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Les macrophages sont des cellules du systéme immunitaire inné qui induisent et régulent la
réponse inflammatoire, tout en contribuant a la mise en place de I'immunité adaptative,
notamment par la présentation d’antigenes. La glycosylation de la membrane cellulaire est
impliquée dans les différents processus physiopathologiques, tels que la défense de I’'h6te ou
la réponse inflammatoire, mais peu de travaux ont décrit les variations structurales de la
glycosylation liées a la différenciation des monocytes en macrophages. La lignée monocytaire
humaine THP-1 est couramment utilisée comme modele d’étude des macrophages, aprés
traitement par le phorbol myristate acétate (PMA). Basée sur ces observations, la premiére
partie de notre étude a été de mettre en évidence les variations du glycome lors de cette
différenciation. L'analyse des données par spectrométrie de masse MALDI-TOF a démontré
que la différenciation des cellules monocytaires THP-1 en macrophages induit une
biosynthése accrue des gangliosides, mais aussi une augmentation du taux de N-glycannes
complexes et de leur degré de ramification. Ces résultats corrélent avec |'expression des
glycosyltransférases et des glycosidases impliquées dans la maturation et I"élongation des

glycannes.

La suite de nos travaux a été d’observer cette glycosylation des macrophages dans un contexte
infectieux. Suite a I'exposition a un pathogene, la machinerie de glycosylation peut étre
également perturbée par I'environnement cellulaire et inflammatoire. Ces derniéres années,
des études transcriptomiques ont démontré que l'infection ou la stimulation de macrophages
humains par des mycobactéries modulent I'expression de certains genes impliqués dans les
processus de glycosylation. L’hypothése qui en découle est que, lors d’une infection
mycobactérienne, la glycosylation des macrophages est régulée soit par I'environnement
cellulaire soit par le pathogéne. Le deuxieme objectif de notre étude a été de déterminer les
modifications structurales de la glycosylation suite a une infection mycobactérienne. Pour ce
faire, les macrophages issus de la lignée THP-1 et de monocytes sanguins humains ont été
infectés par Mycobacterium bovis BCG. Les glycannes libérés des macrophages ont été
analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF. A la suite de I'infection par M. Bovis BCG,
les macrophages présentent des différences de N-glycosylation. L'analyse des résultats
obtenus montre une modification de la ramification et une augmentation des niveaux de
fucosylation des N-glycannes de type complexe. Ces différences de fucosylation ont été

confirmées par l'utilisation en cytométrie en flux de lectines végétales fluorescentes.

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

L’'ensemble de ces résultats nous indiquent que la glycosylation des cellules hote subit un
remodelage suite a l'infection mycobactérienne. La perspective qui en résulte serait de
déterminer si ces variations sont la conséquence de I'activation de la réponse immunitaire, ou

bien un mécanisme qui a pour but de favoriser le processus infectieux.
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Macrophages mediate innate immune system through the initiation and regulation of
inflammation and contribute to adaptive immunity via antigen processing. Cell surface
glycosylation has been widely described to be involved in different physiological or
pathological processes, such as host defense, immunological and inflammatory responses but
much less is known about the variations of glycosylation related to the differentiation of
monocytes into macrophages. Human monocytic cell line THP-1 is frequently used as
macrophage-like models, after treatment with phorbol myristate acetate (PMA). Based on
these observations, the first aim of our study was to highlight the glycome variation during
the differentiation of the human monocytic THP-1 cell line into macrophages. In this study,
MALDI-TOF data analysis showed that the differentiation of monocytic THP-1 cells into
macrophages induced gangliosides biosynthesis, but also an increase of complex N-glycan and
the degree of branching. These data were correlated with the expression pattern of

glycosyltransferases and glycosidases involved in glycan elongation and trimming.

The rest of our work was then to observe macrophages glycosylation in an infectious context.
Following pathogens infection, glycosylation machinery can be also disturbed by the cellular
environment. In recent years, several studies have shown that infection or stimulation of
human macrophages with mycobacteria could modulate gene expression related to
glycometabolism. These data establish that during mycobacterial infection, glycosylation of
macrophages is finely regulated by the cellular environment or by the pathogen. The second
purpose of our study is to determine the structural modifications of glycosylation after
mycobacterial infection. To accomplish this, macrophages derived from THP-1 and from PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) were infected with mycobacterium bovis BCG. Once the
macrophages are infected, glycans were released by chemical extraction and enzymatic
digestion. After purification, different glycans were analysed by MALDI-TOF spectrometry. To
confirm our results, we have also performed FACS analysis using plant lectins. Following M.
bovis BCG infection, macrophages present different pattern of N-glycosylation. Analysis of
data obtained by mass spectrometry shows antennarisation modification of complex type N-
glycans and variations of fucosylation level. All these results indicate that host glycosylation
undergoes remodeling following mycobacterial infection. The resulting perspective would be
to determine if these variations are the consequence of the immune response activation, or a

mechanism that promotes the infectious process.
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Ac : Anticorps

ACN : acétonitrile

ADN : acide désoxyribonucléique

AG : arabinogalactane

AP1 : Activator protein 1

ARN : acide ribonucléique

Asn : asparagine

ATP : adénosine triphosphate

BabA : blood group antigen binding adhesin
BIP : binding immunoglobulin protein

BSA : bovin serum albumine

CagA : cytotoxin-associated gene A

CARD : caspase activation and recruitment domains
CD : cluster de différenciation

Cdc42 : cell division cycle

CDP : common dendritic cell precursor
CERT : ceramide transfer protein

CHST : carbohydrate sulfotransferase

CITA : MHC-II transactivator

CLR : C-type lectin receptor

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CMP-Neu5Ac :
acetylneuraminic acid

cytidine-5’-monophospho-N-

CNX : calnéxine

CPA : cellules présentatrices d’antigenes

CRD : cystein rich domain

CREB : C-AMP Response Element-binding protein
CRP : C reactive protein

CRT : calréticuline

CTLD : C-type lectin domain

DAMPs : danger-associated molecular patterns
DAP : diaminopimelic acid

DAT : di-acyltréhalose

DC-SIGN : Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion
molecule-3-Grabbing Non-integrin
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DD : death domain

DISC : Death-Inducing Signaling Complex
DMSO : diméthylsulfoxyde

Dol-P : dolichol phosphate

DPI : di-sulphide isomerase

DTT : Dithiothreitol

EDEM : ER-degradation enhancing a-mannosidase-like
protein

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid

EEE : tri acidique

EGF : epidermal growth factor

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
ERAD : ER-Associated degradation

ERK : Extracellular-Regulated Kinase

FADD : Fas-Associated protein with Death Domain
FITC : fluorescein isothiocyanate

FNII : fibronectin type Il domain

FUT : fucosyltransférase

Gal : galactose

GalCer : galactosylcéramide

GalNAc : N-acétylgalactosamine

GDP : guanosine diphosphate

Glc : glucose

GlcCer : glucosylcéramide

GlcNAc : B-N-acétylglucosamine

GIcNAC6ST : GIcNAc-6-sulfotransférases

GlyCAM-1: adhesion

molecule-1

glycosylation-dependent cell

GMCSF : Granulocyte-macrophage colony stimulating
factor

GSL : glycosphingolipides
GTP : guanosine tri phosphate

HPRT :
PhosphoRibosylTransferase

Hypoxanthine-guanine

HSC : Hematopoietic stem cells

HSP : heat shock protein
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ICAM3 : intercellular adhesion molecule-3
Ig : immunoglobuline

IKKB : IkB Kinase

IL : interleukine

INF-y : interférony

iNOS : inducible nitric oxide synthase
IRAK4 : IL1R Associated Kinase 4

ITAM : Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
iTreg : T regulateur inductible

INK : c-Jun-N-terminal Kinase

LabA : LacdiNAc specific adhesin

LacCer : lactosylcéramide

LacdiNAc : di-N-acétyllactosamine

LacNAc : N-acétyllactosamine

LAM : lipoarabinomannane

LBD : ligand binding domain

LBP : LPS binding protein

Le* : Lewis*

LL : di leucine

LLO : lipid linked-oligosaccharide

LM : lipomannane

LRR : leucine-rich repeat

LTA : Lotus tetranologobus agglutinin
MAA : Maackia amurensis agglutinin
mAGP : mycolyl arabinogalactane peptidoglycane

MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
- Time of Flight

Man : mannose

MAN1 : mannosidase 1

Man-LAM : mannosylated lipoarabinomannan
MAPK : mitogen-activated protein kinases
MAPKK6 : MAPK kinase 6

MBL : mannose binding lectin

mDC : myeloid dendritic cells
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MDP : muramyl dipeptide

MDR : multiple drug resistance

MGAT : N-acétylglucosaminyl transférase
MP : myeloid precursor

MPI : mannosyl phosphate inositol

MPLA : Monophosphoryl lipid A

MR : mannose receptor

MyD88 : Myeloid differentiation primary response gene
88

NAIP : neuronal apoptosis inhibitory protein
NAM : N-acétyl-muramique

NEMO : NF-kB essential modulator

NEU : neuraminidase

NeuAc : acide neuraminique

NGF : nerve growth factor

NK : natural killer

NLR : NOD-like receptors

NO : nitric oxide

NOD : nucleotide binding oligomerization domain
OMS : organisation mondiale de la santé

OST : oligosaccharidyl transférase

PAMPs : pathogens-associated molecular patterns
PAT : poly-acyltréhalose

PBMCs : Peripheral blood mononuclear cells
PBS : phosphate buffered saline

PCR : Polymerase chain reaction

pDC : plasmacytoid dendritic cells

PE : phycoérythrine

PGN : peptidoglycanne

PHA-L : Phaseolus vulgaris leukoagglutinin

Pl : phosphatidylinositol

PIM : phosphatidyl-myo-inositol mannoside
PIM: : phosphatidyl-myo-inositol dimannoside

PLAD : pre ligand association domain
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PMA : phorbol-12-myristate-13-acétate
PNGase : Peptide:N-Glycosidase

ppGalNACT :polypeptide-N-
acétylgalactosaminyltransférase

PRR : pattern recognition receptor

PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand-1

PVDF : polyvinylidene difluoride

gPCR : Quantitative Real-Time PCR

T cell

RANTES : regulated on activation, normal

expressed and secreted

RE : réticulum endoplasmique

RIP : receptor-interacting protein

RLR : RIG-I-like receptors

ROS : reactive oxygen species

RPMI : Roswell Park Memorial Institute
SabA : sialic acid-binding adhesin
SIGLEC : Sialic acid-binding Ig superfamily lectins
SL : sulfatide

sLe*: sialyl-Lewis*

SNA : Sambucus nigra agglutinin

SVF : sérum de veau feetal

TAB1 : TAK1-binding protein

TAK1 : TGF-B-activated kinase

TAT : tri-acyltréhalose

TBK1: TANK (TRAF family member-Associated NF-
KappaB activator)-Binging Kinase

TCR : T-cell receptor

TDM : tréhalose dimycolate

TFA : trifluoroacetic acid

TGF : tumor growth factor

Th : T helper

TIR : Toll/Interleukine-1 Receptor

TIRAP : TIR domain containing adaptator protein
TLR : toll like receptor

TMM : tréhalose monomycolate
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TNF : tumor necrosis factor
TPA : 12-0O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
TRADD : TNFR-1 associated death domain protein

TRAF : Tumor Necrosis Factor Receptor Associated
Factor

TRAIL-R: tumor-necrosis-factor related

inducing ligand-receptor

apoptosis

TRAM : TIR-domain containing adaptator molecules
Treg : T régulateur

TRIF:  TIR-domain
interferon-p

containing  adaptor-inducing

TTM : tréhalose trimycolate

UDP : uridine diphosphate

UEA-I : Ulex europaeus | agglutinin

UGCG : UDP-Glucose ceramide glucosyltransferase
UGGT : (UDP)-glucose:glycoprotein glucosyltransferase
VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule 1

VIH : virus de I'immunodéficience humaine

XDR : extensively drug resistant
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Glucose
D-glucopyrannose

Galactose
D-galactopyrannose

Mannose
D-mannopyrannose

Fucose
6-déoxy-L-galactopyrannose
L-fucopyrannose

N-acétyl-glucosamine
2-(Acétylamino)-2-déoxy-D-glucopyrannose

N-acétyl-galactosamine
2-(Acétylamino)-2-déoxy-D-galactopyrannose

N-acétyl-mannosamine
2-(Acétylamino)-2-déoxy-D-mannopyrannose

Acide N-acétyl-neuraminique
Acide 5-acétamido-3,5-didéoxy-D-glycéro-
D-galacto-non-2-ulosonique
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La glycosylation est une modification majeure et ubiquitaire que I'on retrouve dans I'ensemble
des cellules de mammiferes. Elle consiste a la liaison covalente de structures osidiques
nommeées glycannes sur des protéines ou des lipides. Les glycoprotéines et les glycolipides
vont former une famille de molécules appelées les glycoconjugués. Il existe une grande
diversité structurale aussi bien au niveau des protéines que des lipides. A cela vient s’ajouter
un nouveau niveau de complexité qu’est la structure de glycannes. Les chaines glycanniques
peuvent présenter un large éventail d’épitopes glucidiques différents, composés de
monosaccharides terminaux comme le fucose ou encore I'acide sialique (Cummings, 2009).
Dans le cas des protéines, la glycosylation se caractérise par I'ajout soit de chaines
polysaccharidiques sous la forme de N-glycannes, de O-Glycannes mais aussi de
glycosaminoglycannes; soit de  monosaccharide simple comme la  O-N-
acétylglucosaminylation, la O-fucosylation ou la O-mannosylation. Pour les lipides, la
glycosylation donne la grande famille des glycosphingolipides. Les glycannes associés aux
différents glycoconjugués sont exposés au niveau de la membrane plasmique, a I'exception
de la O-N-acétylglucosaminylation, et participent a de nombreux processus cellulaires (Pinho

and Reis, 2015).

Ces glycoconjugués jouent notamment un réle essentiel dans la régulation des différents
évenements mis en place lors de la réponse immunitaire. Cette régulation intervient par la
fixation des différents ligands glycanniques aux récepteurs lectiniques qui tapissent la
membrane plasmique des cellules immunitaires. Le systéme immunitaire est composé de
différents types cellulaires comme les macrophages ou les cellules dendritiques qui vont
former le systéme immunitaire inné. Ce systéeme permet la mise en place rapide d’une réponse
immunitaire avec la sécrétion de molécules inflammatoires dans le but de contrer les
différents signaux de dangers comme les infections. L’action des différentes enzymes de la
machinerie de glycosylation permet de réguler les différents phénomeénes mis en place lors de
la réponse immunitaire, et leur activité est modulée en fonction notamment de

I’environnement cellulaire et inflammatoire.

Certaines mycobactéries sont des microorganismes capables de détourner la réponse
immunitaire, car elles ont la capacité de court-circuiter les mécanismes de défense de I’hote.
Lors d’une infection, le systéme immunitaire va étre alerté de la présence d’un pathogene

grace a la reconnaissance des antigenes mycobactériens par les récepteurs de I'immunité

3
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innée. A partir de 13, la réponse du systeme immunitaire va se mettre en place dans le but de
contenir cette infection. Ces mécanismes vont devoir étre régulés au cours du temps, et les
glycannes portés par les différents acteurs également (Scriba et al., 2017). Dans ce contexte,
nous avons voulu étudier I'impact que peut avoir une infection mycobactérienne sur les
différents profils de glycosylation des cellules de I'immunité innée, et en particulier des

macrophages mais aussi des cellules dendritiques.

La premiere partie de manuscrit est consacrée a une recherche bibliographique séparée en
qguatre chapitres. Dans un premier temps, les différentes biosynthéses des principaux
glycoconjugués (N-glycannes, O-glycannes et glycosphingolipides) sont abordées ainsi que la
grande diversité des structures osidiques. Ensuite, aprées avoir décrit les principales cellules de
I'immunité innée, nous allons nous intéresser a la régulation des différentes fonctions
immunitaires par la glycosylation, mais également les modifications induites lors d’infections
bactériennes. Enfin, le dernier chapitre est consacré a la présentation des mycobactéries, de
I'organisation de leur paroi, mais surtout des interactions qui existent entre les différents

composés de cette paroi avec le systéme immunitaire.

