coli O157:H7 provoque les
symptomes cliniques des MICI et qu'on retrouve
souvent de forts taux d'anticorps dirigés contre E. coli
chez les patients atteints de MICI, ce qui suggére un
lien prononcé entre la bactérie et la maladie.

L'utilisation d'antibiotiques détériore la flore intes-
tinale. Bien que des études soulignent le rétablis-
sement rapide d'une flore stable, il apparait de plus
en plus évident que le microbiote n’est pas restauré
tel qu'il était a l'état initial (74). Les antibiotiques
a spectre large, comme la ciprofloxacine et la
clindamycine, altéreraient la diversité des popu-
lations de Bacteroides aprés la fin du traitement,
alors que 'amoxicilline diminuerait les populations
de Lactobacillus ainsi que la sécrétion de peptides
antimicrobiens. Ainsi, les traitements antibiotiques,
méme de courte durée, perturbent le microbiote sur
le long terme et favoriseraient l'apparition de MICI,
en particulier en cas de traitement chez les enfants
de moins de 1an.

L'une des principales caractéristiques observées dans
les MICl est la production croissante de TNF (Tumor
Necrosis Factor) favorisant la réorganisation de la
réponse immunitaire vers un profil inflammatoire
au détriment de l'induction de lymphocytes T régu-
lateurs. Le TNF est donc 'une des premiéres cibles
thérapeutiques, au travers d'anticorps bloquants,
Uinfliximab et ['adalimumab faisant partie des plus
utilisés. A cela s'ajoutent des stratégies visant l'inhi-
bition de la migration des effecteurs vers le site
inflammatoire. Parmi celles-ci, le védolizumab est un

anticorps bloquant l'intégrine a4p7, impliquée dans
le homing des cellules T et B vers de la muqueuse.
Enfin, la résection chirurgicale de la zone ésée est
['un des derniers ressorts thérapeutiques.

Les réponses du microbiote en termes de diversité
et de métabolisme sont de bons prédicteurs de ['ef-
ficacité de ces choix sur le long terme: la production
de n-butyrate, associée & un métabolisme carboné
dépendant des acides gras, favorise la tolérance
immune et la production de mucine.

Plusieurs études ont recherché un lien entre dys-
biose et succés thérapeutique des différentes stra-
tégies. Le principal constat n'est pas un lien entre
index de dysbiose et efficacité, mais une signature
microbiologique commune aux non-répondeurs.
Une premiére étude permet d'identifier la réduction
du genre Coprococcus en association avec un profil
non répondeur et pointe 3 genres bactériens reliés &
la distinction entre répondeurs et non-répondeurs:
Coprococcus, Adlercreutzia et Dialister (15). La
réponse microbienne aux anti-intégrines (védoli-
zumab) présente un net enrichissement de la diver-
sité bactérienne, avec une réémergence de l'espéce
Roseburia inulinivorans et des Burkholderiales (16).
Ici encore, le genre Dialister et une espéce du genre
Bifidobacterium sont associés au profil répondeur.
A noter que la grande majorité des patients présen-
tant une signature microbienne associée a la réponse
aux anti-intégrines sont des patients atteints
de MC. Des études similaires ont été menées sur les
réponses aux thérapies anti-TNF. Chez les patients
souffrant de MC, on trouve une élévation de la pro-
portion des espéces Bifidobacterium, cette fois chez
les non-répondeurs (77). Ici, c'est la réémergence
des lactobacilles qui suggére une atténuation de la
dysbiose. Dans la RCH, la qualité de la réponse aux
anti-TNF semble dépendre du taux de F. prausnitzii
présents avant traitement (78).

Plusieurs métabolites bactériens sont également
nécessaires a l'efficacité thérapeutique. Une aug-
mentation de la production d'acides gras a chaine
courte (dont le n-butyrate) et de 'activation des
voies de synthése des acides aminés branchés
(branched-chain amino acids [BCAA]) est observée
chez les patients atteints de MC ou de RCH répon-
deurs. Par ailleurs, la production de butyrate est
associée a la rémission postchirurgicale. La chirurgie
elle-méme peut induire la dysbiose: la rechute peut
étre associée a un enrichissement de la flore en
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Lachnospiraceae anaérobies. De plus, la différence de
la flore au-dessus et au-dessous de |'anastomose est
associée 4 la rechute postopératoire. A l'inverse, les
groupes Bacteroides, Dorea et Dialister sont associés
a larémission, en particulier si la similarité entre ces
2 sites est élevée (79).

Un profil favorable a la rémission est donc non
seulement lié a ['abondance de certaines espéces
bactériennes, mais aussi a leur capacité a sécréter
différents métabolites, générant un terrain favo-
rable & la thérapie choisie. Le constat général de
ces différents travaux est la valeur prédictive de la
composition précoce de la flore pour l'entrée en
rémission et le suivi a long terme.

Thérapie nutritionnelle

La dysbiose, qui caractérise les MICI, entraine un
changement métabolique: les souches jusqu'alors
minoritaires y trouvent des conditions de croissance
favorables via 'utilisation de la mucine comme
source carbonée (20). Un régime pauvre en fibres
favorise la croissance de ces souches mucolytiques.
Ces fibres, dont ['amidon, stimulent en effet la
fermentation bactérienne de la flore. En réponse,
celle-ci produit le n-butyrate qui entraine la dimi-
nution des taux d'interleukines 6 et 12 ainsi que
l'induction de lymphocytes T régulateurs (27). Un
régime de faible index glycémique favorise la réduc-
tion des taux sériques de TNFa et d'interleukine 6.
Ily a également un lien direct entre 'alimentation
et l'efficacité des thérapies anti-TNF (20). A Uin-
verse, les déficiences en vitamine D, la consom-
mation d'acides gras saturés et le surdosage en fer
contribuent au développement de la colite (27, 22).
La maltodextrine (aspartame, sucralose), le gluten
et la consommation de viande rouge, caractéris-
tiques de l'alimentation occidentale, sont égale-
ment des facteurs aggravants. Leurs effets peuvent
é&tre atténués par un fort apport en amidon; ainsi,
la consommation de légumineuses s'accompagne
d'une réduction des symptémes (22). Dans la pra-
tique, il semble cependant que seule la nutrition
entérale ait un effet (soit délétére, soit bénéfique).
La technique ne semble cependant pas permettre
une rediversification de la flore mais plutét de ses
métabolites. La dysbiose influence le succes de
cette stratégie, d'autant que celle-ci tend souvent
a réduire la diversité bactérienne en dépit de son
efficacité. Suivant les études, on trouve une réduc-
tion de F. prausnitzii et des commensales Bifido-
bacterium et Ruminococcus (23).
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Probiotiques

Les probiotiques sont des organismes non patho-
génes vivants, dont l'objectif est la repopulation de
lamuqueuse. Ils ont des effets positifs sur l'équilibre
de la flore commensale, le profil inflammatoire de
la muqueuse et l'absorption des nutriments. Il n'y a
pas encore de consensus au sujet de leur utilisation
dans les MICI. Ils semblent présenter un intérét dans
le traitement de la RCH : une récente méta-analyse
des différents travaux sur le sujet montre en effet
une association significative entre la prise de pro-
biotiques et la rémission (24). Tant pour la RCH
que la MC, les probiotiques favorisent la rémission
des patients recevant des corticostéroides. Ils sont
également associés a la rémission postchirurgicale
dans la RCH, mais pas dans la MC (24, 25). Plu-
sieurs formulations existent pour les probiotiques:
lactobacilles seuls ou combinés avec Saccharomyces
boulardii, ou encore lactobacilles et bifidobacté-
ries. Cette derniére association a un fort potentiel
d'évolution vers la rémission dans la RCH ou dans
les suites d’une chirurgie (24, 25). Il semble qu'il
faille une combinaison de ces formulations pour
induire des effets significatifs dans la prise en charge
d’'une MC. Il manque, pour confirmer ce constat,
des études de suivi a long terme. Les probiotiques
peuvent avoir un effet bénéfique sur les MICI, mais
'hétérogénéité des essais conduits et des résultats
obtenus nécessite une plus ample analyse. Il est par
ailleurs nécessaire de catégoriser les effets obtenus
selon les stratégies thérapeutiques choisies et dans
des suivis a trés long terme.