La seconde partie du manuscrit est dédiée a I'ensemble des résultats obtenus lors de mes
travaux de these, divisés en trois chapitres. Afin d’étudier la glycosylation des macrophages
dans un contexte infectieux, nous avons utilisé un modele cellulaire : la lignée THP-1. L’étape
de différenciation nécessaire a |'obtention d’un phénotype macrophagique a permis de
mettre en place une méthodologie capable de montrer les variations de glycosylation. Les
résultats obtenus dans ce chapitre ont notamment fait I'objet d’une publication parue dans
Journal of Proteome Research (Article 1). Le second chapitre est, quant a lui, dédié a I'étude
de la glycosylation des macrophages, obtenus a partir de la lignée THP-1, infectés par
Mycobacterium bovis BCG. Dans cette méme partie, nous avons étendu notre étude a un
second modele cellulaire, les macrophages dérivés des monocytes de sang humain. Les
résultats obtenus dans cette partie font I'objet d’'un manuscrit en cours de rédaction. Enfin, le
dernier chapitre de nos travaux traite de résultats préliminaires sur I'infection des cellules

dendritiques, obtenues a partir de la moelle osseuse de souris, par Mycobacterium bovis BCG.
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Chapitre 1 : La Glycosylation des Mammiferes

| - La N-Glycosylation chez les mammiferes

A — Présentation

Il est établi que pres de la moitié des protéines humaines sont glycosylées, et contiennent en
majorité des sites de N-glycosylation. La liaison des N-glycannes eucaryotes a une protéine
résulte de la condensation de la fonction hémi-acétal d’une B-N-acétylglucosamine (GIcNAc)
avec la fonction amine d’une asparagine (Asn). Ce résidu d’asparagine doit étre au sein d’une
séquence consensus Asn-X-Ser/Thr (Marshall, 1972), a la condition que I'acide aminé X soit

différent de la proline.

Les N-glycannes sont constitués d’un noyau composé de cing résidus osidiques Manal-
6(Manal-3)ManB1-4GIcNAcB1-4GlcNAcB1-Asn. Ce noyau glycannique peut ensuite porter
jusgu’a six antennes dont la nature permet de classer les N-glycannes en trois familles (Figure
1). Les glycannes de type oligomannosidique sont constitués uniquement de résidus de
mannoses. Les glycannes de type complexe possedent des antennes portant principalement
des motifs lactosaminiques de type 1 GalB1-3GIcNACBIR ou de type 2 GalB1-4GIcNAcB1R.
Enfin, il existe des N-glycannes de type hybride avec des antennes appartenant aux glycannes

de type oligomannosidique et aux glycannes de type complexe (Figure 1).

A A2
“pa s [pa

Oligomannosidique Hybride Complexe

Figure 1 - Types de N-glycannes chez les mammiféres
Représentation des différents N-glycannes de type oligomannosidique, hybride et complexe. Les types
complexe et hybride portent des antennes qui peuvent présenter différents monosaccharides
terminaux qui vont former des épitopes antigéniques comme le Lewis X et le Sialyl-Lewis X.
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La synthése des N-glycannes est un processus partagé entre deux organites : le réticulum
endoplasmique (RE) et I'appareil de Golgi. La synthése du noyau glycannique débute dans le
réticulum et finit dans les premiers compartiments de I'appareil de Golgi. Le Golgi-médian et
le trans-Golgi permettent la maturation des N-glycannes afin de former les antennes des
glycannes de types hybride et complexe, et d’ajouter des sucres terminaux comme I'acide
sialique ou le fucose (R Kornfeld and Kornfeld, 1985). Ces modifications sont a ’origine d’'une
grande variabilité structurale glycannique, leur conférant des propriétés fonctionnelles

différentes.

B — La biosynthése des N-Glycannes

1 - Initiation Réticulaire

La biosynthese des N-glycannes est un processus complexe qui commence dans le réticulum
endoplasmique (RE) par la synthése d’un précurseur glycannique de 14 résidus osidiques, le
LLO (Lipid Linked-Oligosaccharide). Ce précurseur tétradécasaccharidique est conjugué a un

intermédiaire lipidique de type polyisoprénique : le dolichol phosphate (Dol-P) (Figure 2).
O

H—CH,—C=CH—CH,—CH,—CH—CH,—CH,—0—P—0

CHs 15-18 CMs ©

Figure 2 - Structure du Dolichol-Phosphate
La synthése des N-glycannes débute par le transfert de GIcNAc-1P a partir d’UDP-GIcNAc sur
un dolichol-phosphate pour obtenir un dolichol pyrophosphate N-acétylglucosamine (Dol-P-

P-GIcNAc).

Les sept premiers résidus osidiques sont assemblés sur le Dol-P au niveau de la membrane
plasmique du RE c6té cytoplasmique, pour donner le Dol-P-P-GIcNAc;Mans. L'ajout des
différents résidus se fait a partir des nucléotides sucres donneurs UDP-GIcNAc et GDP-Man.
La synthése du précurseur est initiée grace a un complexe formé des glycosyltransférases
ALG7/13/14 permettant I’ajout des deux résidus de GIcNAc sur le précurseur (Bickel et al.,
2005; Eckert et al., 1998) (Figure 3).
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Les enzymes ALG-7 transferent un GIcNAc-P sur le Dol-P pour donner du Dol-P-P-GIcNAc. Une
fois le premier résidu de GIcNAc lié, ALG13/14 catalysent I'addition d’un second résidu de

GIcNAc pour former le Dol-P-P-GIcNAc; (Lehrman, 1991; Lu et al., 2012).

ALG1/2/11 ajoutent ensuite de maniére successive les cing résidus de mannose qui forment

le Dol-P-P-GIcNAcaMans (Albright and Robbins, 1990; Cipollo et al., 2001; Gao et al., 2004).

Protéasome -7
Transport vers .
l'appareil de Golgi XX
Voie de

dégradation
ERAD

ERp57 /

Calnéxine Calréticuline
. EDEM
——
Gl @/I:m

ERp57 \ UGGT
k Gl/ Gl Translocon
— 2 | el
+.OST_~ Ribosome
(GG

J

Man;GIcNAc,-PP-Dol

Figure 3 - Synthése du LLO (Lipid Linked-Oligosaccharide) apreés le cycle du dolichol
phosphate

Le dolichol phosphate est localisé sur la face cytoplasmique de la membrane du RE et recoit du GIcNAc-
1-P a partir d’UDP GIcNAc pour générer du Dol-P-P-GIcNAc (Moremen et al., 2012). Le Dol-P-P-GIcNAc
est allongé en Dol-P-P-GIcNAc;Mans avant de basculer dans la face luminale du RE. Dans Le RE, quatre
autres résidus de mannose et trois de glucose sont ajoutés a partir de Dol-P-Man et de Dol-P-Glc pour
former le LLO. Le LLO est transféré sur la protéine néo-synthétisée par |‘action de la sous unité STT3p
du complexe OST.

Une fois cette structure achevée, les glycannes basculent vers la lumiére du RE pour terminer
la synthese du précurseur. Pendant plusieurs années, il a été avancé que la protéine RFT1 était
la flippase responsable de cette bascule (Helenius et al., 2002). Mais en 2008, ces observations

ont été remises en cause puisqu’il a été montré que RFT1 était nécessaire a la poursuite de la
9
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synthese du précurseur, mais ne possédait pas |'activité flippase en elle-méme (Frank et al.,

2008; Rush, 2015).

Contrairement a la synthése c6té cytoplasmique qui utilise des nucléotides sucres, les
substrats donneurs dans le réticulum sont du Dol-P-Man et du Dol-P-Glc. Les Dol-P-Man et le
Dol-P-Glc sont formés au niveau de la face cytosolique du réticulum endoplasmique a partir
de GDP-Man et UDP-Glc transférés sur une molécule de dolichol. Ces deux substrats doivent

ensuite, comme le Dol-P-P-GIcNAc2Mans, basculés vers la lumiére du RE.

Une fois orientés vers la lumiére du RE, trois enzymes, ALG3/9/12, ajoutent quatre nouveaux
résidus de mannose pour obtenir un glycanne de 11 résidus (Sharma et al., 2001). Les 3
derniers résidus de glucose sont liés par l'intermédiaire des enzymes ALG 6/8/10, et ainsi

conclure la synthése LLO (Figure 3).

Le précurseur achevé, il est transféré en bloc sur un résidu d’asparagine d’une des séquences
consensus d’une protéine néo-synthétisée de facon co-traductionnelle au niveau du RE grace

au complexe de I'oligosaccharyl transférase (OST) (Moremen et al., 2012).

Le complexe OST humain est un complexe multiprotéique de 7 sous-unités, hautement
conservé chez les mammiféres. Ce complexe contient les sous unités ribophorine | (OST1p),
ribophorine Il (Swplp), OST48 (Wbp1p), OST4 (OST4), Stt3-A/Stt3-B (Stt3p), N33/Tusc3 et IAP
(OST3p et OST6p), et DAD1 (OST2p). Parmi ces sous unités, OST1p, Swplp, Wbplp, Stt3p et
OST2p ont été montrées comme étant essentielles a la survie des levures, en particulier la
sous unité Stt3p qui posséde I'activité OST du complexe (Chavan and Lennarz, 2006; Mohorko
etal., 2011). Le complexe OST est ancré a la membrane. Il libére le LLO en hydrolysant la liaison
entre le groupement phosphate et le premier résidu de GIcNAc puis transfere le glycanne sur
la protéine nouvellement traduite. Le transfert du précurseur glycannique s’effectue en
parallele de la traduction de ’ARNm qui code la protéine. La chaine peptidique pénétre dans
le RE via le translocon et plus précisément I’hétérotrimére Sec 61 qui facilite le transport de la

protéine.

Suite au transfert du glycanne GlcsManoGIcNAc; sur la protéine naissante au niveau de la
lumiére du RE, les deux premiers résidus de glucose vont étre hydrolysés par les glucosidases
Gl et GlI, et ainsi donner la structure GIcNAc2MansGlc. Ce glycanne va servir de ligand aux
couples de lectines réticulaires Calnéxine (CNX)/ERp57 ou Calréticuline (CRT)/ERp57 (Ferris et
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al., 2014). La reconnaissance du glycanne par ces lectines participe a la bonne mise en
conformation des protéines synthétisées en induisant I'action de protéines chaperonnes BIP

(Binding Immunoglobulin Protein) ou DPI (Protein Disulfide Isomerase).

Apres le bon repliement de la protéine, la glucosidase Gl libere le dernier résidu de glucose
porté par le précurseur, formant ainsi le glycanne GIcNAc;Mang et dirige par la suite la
protéine vers la voie de sécrétion Golgienne aprés digestion d’'un mannose par la mannosidase
ErMan1 formant le GIcNAc;Mans. Dans le cas ou la protéine serait mal conformée, elle va étre
re-glucosylée par I'UGGT ((UDP)-glucose:glycoprotein glucosyltransferase) et entrer a

nouveau dans un cycle CNX/CRT.

Apreés plusieurs cycles CNX/CRT, il se peut que la protéine ne soit toujours pas idéalement
conformée. Le glycanne est alors successivement hydrolysé par les mannosidases ErMan1 et
EDEM (ER-degradation enhancing a-mannosidase-like protein) pour générer le glycanne
GlcNAcaManjy. Ce glycanne est reconnu par la protéine ERp57 uniquement, et non par CNX et
CRT, induisant la translocation de la protéine vers le cytoplasme, sa poly-ubiquitinylation et sa
dégradation au niveau du protéasome. Ce processus de dégradation des protéines est le
complexe ERAD (ER-Associated degradation) et est spécifique des protéines mal conformées

(Caramelo and Parodi, 2008; D’Alessio et al., 2010; Ruggiano et al., 2014; Yoshida, 2003).

2 — Maturation golgienne

Apreés avoir quittées le RE, les glycoprotéines passent a travers |'appareil de Golgi par transport
vésiculaire ou les glycannes sont susceptibles d’étre modifiés par I'action des différentes
glycosyltransférases membranaires réparties sur I'ensemble de 'appareil de Golgi (Reynders
et al., 2011). Au niveau du cis-Golgi, la mannosidase | (MAN1) hydrolyse trois résidus de
mannose du MangGIcNAc; pour obtenir le MansGIcNAcz. Si I'action de la MAN1 n’est pas
optimale, des N-glycannes de type oligomannosidique peuvent étre retrouvés au niveau des

protéines matures (Figure 4).

La synthése des N-glycannes de type hybride et complexe débute par |'action de la N-
acétylglucosaminyl transférase | (MGAT1) qui ajoute un résidu de N-acétylglucosamine en B1-
2 sur le mannose lié en al-3. Cette premiére étape se déroule au niveau du cis-Golgi et du
médian-Golgi. Au niveau du médian-Golgi, le MansGIcNAc; est ensuite digéré par la

mannosidase Il (MAN2) qui libére deux résidus de mannose et donne le MansGIlcNAcs. Dans le
11
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cas ou I'action de la MAN2 ne serait pas effective, le glycanne porté par la protéine naissante

sera de type hybride.

Trans-golgi a .

o4 Pl Pl /
Galactosyitransférases o g ¥
N-acetyl-glucosaminyitransférases Sialyltransférases Fucosyltransférases
_— _— —_—
P FUT8 P MGATS ‘MGAT4A/B E . MGAT2 3 P MAN2 ?$

Median-golgi

Cis-golgi
MANI MGATL ? /

Figure 4 - Maturation Golgienne des N-glycannes.
Arrivés au niveau du cis-Golgi, les N-glycannes sont pris en charge par les mannosidases qui
hydrolysent jusqu’a 5 résidus de mannoses. Dans le Golgi médian, des B-GIcNACT participent a la mise
en place des antennes des glycannes de type complexe. Dans le trans-Golgi, des monosaccharides
terminaux comme le fucose et I'acide sialique sont liés aux différentes antennes afin d’achever la
maturation des glycannes (Moremen et al., 2012).

A

Par contre, apres I’hydrolyse effectuée par la MAN2, le glycanne MansGIcNAcs est reconnu par
la N-acétylglucosaminyl transférase Il (MGAT2). La MGAT2 forme le Man3GIcNAcs et permet
la biosynthése des N-glycannes de type complexe. A partir de la, différentes N-
acétylglucosaminyl transférases participent a la formation des antennes. Chez I’'homme, les
enzymes MGAT4A, MGAT4B et MGATS5 permettent la biosynthése des glycannes portant trois
ou quatre antennes (Schachter, 1986). Chez la souris, il a également été montré la présence
de transcrits codant la MGAT6 capable de former une cinquiéme antenne en 1-4 du mannose

lié en al-3 (Brockhausen et al., 1989; Nairn et al., 2008).
12
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Apres fixation des différents résidus de GIcNAc, FUTS8, une al-6 fucosyltransférase, transfere
un résidu de fucose au niveau du C6 de la GIcNAc liée a I'asparagine avant le passage vers le
trans-Golgi. Dans ce dernier compartiment, les antennes achévent leur élongation par
fixations successives de Gal et de GIcNAc. Les extrémités terminales des glycannes sont
ensuite susceptibles d’étre la cible d’enzymes telles que les sialyltransférases et les
fucosyltransférases, ajoutant des unités d’acides sialiques et de fucoses. Les sucres terminaux
entrent dans la composition d’épitopes glucidiques spécifiques, comme le Lewis X ou Sialyl-

Lewis X (Figure 4).

Des travaux plus récents ont montré qu’il pouvait exister des structures particulieres
nommées paucimannose. Ces structures paucimannosidiques sont formées des deux
premiers résidus de GIcNAc, de 1 a 3 résidus de mannose et d’un résidu de fucose lié en al-6
sur le premier résidu de GIcNAc. Ces structures ont notamment été décrites comme

régulatrices dans la prolifération de cellules neurales progénitrices (Dahmen et al., 2015).

Il - La O-Glycosylation de type mucine chez les
mammiferes

A — Présentation

La O-glycosylation est une modification retrouvée sur les glycoprotéines au niveau des résidus
de sérine et thréonine. Il existe de nombreux types de O-glycosylation qui se différencient par
la nature du monosaccharide lié a la partie protéique incluant la O-fucosylation, la O-
mannosylation, la O-xylosylation ou encore la O-N-acétylglucosaminylation. Nos études ont
uniguement porté sur les O-glycannes de type mucine qui sont liés de maniere covalente par
un résidu de N-acétylgalactosamine (GalNAc) a un groupement -OH d’un des deux acides
aminés hydroxylés par une liaison O-glycosidique. Dans la suite de ce manuscrit, le terme O-

glycanne réferera uniguement aux O-glycannes de type mucine.

Les mucines sont des glycoprotéines exprimées a la surface de la plupart des épithéliums,
comme par exemple ceux du tractus intestinal ou encore pulmonaire (Hollingsworth and
Swanson, 2004). Elles participent a la formation du mucus et également a la protection des
épithéliums. Elles sont fortement glycosylées car elles posseédent une multitude de sites de O-

glycosylation. Les O-glycannes portés par les mucines modulent la viscosité du mucus,
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notamment par la présence ou non d’acide sialique, et protégent I'épithélium de
I’environnement et des agents pathogénes (Linden et al., 2008). Contrairement a la N-
glycosylation, la biosynthése des O-glycannes est un mécanisme cellulaire exclusivement
golgien. Elle se divise cependant également en trois étapes d’initiation, d’élongation et de

terminaison.

B - Biosynthése des O-glycannes chez les mammifeéres

La biosynthése des O-glycannes est initiée par le transfert d’'un résidu de GalNAc a partir
d’UDP-GalNAc sur une sérine ou une thréonine, par l'action d’une polypeptide-N-
acétylgalactosaminyltransférase (ppGalNAcT) au niveau du cis-Golgi. Des études in silico ont
révélé qu’il y aurait preés de 24 ppGalNAcT humaines (Hagen et al., 2003). Cependant, a ce
jour, seules 12 ppGalNACT de mammiféres ont été clonées et exprimées de maniére
fonctionnelle. Les O-glycannes portés par les mucines débutent tous par un résidu de a-N-

acétylgalactosamine pour former |’antigene Tn.

Les O-glycannes sont composés d’un noyau sur lequel se greffent différents monosaccharides,
et notamment des sucres terminaux (acide sialique, fucose) qui forment des épitopes
glucidiques spécifiques. Huit types de noyaux ont été identifiés pour les O-glycannes, dont 4

majoritaires (type 1, 2, 3 et 4) et 4 minoritaires (type 5, 6, 7 et 8) (Figure 5).

Le noyau de type 1, ou antigene T, est le plus courant et est composé de Galf1-3GalNAc-. Il
est obtenu apres 'action de la C1GalT. Le noyau de type 2, également trés courant, est
constitué d’'un antigéne T sur lequel est greffé un résidu de GIcNAc en B1-6. Ces deux noyaux
sont retrouvés dans la majorité des glycoprotéines, mucines ou non, dans divers types

cellulaires.

Al'inverse les noyaux de types 3 et 4 sont plutot retrouvés au niveau des épithéliums. Le noyau
de type 3 est composé d’un résidu de GIcNAc lié en B1-3 de I'antigéne Tn grace a 'action de
la C3GnT. Comme pour le noyau de type 2, le type 4 correspond a I'addition d’un résidu de

GlcNAc en B1-6 du noyau de type 3 (Figure 5).
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Figure 5 - Biosynthéses des O-glycannes de type mucine.

L'initiation de la biosynthese des O-glycannes se fait au niveau du cis-Golgi ou les différents noyaux
sont synthétisés. Les protéines synthétisées, nouvellement O-glycosylées, vont migrer vers le Golgi-
médian dans lequel les O-glycannes sont allongés. Pour finir, ils migrent vers le trans-Golgi pour |'étape
de terminaison et la liaison des différents oses terminaux (Ju et al., 2013).

Une fois la synthése du noyau effectuée, les protéines O-glycosylées migrent vers le Golgi-

médian ou, comme dans le cas des N-glycannes, une étape d’élongation peut avoir lieu.

L’élongation consiste en I'ajout successif de résidus de galactose et de GIcNAc pour donner

des motifs LacNAc soit de type 1 (Galf1-4GlcNAc) soit de type 2 (GalB1-3GIcNAc).

Les motifs LacNAc ainsi formés peuvent subir I'étape de terminaison au niveau du trans-Golgi,

a l'instar des N-glycannes. Des résidus d’acides sialique et de fucose peuvent se lier aux O-

glycannes et former des épitopes glucidiques de type Lewis X ou Sialyl-Lewis X.
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lll — Les Glycosphingolipides

A — Présentation

Les glycosphingolipides (GSLs) sont les glycolipides les plus abondants au sein des cellules de
mammiféres. lIs sont présents au niveau de la membrane plasmique, ou ils peuvent atteindre
un taux de plus de 80% des glycoconjugués, notamment dans les cellules nerveuses (Fukuda
et al., 2005). Les glycosphingolipides sont formés d’une partie lipidique, le céramide, insérée

dans la membrane plasmique et d’une partie glycannique, exposée au milieu extracellulaire.

Chez les mammiféres, le céramide est généralement une sphingosine liée par une liaison
amide a une chaine d’acide gras. La nature de la sphingosine dépend du nombre d’atomes de
carbone et du nombre de groupements hydroxyles qui la composent. Par exemple, la
sphingosine (d18 :1) est composée de deux groupements hydroxyles pour « d », de 18 atomes
de carbone et d’une insaturation au niveau du C4 et C5. La nature des acides gras liés varie en
fonction du nombre de carbone et du degré d’insaturation (lwabuchi et al., 2008, 20153;

Santinha et al., 2012).

Il a été montré, dans des études de lipidomique, que les céramides des cellules immunitaires
portaient préférentiellement des acides gras de type acide palmitique (C16 : 0), acide
lignocérique (C24 : 0) et acide nervonique (C24 : 1) (Iwabuchi et al., 2008; Yohe et al., 2001).
Tout cela réuni, on obtient une grande diversité structurale des glycolipides, indépendamment

de la structure oligosaccharidique (Figure 6).

A) NH,

HO\)\/\/\/\/\/\/\/\/CH
SN 3
B) HNMNWCH

HO\/'\:/\/\/\/\/\/\/\/CH‘;

OH

Figure 6 - Structure de sphingosine et de céramide
Molécule de sphingosine (d18:1) (A) couplée a un acide palmitique pour donner le céramide (d18:1 -
C16:0) (B).
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Cependant, la classification des glycosphingolipides dépend uniqguement de la composition de
la partie glycannique. Les glycosphingolipides peuvent étre divisés en deux classes principales,
en fonction du premier monosaccharide lié au céramide: le galactose formant le
galactosylcéramide (GalCer) ou le glucose donnant le glucosylcéramide (GlcCer). Les

glycosphingolipides composés uniquement d’un seul résidu osidique sont des cérébrosides.

Le GalCer est le premier glycosphingolipide qui a été identifié, puisqu’il est le plus abondant
au niveau du cerveau. Il joue un réle essentiel dans le maintien structural et fonctionnel de la
myéline. Le GalCer peut étre sialylé en a2-3 et donner du GM4 (Neu5Aca2-3GalB1-O-Cer) que
I’on retrouve également au niveau de la myéline (Podbielska et al., 2011). Les galactolipides
sont rarement composés de plus de deux résidus osidiques ; les glycosphingolipides a longues

chaines sont généralement des dérivés du glucosylcéramide.

Le glucosylcéramide est présent dans bon nombre de tissus et types cellulaires, car il participe
a la biosynthése des autres familles de glycosphingolipides. Le résidu de glucose est
généralement substitué par un résidu de galactose en $1-4 pour donner le lactosylcéramide
(LacCer ; GalB1-4GlcB1Cer). Au niveau du lactosylcéramide se greffent d’autres résidus d’oses,

pour former les différents « noyaux » correspondants aux familles de glycosphingolipides

(Tableau 1).
Famille Structure Abréviation
Ganglio GalNAcB1-4LacCer GgsCer
Globo Galal-4LacCer GbsCer
Isoglobo Galal-3LacCer iGbsCer
Lacto GalB1-3GIcNAcB1-3LacCer LcaCer
Neolacto GalB1-4GIlcNAcB1-3LacCer nLcaCer

Tableau 1 - Noyaux des différentes familles de glycosphingolipides chez les mammiféres
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Dans le cadre de mon projet, nous nous sommes particulierement intéressés aux
glycosphingolipides de la famille des gangliosides et des globosides. Les gangliosides sont
connus pour intervenir dans de nombreux processus biologiques, grace aux interactions que

peuvent former les résidus d’acides sialiques qu’ils portent.

B — Biosynthése des gangliosides

1 - Synthese du céramide

La premiere étape dans la formation des glycosphingolipides est la formation du squelette
lipidique, composé du céramide. La synthése de novo du céramide est réalisée au niveau de
la face cytosolique du réticulum endoplasmique. Elle débute grace a la sérine
palmitoyltransférase qui condense une sérine avec un palmitoylCoA, pour produire le 3-kéto-
sphinganine (Pralhada Rao et al., 2013). Celle-ci est ensuite réduite par I'action de la 3-kéto-
sphinganine réductase pour donner la sphinganine. La sphinganine, ou di-hydro-sphingosine,
est ensuite N-acylée par un acide gras sous l'action de la Ceramide Synthase. Il existe six
céramides synthases chez les mammiféres, avec des affinités différentes envers les acides
gras. Par exemple, les Céramide Synthases 5 et 6 ont une affinité plus forte pour I'acide

palmitique (Lahiri and Futerman, 2005; Mizutani et al., 2005).

Une fois I'acide gras lié a la sphinganine, le di-hydro-céramide est obtenu et peut étre désaturé
par I'action de la A4-désaturase, qui crée une double liaison entre les carbones C4 et C5
(Ternes et al., 2002), et donne ainsi le céramide (Figure 7). Mais plus généralement, le terme
de « céramide » est employé pour les formes saturées ou insaturées. Une fois synthétisé, le
céramide migre du RE vers le cis-Golgi, par l'intermédiaire de la protéine CERT (Ceramide
Transfer Protein) (Hanada et al., 2003). Dans |’appareil de Golgi, le céramide peut étre orienté

vers la voie de biosynthése des glycosphingolipides complexes.
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Figure 7 - Biosynthése de novo du céramide (d18:1 - C16:0) chez les mammiféres.

2 - Synthése des gangliosides

Une fois transféré vers I'appareil de Golgi, le céramide peut participer a la formation de
glycosphingolipides, de sphingomyeéline ou de galactosylcéramide. Dans le cas des
glycosphingolipides, la premiere étape est de fixer un résidu de glucose par I'intermédiaire de
I"'UGCG (UDP-Glucose Ceramide Glucosyltransferase) au niveau de la face cytoplasmique de

I’'appareil de Golgi pour générer le glucosylcéramide (GlcCer) (Figure 8).

Le GlcCer bascule ensuite vers la lumiere de I'appareil de Golgi pour les autres étapes de
glycosylation. La premiére étape golgienne est la synthése de lactosylcéramide (LacCer), qui
consiste en I'addition d’un résidu de B galactose en position 1-4 du glucose. Cette réaction est
catalysée par la B4GalT6, ou lactosylcéramide synthase. Le LacCer est un carrefour

métabolique dans la voie de biosynthese des différentes familles de glycosphingolipides.
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Pour entrer dans la voie des gangliosides, le LacCer est pris en charge par la ST3Gal5 (GM3
synthase) et donne du GM3. Le GM3 peut étre ensuite converti en GD3 et GT3 par I'action de
deux autres sialyltransférases : ST8Sial (GD3 synthase) et ST8Sia5 (GT3 synthase). Les
structures sialylées GM3, GD3 et GT3 sont les précurseurs des séries a-, b- et c- des

gangliosides (Svennerholm, 1980).
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Figure 8 - Biosynthése des glycosphingolipides de la famille des gangliosides et des
globosides chez les mammifeéres

Les synthéses des gangliosides et des globosides débutent a partir de lactosylcéramide. Les
gangliosides sont synthétisés par les actions successives de la ST3Gal5, de la ST8Sial et de la ST8Sia5
pour donner respectivement le GM3, le GD3 et le GT3. L’élongation de la chaine neutre se fait par
I'action de la B4GalNAcT1 et de la B3GalT4. Ensuite, les activités de ST3Gal2, de ST8Sia5 et de
ST6GalNACc5 donnent des gangliosides multi- et poly-sialylés. Les gangliosides sont nommés selon la
nomenclature de Svennerholm (Svennerholm, 1980).

Une autre série de gangliosides émerge également du LacCer, la série o-, qui conduit a la

formation de gangliosides non-sialylés, comme le GA2 et GA1. A partir de chaque série, les

20

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

actions successives de N-acétylgalactosyltransférases, de galactosyltransférases et de

sialyltransférases participent a la formation des différents gangliosides.

IV — Diversité Structurale et épitopes glucidiques

Que ce soit pour les N-glycannes, O-glycannes ou encore les glycosphingolipides, un noyau
commun aux différents types de glycannes est toujours retrouvé. Mais a partir de ce noyau
commun se forment des motifs glucidiques spécifiques que I'on peut retrouver sur I’ensemble

des structures décrites précédemment.

L’addition des antennes ou des sucres terminaux est souvent un mécanisme régulé en
fonction du type cellulaire ou encore des tissus. Des variations structurales interviennent
également dans les phénomenes d’activation, de différenciation cellulaire, mais sont aussi
associées a des processus de cancérisation. Ces modifications structurales sont directement
lies a la régulation d’expression des différentes glycosyltransférases (Ho et al., 2016; Kizuka

and Taniguchi, 2016).

A — Unités de type 1 et de type 2

Lors de leur maturation, les glycannes exposent a leurs extrémités des résidus de N-
acétylglucosamine qui peuvent étre substitués par un résidu de galactose. Ce résidu de
galactose peut étre lié en B1-3 et générer une unité de type 1, composée du disaccharide

GalB1-3GIcNAc, nommée également motif néo-N-acétyllactosamine (Figure 9).

Mais plus couramment, le résidu de galactose est lié par la B-GIcNAc en 1-4 (GalB1-4GIcNAc)
et donne une unité de type 2, appelée aussi motif N-acétyllactosamine (LacNAc). Dans le cas
des unités de type 2, le résidu de galactose peut étre substitué par un autre résidu de GIcNAc
en B1-3, qui a son tour recevra un autre résidu de galactose en B1-4, formant ainsi deux unités
de LacNAc. La répétition des motifs LacNAc va contribuer a la formation de poly-N-

acétyllactosamine [GalB1-4GIcNAc]n (Figure 9).
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Figure 9 - Représentation schématique des unités lactosaminiques de type 1 et de type 2

B — Motifs poly-N-acétyllactosamine

Les chalnes de poly-N-acétyllactosamine (poly-LacNAc) peuvent étre portées aussi bien par les
N-Glycannes, O-Glycannes ou encore glycosphingolipides. Comme écrit précédemment, les
poly-LacNAc sont constitués de la succession de motifs GalB1-4GIcNAcB1-3Galf1-4GIcNAc.
Les motifs poly-LacNAc sont branchés sur des unités de type 2 (Kannagi et al., 1985). Leur
synthése est directement régulée par I'action des B1-4-galactosyltransférases et des B1-3-N-
acetylglucosaminyltransférases (Figure 10). Cependant, il a été montré que dans des
adénocarcinomes de coblon, les unités de type 1 pouvaient également servir de sites

accepteurs dans la formation de motif poly-LacNAc (Fan et al., 2008).