Traitement par les immunoglobulines
Une des plus récentes avancées dans la recherche
sur le traitement des MICl est ['administration orale
d'immunoglobulines. Une étude pilote menée chez
des enfants atteints de MC permet de comparer les
effets de la nutrition entérale et l'administration
d'immunoglobulines G par voie orale (OHIC). Si
les effets des 2 traitements se révélent positifs,
I'OHIG permet non seulement la cicatrisation de
la muqueuse, mais aussi, et surtout, la réduction
de la perméabilité intestinale (26). Les immuno-
globulines A étant responsables de la sélection de
la flore, il semble intéressant de choisir celles-ci
pour traiter la dysbiose. L'équipe qui a travaillé sur
le sujet avait précédemment utilisé cette stratégie
pour le traitement de la MC avec un succés mitigé.
En revanche, les immunoglobulines A sécrétoires ont
été brevetées dans le traitement oral des infections a
Clostridium difficile, des allergies et intolérances ali-
mentaires et de la maladie cceliaque. Peu de travaux



s'intéressent a cette option pour le traitement des
MICI; or, elle offre une voie thérapeutique physio-
logique et peu invasive qui mérite une plus ample
investigation (27).

@ Transplantation fécale

Les trés bons résultats du traitement des colites
a Clostridium difficile offrent de nouvelles pistes
thérapeutiques. Cependant, les transplantations
de microbiote fécal (TMF) dans le contexte des
MICI induisent des poussées aigués de la maladie.
Une amélioration des taux de rémission est possible
chez les patients atteints de RCH transplantés. Des
essais soulignent la nécessité de 'adéquation entre
la flore du donneur et celle du patient (28). Ily aen
revanche peu d'éléments qui soutiennent l'intérét
d'une TMF chez les patients souffrant de MC. Elle
semble plus intéressante dans le traitement de la
forme pédiatrique de la maladie (29).

Conclusion

L'association entre MICI et dysbiose est la résultante
d'un ensemble de facteurs environnementaux, géné-
tiques et culturels. L'articulation entre ces différents
composants reste mal comprise, notamment en ce

tabagisme), dysbiose et MICI. Toutefois, les nom-
breuses avancées en matiére d'étude du microbiote
et de tests génétiques ont permis d'isoler les com-
portements et les facteurs de risque. Ces éléments
indiquent qu'il est possible de réguler les popula-
tions bactériennes de l'intestin en combinant les
traitements immunosuppresseurs, les probiotiques
et une hygiéne de vie favorisant la croissance de
souches tolérogeénes. L'idée est de proposer un
traitement permettant & l'organisme de retrouver
naturellement son état optimal. Cette vue doit étre
contrebalancée par:

> les défauts génétiques, qui ne sont a ce jour pas
compensables;

» linfluence du microbiote initial sur lefficacité
thérapeutique;

» ['importante variabilité des réponses aux
nouvelles approches, qui impose des stratégies
thérapeutiques individualisées.

La MC et la RCH sont aujourd’hui bien caractérisées
sur le plan immunitaire; les interactions entre le
systéme muqueux et la flore commensale consti-
tuent maintenant l'enjeu principal de la recherche
sur les MICL. Il est cependant certain, au vu du
nombre croissant de cas de MICI, que la prise en
charge de ces maladies doit inclure une réflexion
sur ['hygiéne de vie et l'alimentation liées a l'indus-
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One Sentence Summary: Rochereau ef al. have improved the understanding of the IgA reverse
transcytosis mechanism and its role in CD. An increased transport of IgA in CD patients with NOD2
frameshift compared to CD patients without NOD2 mutation and/or healthy individuals is observed.
NOD?2 affects the IgA transport across human and mouse M cells by downregulating Dectin-1 and

Siglec-5 expression in M cells, previously identified to act as co-receptors in retrograde transport.

Abstract : Intestinal microfold cells (M cells) are the primary pathway for translocation of secretory
IgA (SIgA)-pathogen complexes to gut-associated lymphoid tissue (GALT). Uptake of secretory
IgA/commensals complexes is important for priming adaptive immunity in the mucosa. This study aims
to explore the effect of SIgA retrograde transport of immune complexes in Crohn’s disease (CD). A
significant increase of SIgA transport in CD patients with NOD2-frameshift compared to CD patients
without NOD2 mutation and/or healthy individuals has been observed. NOD2 has a direct effect in the
IgA transport through human and mouse M cells by downregulating Dectin-1 and Siglec-5 expression,
two receptors involved in retrograde transport. These findings define a new mechanism of NOD2-
mediated regulation of mucosal responses to intestinal microbiota, which is involved in CD intestinal

inflammation and dysbiosis.
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Introduction

The ability of the host immune system to discriminate between pathogens and commensals is essential
to maintain mucosal homeostasis (7, 2). The critical importance of maintaining a mucosal homeostatic
mechanism in the intestine is highlighted when functional or genetic deficiencies exist. An example of
such failure in maintaining finely balanced immune response is the development of chronic intestinal
inflammation, such as Crohn’s discase (CD). CD is an idiopathic, chronic regional enteritis that most
commonly affects the terminal ileum but has the potential to affect any part of the gastrointestinal tract
from mouth to anus. CD is thought to occur as a result of breakdown in self-recognition of commensal
bacteria together with mucosal barrier dysfunction in individuals with a given genctic background (3,
4). The most strongly associated genetic risk factor for CD in Western populations remains NOD2, an
intracellular pattern recognition receptor important in immune defense against intracellular microbes (3,
6). NOD2 is known to regulate the intestinal barrier function, limiting the transcellular permeability and
bacterial translocation (7, §). The CD-associated frameshift mutation in NOD2 (Leul007fsinsC,
Gly908Arg, and Arg702Trp) (8), located within the LRR region of the protein, results in loss of NF-xB
activation in response to muramyl dipeptide (MDP). However, the reasons why inactivation of NOD2
can result in chronic colitis remain largely speculative.

Secretory IgA (SIgA), the most abundantly secreted antibody isotype in mammals, has long been
recognized as a first line of defense in protecting the intestinal epithelium from enteric pathogens and
toxins (9 12). Recognition of enteric pathogens by the intestinal immunc system results in the
production of high affinity, T-cell-dependent, pathogen-specific IgA, which is “transcytosed” into the
intestinal lumen. In recent years, evidence has emerged indicating that SIgA2, promotes the uptake and
delivery of antigens (Ags) from the intestinal lumen to dendritic cell (DC) subsets located in gut-
associated lymphoid tissues (GALTs), and influences inflammatory responses normally associated with
the uptake of highly pathogenic bacteria and potentially allergenic Ags (/3). This particular feature of
SlgA, called retrograde transport (or reverse transcytosis), is mediated by epithelial M cells (714-17).
Both the Col domain of SIgA2 and its associated Sialic acid (Sia) residue glycosylation are involved in
M-like cell-mediated reverse transcytosis. Dectin-1 and Siglec-5 have been identified as essential

receptors for SIgA uptake on M-cells (75). Finally, Dectin-1/Siglec 5-mediated uptake of SIgA-based
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complexes results in productive mucosal and systemic Ags-specific Ab responses (15). However,
although the potentially useful properties of M cells on SIgA uptake are now well known, the regulation
and pathway(s) whereby SIgA is transported across M cells remains elusive.

Increase of the intestinal permeability has for many years been recognized as a pathogenic factor in
CD. An abundance of clinical, epidemiologic, and animal model studies have assessed the impact of
various commensal and potentially pathogenic enteric bacteria that may trigger or exacerbate IBD (78
20). In a population-based cohort study, an increased risk of IBD was demonstrated in individuals
notified in laboratory registries with an episode of Sa/monelia gastroenteritis (27). This finding promotes
the concept that pathogens that cause acute intestinal inflammation may predispose individuals to later
development of CD, perhaps by causing initial intestinal inflammation or alterations of the intestinal
microbiota to promote the formation of colitogenic microbes. We hypothesized that initiation and/or
perpetuation of the mucosal inflammation observed in CD patient is due to an increasing transport of
IgA-pathogen complexes from lumen to Peyer’s patches (PP) immune cells through M cells. Indeed,
after reverse transcytosis, bacteria-IgA complexes are taken up by CDIlc¢" DCs, and can induce
inflammatory responses (74, 15). Moreover, intestinal bacteria selected on the basis of high coating with
IgA conferred dramatic susceptibility to colitis in germfree mice (22, 23). The carliest observable CD
lesions are reported to occur in the follicle associated epithelium (FAE), where M cells are abundant
(24), where the PPs are more numerous, and where IgA2 predominates (25). NOD2 mutations associated
with CD primarily predispose to the development of lesions in the ileal compartment (26), indicating
that disease susceptibility is increased by altering signaling interactions between intestinal microbiota
and the mucosal innate immunity. Hence, we next hypothesized that NOD2 regulates IgA retrograde
transport might explain the dysregulation observed in patients with NOD2 frame shift mutations.

We observe an increasing transport of IgA in human PP biopsies obtained from CD patients with or
NOD? frameshift mutations. We demonstrate that NOD2 has a regulatory effect in the IgA transport
through human and mouse M cells by decreasing the Dectin-1 and Siglec-5 expression on M cells,
already identified to act as co-receptors in this process. Our findings define a new mechanism of NOD2-
mediated regulation of innate immune responses to intestinal microbiota which is involved in the

initiation and/or perpetuation of the mucosal inflammation observed in CD patients.
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Results

NOD2 mutation significantly increases SIgA reverse transcytosis in Crohn’s disease patients

We initially examined whether the transport of SIgA was modified as a consequence of the disease, and
second refined the analysis to samples collected from CD patients with or lacking NOD2 mutations. To
address this question, terminal ileum PP biopsies from healthy (n=8) or CD (n=20) patients were either
taken up to determine their NOD2 genotypes or were processed to quantify the number of SIgA-positive
cells in analyzed tissues. The mean fold-increase of SIgA-positive cells per PP was 2.8 in CD patients
expressing NOD?2 frame shift polymorphisms (n=10) compared to healthy individuals (n=8) and CD

patients expressing wild type (WT) NOD2 (n=10)._The colocalization between IgA and DC-SIGN

observed in figure la clearly show that counted SIgA-positive cells come from a retrograde transport of

IgA through M cells and an uptake by dendritic cells. This increase is not observed in segments of the

intestine lacking PPs (Fig. 1a and b). Weak diflerences in numbers of SIgA-positive cells were
measured in patients displaying variant NOD2 polymorphisms R702W (n=4) or FS1007insC (n=3) or
R702W/G908R (n=3) (data not shown). The sum of the data demonstrates an increase in PP-associated

SlgA in the subset of CD patients displaying mutated NOD2 gene solely.

NOD?2 deficiency significantly increases IgA retrograde transport in murine Peyer’s patches

In the absence of NOD2, PPs present a higher level of CD4+ T cells and M cells in the FAE and increased
levels of Thl (IFN-y, TNF-a and 1L-12) and Th2 (IL-4) cytokines. These immune alterations are
associated with an increase of paracellular permeability and yeast/bacterial translocation. Hence, we
next hypothesized that at steady-state, the dysregulation observed in CD patients with NOD2 frame shift
mutations may favor SIgA reversc transcytosis, and ultimately lcads to exccessive uptake of bacteria-
SIgA complexes.

To this aim, we sought to determine whether the loss of NOD2 expression affected transport of SIgA in
a NOD2 knock-out (KO) mouse model. Transport of fluorescently labeled SIgA was compared between
NOD2 KO mice and WT mice by examining the fate of the antibody molecule after administration into
a ligated intestinal loop containing a PP. As observed in human biopsy samples obtained from subjects

with frame shift mutations, the mean fold-increase (2.3) of SIgA transport from lumen into the PP in
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NOD2 KO mice (112.4 + 14.5) was significantly different when compared to WT mice (49.4 + 7.6)
(Fig. 2a and b). Cy3 administered per se in the ligated intestinal loop did not yield any fluorescent
signal in tissue sections (data not shown).

Oral administration of HIV p24 in association with SIgA to WT mice leads to the generation of a robust
immune response against the viral antigen. In this experimental setting, SIgA serves as a delivery system
carrying an intact HIV p24 antigen into intestinal M cells in PPs. We thus speculated that the increased
retro-transport of SIgA observed in NOD2 KO mice would result in improved p24-specific reactivity
after oral immunization as compared to WT mice. As immunization along the oral route is well known
to induce both systemic and mucosal responses, serum and feces samples were collected 1 week after
the last immunization. At the antibody level, p24-specific serum IgG and fecal [gA titers were
significantly increased in NOD2 KO mice as compared to WT mice (Fig. 2b and 2¢). Oral delivery of
equivalent amounts of p24 alone resulted in much weaker specific antibody responses in either KO or
WT animals, confirming the contribution of SIgA in the process (Fig. 2b and 2¢). Because the local
tissue-dependent nature of immune responses relies highly on the controlled production of cytokines, a
panel of them was measured by Luminex in serum and feces obtained 24 h after the last immunization.
In comparison with p24 alone, p24-SIgA was a potent inducer of all the tested cytokines in serum but
also TNF-a, INF-y and IL-17 measured in feces of NOD2 KO mice (Fig. 2d). Control immunization
with SIgA alone showed no effect on the production of cytokines. Except for IL-10, no difference in
cytokine secretion was observed between WT and NOD2 KO mice. The increase of IL-10 in serum after
immunization with p24-SIgA in the NOD2 KO mice may indicate regulation of the systemic
inflammatory process following initial priming of the specific Th cell response. Taken together, these
results indicate that transport of p24-SIgA complexes 1s dependent on functional NOD2 and results in
the regulated passage of the hooked Ag, which is subsequently processed to trigger the onset of mucosal

and systemic antibody and cytokine responses.

SIgA-Salmonella immune complexes amplify Salmonella-induced colitis in mice.

The demonstration that SIgA reverse transcytosis in NOD2 KO mice favors the transport of a bound Ag,

as reflected by the detection of specific immune responses, suggests that such a mechanism may be
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involved in the pathogenesis of chronic colitis. To address this hypothesis, KO mice displaying opposed
effects on intestinal SIgA retrograde transport (i.e. NOD2 KO mice identified as promoting intestinal
retrograde transport (this study), and Dectin-1 KO mice known to abrogate reverse transcytosis (15))
were used and compared with WT animals. The disease condition was triggered upon administration of
dextran sodium sulfate (DSS) in drinking water (positive control), or after oral delivery of Salmonella
Typhimurium alone (Sa/monella-induced colitis model) or in association with murine Salmonella-
specific SIgASal4 (working hypothesis). In control experiments (Supplementary Fig. led), oral
administration of the Dectin-1 antagonist laminarin, known to suppress the development of DSS-colitis
(28), was used to further verify the impact of SIgA retrograde transport inhibition.