J
#34
%3 B3 | Motif poly-LacNAc

J B1-3GIcNACT J B1l-4GalT /
£4 e £4 e *34
R R R

Figure 10 - Représentation schématique-'un motif poly-N-acétyllactosamine
Les motifs LacNAc ou poly-LacNAc servent de substrats accepteurs pour des réactions de
glycosylation ultérieures, dont principalement la fucosylation et la sialylation. De par leur
nature linéaire, les chaines poly-LacNAc peuvent servir d'échafaudage pour la présentation
d’épitopes terminaux spécifiques, dont les fonctions nécessitent d’étre présentées a une

certaine distance de la membrane plasmique.
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C — Epitopes glucidiques de type Lewis et de Type ABH

Lors de la maturation golgienne des glycannes, les motifs lactosaminiques peuvent servir de
squelette a la formation d’épitopes glucidiques spécifiques. Parmi les différentes structures
possibles, il y a les épitopes glucidiques de type ABH et de type Lewis. La synthése de ces

épitopes commence sur un précurseur glycannique composé d’un B-galactoside terminal.

Les motifs lactosaminiques sont les substrats accepteurs dans la formation des épitopes de
groupes sanguins ABH. Ces antigénes sont liés aussi bien sur des unités de type 1 ou de type
2 et sont retrouvés au niveau des N-glycannes, O-glycannes et glycolipides (Dotz and Wubhrer,
2016; Wiczyniska et al., 1980). De plus, la synthese des épitopes sanguins peut se faire sur
d’autres types de précurseurs. Il existe les motifs de type 3 [GalB1-3GalNAcal-R] et les motifs
de type 4 [GalB1-3GalNAcB1-R]. Le motif de type 3 est exclusivement retrouvé au niveau des
O-glycannes, car il correspond au noyau de type 1. Le motif 4 est retrouvé au niveau des

glycolipides, des globosides et des gangliosides (Le Pendu et al., 2001).

La formation des antigenes sanguins commence par le transfert d’un résidu de fucose en a1,2
du galactose terminal pour donner les antigenes H, catalysé par I'action de deux al,2-
fucosyltransférases, FUT1 et FUT2 (Kelly et al., 1995; Larsen et al., 1990). Une fois formé,
I'antigene H peut étre le précurseur des antigenes A et B. L'antigéne A est formé par I'ajout
d’un résidu de N-acétylgalactosamine en al,3 du résidu de galactose terminal catalysé par la
A-transférase. L'antigéne B est formé a partir de I'antigéne H sur lequel la B-transférase fixe

un résidu de galactose en a1,3 (Figure 11) (Cooling, 2015).

| )
3 [o3 |a3
o2 o2 la o2 o2 o2
<+ ) <+ IJ <+—) | € <+ p
B3 B3 B3 [p4 B4
63 %3 B3 %3 %3
l) l) |) l) l) |)
R R R R R R
Antigene H Antigene A Antigene B Antigéne H Antigéne A Antigéne B
de Type 1 de Type 1 de Type 1 de Type 2 de Type 2 de Type 2

Figure 11 - Représentation des épitopes sanguins du systeme ABH

23

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

Au niveau de I'antigéne H, le résidu de N-acétylglucosamine peut étre substitué par un second
résidu de fucose. L’ajout de ce résidu de fucose en al-3 ou en al-4 sur un antigene H va
donner respectivement un motif Lewis Y ou Lewis B. Par contre, I'ajout de ce résidu de fucose
en al-4 ou en al-3 sur des motifs lactosaminiques donne respectivement les motifs Lewis A

et Lewis X (Figure 12).

=

s |B4 B4
B3 B3

R R
Sialyl Lewis X Lewis Y

[ [
R R
Lewis A Sialyl Lewis A Lewis B

Figure 12 - Représentation schématique des différents motifs de type Lewis.
Les enzymes impliquées dans cette biosynthese sont des al,3- et al,4-fucosyltransférases.
Les fucosyltransférases impliquées dans la biosynthése de Lewis X sont les al,3-
fucosyltransférases. FUT3 et FUT5 sont capables de catalyser I'addition d’un résidu de fucose
enal,3 ou al,4 et peuvent utiliser les unités de type 1 et 2 comme substrats, FUT3 ayant une
préférence pour le type 1 et FUT5 pour le type 2. FUT4, FUT6, FUT7, FUTY, FUT10 et FUT11
catalysent I'addition d'un résidu de fucose en al,3 exclusivement sur les unités de type 2

(Brockhausen, 2014; Mollicone et al., 2009; Sperandio et al., 2009).

On retrouve également ces motifs sous une forme sialylée, avec liaison d’un résidu d’acide
sialique en position a2-3 sur le galactose terminal catalysée par une a2-3-sialyltransférase,
pour donner le Sialyl Lewis X ou Sialyl Lewis A. Il existe six a2-3-sialyltransférases répertoriées
chez 'homme. La 5T3Gall et la ST3Gal2 agissent préférentiellement sur les unités de type 3

et 4. La ST3Gal3 et la ST3Gal4 fixent I'acide sialique sur les unités de type 1 et 2, avec une
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préférence pour le type 1 pour la ST3Gal3 et le type 2 pour la ST3Gal4. Précédemment, nous
avons vu que la ST3Gal5 permettait la synthése du GM3 (Carvalho et al., 2010; Harduin-Lepers
etal., 2001).

Les différentes étapes de sialylation et de fucosylation nécessaires a la formation de ces
épitopes s’effectuent toujours dans un ordre bien précis. Chez les mammiferes, une structure
a2-fucosylée ne pourra pas étre a2,3-sialylée et inversement. Par ailleurs, I'al,2-fucosylation
est réalisée avant I'a3/4-fucosylation lors de la synthése des épitopes di-fucosylés de type

Lewis Y et Lewis B.

D - La sulfatation

En principe, tous les groupements hydroxyles présents libres d’'un monosaccharide sont
susceptibles d’étre sulfatés. Cependant chez les mammiferes, la sulfatation des glycannes se
limite au résidu de galactose, de N-acétylglucosamine, de N-acétylgalactosamine et d’acide
glucuronique. Cette réaction est principalement connue pour intervenir dans la biosynthese
des glycosaminoglycannes comme les héparanes sulfates, les kératanes sulfates ou encore les

chondroitines sulfates.

Mais la réaction de sulfatation n’est pas exclusive a ce type de molécule. En effet, les épitopes
glucidiques de type Lewis peuvent étre également sulfatés. Des groupements sulfates sont
retrouvés au niveau de la position 3 des motifs de type Lewis A et Lewis X et donnent

respectivement le 3’-Sulfo-Lewis X et 3’-Sulfo-Lewis A (Figure 13).

3’-Sulfo-Lewis X 6-Sulfo-Sialyl Lewis X 6’-Sulfo-Sialyl Lewis X  6,6'-bisSulfo-Sialyl Lewis X

Figure 13 - Représentation des différents degrés de sulfatation du motif Lewis X
Au niveau des épitopes Lewis sialylés, des groupements sulfates sont retrouvés soit au niveau
de la position 6 du résidu de GIcNAc, soit en position 6 du galactose terminal. Le Sialyl Lewis X

sulfaté sur la position 6 du galactose donne le 6’-Sulfo-Lewis X, par contre s’il est sulfaté en
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position 6 du résidu de GIcNAc il donne le 6-Sulfo-Lewis X. Additionnées, ces deux

modifications générent le 6,6’-bisSulfo-Sialyl Lewis X.

Le transfert d’un groupement sulfate sur la position 6 du résidu de GIcNAc est réalisé par des
GlcNAc-6-sulfotransférases (GICNAc6ST). La GIcNAc6ST-1 (ou CHST-2) et la GIcNAc6ST-2
(CHST-4) sont impliquées dans la sulfatation des N- et O-glycannes (Groux-Degroote et al.,
2008b; Grunwell and Bertozzi, 2002; Tobisawa et al., 2010; Yoshimura et al., 2017). La
sulfatation en 6 du galactose est effectuée par la KSGal6ST (ou CHST-1) et la C6ST. Ces deux
enzymes ont été initialement décrites comme responsable respectivement de la sulfatation
des chondroitines et kératanes sulfates, mais elles sont finalement capables de sulfater aussi

les motifs lactosaminiques (Habuchi et al., 1997; Torii et al., 2000).

V - Conclusion

Dans ce chapitre, nous venons de mettre en avant la grande diversité structurale des N-
glycannes, O-glycannes et GSLs. La formation des différents motifs présentés est dépendante
de I'expression des glycosyltransférases impliquées dans cette biosynthese. Leurs expressions
sont dépendantes du type cellulaire, de I'’environnement cellulaire mais également

inflammatoire.

Comme pour les différentes classes de macromolécules, les glycannes ont un impact sur un
large spectre de fonctions biologiques indispensables au développement, a la croissance et a
la survie des organismes qui les synthétisent (Varki, 2016). Dans la biosynthese réticulaire, les
N-glycannes sont impliqués dans le bon repliement des protéines néo synthétisées au niveau
du réticulum endoplasmique et dans le maintien de la bonne mise en conformation de celles-
ci. En effet, si certaines protéines présentent un défaut de glycosylation, le repliement
conformationnel n’est pas correctement effectué ce qui empéche les protéines de suivre la
voie de sécrétion golgienne, mais sont plutét orientées vers la voie de dégradation du

protéasome (Xu and Ng, 2015).

Une fois les protéines sécrétées, les glycannes sont principalement présents au niveau de la
membrane plasmique des cellules. lls peuvent aussi bien avoir une fonction de régulation des
récepteurs de la membrane mais également de protection des cellules. Au niveau des
différents épithéliums, les O-glycannes liés aux mucines sécrétées vont former une barriere

mécanique capable de protéger I'épithélium de I'environnement extérieur. Les motifs
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présents sur ces structures glycanniques vont également étre engagés dans des interactions

avec différents micro-organismes (Tailford et al., 2015).

Les glycannes portés au niveau des endothéliums des différents tissus vont servir de point
d’ancrage dans l'adhérence et le recrutement cellulaire. Lors d’une inflammation, des
médiateurs de I'inflammation tels que les chimiokines induisent I'expression de molécules
d’adhésion telle que ICAM-1 a la surface de I’endothélium. Ces molécules d’adhésion portent
différents glycannes avec a leur extrémité, des épitopes glucidiques spécifiques de type Lewis
par exemple qui peuvent servir de substrat a des récepteurs appelés des sélectines.
(Sperandio et al., 2009). Cette étape de recrutement fait partie des premieres étapes lors de
la mise en place de la réponse immunitaire. Dans le troisieme chapitre, nous allons voir
I'importance de la glycosylation dans la régulation des principales fonctions immunologiques,

aprés avoir présenté les principaux acteurs de I'immunité innée.
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Chapitre 2 : Les Macrophages et les cellules

dendritiques dans 'immunité innée

L'ensemble des protéines majeures présentes au niveau de la membrane cellulaire et des
protéines sécrétées sont glycosylées, a I'exception de la f2-microglobuline et de I'albumine
(Rudd et al., 2001). La glycosylation module directement la mise en conformation des
protéines, leur sécrétion et influe une multitude de fonctions cellulaires. Comme nous I'avons
développé précédemment, il existe une impressionnante diversité structurale de la
glycosylation au niveau des cellules de mammiféres. Pour un méme site de glycosylation, le
nombre de structures potentielles est illimité et permet, par conséquence, de réguler la

fonction de la protéine cible.

Au niveau du systeme immunitaire, I'ensemble des protéines sont des glycoprotéines que ce
soit des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR ou Pattern Recognition
Receptor) comme les TLRs (Toll Like Receptor), les CLRs (C-Type Lectin Receptors) ou encore
les protéines du complexe majeur d’histocompatibilité des type | et [l (CMH | et CMH II) ou
bien des récepteurs aux cytokines. En plus des protéines membranaires, les protéines

sécrétées comme les cytokines ou encore les immunoglobulines sont également glycosylées.

Dans cette partie, nous allons tout d’abord présenter de maniere succincte |'organisation du
systéme immunitaire et ensuite décrire plus en détails le réle de certains acteurs du systéme

immunitaire inné : les macrophages et les cellules dendritiques.

| — Présentation générale du systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est une machinerie cellulaire complexe dont le but est de détecter et
d’éliminer de I'organisme tout élément qui pourrait étre nuisible comme les pathogénes. Il
peut étre divisé en deux grandes lignes de défense : I'immunité innée (ou non-spécifique) et
I'immunité adaptative (ou acquise). Les microorganismes que nous rencontrons tous les jours
peuvent, pour une partie d’entre eux, provoquer des pathologies. En général, la grande
majorité est reconnue et détruite dans les minutes ou les heures qui suivent I'infection par

'immunité innée. Il s’agit d’'une réponse immunitaire aspécifique et sans mémoire. Dans un

28

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

second temps, I'immunité adaptative induit une réponse spécifique, dépendante d’antigenes
propres aux pathogenes. Cette réponse a la capacité de mémoriser une exposition a un
antigene, permettant a I'h6te de mettre en place une réponse immunitaire plus rapide et

efficace lors d’une infection ultérieure par le méme pathogene.

A - L’'immunité innée

L'immunité innée constitue le premier rempart de I'organisme contre des agents pathogenes.
Les cellules épithéliales des différents tissus forment une barriere cellulaire entre I'organisme,
I’environnement et les microorganismes ambiants. Cependant, cette barriere n’est pas
infranchissable et des agents infectieux ont la capacité de la traverser et ainsi initier
I'infection. Suite a I'entrée des pathogénes, la premiere étape dans la réponse immunitaire
est la détection de I'agent infectieux. Les cellules de I'immunité innée reconnaissent ces
agents via les PRRs ou récepteurs de connaissance de motifs moléculaires. Ces récepteurs sont
localisés soit au niveau de la membrane plasmique, soit au niveau du cytoplasme des cellules
de I'immunité innée. Les PRRs vont lier les PAMPs (pathogens-associated molecular patterns)
et les DAMPs (danger-associated molecular patterns). Les PAMPs sont définis comme des
motifs moléculaires associés a des groupes de pathogenes et qui induisent une réponse pro-
inflammatoire ou antimicrobienne par les cellules de I'immunité innée. Les DAMPs sont des
molécules de I’h6te qui agissent comme des signaux de danger (Takeuchi and Akira, 2010;

Thompson et al., 2011).

Les PRRs peuvent étre classés en trois catégories distinctes : les PRRs solubles, membranaires

et intracellulaires :

e Les PRRs sécrétés ou solubles sont des molécules qui fixent les pathogenes soit
pour permettre leur opsonisation et leur phagocytose, soit pour les détruire directement. Les
PRRs les plus étudiés sont les MBLs (Mannose Binding Lectin) qui reconnaissent les motifs
mannosylés présents sur les parois des pathogénes et qui induisent leur phagocytose, la LBP
(LPS Binding Protein) protéine liant le LPS pour améliorer la réponse inflammatoire, ou encore
la CRP (C Reactive Protein) responsable de I'activation du complément (Litvack and Palaniyar,

2010).
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e Les PRRs membranaires tapissent les membranes des cellules de I'immunité et
sont impliqués dans la phagocytose et la réponse inflammatoire. Parmi ces PRRs, les TLRs
représentent la famille la plus connue. lls permettent la synthése de cytokines inflammatoires,
de chimiokines et I'augmentation de I'expression de molécules de co-stimulation (Kawasaki
and Kawai, 2014). En plus des TLRs, les PRRs membranaires comprennent les récepteurs au
mannose qui sont des récepteurs de phagocytose et les récepteurs scavengers. Ces récepteurs
lient les lipoprotéines oxydées qui véhiculent le cholestérol destiné a étre éliminé par
phagocytose et jouant un role dans la clairance des corps apoptotiques (Kerrigan and Brown,
2009).

e Les PRRs intracellulaires plus récemment découverts sont composés quant a
eux des récepteurs de type NLR (NOD-like receptors) capables de lier des ligands comme le
peptidoglycane (PGN) (Caruso et al., 2014), ou de type RLR (RIG-I-like receptors) impliqués
dans la reconnaissance d’ARN virale (Loo and Gale, 2011), régulant la réponse inflammatoire
et apoptotique. L'activation de ces récepteurs conduit a I'activation des voies de signalisation
qui induisent la synthése de cytokines inflammatoires ainsi que la maturation des cellules

présentatrices d’antigénes faisant ainsi un lien avec 'immunité adaptative.