In comparison with the PBS control group, oral administration of Sa/monella alone in WT mice resulted
in a significant increase of inflammation severity, as determined by the measurement of the Disease
Activity Index (DAI) (Fig. 3a). Oral delivery of Sa/monella-S1gASal4 complexes led to a weak, yet
statistically significant further increase in DAI at day 5 (Fig. 3a). DSS-trcated WT mice showed the
highest symptoms of disease. Blocking of Dectin-1, and thus reduction of SIgA reverse transcytosis by
addition of laminarin in the drinking water, markedly decreased the severity of colitis. In support of our
working hypothesis, NOD2 KO mice with increased SIgA reverse transcytosis and thus higher intestinal
translocation of Salmonella exhibited a DAI resembling that of DSS-treated animals (Fig. 3a), well
above the index observed in the Salmonella alone condition. Such a colitis-preventing effect was
impaired upon delivery of laminarin to mice (Fig. 3a). The “clinical” progression of colitis was also
evaluated by visualization of neutrophil infiltration in the lamina propria (Fig. 3b), where the severity
of infiltration is indicated by the number and thickness of the arrows, by measuring weight loss
(Supplementary Fig. 1a) and scrum IL-6 and Lipopolysaccharide (LPS) (Supplementary Fig. 1b), all
markers indicative of the ongoing inflammatory process. The high systemic inflammation measured
with LPS in Salmonella-IgA group could reflect the IgA-based translocation incidence of Salmonella
through the intestinal epithelium.-The NOD2-mediated increased transport of SlgA-Salmonella was

observed using a fluorescently labeled Salmonella bound with SlgA administered into a ligated intestinal

loop containing a PP in NOD2 KO mice and WT mice (Supplementary Fig Ic). Results obtained by

blocking Dectin-1 by addition of laminarin in the drinking water were similar by using Dectin-1 KO
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mice (Supplementary Fig. 1ed) and are consistent with previous reports (28). Thus, SIgA reverse
transcytosis plays a critical role in colitis induction by a NOD2-mediated increased transport of

pathogens.

NOD2 modulates the expression of Dectin-1 and Siglec-5 receptors involved in IgA reverse
transcytosis

In the mouse intestine, selective IgA reverse transcytosis across the epithelium has been shown to
depend on the expression of Dectin-1 and to a lesser extent Siglec-5 on M cells (715). IgA reverse
transcytosis can be recapitulated in the in vitro model of FAE comprising human polarized Caco-2 cells
and M-like cells. Traditional transport (transcytosis) across polarized epithelial of serosal polymeric IgA
into secretions requires polymeric Ig receptor and a plethora of evolutionary well-conserved intracellular
proteins including EEA-1, Rab-5, Rab-9, Rab-11, Rab-17, Rab-25. Because the regulation of vesicle
trafficking along the retro-transcytotic pathway is unknown, we found it important to determine whether
NOD2 may somehow contribute to fine-tune the expression of either one of the two receptors and/or the
putative organelle-specific proteins.

In order to address the nature of proteins possibly involved, we took advantage of the in vitro model of
FAE. In the absence of M-like cell conversion, the plain Caco-2 cell polarized monolayer (mono-culture)
allowed weak retrotranscytosis of the reporter IgA-luciferase fusion protein (IgA-Luc), in agreement
with previous data (75). This background level was not affected after transfection with siRNA targeting
a sclection of extra- and intracellular proteins, as indicated in Fig. 4a. In the presence of interspersed M-
like cells in the polarized monolayer (co-culture), SIgA reverse transcytosis of IgA-Luc was increased
by a factor of 4 (Fig. 4a, lancs control and random oligoNT). Among the candidate assayed, targeting
of EEA-1, Rab-5, Rab-17, as well as SYK and TAKI proteins involved in Dectin-1 signaling pathway
led to a significant 3-fold decrease of SIgA-Luc transport, as compared to controls (Fig 4a). This
decrease compares with that resulting from the targeting of Dectin-1 and Siglec-5 used as positive
controls. A significant 2-fold increase of IgA transport in cells treated with NOD2 siRNA, together with
a significant 3-fold decrease after MDP-PAM treatment confirm the implication of NOD2 in the process

of transcytosis, and indirectly validates the results obtained via the FAE model (Fig 4a). Quantitative
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RT-PCR was performed to correlate the decrease of NOD2 mRNA level and its expected increase after
MDP/PAM treatment, (Supplementary Fig. 2b). In additional control experiments, both the decrease
in the level of targeted proteins and the monolayer integrity (TEER) were systematically monitored after
siRNA transfection (Supplementary Fig. 2¢). No significant modifications between controls,
knockdown and stimulated cells were observed-{Supplementary-Fig—1te). Staining of tight junctions
using ZO-1 detection confirmed the monolayer integrity after siRNA transfection (Supplementary Fig.
2d).

To identify if EEA-1, Rab-5, Rab-17, Dectin-1 and Siglec-5 are key partners in IgA reverse transcytosis,
IgA2 was added apically in the in vitro model of FAE for 30 or 60 min, and IgA2-associated proteins
complexes were recovered after immunoprecipitation with protein M-agarose beads. Association
between IgA2 and EEA-1, Rab-5, Rab-17, Dectin-1 and Siglec-5 was revealed by immunodetection
with a battery of specific antibodies (Figure 4b).

The role of NOD2 in modulation of protein expression associated with SIgA reverse transcytosis was
investigated next. The in vitro model containing M-like cells (co-culture) or not (mono-culture) was
used as such, or following of NOD2 knockdown with siRNA. Proteins were recovered from whole cell
lysates and their relative abundance was assessed by Western blot (Fig. 5a). The expression of Dectin-
1 and Siglec-5 was significantly increased after NOD2 knockdown, whereas no relevant changes were
observed upon analysis of the endosomal proteins tested. MDP-PAM treatment led to a barely detectable
decrease of expression of the two IgA receptors (Fig. Sb). When examining specifically the expression
of Dectin-1 and Siglec-5 in GP2* M-like cells, as tested by flow cytometry, a consistent 3-fold increase
of either receptor occurred in NOD2 knockdown cells was confirmed as compared to unconverted cells
with an enterocyte phenotype (Fig. Se). In support of data in Fig. 5b, MDP-PAM trcatment did not result
in any significant changes in expression of either receptor. Dectin-1 and/or Siglec-5 expression has not

been detected on enterocytes. This observation has been confirmed in NOD2 KO mice where Dectin-1

expression is increased on Peyer’s patches M cells compared to WT mice (Fig. 5d). The sum of the data
implicates NOD2 in M-like cells as the plausible player involved in Dectin-1 and Siglec-5-mediated

facilitated retrograde transport of IgA across a tight epithelial mimic.
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Discussion

So far, the mechanisms involved in the loss-of-function polymorphisms on downstream NOD2 signaling
and the pathogenesis of CD remain largely unknown. A commonly recognized finding is that defects in
NOD?2 result in a constitutively weak inflammatory response that can lead to increased intestinal
bacterial load and with time to chronic intestinal inflammation observed in CD (5, 29). IHere we
demonstrate for the first time that the initiation and/or perpetuation of the mucosal inflammation
observed in CD patients is mainly due to an increased transport through M cells of IgA-bacteria
complexes from the lumen to immune cells present in the PP. First, we found that IgA reverse
transcytosis was significantly increased through human (Figure 1) and mousc (Figure 2) M cclls when
NOD2 is mutated or absent. At steady state, NOD2 seems to down-regulate the IgA retrograde
transcytosis through M cells. In CD or colitis mouse modecls, the absence of NOD2 could increase the
transport of IgA-bacteria complexes inducing mucosal inflammation. It is well established that
polymorphism of the VOD2 gene is a major risk factor in CD. However, a molecular explanation of how
such loss of function leads to increased susceptibility to CD remains unclear. Hedl ef al. have shown
that NOD2 signaling activates the mTOR pathway which induce the upregulation of anti-inflammatory
mediators and simultaneously the downregulation of pro-inflammatory cytokines (30). These data
support the idea that YOD2 modulates innate immune responses to intestinal microflora and thus suggest

that the absence of such regulation leads to increased susceptibility to CD.