Cette reconnaissance des PAMP par les PRRs conduit a I’activation des voies de signalisation
dans le but de produire les différents médiateurs de I'inflammation, de permette la migration
cellulaire et la présentation des différents antigenes. Parmi les types cellulaires de I'immunité
innée, on retrouve des cellules phagocytaires telles les monocytes, les macrophages, les
cellules dendritiques (DC) ou encore les neutrophiles. Ce systéeme est également composé de
lymphocytes comme les cellules NK (natural killer), les cellules NKT (natural killer T) et les
lymphocytes T yb. En plus d’étre des cellules phagocytaires, les monocytes, macrophages et
DCs sont aussi de puissantes cellules présentatrices d’antigenes (CPA) et font le pont entre les
immunités innées et adaptatives. Les CPAs sont considérées ainsi grace a leur capacité
d’internaliser les pathogenes, d’appréter et présenter les antigénes aux cellules T via les

molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH).
B — L'immunité adaptative

Malgré une réponse de I'immunité innée, il arrive que le pathogéne échappe a cette premiere

ligne de défense. Ainsi, afin de reconnaitre et d’éliminer sélectivement les pathogénes, une
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seconde forme d’immunité existe, connue sous le nom d’'immunité adaptative, dépendante
de l'immunité innée, qui se met en place quelques jours aprés linfection initiale.
Contrairement a 'immunité innée, la réponse adaptative est spécifique du pathogéne qui l'a
induite. Cette réponse constitue une seconde ligne de défense qui permet d’éliminer les
pathogenes qui ont échappé a la réponse innée ou qui persistent malgré cette réponse

(Gasteiger and Rudensky, 2014).

Suite a un stimulus bactérien, les CPAs vont présenter les antigenes microbiens aux cellules T
CD4 naives, résidentes des tissus lymphoides. Lors d’une primo infection, les CPAs arborent
des molécules de CMH de type Il (CMH II) afin de « présenter » I'antigéne au récepteur des
cellules T (TCR). Cette stimulation antigénique induit I'activation et la prolifération des

lymphocytes effecteurs qui se distinguent par leur production de cytokines et leurs fonctions.

En 1986, Mosmann et al. ont décrit deux sous populations de lymphocytes T CD4 chez la
souris. Ces deux sous populations de lymphocytes sont nommés lymphocytes T helper 1 (Th1)

et T helper 2 (Th2) (Mosmann et al., 1986).

Cette polarisation des lymphocytes T CD4 est dépendante des signaux d’activation recgus lors
de la réponse immunitaire. Suite a une exposition a I'lL-12, les cellules T CD4 se différencient
en lymphocytes Th1l et vont sécréter des cytokines a caractere pro-inflammatoire comme de
I'interféron gamma (IFNy), du TNFa (tumour necrosis factor alpha) et de I'lL-2. Tandis que pour
se différencier en lymphocytes Th2, les cellules T CD4 doivent étre exposées a de I'lL-4 ou de
I'lL-13 et sécréteront des cytokines anti-inflammatoires de type IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 (Zhu
et al., 2010). En 2003, une troisieme population majeure de lymphocytes T helper dérivée de
cellules T CD4 naives a été démontrée. Ces cellules, appelées lymphocytes Th1l7, ont été
caractérisées comme sécrétrices d'IL-17A, d’IL-17F et d’IL-22, cytokines non produites par les

cellules Thl ou Th2. Leur différenciation est induite par I'action conjointe de I'lL-6 et du TGF-

B.

Les cytokines sécrétées par les lymphocytes Thl activent les fonctions bactéricides des
macrophages et peuvent détruire les cellules infectées et participent a la génération de
lymphocytes T cytotoxiques. Celles sécrétées par les lymphocytes Th2 aident a I'activation des
lymphocytes B, conduisant a la production d’anticorps. Les cellules Th17 sont également de

bons producteurs d'lIL-21, bien que I'lL-21 puisse étre produite par des cellules Th2 (Figure 14)
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(Harrington et al., 2005). Les lymphocytes Th17 vont recruter les neutrophiles dans les cas
d’infections bactériennes (Curtis and Way, 2009). Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) ou T
CD8 sont obtenus apres activation de pré-CTL par deux signaux. Le premier signal correspond
a la présentation d’antigene par les CPAs via le CMH I. Ensuite, ils doivent étre activés par les
cytokines sécrétées par les lymphocytes Thl, de type IL-2 et INF-y. Ces deux signaux réunis
vont pouvoir différencier et activer les CTLs dans le but de lyser les cellules qui arborent

I’antigéne cible (Huang et al., 2007).
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Figure 14 — Polarisation des lymphocytes T CD4
Les cellules lymphocytes T CD4 naifs se différencient en lymphocytes T auxiliaires, Th1, Th2 ou Th17
en fonctions de I'environnement inflammatoire et de la nature des cytokines présentes. De ces
polarisations résultent une sécrétion spécifique de cytokines pour chaque type cellulaire (Zhu et al.,
2010).

Il existe une quatrieme voie de différenciation des lymphocytes T CD4 qui donne les
lymphocytes T régulateurs (Treg). Les Treg sont divisés en deux groupes : les Treg CD25* qui
expriment le facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box protein 3) et les Treg inductibles
(iTreg) par le TGF-B mais également par I'lL-10 et I'IFN-y (Vignali et al., 2008). Les Treg
présentent un phénotype anti-inflammatoire, notamment via la sécrétion d’IL-10 et de TGF-

(Josefowicz et al., 2012)
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Il — Les Sentinelles du Systeme Immunitaire inné : les
macrophages et les cellules dendritiques

Les macrophages et les cellules dendritiques sont considérés comme les sentinelles du
systeme immunitaire car ce sont des cellules présentatrices d’antigenes (CPA) qui participent
a la mise en place de I'immunité adaptative. Ces deux types cellulaires sont issus d’'un méme
précurseur : les monocytes. Comme les macrophages et les cellules dendritiques, les
monocytes sont des cellules phagocytaires mononuclées. Les monocytes sont issus des
cellules souches hématopoiétiques (HSCs) de la moelle osseuse. Ces HSCs vont ensuite se
différencier en précurseur myéloide (MP) et ensuite en monocytes (Figure 15).

HSC

l +SCF
\\',/
MP
+ GM-CSF l+ GM-CSF
+ M-CSF + GM-CSF

+ Ftl3L < ) +M-CSF

PN
( )
l N\ /4 l
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+HINF-at +1L-10
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pDC mo-DC

Figure 15 - Différenciation des cellules dendritiques et des macrophages.

Dans la moelle osseuse, les cellules souches hématopoietiques (HSCs ; hematopoietic stem cells) vont
donner des précurseurs myéloides (MPs). Les MPs donnent naissance par la suite aux MDPs (monocyte
macrophage, and DC precursors). Les MDPs vont devenir ensuite soit des monocytes, soit des
précurseurs des cellules dendritiques (CDPs). Les CDPs donnent ensuite des pré-cellules dendritiques
plasmacytoides (pre-pDC) ou des pré-cellules dendritiques myéloides (pre-mDC). Grace a la circulation
sanguine, les pré-pDC et les pré-mDC vont rejoindre les organes lymphoides et les différents tissus ou
elles deviendront des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et des cellules dendritiques
myéloides (mDC). Les monocytes rejoignent eux aussi la circulation sanguine et les tissus lymphoides
ou non lymphoides. Arrivés aux tissus, les monocytes vont donner des macrophages ou des cellules
dendritiques dérivés de monocytes (mo-DC) (Geissmann et al., 2010).
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Apres 24h dans la moelle osseuse, les monocytes sont libérés dans la circulation sanguine et
migrent, a I’état basal ou en réponse a une inflammation, dans les tissus pour se différencier

en macrophages ou en cellules dendritiques (Geissmann et al., 2010).

A - Les Macrophages

Comme décrit précédemment, les macrophages sont des cellules mononuclées originaires de
la moelle osseuse, différenciées a partir de monocytes. Les macrophages dérivent en général
des monocytes sanguins dans un environnement inflammatoire. Ces cellules participent a de
nombreux mécanismes physiologiques et pathologiques au niveau des tissus. Ces cellules
phagocytaires sont responsables de la clairance de cellules apoptotiques, de la production de
facteurs de croissance, du remodelage tissulaire, de la réparation et de la résolution de la
réponse inflammatoire (Gordon and Martinez-Pomares, 2017). Lors d’une réponse
inflammatoire, par exemple au cours d’une infection ou en cas de lésions cellulaires, les
cytokines sécrétées dans I’environnement tissulaire induisent la polarisation des
macrophages. Les macrophages sont divisés en deux populations distinctes, les macrophages
classiques de type M1 activés par l'interféron y (INF-y) et les macrophages alternatifs de type
M2 activés par I'lL-4 et I'lL-13. A I'origine, I'expression « activation des macrophages » était
utilisée pour définir les macrophages ayant acquis une activité microbicide (Figure 16)

(Gordon, 2003).
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Figure 16 - Polarisation des macrophages

Les stimuli de I’environnement définissent la polarisation différentielle des macrophages par
I"activation classique (M1) ou I'activation alternative (M2). Le LPS dérivé des pathogenes, seul ou en
association avec I'lFN-y, conduit a une activation « classique » de type M1. Cette activation conduit a
une activité pro-inflammatoire et microbicide plus importante. L’activation alternative des
macrophages est divisée en trois sous-populations. La différenciation M2a est encouragée apres
stimuli par I'lL-4 ou I'lL-3, et cette sous-population est associée a la réponse Th2, au processus
d'allergie, a l'internalisation et a la destruction des parasites. L’activation M2b est liée a la présence
des complexes immuns associés aux ligands des TLRs. Les glucocorticoides et la sécrétion d'IL-10
conduisent a la différenciation en macrophage M2c, et conduit au remodelage et la réparation
tissulaire (Arango Duque and Descoteaux, 2014).

1-Les Macrophages M1

L'orientation des macrophages vers le type M1 est définie comme une activation par la voie
« classique ». Cette polarisation M1 est dépendante de I'exposition a des cytokines telle I'lFN-
v (Interferon gamma), associée a un stimulus microbien tel que le LPS ou a des cytokines
comme le TNF-a (Tumor necrosis factor alpha) ou le GM-CSF (Granulocyte macrophage colony
stimulating factor) (Martinez et al., 2006). L'INF-y est produit par les macrophages aprés une
interaction entre les pathogénes et les PAMPs, notamment au niveau des TLRs. Le LPS, ligand
du TLR-4, est le signal d’activation de la polarisation M1 le plus couramment utilisé (Martinez
and Gordon, 2014). La production d’INF- y induit I'expression de génes codant pour des
récepteurs aux cytokines (IL2RA ; IL6R), des marqueurs d’activations (CD36 ; CD38 ; CD69 ;
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CD97) ou encore des molécules d’adhésion cellulaire (ICAM-1; CD11a ; SIAT1) (Raggi et al.,
2017; Waddell et al., 2010). Cette activation des macrophages M1 est spécifique aussi au
niveau des protéines sécrétées ensuite par la cellule. L’activation des TLRs aboutit a la
production de grandes quantités de cytokines comme IL-12, IL-23, IL-6, IL-1B, TNFa,
caractéristiques d’une réponse Thil, et des molécules du CMH de type 2 et de marqueurs de
surface tels que le CD86 et CD80 (Figure 17). En paralléle, il y a une production importante de
radicaux oxygénés (ROS) par la NADPH oxydase. De plus, I'activation par les TLRs induit
I’expression de iNOS (inducible nitric oxide synthase), qui a pour conséquence la production

de NO (nitric oxide) impliqué dans la destruction des pathogénes intracellulaires.

MHCII

CD86 Qs
A

LPS + I'FN-V

\ ROI
IL-12 ‘/ \ -

IL-23 IL-1B
IL-6
TNFa

Figure 17 — Phénotypes des macrophages M1
Les macrophages M1 présentent de fait une activité cytotoxique importante envers les
pathogenes intracellulaires. Indispensable pour la défense de I'organisme, |'activation des
macrophages peut aboutir, via les cytokines et les radicaux oxygénés produits, a des
dommages tissulaires importants (Galvan-Pefia and O’Neill, 2014; West et al., 2011). De ce
fait, les macrophages M1 sont impliqués dans la pathogénicité des maladies auto-immunes
comme la polyarthrite rhumatoide, des maladies inflammatoires intestinales, mais aussi dans

le cancer (Lissner et al., 2015; Mantovani et al., 2017; Udalova et al., 2016).

2 - Les Macrophages M2

Les macrophages de type M2 sont a I'origine des macrophages qui ne suivent pas I'activation
« classique ». Ces dernieres années, une nomenclature des différentes activations M2 plus
détaillée a été avancée, basée sur les signaux activateurs. Cette nomenclature permet de
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distinguer les macrophages M2 en trois classes : M2a, M2b et M2c (Figure 16 ; Figure 18). Le
sous-type M2a est défini comme des macrophages alternatifs activés, le M2b comme des
macrophages de type 2 et le M2c comme des macrophages désactivés (Biswas and Mantovani,

2010).

Les macrophages M2a sont des macrophages ayant été exposés soit a I'lL-4 soit a I'lL-13 ; ce
qui définit la voie d’activation « alternative » (Gundra et al., 2014). Ces deux cytokines sont
produites par des cellules de I'immunité innée (cellules NK, mastocytes...) et des cellules de
I'immunité adaptative (lymphocytes Th2). De ce fait, I'activation alternative a besoin de deux
signaux, I'activation par les PAMPs et la stimulation a I'lL-4. Les PRRs activent les PAMPs et
induisent le recrutement des cellules de I'immunité innée productrices d’IL-4 ou d’IL-13. Ce
signal permet le développement d’une différenciation Th2 qui va, comme pour I'activation
classique, permettre la mise en place d’une activation alternative des macrophages plus
intense. De plus, les cytokines IL-4/13 et les PAMPs peuvent agir en synergie pour stimuler la
sécrétion d'IL-10 de macrophages, qui constitue un signal pour la répression de la réponse Th1l
(Edwards et al., 2006; Mantovani et al., 2004). Cette production de cytokines anti-
inflammatoires s’accompagne d’une surexpression de l'arignase-1, enzyme qui réduit la
production de NO a partir d'iNOS en limitant la disponibilité d’arginine intracellulaire ce qui
entraine une atténuation des lésions inflammatoires et une suppression de la clairance du
pathogene intracellulaire (Yang and Ming, 2014). Les macrophages M2a vont arborer
différents marqueurs de surface comme le CD206, dont I'expression est augmentée par I'lL-4

(Figure 19) (Martinez-Pomares et al., 2003).

Les macrophages M2b sont induits par les complexes immuns associés aux ligands des TLRs.
Ce premier signal est dépendant de I'’environnement et de la réponse inflammatoire. Ces
macrophages sont de grands producteurs d’IL-10 et peu d’IL-12, ce qui a pour but de contrer
la réponse Thl (Mantovani et al., 2004). Ils conservent alors leurs propriétés anti-
inflammatoires malgré leur capacité a produire des cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-1 et
IL-6) et sont responsables de la protection contre la toxicité au LPS (Figure 18). Ces
macrophages sont impliqués dans I'activation des lymphocytes Th2 mais aussi dans les

mécanismes d’'immunorégulation (Mosser, 2003).

Les macrophages M2c sont des macrophages qui produisent beaucoup d’IL-10, et de

prostaglandines de type PGE2. On les retrouve notamment dans un environnement riche en
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cellules apoptotiques, et la présence de glucocorticoides dans I'environnement facilite leur

polarisation (Figure 18).
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Figure 18 — Phénotypes des différents macrophages M2
L'ensemble des macrophages M2 sont producteurs d’IL-10 car il s’agit d’une cytokine anti-
inflammatoire qui inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires. Et contrairement
aux macrophages M1, on ne retrouve que trés peu de molécules du CMH Il au niveau des M2

car leur synthése est inhibée par I'lL-10 (Chadban et al., 1998).