The role of the IgA reverse transcylosis in the pathogenesis of chronic colitis was identified in Dectin-
1 KO mice and WT mice using the well-known Salmonella colitis model (37). Dectin-1 signalling has
been described to regulate intestinal inflammation by controlling commensal Lactobacillus-mediated
colonic regulatory T cells (28). It seems that the transport of IgA-bacteria complexes through M cells
via Dectin-1 receptor (15) induces intestinal inflammation, suggesting some degrees of the correlation
between the abundance of M cells and chronic intestinal inflammation. In this respect, Bennet ef al.
found that in both the dextran sodium sulfate and Citrobacter rodentium models of colitis, significantly
increased numbers of PP M cells were induced at the peak of inflammation in the colonic epithelium

(32). Using KO mice, we demonstrate that ¥NOD2 acts as an immune regulator of IgA reverse
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transcytosis. Indeed, NOD2 KO mice administered with Salmonella-1gA complexes exhibit an increase
of the inflammation’s severity as compared to WT mice. This observation is supported by studies
showing that NOD2 can modulate inflammation and mediate efficient clearance of bacteria from the

mucosal tissue during Salmonella colitis (33, 34).

We next investigated the molecular mechanisms which could explain how NOD2 modulates IgA
retrograde transport. Using specific siRNA knockdown approach in the in vitro model containing M-
like cells, the involvement of NOD2 as a regulator of IgA transport was confirmed. The role of
endosomal proteins already known to be involved in the IgA transport through enterocytes was also
studied (35). Our data reveal that IgA reverse transcytosis through M cells scems to be mediated by
EEA-1, Rab-5 and Rab-17 endosomal proteins as it has been previously described for epithelial IgA
transcytosis. The role of Dectin-1 and Siglec-5 in IgA reverse transcytosis was also confirmed (75).
NOD?2 has also been shown to influence MHC cross-presentation (26), autophagy induction and
resistance to intracellular bacterial infection (36, 37). Thus, while principally well-known for its acute
signaling effects, NOD2 activation causes a variety of cellular changes in vivo that are also likely
important for immune homeostasis. SYK and TAK]1 proteins from the Dectin-1 signaling pathway are
also involved in the blocking of IgA reverse transcytosis. The role of NOD2 interaction with TAKI
through its leucine-rich repeat (LRR) region to exert its inhibitory effect on TAKI-induced NF-xB
activation has been published (38). This suggests that NOD2 inhibits TAKI-induced NF-xB activation,
which results in the downregulation of IgA transport. A significant decrease of Dectin-1 and Siglec-5
expression after NOD2 knockdown in M cells is observed in the current study, suggesting that NOD2
contributes to regulate the expression of these two receptors for SIgA (graphical abstract). Of interest
in the more global context of intestinal diseases, NOD2 has been identified as a negative regulator of

TLR2 (39) and of TLR4 in necrotising enterocolitis (40).

Our finding should be interpreted with caution, as the etiology of CD involves a combination of genetic,
environmental, and microbial factors (29, 4/, 42). Hence, we find it fair to underline that the SIgA-
dependent route identified in the study is likely to be one among other mechanism that eventually

initiates and/or perpetuates mucosal inflammation observed in CD. In any case, our data confirm and
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extend the knowledge that the NOD2 genotype status is currently the strongest genetic marker associated
with a severe CD course. In figure 1, NOD2 mutations of the studied population (R702W, 1007fs and
R702W/G908R) were compared and no differences were observed in IgA-positive cells distribution in
PP. These results are consistent with the study of Hugot ef a/, which provided strong evidence that the
penetrance of the most at-risk genotypes is low. They found no clear relationship between mutation
frequencies and the disecase incidence in their studied populations and no significant deficit of double-
dose mutation carriers among healthy controls (43). However, another study predict an 8% increase in
the risk for complicated disease with presence of a single NOD2 mutation, and a 41% increase with 2
mutations (44). Nevertheless, these two studies confirm that CARD15/NOD?2 acts in interaction with

other unknown risk cofactors.

A newly developed theory proposes that antibodies generated in response to microbial colonization of
the intestine shape the microbiota composition to benefit the health of the host through a process called
antibody mediated immunoselection (AMIS). Immunoselection refers to a process of natural selection
within a host organism that is mediated by the immune system to influence microbial fitness and hence
microbial ecology and evolution (45). A significant fraction of commensal bacteria is heavily coated
with IgAs (9, 23, 46). However, such coating seems to be non-specific, as there is a significant overlap
of bacterial species between IgA-coated and non-coated fractions. Under such conditions the bacteria
diversity was significantly reduced. Thus, it scems that reduced affinity maturation of IgAs is associated
with reduced diversity and skewed microbiota and abundant coating of bacteria with natural IgAs. A
recent paper goes further by saying that bacteria recognized by human SIgM were dually coated by SIgA
and showed increased richness and diversity compared to IgA-only-coated or uncoated bacteria (47).
This bacterial selection mechanism could be a causal agent for CD development or other IgA-based
diseases where IgA reverse transcytosis could play a role. Indeed, CD patients have several features in
common with IgA nephropathy and celiac disease. Increased small intestinal mucosal permeability has
been demonstrated in these pathologies (48, 49). In IgA nephropathy, this may allow the influx of food

and bacterial Ags resulting in immune complex formation and deposition. In celiac disease, the alteration
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of para- and transcellular pathways has been proposed to explain the retrograde transport of intact

peptides, and notably the apico-to-basal translocation of SIgA ensured by the transferrin receptor (50).

The better understanding of molecular mechanisms driving chronic gut inflammation has led over the
past two decades to novel therapeutic strategies with major impacts for the current management of IBD
(51, 52). However, despite spectacular successes mainly attributable to the anti-TNF therapy, not all
patients respond to the newer drugs and about one third of the responders relapse within a short period
of time. Further works are therefore needed to identify novel therapeutic molecules in IBD. In the present
study, we demonstrated that IgA retro-transport is involved in promoting inflammation in CD by acting
on the transport of IgA-bacteria immune complexes in the PP through M cells. Novel therapeutic
strategies aiming at blocking IgA reverse transcytosis during acute phase of CD may be considered to

design new efficient immunotherapeutic strategies.
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Materials and Methods

Immunolabeling of human Peyer’s patches ex vivo. Informed and consenting CD patients or healthy
individuals who had undergone upper endoscopy for routine diagnostic purposes with normal intestinal
mucosa provided two biopsy samples from the terminal ileum. Biopsies were fixed for 2 h in 3%
paraformaldehyde and included in OCT embedding solution, before being cryosectioned using a Leica
cryostat model CM1950. 7-um sections were captured on Ultra+ Superfrost microscope slides and
stained for M cells. Slides were washed in PBS to eliminate residual OCT embedding solution, and
blocked with PBS containing 5% FBS for 30 min at room temperature. Immunolabeling was performed

using a combination of GFP-IgA2 (Invivogen). and-anti-human PE-GP2 mAb (MBL). and anti-human

PE-DC-SIGN mAb (ThermoFisher scientific) diluted to 20 pg/ml for 2 h at room temperature. The
slides were then washed in PBS, air-dried and mounted with Fluoprep (Biomérieux). Slides were

observed by immunofluorescence microscopy (Eclipse, Nikon).

Oligonucleotide Sequences for NOD2 Polymorphism PCR. NOD2 genotyping has been previously
reported (53), PCR of NOD2 polymorphisms (R702W, G908R, FS1007insC) were performed on DNA
extracted from human biospies with a commercial extraction kit (QIAamp DNA mini kit, Qiagen,
Hilden, Deutschland). The following primers were used to identify specific mutations: R702W: forward,
5’-GAA TTC CTT CAC ATC ACT TTC CAG T -3" and reverse, 5’- GTC AAC TTG AGG TGC CCA
ACA TT-3"; G908R: forward, 5°- CCC AGC TCC TCC CTC TTC -3’ and reverse, 5’- AAG TCT GTA
ATG TAA AGC CAC -3’; FS1007insC: forward, 5°- CTG AGC CTT TGT TGA TGA GC -3” and
reverse, 5'- TCT TCA ACC ACA TCC CCA TT -3°. We purified PCR products with a PCR purification

kit (Qiagen) before sequencing (Eurofins).

Mice. Six week-old C57BL/6 mice were purchased from Charles River Laboratories (Lyon, France).
NOD2 KO mice were obtained from Gabriel Nunez (University of Michigan, USA). Dectin-1 KO mice
were obtained from Gordon D. Brown (University of Aberdeen, UK). Wild type CS7BL/6, Dectin-1 KO

and NOD2 KO mice were hosted at the University Hospital Unit for animal testing (Saint-Etienne,
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France) in the same conditions during 3 weeks before starting experiments. The experimental procedures

followed the protocol of the Ethics Committee of CREEA (Permit Number No. 69387487).

SIgA administration into ligated loops. For ileal loop preparation, mice were starved overnight,
anesthetized by intra-peritoneal injection of a mix of ketamine and xylazine (100 and 10 mg/kg animal
weight, respectively) and kept warm at 37°C throughout the surgical procedure. 100 pl of a 1 mg/ml

solution of SIgA-Cy3 diluted in PBS or Su/monella(GFP)-SlgASal4 immune complexes (see model of

enterica serovar Typhimurium GFP were obtained from ATCC® (14028GFP™). Upon completion of
the experiment, the mice were sacrificed by cervical dislocation and the piece of intestine was removed,
extensively washed with PBS, fixed for 2 h in 3% paraformaldehyde, and included in optimal cutting
tissue (OCT) embedding solution. 7-pum sections (Leica cryostat model CM 1950, Leica Microsystems)
were captured on Ultrat superfrost microscope slides (VWR International). Slides were observed by
immunofluorcscence microscopy (Eclipse, Nikon). The protocol followed the guidance of the regional
Ethics Committee for animal testing, CREEA (Permit number: No. 69387487).

For visualization of mouse SIgA retrotranscytosis, a polymeric IgA Ab (clone IgACS specific to S.
flexneri serotype 5a LPS (54)) was obtained as previously described (55). Purified free human SC was
produced in Chinese Hamster Ovary cells (56). SIgA were obtained by mixing in PBS pIgA molecules
with a 2-fold excess of human SC for 2 h at room temperature according to the conditions described
previously (57). Cy3-SIgA complexes were obtained by conjugation with indocarbocyanine (Cy3) using

the FluoroLink mAb Cy3 labeling kit (Amersham Biosciences).

Immunization with p24-SIgA complexes. Mousc oral immunizations, rccovery of blood and feccs,

and quantification of p24-specific IgG, IgA, cytokines and chemokines were performed as previously

described (16).
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In Vivo Delivery of HIVp24-SIgA and Measurement of p24-Specific Abs. Immunization with
HIVp24-SIgA complexes and measurement of HIVp24-specific IgG and IgA Abs in serum and feces

has been already described as well as the measure of cytokine panels (15-17).

Model of mouse colitis. The virulent streptomycin resistant Salmonella enterica serovar Typhimurium
strain SL1344 was cultured in LB (LB Broth, Sigma) supplemented with 90pg/ml of streptomycin (LB-
St). A day before infection, a SL1344 colony was cultured overnight at 37°C, 100rpm in 3 ml of LB-St.
Mouse IgASal4, specific for Salmonella Typhimurium surface carbohydrates was produced as described
previously and used to treat mice with SIgA-Salmonella complexes.

NOD2 KO (n=5), Dectin-1 KO (n=5) and WT (n=5) mice were given either Sa/monella-SlgASal4

leASald-Salmonetla-complexes or Salmonella alone (i.g., 10° CFU/mouse) in 100 pl PBS by orogastric
intubation with polyethylene tubing under light anesthesia with isoflurane (Halocarbon Laboratories).
In other experiments, colitis was also induced by giving 5% dextran sodium sulfate solution in drinking
water as previously described (58).

Induction of colitis were compared in NOD2 KO (n=5), Dectin-1 KO (n=5) and WT (n=5) mice after

adding 5% laminarin in drinking water for 3 days before colitis induction as previously described (28).

Assessment of colitis severity
- Disease activity index (DAI)

During the duration of the experiment, the DAI score was monitored daily to evaluate the clinical
progression of colitis (59). The DAI score combines read-outs including: weight loss compared to initial
weight, stool consistency, and rectal bleeding. Scores were defined as follows: weight loss: 0 (no loss),
1 (1-5%), 2 (5-10%), 3 (10-20%), and 4 (>20%); stool consistency: 0 (normal), 2 (loose stool), and 4
(diarrhoea); and rectal bleeding: 0 (no blood), 2 (visual pellet bleeding), and 4 (gross bleeding, blood
around anus). The experimental endpoint was reached when mice exhibited weight loss greater than
20% of initial weight with dehydration and diarrhoea had to be euthanized by cervical dislocation
following inhalation of isoflurane.

- Histology
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To evaluate histological damages reflecting colitis severity, a small fragment (0.5 cm) of the colon was
cut, embedded in OCT, and frozen in isopentane cooled with liquid nitrogen. 7-um sections were
prepared as previously described and stained with hematoxylin/eosin using the published procedures
(60). Scoring of neutrophil infiltration was performed using a standard microscope, based on the method
described previously (61).
- Serum IL-6 and LPS Assays

Mice were bled 5 days after treatment through retro-orbital plexus. The presence of IL-6 and LPS in
sera was assessed by ELISA (Mouse IL-6 ELISA MAX, Biolegend, San Diego, CA and Mouse

Lipopolysaccharide ELISA Kit, ELISAgenie, London, UK).

Cell culture. The human intestinal cell line Caco-2 (clone 1) (obtained from Dr. Maria Rescigno,
University of Milan-Bicocca, Milan, Italy) (62) was cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM) (PAA) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS, Thermo-Fisher), 1% (v/v) non-
essential amino-acids (PAA), and 1% (v/v) penicillin-streptomycin (PAA), referred to as complete
DMEM. The human Burkitt's lymphoma cell line Raji B (American Type Culture Collection), was
cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% (v/v) FBS, 1% (v/v) non-essential amino-acids, 1%

(v/v) L-glutamine and 1% (v/v) penicillin-streptomycin.