B — Les cellules dendritiques

Comme les macrophages, les cellules dendritiques sont également des CPAs. Néanmoins elles
sont plus efficaces et appelées CPAs professionnelles et participent grandement a la mise en
place et a la régulation de I'immunité adaptative. De ce fait, elles présentent a leur surface un
grand nombre de molécules du CMH | et du CMH IlI, mais aussi des co-stimulateurs
indispensables a la présentation des antigenes tels que le CD80 et le CD86 (Reis e Sousa, 2006).
Les cellules dendritiques sont divisées en deux groupes distincts, les cellules dendritiques

myéloides (mDC) et les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) (Merad et al., 2013).

1 - Les Cellules Dendritiques Myéloides

Les mDCs, ou cellules dendritiques classiques, sont les plus majoritaires dans I’organisme. Elles
sont obtenues a partir d’un précurseur hématopoiétique CD11c". Elles rejoignent la circulation
sanguine sous la forme de pré-cellules dendritiques (pré-DC), avant d’étre dirigées vers les

tissus ol elles seront différenciées en cellules dendritiques immatures. Ces cellules

38

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

dendritiqgues immatures vont, par l'intermédiaire des PRRs présents sur leur membrane,
reconnaitre les antigenes microbiens, les endocyter pour ensuite les présenter a la membrane
via le CMH | ou le CMH Il. Chez la souris, le marqueur prédominant des mDCs est le CD11b
contrairement au CD11 chez les mDCs humaines. Les mDCs migrent ensuite vers les organes
lymphoides ou elles présentent les antigenes aux lymphocytes T afin d’induire la réponse

adaptative.

2 — Les Cellules Dendritiques Plasmacytoides

Moins nombreuses que les mDCs, les pDCs sont également issues de la moelle osseuse.
Contrairement aux mDCs, les pDCs ne présentent pas de CD11c a leur surface, mais elles
expriment d’autres marqueurs spécifiques comme le CD123, CD303 et CD304 (Cao, 2009;
Collin et al., 2013).

Les pDCs résident dans les organes lymphoides et le sang, et sont capables de synthétiser de
grande quantité d’INF-a et d'INF-B en réponse a une stimulation par des acides nucléiques
viraux ou bactériens. Cette production est notamment due a la reconnaissance par le TLR7 et

le TLR-9, abondants chez les pDCs (Villadangos and Young, 2008).

Malgré que ce soit des cellules dendritiques, I'efficacité de présentation d’antigénes est plus
faible pour les pDCs. Elles seraient surtout impliquées dans la présentation d’antigenes viraux,

contrairement aux mDCs qui présentent tous types d’antigenes.

lll - Les Récepteurs de 'immunité Innée : les principaux
PRRs

A — Les Tolls like receptors: TLRs

Les TLRs sont des glycoprotéines transmembranaires de type I. Chez 'homme, dix TLRs
différents (TLRs1-10) ont été identifiés, et 12 chez la souris (TLR1-9, TLR11-13). Avec le
récepteur a l'interleukine-1 (IL-1R), ils forment la superfamille des TIR (Toll/Interleukine-1
Receptor) car ils partagent une homologie de séquence au niveau du domaine cytoplasmique
C-terminal (O’Neill and Bowie, 2007). La partie N-terminale des TLRs est une succession de
motifs LRR (Leucine-rich repeat). Cette extrémité N-terminale est directement impliquée dans
la reconnaissance des PAMPs. La disposition des différents motifs LRR confére a chaque TLRs
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une spécificité de ligands. Le domaine extracellulaire des TLRs contient un motif CRD (Cystein

rich domain) puis 19 a 25 copies en tandem de motifs LRR (Figure 19) (Botos et al., 2011).

— 19 a 25 domaines LRR

Domaine CRD

— DomaineTIR

Figure 19 - Représentation schématique de la structure des TLRs.
Les TLRs sont des glycoprotéines membranaires intégrales de type 1. lls sont composés de répétition
de régions riches en Leucine (LRR) impliquées dans la reconnaissance des PAMPs et dans la
transduction du signal a travers le TLR. Le domaine TIR (Toll / IL-1R cytoplasmique) va permettre le
recrutement de protéines adaptatrices nécessaires a la transduction du signal.

Le domaine LRR des TLRs adopte une forme de fer a cheval, dont la partie concave est
impliquée dans la reconnaissance des différents pathogénes. La reconnaissance des différents
ligands de TLR peut se faire directement au niveau de cette partie concave, ou indirectement
par des corécepteurs comme c’est le cas pour le TLR4 (CD14, LBP). Malgré le haut degré de
conservation de ces domaines LRR, les TLRs reconnaissent des motifs structurellement

différents.

Les TLRs sont exprimés au niveau de la membrane plasmique des cellules (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5 et TLR6) ou au niveau des compartiments cellulaires (TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9). La
localisation des TLRs est directement dépendante des ligands qu’ils reconnaissent. Les TLRs
localisés au niveau de la membrane plasmique reconnaissent les éléments bactériens présents
dans le milieu extracellulaire. Il peut s’agir de composants de la paroi des pathogénes (LPS,
peptidoglycane), des facteurs de virulence ou de mobilité. Tandis que les TLRs intracellulaires
endosomaux sont impliqués dans la reconnaissance d’acides nucléiques bactériens ou viraux

(Tableau 2).
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TLR Principaux Ligands Références

1/2 Lipoprotéines tri-acylés; Lipomannane; (Jin et al, 2007; Nigou et al., 2001;

Lipoarabinomannane Vignal et al., 2003)
. (Dziarski and Gupta, 2005; Miiller-
2 Peptidoglycane
Anstett et al., 2010)
3 ARN viral double brins (Alexopoulou et al., 2001)
(Cui et al., 2014; Fang et al., 2011,
4 LPS ; HSP ; MPLA
Romero et al., 2011)
5 Flagelline (Hayashi et al., 2001)
2/6 Lipoprotéines di-acylés (Kang et al., 2009)
. . . (Diebold et al., 2004; Larangé et al.,
7 ARN viral simple brin
2009)
8 ARN viral simple brin (Heil et al., 2004; Larangé et al., 2009)
9 ADN bactérie ; ADN viral (Peter et al., 2009)

Tableau 2 - Principaux ligands des TLRs humains

De plus, la localisation des TLRs a un réle important dans la discrimination du « soi » et du
« non-soi ». Dans le cas des acides nucléiques, on peut retrouver de I’ADN double brin et des
ARN simple brin chez I'homme et chez les pathogénes. Des études ont montré qu’un TLR9
contenant la partie transmembranaire et cytosolique du TLR4 avait la capacité de migrer a la
membrane plasmique. Le TLR9 modifié induit une réponse vis-a-vis d’ADN du « soi » alors que
I’ADN viral, ligand du TLR9 endogéne, n’induit plus de réponse (Barton et al., 2006; Dowling
and Mansell, 2016).

La reconnaissance de PAMPs ou de DAMPs par le TLR conduit a 'activation de voies de
signalisation qui induisent la synthése de cytokines, chimiokines et de molécules co-
stimulatrices. L'interaction ligand/TLR débute par la dimérisation entre deux chaines TLR, ce
qui provogue un changement conformationnel du récepteur. Le TLR4, pour étre fonctionnel,
forme un homodimere tandis que le TLR2 forme un hétérodimére avec TLR1 ou TLR6 (Bovijn
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et al., 2012; Farhat et al., 2008; Jin et al., 2007). Ce changement de conformation induit un
recrutement cytosolique de protéines adaptatrices possédant également un domaine TIR, a
savoir TIRAP (TIR domain containing adaptator protein), TRIF (TIR-domain containing adaptor-
inducing interferon-B) ou encore TRAM (TIR-domain containing adaptator molecules). En
fonction des TLRs, la fixation de ligands et le recrutement des protéines adaptatrices
conduisent a I'activation de deux cascades de signalisation telles que la voie MyD88 (Myeloid
differentiation primary response gene 88) dépendante ou voie MyD88 indépendante (Wang

et al., 2014) (Figure 20).

Dans la voie MyD88 dépendante, la fixation du ligand au niveau du TLR permet le recrutement
au niveau du domaine cytoplasmique de la protéine adaptatrice TIRAP grace a l'interaction de
leurs domaines TIR (Figure 20). Une fois TIRAP recrutée, la protéine MyD88 va venir se greffer
au complexe. Myd88 interagit ensuite avec la kinase IRAK4 (IL1R Associated Kinase 4), qui
phosphoryle IRAK1 et IRAK2. Ces trois protéines se dissocient ensuite de MyD88 pour former
le complexe IRAK, qui va ensuite interagir avec une autre protéine, I'ubiquitine ligase TRAF6
(Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factor 6). TRAF6 activée, elle synthétise une
chaine d’ubiquitines libre qui active le complexe composé des protéines TAK1 (TGF-B-
activated kinase), TAB1 (TAK1-binding protein), TAB2 et TAB3. Le complexe activé permet la
phosphorylation de IKKB (IkB Kinase) et de MAPKK6 (MAPK kinase 6).
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Figure 20 - Activation des voies Myd88 dépendante et indépendante par différents TLRs.
L'activation des TLRs par fixation de leurs différents ligands conduit a la dimérisation des récepteurs et
au recrutement des différentes protéines adaptatrices telles que MyD88, TIRAP, TRIF et TRAM. Le
recrutement de ces protéines permet |'activation des complexes IRAK et IKK Ces complexes activent
des facteurs de transcription tels que les facteurs NFkB, CREB, AP1 et IRF3. Ces facteurs vont réguler
la production de cytokines pro-inflammatoires et d'interféron de type 1 (IFN-1) (Wang et al., 2014).

D’un coté, IKKB, sous unité du complexe IKK composé d’'IKKa, IKKB et NEMO (NF-kB essential
modulator), phosphoryle la protéine IkBa, inhibiteur du facteur de transcription NF-kB. La
phosphorylation de IkBa induit sa dégradation, et permet la translocation du facteur de
transcription NF-kB vers le noyau et induit I'expression de cytokines pro-inflammatoires

comme le TNF-a ou I'lIL-6.
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De I'autre co6té, la phosphorylation de MAPKK6 active la voie des MAPKs (Mitogen-Activated
Protein Kinase), qui est composée de trois sous-familles, les JNKs (c-Jun-N-terminal Kinase),
les ERKs (Extracellular-Regulated Kinase) et les p38. Cette activation est responsable de
I’engagement d’un autre facteur de transcription, AP1 (Activator protein 1) qui cible des génes
codants des cytokines inflammatoires. Tous les TLRs a I'exception de TLR3 sont connus pour

recruter MyD88 et ainsi déclencher la voie MyD88 dépendante.

La voie MyD88 indépendante conduit a I'activation du facteur de transcription IRF-3 et a la
production d’INF-B. Suite a la fixation de ligand, la protéine adaptatrice TRIF se lie a la partie
cytoplasmique du TLR-3 et permet le recrutement de TRAF3 et de TRAF6. TRAF6 permet
I’activation de la voie NF-kB et TRAF3 active TBK1 (TANK (TRAF family member-Associated NF-
KappaB activator)-Binging Kinase)/IKK-i (Figure 20). Ce complexe TBK1/IKK-i permet la
phosphorylation de IRF-3, et donc sa translocation vers le noyau. L’activation de la voie Myd88
indépendante est également possible via le TLR4 avec le recrutement des protéines
adaptatrices TRAM et TRIF. Une fois TRIF recrutée, cela active TRAF3 et le complexe TBK1/IKK-

.
B — Le Récepteur a Mannose

Le Récepteur a Mannose (MR) ou CD206 est une glycoprotéine transmembranaire de type 1,
et qui fait partie des lectines de type C, ce qui veut dire que I'interaction lectine/glycanne est
calcium dépendante. Il fait partie de la famille MR, qu’il partage avec ENDO180, DEC205 et
PLA2R. Il est exprimé au niveau des cellules dendritiques, des macrophages, mais également
au niveau des épithéliums. Il est constitué de trois domaines extracellulaires distincts : le
domaine CRD (cystein rich domain) a I'extrémité N-terminale, le domaine FNII (fibronectin
type Il domain) et huit CTLDs (C-Type lectin domain) (Figure 21) (Martinez-Pomares, 2012;
Taylor et al., 2005).
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Figure 21 - Représentation schématique de la structure du récepteur a mannose
Le domaine CRD va permettre la liaison de ligands sulfatés, et plus précisément de résidus de
galactose ou de GalNAc sulfatés : SOs-3s-Gal et SO4-4/3-GalNAc (Fiete et al., 1998; Leteux et
al., 2000). Les domaines CTLDs sont impliqués dans la reconnaissance des glycannes avec des
résidus de mannose, fucose ou encore GIcNAc a leurs extrémités. Les ligands naturels des
CTLDs du MR sont des ligands microbiens comme les composants de la paroi de Candida
Albicans, de Streptococcus pneumoniae ou de Mycobacterium Tuberculosis (Marddi et al.,

1991; Schlesinger et al., 1996; Zamze et al., 2002).

Le MR est principalement intracellulaire au niveau des endosomes, avec une faible proportion
au niveau de la membrane plasmique. La présence d’IL-4, d’IL-13 et IL-10 favorise son
expression transcriptionnelle, alors que I'lFN-y l'inhibe. Le méme cocktail de cytokines est
retrouvé lors de la polarisation des macrophages, ce qui fait du MR un marqueur des
macrophages de type M2. Ce faible taux de MR a la surface cellulaire est également régulé par
un clivage protéolytique d’'une métalloprotéinase qui rend le MR soluble (Martinez and

Gordon, 2014; RGszer, 2015).

Le MR est impliqué dans des phénoménes de phagocytose, notamment de ligands
mannosylés. A travers le transport endocytaire, la variation de pH libére le ligand du MR
permettant son recyclage, mais également la prise en charge du ligand mannosylé par le CMH

Il au niveau des lysosomes (Sallusto et al., 1995; Tan et al., 1997).
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C - Le récepteur DC-SIGN

Le DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin)
ou CD209 est une protéine transmembranaire de type 1, faisant également partie des lectines
de type C. Initialement, son expression était connue pour étre exclusive aux cellules
dendritiques, mais il est maintenant établi que le DC-SIGN peut étre également exprimé au
niveau des endothéliums et des macrophages, et plus particulierement des macrophages M2
(Dominguez-Soto et al., 2011; T. B. H. Geijtenbeek et al., 2000; Lai et al., 2006; Tailleux et al.,
2005). L’IL-13, cytokine sécrétée par les macrophages M2a, est responsable de I'expression du

DC-SIGN (Soilleux et al., 2002)

Il est composé d’une extrémité C-terminale extracellulaire avec un domaine CRD (Cystein Rich
Domain) et un domaine Neck. L’extrémité N-terminale est intracellulaire et est composée de
motifs d’internalisation comme les deux motifs di-leucine (LL), tri-acidique (EEE) et un
domaine incomplet du motif d’activation des tyrosines des immuno-récepteurs (ITAM) (Figure

22).

l —_— Domaine CRD
G

Domaines Neck

Extracellulaire

Intracellulaire

—_— Domaines ITAM

—_— Domaines EEE

I_' — Domaines LL

Figure 22 - Représentation schématique de la structure du DC-SIGN
Le DC-SIGN a besoin de former un homo-tétramére pour étre fonctionnel. La formation du
tetramere se fait au niveau des différents domaines Neck. A I'origine, le DC-SIGN fut identifié
comme le récepteur d’ICAM-3 (Intercellular adhesion molecule-3) a la surface des
lymphocytes T, mais également comme cible de la protéine virale GP120 du VIH (virus de
I'immunodéficience humaine), facilitant ainsi I'infection des lymphocytes par le virus (T. B.

Geijtenbeek et al., 2000; T. B. H. Geijtenbeek et al., 2000).
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En réalité, le DC-SIGN reconnait spécifiguement les motifs mannosylés, mais également les
motifs fucosylés, comme les épitopes de type Lewis A et Lewis X mais aussi leurs dérivés di-
fucosylés, les épitopes Lewis B et Lewis Y. L'interaction du DC-SIGN avec les motifs de type
Lewis est préférentielle lorsque ces motifs sont sialylés ou sulfatés. Il peut également lier les
motifs Lewis mono-fucosylés ou encore les N-glycannes de type oligomannosidique, mais avec

une plus faible affinité (Garcia-Vallejo et al., 2008; Guo et al., 2004; van Liempt et al., 2006).