Inverted in vitro model of the human FAE. The inverted FAE model has been previously reported
(15, 63). Inverted Transwell® polycarbonate inserts (12 wells, pore diameter of 3.0 um, Corning) were
coated with Matrigel™, a basement membrane matrix (BD Biosciences) prepared in pure DMEM to a
final protein concentration of 100 pg/mL for 1 h at room temperature. The coating solution was removed
and inverted inserts were washed with 300 ul of DMEM. Caco-2 cells (3 x 10%), suspended in 300 uL
of complete DMEM, were seeded on the lower insert side and cultured overnight. The inserts were then
inverted and placed in a 12-well culture dish and kept for 9 days. Raji B cells (5 x 10°) were resuspended
in complete DMEM and then added to the basolateral compartment of the Caco-2 cells, and co-cultures
were maintained for 5 days. Mono-cultures of Caco-2 cells, cultivated as above but without back-

addition of Raji B cells, were used as controls. Establishment of polarized co- and mono-cultures was
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controlled by measurement of TEER using an EndohmTM tissue resistance chamber (Endohm-12,
World Precision Instruments) connected to a Millicell®-ERS Ohmmeter (Millipore). The mean TEER
value of medium alone (9 Q per cm?) was subtracted from each measurement. In random samples, the
barrier integrity of the tight junctions was confirmed by zonula occludens-1 (ZO-1) immunolabeling
(64). For transcytosis analyses, inserts were inverted prior to incubation in a 6-well plate, and a piece of
silicon tubing (14 (height) x 20 (diameter) mm, Labomoderne) serving as a medium reservoir was placed

on the surface facing the basolateral pole of the cell monolayer.

Gene inhibition by small interfering (si) RNA. Cells in the inverted in vitro model of FAE were
transfected at a final concentration of 5 nM with ON-TARGETplus SMARTpool siRNAs (Dharmacon)
using Silentfect reagent (Bio-Rad) according to the procedure provided by the manufacturer. The
reference numbers for gene targeting were as follows: Dectin-1: L-021476-00-0005; Siglec-5: L-
019522-02-0005; EEA-1: L-004012-00-0005; pIgR: L-017729-00-0005; Rab-5: L-004009-00-0005;
Rab-7: L-010388-00-0005; Rab-9: L-004177-00-0005; Rab-11: L-004726-00-0005; Rab-25: L-010366-
00-0005; Syk: L-003176-00-0005; NOD2: 1.-003464-00-0005. TAK-1 was silenced by using sequence

63178 (Cell Signaling Technology).

Treatment with muramyl dipeptide - Pam3Cys (MDP-PAM)
In order to specifically activate NOD2, the inverted in vitro model of FAE was exposed to 1 pg/ml

muramyl dipeptide and 1 pg/ml Pam3Cys-Ser-(Lys)4 hydrochloride (Invivogen) for 24 h.

Immunprecipitation and Western Blot. 10 ug of IgA2-Luc were added to the apical compartment of
the in vitro model of FAE. And the cells were incubated for 30 or 60 min at 37°C. After two washes
with PBS, the cells were lysed with Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific). The
lysate was cleared by centrifugation and the protein concentration was brought to 5 pg/ml. IgA2 (and
bound proteins) were concentrated by immunoprecipitation with protein M-agarose beads (Invivogen).
Post washes, elution was performed with 0,1 m glycine (pH 3.0), with immediate neutralization by 1 M

Tris buffer (pH 8.0). The eluted material was subjected to SDS-PAGE followed by transfer onto a
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hybond ECL nitrocellulose membrane (GE Healthcare Life Science). Immunodetection of targeted
proteins was performed with aa selection of Abs/antisera including: Goat anti-human Dectin-1/CLEC
7A serum, anti-human CD170 (Siglec-5) mAb (mouse IgG1, Clone #194128), sheep anti-human EEA-
1 serum, anti-human pIgR mAb (Mouse IgG3, Clone # 825724), anti-human SYK mAb (mouse 1gG1,
Clone # 720402), anti-human TAK1 mAb (mouse IgG1, Clone # 491840) were purchased from R&D
System, and rabbit anti-human Rab-5 serum, anti-human Rab-7 mAb (mouse IgG2b, Clone # Rab-7-
117), anti-human Rab-9 mAb (mouse IgG1, Clone # Mab9), rabbit anti-human Rab-11 serum, anti-
human Rab-25 mAb (Rabbit IgG, Clone EPR18353) were obtained from Abcam. Appropriate HRP-

coupled secondary Abs were used for detection with the “Clarity Western ECL Substrate” (Biorad).

NOD2 RT-qPCR. NOD2 RT-qPCR has been previously reported (65). Briefly, total RNA was extracted
using TRIZOL (Invitrogen). Reverse transcription was performed using the PrimeScript® RT reagent
kit (TaKaRa Biotechnology, Dalian, PRC). The SYBR® Premix Ex Taq™ II kit (TaKaRa
Biotechnology) was used to amplify GAPDH and NOD2 gene products. The oligonucleotide primers
used were as follows: NOD2: forward, 5- CTG AAG AAT GCC CGC AAG GT -3’ and reverse, 5'-
GTC TCT TGG AGC AGG CGG ATG -3'; GAPDH: forward, 5’- TGC ACC ACC AAC TGC TTA
GC -3’ and reverse, 5’- GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG -3°. The double standard curve method

was used to analyze the relative gene expression (66).

IgA RT experiment. After 48 h of siRNA mediated gene knockdown or 24h of MDP-PAM stimulation,
10 pg of Ab conjugated with luciferase (Luc) or colostrum IgA were added to the apical side of the in
vitro model of FAE at 37°C for 90 min, as previously described (15). Basolateral solutions were then
recovered and the number of retro-transcytosed Ab-Luc measured by luminometry using the Gaussia
Luc Assay Kit (Biolux) according to the procedure provided by the manufacturer. Transported colostrum
IgA was detected by ELISA using biotinylated goat anti-human IgA (Southern Biotech) followed by

streptavidin-HRP (Amersham).
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Statistical Analysis. Statistical analyses were performed using the InStat version 2.01 from the
GraphPad Software. A nonparametric Mann-Whitney U-test or one-way ANOVA followed by
Bonferroni post hoc test was used where appropriate (67, 68). The limit of significance for p values was
set at 0.05 (marked by * in the plot); ** indicates p values < 0.01, and *** stands for p values < 0.005.
Statistically significant differences between groups are emphasized by bars connecting the relevant

columns under comparison.
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700  Figure 1: IgA reverse transcytosis is highly increased in Crohn’s disease. (a) Images obtained from
701  patient biopsy samples taken from the terminal ileum distal duodenum. Biopsies were labeled with anti-
702 human GFP-IgA2 and PE-GP2 to label M cells or PE-DC-SIGN at room temperature for 2 h. The left
703  panel shows a representative image from a CD patient expressing NOD2 polymorphism, the middle
704  panel a CD patient expressing WT NOD?2, and the right panel depicts an image from a healthy donor.
705  Bars: 200 um. On all pictures, dotted lines delineate the follicle—associated epithelium (FAE) separating

706 the intestinal lumen and the lymphoid tissue (side view). (b) The two first graph compares frequency of
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Figure 2: NOD2 attenuates IgA reverse transcytosis. (a) Tissue section showing a PP obtained from
a ligated intestinal loop WT (top panel) or NOD2 KO (lower panel) following exposure SIgA-Cy3 for
60 min. Graph shows the number of SIgA-positive cells per PP. NOD2 KO and WT mice were
immunized orally with p24-SIgA. (b) Levels of Ag specific mucosal IgA and (c) levels of serum IgG in
WT or NOD2 KO mice were shown. Samples were collected 1 week after the last immunization and Ab
production was measured by ELISA. Horizontal bars show the mean value +/- SEM. (d) Cytokine
concentrations in serum and feces were determined in duplicate by Luminex-multiplex cytokine assay.
Cytokine profiles are shown as radar charts; each axis displays the mean quantity (pg/ml) of each
cytokine after immunization with p24-SIgA, p24 and PBS. The values of each axis were joined to form
the central polygon area, which represents the overall cytokine balance. Increasing or decreasing central
polygon areas reflect higher or lower expression of the protein under analysis. The experiment was
repeated twice with 3 mice for each group showing similar results. P values have been calculated by