Depuis, il a été reporté que le DC-SIGN est le récepteur d’un grand nombre de pathogénes tels
que M. tuberculosis, C. albicans, Helicobacter pylori et Schistosoma mansoni. Le DC-SIGN
reconnait les structures mannosylées, internes ou terminales, de ces pathogenes (Appelmelk

et al., 2003; Cambi et al., 2008; Tailleux et al., 2005; van Die et al., 2003).

En corrélation avec les interactions qu’il peut avoir avec des pathogénes et de par la présence
des motifs d’internalisation au niveau de son extrémité cytoplasmique, le DC-SIGN est souvent
décrit comme un récepteur phagocytaire. De plus, des expériences de colocalisation ont
montré que, lors de I'exposition a un pathogéne, le DC-SIGN se trouve au niveau du

phagosome (Cambi et al., 2008).

Il a été montré que la fixation de ligands au DC-SIGN induisait I'activation la GTPase Ras. Une
fois la protéine Ras activée, la voie de signalisation MAPK est activée et induit la
phosphorylation de Raf-1. Raf-1 est une kinase dont le réle est de phosphoryler la sous unité
p65 du facteur de transcription NF-kB au niveau de la Sérine 276. Deux histones
acétyltransférases, CREB (C-AMP Response Element-Binding protein) et p300, acétylent p65
et permettent I'activation de NF-kB et la production d’IL-10 (Dunnen et al., 2009; Gringhuis et
al., 2007; Kumar et al., 2013).

D — Les récepteurs NLRs

Les NLRs (NOD-like receptors) sont des récepteurs cytoplasmiques qui reconnaissent des
produits bactériens mais également des DAMPs. Ces récepteurs partagent une organisation
commune des différents domaines, avec un domaine N-terminal impliqué dans les
interactions protéines/protéines, un domaine central NACHT et une extrémité C-terminale

composée de motifs LRR impliqués dans la fixation de ligands (Motta et al., 2015). Le domaine
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NACHT est composé de sept motifs conservés distincts, dont une boucle a activité

ATP/GTPase, un site de liaison au Mg?* et cinq motifs plus spécifiques.

Il y a quatre extrémités N-terminale distinctes, ce qui permet de classer les NLRs en quatre
familles : NLRA ; NLRB ; NLRC et NLRP. La famille NLRA ne contient qu’un seul membre, la
protéine CIITA (MHC-Il transactivator), pareillement pour la famille NLRB avec la protéine NAIP
(neuronal apoptosis inhibitory protein). La famille NLRC se compose de six membres : NLRC1
(NOD1), NLRC2 (NOD2), NLRC3, NLRC4, NLRC5 et NLRX1. La sous-famille NLRP se compose de
14 membres, NLRP1-14 (Kim et al., 2016).

Deux membres de ce groupe, NOD1 et NOD2 sont essentiels dans la réponse immunitaire
innée a certaines infections bactériennes. NOD1 et NOD2 sont des protéines cytosoliques qui
fixent des fragments de peptidoglycane bactérien et qui induisent les voies d’activation MAPK
et NF-kB. NOD1 détecte DAP (diaminopimelic acid), un dipeptide présent au niveau du
peptidoglycane des bactéries a Gram négatif, mais aussi dans certains groupes de bactéries a
Gram positif. En revanche, NOD2 détecte le MDP (muramyl dipeptide) qui est présent dans
I’ensemble des peptidoglycanes bactériens (Laroui et al., 2011; Mo et al., 2012). La liaison des
fragments de peptidoglycane se fait au niveau des motifs LRR de I'extrémité N-terminale.
Cette fixation de ligands induit un changement conformationnel du récepteur qui permet
ensuite I'oligomérisation du domaine NACHT. Le domaine C-terminal de NOD1 contient un
domaine CARD (caspase activation and recruitment domains), alors que NOD2 en posséde
deux successifs. L'oligomérisation du domaine NACHT va permettre a la kinase RIP2 (receptor-
interacting protein) de fixer NOD1 ou NOD2 par une interaction CARD/CARD (Magalhaes et
al., 2011). RIP2 permet le recrutement de la kinase TAK1 qui phosphoryle et active la kinase
IKK. L'activation de IKK entraine la phosphorylation de l'inhibiteur IkB, ce qui libére NF-«kB et

permet sa translocation vers le noyau.

L’'ensemble de ces récepteurs participent a la mise en place de la réponse immunitaire lors
d’une infection ou d’une inflammation. Cependant, ils ont également besoin d'étre régulés
afin d’éviter une activation constante des voies de signalisation qui en découlent. Les
protéines membranaires des cellules immunitaires étant majoritairement glycosylées, nous
allons ensuite voir comment les glycannes peuvent participer a la régulation de la réponse

immunitaire.

48

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

Chapitre 3 : La Glycosylation : Régulateur des

processus immunitaires

Les variations de la glycosylation membranaire et leurs fonctions biologiques ont été
particulierement étudiées dans les processus de cancérisation, d’auto-immunité et
d’inflammation. Ces réarrangements structuraux affectent la sialylation, la sulfatation, la
fucosylation ou encore I'antennarisation des glycannes et sont pergus par de nombreuses
lectines du systéme immunitaire. En retour, ces lectines modulent diverses fonctions
cellulaires telles que la migration et I'adhésion des cellules, les voies de signalisation
intracellulaire ou encore I'apoptose (Rabinovich et al., 2012; Wolfert and Boons, 2013). A
I’échelle moléculaire, la plupart des récepteurs de I'immunité sont des glycoprotéines. Les
variations structurales des glycannes peuvent moduler la conformation des protéines et

influencer leur localisation cellulaire, leur fonction et leur activation.

| — Recrutement cellulaire

L'endothélium vasculaire permet le recrutement des leucocytes vers les tissus enflammés.
Pour que les leucocytes circulants pénétrent dans un tissu inflammatoire, ils doivent adhérer
aux cellules endothéliales bordant les parois des vaisseaux sanguins puis passer a travers ces
cellules endothéliales. Il s’agit du phénomene d’extravasation. Le processus d’extravasation
peut étre divisé en quatre étapes : roulement, activation, arrét/adhésion et migration trans-

endothéliale (Ley et al., 2007).

Lors de I’étape de roulement, les leucocytes établissent un contact intime avec I'’endothélium
vasculaire grace aux chimiokines liées a l'endothélium capables d'interagir avec leurs
récepteurs respectifs présents a la surface des leucocytes. Des voies de signalisation sont

induites et déclenchent I'activation des intégrines et des sélectines (Figure 23).
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Figure 23 — Recrutement des monocytes au niveau de I’endothélium
Les différentes étapes du recrutement des monocytes font intervenir des glycoprotéines. Le roulement
initial est médié par la liaison des sélectines de I'endothélium avec les motifs Sialyl Lewis X des
glycoprotéines de la membrane monocytaire. Lors de |'étape d’adhésion, les intégrines entrent en
interaction avec les molécules d’adhésion et ainsi permettre une adhésion renforcée avec
I’endothélium.

A — Interaction Sélectines / Glycannes

1 - Présentation

Les sélectines sont des protéines transmembranaires de type 1 et font partie des lectines de
type C. Les mammiféres expriment trois types de sélectines : les P-sélectines, les E-sélectines
et les L-sélectines. Les P-sélectines sont exprimées au niveau des cellules endothéliales et des
plaquettes (Gotsch et al., 1994; Lorenzon et al., 1998). Les E-sélectines, contrairement aux P-
sélectines, sont exprimées uniquement au niveau des cellules endothéliales. Pour finir, les L-
sélectines sont exprimées a la surface des leucocytes circulants (Tableau 3) (Ivetic and Ridley,

2004). Elles possedent toutes un domaine CRD a I'extrémité C-terminale, suivi d’'un domaine
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EGF (epidermal growth factor) puis d’'un nombre variable d’unités de répétitions (2, 6, et 9

respectivement pour les L-, E-, et P-sélectines) (Figure 24) (Ley, 2003).

Sélectines Distribution

E-sélectines Endothéliums activés

P-sélectines Endothéliums activés ; plaquettes activées
L-sélectines Monocytes ; neutrophiles ; Lymphocytes T et B

Tableau 3 -Distribution des différentes sélectines

— Domaines CRD

—— Domaine EGF

- 2-9 unités de répétitions

Extracellulaire : g
22 A ‘A‘

"""" 3 3 I 3

L-sélectine  E-sélectine P-sélectine

Intracellulaire

Figure 24 - Représentation schématique de la structure des L-, E- et P-sélectines
Les sélectines sont connues pour avoir comme ligands préférentiels le Sialyl Lewis X ou le Sialyl
Lewis A ou encore d’autres ligands chargés (Lowe et al., 1990; Varki, 1994; Vestweber, 1993).
Les P- et E-sélectines ont pour ligand PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1), une
glycoprotéine de type mucin-like exprimée a la surface des leucocytes. L'étude de la structure
de cette glycoprotéine a montré que PSGL-1 contenait des sites de O-glycosylation présentant
des motifs Sialyl Lewis X (Asa et al., 1995; Wilkins et al., 1996). Cet épitope peut étre

également sulfaté au niveau de la position 6 de la GIcNAc (Ohmori et al., 2000).
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Dans le cas des L-sélectines, elles interagissent avec la glycoprotéine GlyCAM-1 (glycosylation-
dependent cell adhesion molecule-1), liée a I'endothélium des ganglions lymphatiques.
Comme PSGL-1, GlyCAM-1 porte des chaines de O-glycannes qui arborent des motifs Sialyl
Lewis X, mais également des motifs 6’-sulfo-Sialyl Lewis X (Hemmerich and Rosen, 1994). Des
travaux de I'équipe de Mitsuoka ont déterminé que les L-sélectines ont une affinité plus

importante pour les ligands sulfatés (Kawashima, 2006; Mitsuoka et al., 1998, 1997).

2 — Réle des fucosyltransférases

Le résidu de fucose, lié en al,3 du GlcNAc du motif Lewis X, est I’élément essentiel dans
I'interaction entre les sélectines et les molécules d’adhésion. Les fucosyltransférases FUT4 et
FUT7, deux al,3-fucosyltransférases connues pour synthétiser du Lewis X, sont exprimées au

niveau des leucocytes (Clarke and Watkins, 1996; Huang et al., 2000).

Maly et al. ont montré, dans des souris déficientes en FUT4 et FUT7, une diminution notable
de l'adhérence des leucocytes au niveau des cellules endothéliales des ganglions
lymphatiques (Maly et al., 1996). De nombreuses études montrent I'implication des al,3-
fucosyltransférases dans les processus inflammatoires (Homeister et al., 2001). Il a
notamment été observé que I'exposition au TNFa des cellules épithéliales bronchiques induit
une surexpression des FUT3 et FUT4 (Delmotte et al., 2002). Dans le méme sens, ces cellules
surexpriment les enzymes FUT3 et FUT11 lorsqu’elles sont exposées a de I'lL-6 et a de I'IL-8
comme dans les cas de fibroses cystiques. En plus de cela, les sulfotransférases CHST2 et
CHST®6 (carbohydrate sulfotransferase), impliquées dans la synthése du 6-sulfo-sialyl Lewis X,

sont surexprimées dans ce contexte inflammatoire (Groux-Degroote et al., 2008b).

Ces fucosyltransférases jouent également un réle dans la progression des cancers, notamment
lors de cancer de la prostate ol les enzymes FUT3, FUT6 et FUT7 sont surexprimées au niveau
des cellules métastatiques et favorisent les interactions avec les E-sélectines (Barthel et al.,

2009).

3 —Rdle des Sialyltransférases

En plus des fucosyltransférases, I'adhésion cellulaire peut étre régulée par I'expression des

sialyltransférases, et plus précisément des a2,3-sialyltransférases qui participent a la synthése
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du Sialyl Lewis X. Il en existe 3: ST3Gal-lll, ST3Gal-IV et ST3Gal-VI (Mondal et al., 2015;
Sperandio, 2012).

Chez des souris déficientes en ST3Gal-1V, il y a une diminution significative de I'adhésion des
neutrophiles au niveau des P- et E-sélectines (Ellies et al., 2002). Des études récentes ont
également prouvé qu’avec ces mémes souris déficientes en ST3Gal-IV, il y avait non seulement
une diminution de I'adhérence des neutrophiles et des monocytes aprées stimulation par
RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted), cytokine qui induit
I’expression de ICAM-1 et VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), mais que cette perte
d’adhésion des leucocytes induit une diminution de [linflammation dans les cas
d’athérosclérose et de I'apoptose des cellules de la plaque athérosclérotique (Doring et al.,

2014).

Dans les cas de myélome multiple des os, les cellules myéloides surexpriment la ST3Gal-VI
contrairement aux individus sains. Il est montré qu’un haut niveau d’expression de cette
enzyme est en corrélation avec une faible survie des patients. Par contre, lorsque le géne de
cette enzyme est éteint, il y a une diminution de I'adhésion des cellules myéloides aux cellules

endothéliales (Glavey et al., 2014).

B — Les Intégrines dans le recrutement cellulaire

Comme les sélectines, les intégrines sont des molécules d’adhérence cellulaire. Ce sont des
glycoprotéines transmembranaires de type 1, constituées d’un hétérodimére entre une sous-
unité a et une sous-unité B. Chez les mammiféres, 18 sous-unités a et 8 sous-unités f3,
capables de former 24 dimeres d’intégrines, ont été identifiées. L’association aff détermine la

spécificité de I'intégrine pour son substrat (Desgrosellier and Cheresh, 2010).

Contrairement aux sélectines, les intégrines ne lient pas des ligands glycosylés. En général, les
intégrines reconnaissent des séquences peptidiques courtes, la plus répandue étant Arg-Gly-
Asp, retrouvée sur de nombreuses protéines de la matrice extracellulaire telles que la
fibronectine et les collagénes. Cette reconnaissance du ligand s’effectue au niveau de la sous

unité a des intégrines, et plus particulierement sur un motif hélice B.

Les intégrines sont des glycoprotéines, notamment des protéines N-glycosylées. Isaji et al. ont

montré que les sites de N-glycosylation de I’hélice B de la sous unité a sont essentiels a
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I’hétérodimérisation du couple d’intégrines a5B1. De plus, ils ont montré que I'ajout de
certains résidus, notamment d’un résidu de GIcNAc en 1,3 par la MGAT3 sur le premier résidu
de mannose du core glycannique, provoque une perte importante de I'adhésion cellulaire

(Hang et al., 2017; Isaji et al., 2009, 2006, 2004).

Comme pour les sélectines, les sialyltransférases ont également un impact sur le contréle des
interactions des leucocytes. Des monocytes CD14* issus de cultures primaires et de la lignée
cellulaire U937 différenciée en macrophages montrent une perte de la sialylation en a2,6 des
N-glycannes portés par la sous unité B du couple d’intégrines a41, ainsi qu’une augmentation
de I'adhésion cellulaire a la molécule d’adhésion VCAM-1. La surexpression de ST6Gall, I'a2,6
sialyltransférase la plus importante, montre une perte de I'adhésion a VCAM-1 (Semel, 2002;

Woodard-Grice et al., 2008).

Les processus d’adhésion et d’invasion cellulaires sont des mécanismes trés importants dans
des pathologies comme les cancers, surtout dans le développement des métastases. Certaines
enzymes de la glycosylation sont connues pour étre surexprimées dans certains types de
cancers virulents. Notamment, la MGAT5, une p1-6-N-acétylglucosaminyltransférase
impliquée dans la formation des N-glycannes tétra-antennés, favorise I'interaction entre la
fibronectine et les intégrines a3B1 et a5B1 dans les métastases de mélanomes (Kariya et al.,
2017; Poche¢ et al., 2013; Zhao et al., 2008). A I'inverse, des monocytes humains exposés a
'INF-y montrent une forte diminution de l'activité de la MGAT5 et une augmentation de

I’adhésion a I’endothélium vasculaire du couple a5B1 (Yang et al., 2012).