comparing the p24-SIgA group with the p24 group; * p <0.05.
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Figure 3: Salmonella/IgA complexes induces colitis in mice. Mice were challenged orally either with
DSS, PBS, Salmonella Typhimurium or Salmonella Typhimurium bound with murine IgA. They were
left untreated or treated with 5% laminarin in drinking water for 3 days prior to colitis challenge. (a)
Disease activity index (DAI) score was undertaken daily to evaluate the clinical progression of colitis.
The DAI was the combined score of weight loss compared to initial weight, stool consistency, and
bleeding. Horizontal bars show the mean value +/- SEM (* p < 0.05; *** p < 0.005). (b) Sections from
intestines of mice showing neutrophil infiltrates in the lamina propria. Thick arrows show severe

infiltrates, thin arrows show lighter infiltrates.
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or muramyl dipeptide - Pam3Cys (MDP-PAM) stimulation, IgA2 conjugated with luciferase (a)
transport were quantified in the inverted in vitro model of FAE. (b) Immunoprecipitation made 30 or 60

min after IgA incubation. Horizontal bars show the mean value +/- SEM (** p < 0.01; *** p < 0.005).
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Figure 5: NOD2 modulates the expression of Dectin-1 and Siglec-5 proteins involved in IgA
reverse transcytosis. Western blot showing the expression of proteins in an in vitro model containing
(co-culture) or not (mono-culture) M like cells before “-” or after “+”” NOD2 blocking of transcription
with siRNA knockdown (a) or NOD2 stimulation with MDP-PAM treatment (b). Flow cytometry was
used to examine the role of NOD2 on Dectin-1 and Siglec-5 expression in M like cells in vitro (c¢) and
in vivo (d). Horizontal bars show the mean value + SEM (* p < 0.05;*** p < 0.005). kd: knockdown;
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Supplementary figure 1: Complementary results from the induction of colitis in mice. The clinical
progression of colitis was also evaluated by comparing weight loss to initial weight (a) and by
quantifying proinflammatory IL-6 and LPS in serum (b). (cé) Tissue section showing a PP obtained
from a ligated intestinal loop WT (left panel) or NOD2 KO (right panel) following exposure SIgA-
Salmonella(GFP) for 60 min. Tissue section were labeled with PE-IgA at room temperature for 2 h. (de)
DALI, weight loss, serum IL-6, serum LPS, and neutrophil infiltrates in Dectin-1 KO mice after being
orally challenged either with DSS, PBS, Salmonella Typhimurium or Sa/monella Typhimurium bound

to murine IgA. Dotted lines represent the limit of ELISA detection.-
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Supplementary figure 2: Confirmation of the effect of siRNA transfection in the inverted in vitro
model of human FAE. (a) Western Blot show decrease of the amount of proteins between control “-*
(no target knockdown) and knocked down cells “+”. (b) Q-PCR shows decrease of the NOD2 mRNA
quantity between control and transfected cells and increase after 24 h stimulation with MDP-PAM. (c)
TEER is measured to detect the monolayer integrity and M cell conversion. No statistical changes
between control and knockdown cells have been observed. (d) Tight junction staining confirms the
monolayer integrity two days after siRNA transfection. Horizontal bars show the mean value + SEM

(¥** p < 0.005).
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Impact de la réponse IgA dans une nouvelle stratégie de vaccination muqueuse
contre Salmonella et dans la régulation de la réponse adaptative

Les entérobactéries Salmonella espece enterica sous-espéce enterica sont divisées en plusieurs sérovars dont
les quatre principaux Typhimurium, Enteritidis, Typhi et Paratyphi sont responsables soit de gastroentérites soit
de fiévres typhoides, a raison de plus de 90 millions de cas et 400 000 déces par an. L apparition de souches
multi-résistantes nécessite la mise en place d’une vaccination prophylactique a ce jour peu utilisée contre des
pathogénes responsables de maladies entériques du fait des limitations induites par les contraintes d’une
administration par voie orale. Notamment, I’environnement intestinal est caractérisé par une balance entre
tolérance immunitaire et réaction inflammatoire régulée en partie par les immunoglobulines (Ig) M et surtout
par les IgA sécrétoires. Alors que les IgM sont principalement retrouvées sous forme pentamériques, les IgA
des sécrétions mugueuses sont dimériques alors que celles rencontrées dans le sérum sont sous forme
monomérique. Les IgA sont des anticorps pour lesquels deux isotypes ont été décrits chez I’Homme: IgAl et
IgA2. Le premier but de ce travail de thése a été d’explorer les fonctions des différents isotypes et isoformes
des IgA humaines. Nous avons ainsi pu noter un role anti-inflammatoire des IgALl a I’inverse d’un role pro-
inflammatoire des IgA2. Enfin, nous avons souligné un processus de régulation de 1’expression des récepteurs
aux IgA par les IgA elles-mémes ainsi qu’un axe IgA/lymphocytes T CD8 cytotoxiques. Le deuxieme objectif
de ce travail de thése a consisté a mettre en place un vaccin multivalent composé des antigénes SseB et OmpC
de Salmonella liés a des Ig sécrétoires. Cette étude a mis en évidence une solide réponse immunitaire humorale
et cellulaire spécifique aux antigénes couplés a des IgA ou IgM aprés vaccination intra-nasale aussi bien au
niveau systémique que muqueux. Par ailleurs, une plus forte sécrétion d’anticorps spécifiques et de cytokines
ainsi qu’une plus forte prolifération de lymphocytes T ont été observés en couplant a la fois OmpC et SseB sur
I’IgA. Ces données suggérent donc 1’utilisation des Ig comme vecteur vaccinal nasal pour un vaccin multivalent
muqueux. Ce travail de thése ouvre de nouvelles perspectives pour la mise en place de vaccins mugueux et pour
’utilisation d’anticorps comme vecteurs. Notamment, la réponse recherchée pourrait étre induite en fonction
de I’isoforme ou de I’isotype de I’anticorps utilisé. Enfin, cette variation de réponse suivant la conformation de
I’IgA pourrait apporter de nombreuses réponses quant a leurs roles dans les muqueuses

Impact of IgA response in both a novel mucosal vaccine strategy against
Salmonella and the regulation of adaptive immunity

The enterobacteria Salmonella species enterica sub-species enterica are divided into several serovars such as
Typhimurium, Enteritidis, Typhi and Paratyphi which are the major causative agents of either gastroenteritis or
typhoid fever. They are responsible for more than 90 million cases and 400 000 deaths each year. The increase
in multi-drug resistant strains requires the implementation of prophylactic vaccines against enteric pathogen,
which are poorly used today owing to the limitations linked to the oral route of administration. Besides, the
intestinal environment is characterized by a balance between immune tolerance and inflammatory response
tightly regulated by secretory immunoglobulins (Ig) M but especially by IgA. While IgM are found under
pentameric form, mucosal IgA are mainly dimeric and serum IgA monomeric. Two IgA isotypes have been
described in humans: IgAl and IgA2. The first aim of this thesis has been to explore the functions of the
different isotypes and isoforms of human IgA. We pointed out a pro-inflammatory role of IgA2 whereas 1IgA1
rather oriented the immunity towards an anti-inflammatory response. We have also highlighted both the
regulation of IgA receptors expression by IgA and an IgA/CD8 cytotoxic T cells axis. The second aim was to
design a multivalent vaccine against Salmonella by coupling two antigens — SseB and OmpC — to secretory Ig.
This study has pointed out solid specific humoral and cellular responses against both these antigens coupled to
either IgA or IgM after intra-nasal immunization in mucosal but also systemic compartments. We have also
demonstrated the possibility to preserve and increase the antigen immunogenicity with a multivalent vaccine.
This thesis thus paves the way for new secretory Ig-vectorized mucosal vaccines. In this context the immune
response could be modulated through the chosen isotype or isoform. Finaly, the differences in immune
activation generated by structural changes in IgA could shed some light on their role in mucosal homeostasis.
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