Il — Différenciation et maturation cellulaire

A - Différenciation monocyte/macrophage

Les macrophages ainsi que leurs précurseurs, les monocytes, régulent I'immunité innée,
notamment dans l'initiation et la régulation de la réponse inflammatoire, et participent dans
la mise en place de 'immunité adaptative via le traitement et la présentation des antigénes.
La différenciation des monocytes en macrophages conduit a un changement phénotypique
caractérisé par I'expression de marqueurs de surface (molécules co-activatrices/molécules
d’adhésion) et la production de médiateurs de l'inflammation, pro- ou anti-inflammatoires.

Différentes études ont montré des variations d’expression de glycosyltransférases et de
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glycosidases lors de la maturation des monocytes en macrophages (Kohro et al., 2004; Liu et

al., 1998; Trottein et al., 2009; Zhao et al., 2003).

A la fin des années 80, des équipes différentes ont montré lors de la différenciation en
macrophages des lignées monocytaires HL-60 et U937 par le TPA (12-0-tetradecanoylphorbol-
13-acetate) une surexpression de la ST3Gal-V, enzyme clé pour I'entrée dans la voie de
biosynthese des gangliosides (Momoi et al., 1986; Nojiri et al., 1986). La ST3Gal-V permet la
synthése du GM3 [NeuAc(a2,3)Gal(B1,4)Glc(B1)Cer], le ganglioside le plus simple. La
surexpression de la ST3Gal-V est un mécanisme dépendant de la voie PKC/ERK/CREB, activée
par les agents de différenciation comme les esters de phorbols tel que le PMA (Phorbol 12-
myristate 13-acetate) (Choi et al., 2007). Gracheva et al. ont également reporté une
surexpression de la ST3Gal-V au niveau des macrophages issus de cultures primaires de sang
humain, mais également une augmentation des niveaux de GM3 (Gracheva et al., 2009, 2007).
Il a été montré que le GM3 joue un réle dans I'adhésion cellulaire, et notamment en favorisant

I'interaction du couple d’intégrines a5B1 a la fibronectine (Zheng et al., 1993).

Lors de la différenciation, les marqueurs de surface disparaissent et apparaissent, et parmi ces
marqueurs, on retrouve notamment les motifs Lewis X (CD15) et Sialyl Lewis X (sCD15). Les
monocytes expriment a leur surface le Sialyl Lewis X, nécessaire a leur recrutement au niveau
des foyers inflammatoires avant leur différenciation. Aprés différenciation, les cellules HL-60
différenciées par le TPA ou par le DMSO (diméthylsulfoxyde) n’expriment plus le Sialyl Lewis
X mais du Lewis X (Klein et al., 1998; Skacel et al., 1991). Par contre, il a été montré sur des
monocytes isolés de sang humain que la différenciation par le GM-CSF augmentait
I’expression de Sialyl-Lewis X a la surface cellulaire (Trottein et al., 2009), alors que des
monocytes différenciés par la concanavaline A présentaient moins de Sialyl Lewis X (Prieto et

al., 1994).

Stamatos et al. ont prouvé qu’il y avait une surexpression des neuraminidases NEU1 et NEU3
suite a la différenciation. Ills ont également montré que la différenciation des macrophages
induit la sécrétion de NEU1 du lysosome vers la membrane plasmique, aussi bien chez les
cellules THP-1 différenciées que sur les macrophages obtenus a partir de monocytes de sang
humain (Liang et al., 2006; Stamatos et al., 2005). La balance entre le Sialyl Lewis X et le Lewis
X a la membrane est un mécanisme directement lié a I’activité des neuraminidases (Gadhoum

and Sackstein, 2008). Trés récemment, des travaux ont montré que la différenciation des
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macrophages augmentait la sialylation des cellules par rapport aux monocytes. Ceci s’explique
par la surexpression de différentes sialyltransférases (ST6GAL1 ; ST3GALS ; ST3GAL1). En plus
de la différenciation, la polarisation des macrophages induit également des niveaux différents
de sialylation. Les lysats cellulaires des macrophages M1 montrent des taux de sialylation
moins importants que ceux des macrophages M2, aussi bien la sialylation en a2,3 qu’en a2,6.

(Wang et al., 2016).

B — Différenciation et maturation des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DCs) sont des cellules présentatrices professionnelles capables de
présenter des antigenes aux lymphocytes, et réguler I'immunité cellulaire et humorale.

Plusieurs classes de DCs existent, et notamment des DCs dérivées de monocytes du sang.

Julien et al. ont montré que I'expression de Sialyl Lewis X, était principalement dépendante
de I'expression de PSGL-1. En effet, PSGL-1 est la seule glycoprotéine des monocytes et des
DCs immatures qui arbore des motifs Sialyl Lewis X. Cependant, lors de la maturation des DCs
humaines par le LPS, PSGL-1 est toujours exprimée au niveau des DCs matures, mais la

glycoprotéine ne présente plus ces motifs (Julien et al., 2007; Trottein et al., 2009).

Les premiers travaux sur les variations de glycosylation lors de la maturation des DCs ont
montré une surexpression de la ST3Gal-VI et une baisse d’expression des ARNm codant la
ST6Gal-I. Des expériences de fixations de lectines végétales fluorescentes concluent
finalement qu’il y a une perte de la sialylation en a2,6 lors de la maturation des DCs avec des
cytokines pro-inflammatoires, et aucune variation de la sialylation en a 2,3. De plus, a 'aide
de substrats fluorescents, il a été montré que les DCs matures ont une plus grande capacité a

lier des ligands sialylés en a2,6 (Jenner et al., 2006).

Les travaux de Julien et al. ont confirmé cette surexpression de ST3Gal-I mais ils ont également
montré une perte de I'expression de C2GnT1 et C2GnT2, deux enzymes impliquées dans la
synthése du noyau des O-glycannes de type 2. lls confirment par spectrométrie de masse que
les motifs Sialyl Lewis X des monocytes et des DCs immatures sont portés par des O-glycannes
de type 2. Lors de la méme année, des travaux similaires ont corroboré cette perte
d’expression des C2GnTs, mais ont aussi montré que lors de la maturation des DCs par le LPS,

il y avait une perte de la fucosylation des N-glycannes. Cette perte de fucosylation au niveau
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des N-glycannes peut également conduire a une perte du motif Sialyl Lewis X au niveau des

antennes des N-glycannes (Bax et al., 2007).

Contrairement a I'étude de Jenner, la maturation des DCs par le LPS et non par des cytokines
pro-inflammatoires (TNFa, IL-1B) induit des différences de fixation de lectines avec, cette fois
ci, une augmentation de la sialylation en a2,6, et une légere augmentation de la sialylation en

a2,3.

Ces changements de glycosylation vont jouer un réle important dans la biologie des DCs, plus
particulierement dans les interactions qu’elles peuvent avoir avec des récepteurs lectiniques
comme les galectines et les SIGLECs (sialic acid binding Ig-like lectins). Bax et al. rapportent
gue la maturation des DCs augmente leur affinité pour les SIGLEC-1, SIGLEC-2 et SIGLEC-7 et
pour les galectines -3 et -8. Les SIGLEC-1 (ou sialoadhésine) fixent avec une plus grande affinité
les glycannes sialylés en a2,3, a I'opposé des SIGLEC-2 qui lient I’acide sialique en a2,6 et des
SIGLEC-7 qui fixent les motifs polysialylés (NeuAca2,8NeuAca?2,3Gal). La SIGLEC-1 joue un role
dans la régulation des lymphocytes. Son activation va inhiber la différenciation des cellules T

naives en lymphocytes T CD8*.

Aprés maturation avec un stimulus bactérien comme le LPS, une augmentation générale de la
sialylation totale est observée a la surface des DCs murines matures par rapport aux
monocytes. Comme pour les macrophages, la différenciation des monocytes en DCs induit
I’expression de deux neuraminidases, NEU1 et NEU3. De plus, cette différenciation permet la

translocation de NEU1 a la membrane (Stamatos et al., 2010).

Cette sialylation affecte la capacité des monocytes et des DCs a endocyter des molécules,
comme |'ovalbumine fluorescente. Suite a un traitement avec une neuraminidase, enzyme qui
clive les acides sialiques, le nombre de molécules incorporées diminue au niveaux des DCs,

contrairement aux monocytes ou il augmente (Videira et al., 2008).

Il — Régulation de la phagocytose par la glycosylation

Les DCs et les macrophages utilisent différentes voies pour capturer des antigénes,
notamment la macropinocytose, I’'endocytose et la phagocytose. La macropinocytose est un
mécanisme absent chez les monocytes. Videira et al. ont émis I'hypothése que la désialylation

des DCs induit une diminution de la macropinocytose (Videira et al., 2008). Récemment, des
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travaux ont montré que la mutation du résidu Asn80 du DC-SIGN conduisait a une diminution
de l'interaction avec les molécules de clathrine. Cela prouve que le N-glycanne porté par ce

résidu permet une endocytose plus efficace du DC-SIGN (Torreno-Pina et al., 2014).

Comme décrit précédemment, la différenciation des monocytes en macrophages ou en
cellules dendritiques conduit a une surexpression des neuraminidases NEU1 et NEU3, avec
une migration de NEU1, connue pour étre une enzyme lysosomale, vers la membrane
plasmique. Nous avons vu également qu’une activité neuraminidase exogene régulait le
pouvoir endocytaire des cellules dendritiques. Il y aurait donc vraisemblablement un lien entre

la sialylation membranaire des cellules présentatrices d’antigenes et la phagocytose.

Il a été montré chez des souris déficientes du gene NEU1 et a I'aide de billes fluorescentes,
une faible activité de phagocytose au niveau des macrophages. Cependant, I'ajout d’une
neuraminidase exogene restaure 'activité de phagocytose des macrophages (Seyrantepe et

al., 2010).

Plus récemment, il a été décrit que I'activité sialidase favorisait la phagocytose de bactéries
comme Escherichia coli, au niveau des DCs immatures et matures. De plus, cette étude a
montré que la désialylation des membranes des DCs n’affecte pas I'intégrité du cytosquelette
et l'activité de Racl et Cdc42 (cell division cycle), deux GTPases impliquées dans le
réarrangement des filaments d’actine lors de la phagocytose. Néanmoins, aprés exposition a
E. coli et traitement par une sialidase, Cdc42 n’est plus active. De plus, I'ajout du CMP-Neu5Ac
(cytidine-5’-monophospho-N-acetylneuraminic acid), substrat des sialyltransférases, dans le
milieu diminue I'activité phagocytaire des DCs méme en présence de sialidases. Cela prouve
la présence d’une activité sialyltransférase au niveau de la membrane plasmique des DCs
permettant de réguler les récepteurs impliqués dans la phagocytose (Cabral et al., 2013,

2010).

Parmi les récepteurs a activité phagocytaire, on retrouve le récepteur a mannose. Ce
récepteur porte sept sites potentiels de N-glycosylation. Dans des cellules rénales de hamster
CHO-LEC2, qui ne présentent pas le transporteur du CMP-Neu5Ac, I'activité lectinique du
récepteur est perdue. Les glycannes portés par le récepteur ne sont plus sialylés, et le

mannose récepteur ne fixe plus de ligands mannosylés (Su et al., 2005). Cette perte de la
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sialylation peut jouer un réle important dans la phagocytose de microorganismes qui

présentent des polysaccharides mannosylés au niveau de leur paroi.

IV — Présentation d’antigenes

Les cellules présentatrices d’antigénes comme les macrophages, les cellules dendritiques et
les cellules B ont la capacité de capturer des antigenes, de les dégrader et de les appréter. Les
antigenes endogenes, cellulaires ou issus de pathogenes intracellulaires sont présentés aux
lymphocytes T CD8* par I'intermédiaire du complexe majeur d’histocompatibilité de classe |
(CMH 1). Quant aux antigénes exogenes, ils sont présentés aux lymphocytes T CD4* via le CMH
de classe Il. Le CMH de classe 1 est ubiquitaire, il est présent dans I'ensemble des cellules de

I’organisme, contrairement aux CMH de classe Il spécifique des CPAs.

A — Complexe majeur d’histocompatibilité de classe |

Les molécules du CMH de classe | forment un hétérodimére composé d’une chaine lourde
transmembranaire et de la B2-microglobuline, seule protéine du systeme immunitaire non-
glycosylée. La chaine lourde du CMH | possede un seul site de N-glycosylation conservé au
niveau de I'asparagine 86. Les CMH | sont un trés bon exemple pour comprendre le role de la
N-glycosylation dans la mise en conformation de protéines et dans le trafic intracellulaire vers
la membrane. Il a été montré que la perte de la glycosylation au niveau de I’Asn86 réduisait

de facon drastique I'export de CMH | a la membrane (Barbosa et al., 1987).

B — Complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il

Les molécules du CMH de classe Il forment également un hétérodimére entre une chaine a et
une chaine B, dont chacune possede un domaine transmembranaire, contrairement au CMH
| qui n’est composé que d’une seule chaine lourde. Le CMH de classe Il possede trois sites de
N-glycosylation conservés, deux sur la chaine a (Asn78 et Asn118) et un sur la chaine B
(Asn19). Contrairement au CMH |, ces sites de N-glycosylation ne sont pas indispensables pour
la bonne mise en conformation du complexe et sa migration vers la membrane plasmique.
Lors de la synthése du CMH Il dans le RE, le complexe est lié a une chaine invariante qui

stabilise sa structure avant la liaison de I'antigéne sur le CMH (Ryan and Cobb, 2012).
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Une des premieres études sur la glycosylation du CMH Il a montré I'impact de la glycosylation
sur la présentation de I'antigene au niveau des cellules B. Un traitement a la neuraminidase
libérant les acides sialiques portés par les molécules du CMH Il augmente de maniere
considérable la présentation d’antigenes des cellules B (Frohman and Cowing, 1985). Par
contre, si les résidus aAsn78 et BAsnl9 sont mutés et donc dépourvus de N-glycannes, la

spécificité de la réponse des lymphocytes T est influencée (Wei et al., 1991).

Plus récemment, Ryan et al. ont montré que les cellules B qui arborent des glycannes de type
oligomannosidique ont une capacité de présentation d’antigéne diminuée. Dans cette étude,
des cellules B déficientes en MGAT2, enzyme qui permet I'obtention des N-glycannes de type
complexe, perdent la capacité de présentation d’antigénes glycosylés comme le
polysaccharide A de Bacteroides fragilis, mais pas la présentation des antigénes peptidiques

conventionnels (Ryan et al., 2011).

C — Glycosylation des récepteurs des cellules T

Le récepteur des cellules T (TCR) est composé de sept protéines transmembranaires
impliquées dans la reconnaissance des antigenes présentés par les protéines du CMH présents
a la surface des CPAs. La reconnaissance des antigénes est régulée par les chaines a/B, tandis
qgue les chaines du CD3 (y, &, € et {) sont responsables de la transduction du signal de
reconnaissance vers le cytoplasme, ce qui conduit a l'activation des cellules et a la réponse

adaptative (Call et al., 2002; Wucherpfennig et al., 2010).

Des premiers travaux ont montré au début des années 2000 que des lymphocytes T de souris
déficientes en MGATS5 présentaient une hypersensibilité aprés stimulation du TCR (Demetriou
et al., 2001). Cette méme étude explique que les N-glycannes portés par le TCR sont modifiés
par la MGATS5, permettant la fixation de la galectine-3 extracellulaire qui reconnait les motifs
B-galactosides. De plus, il a été montré chez ces mémes souris que les cellules déficientes en
MGATS5 produisaient plus de cytokines de type Thl (TNFa : INF-y) alors que les cellules
sauvages produisent plus de cytokines de type Th2 (IL-4) (Morgan et al., 2004). Dans le méme
sens, des cellules T de souris mutantes avec des chaines a et B dépourvues de site de
glycosylation ont une activité plus importante. La perte de la N-glycosylation améliore la
formation du complexe TCR et diminue la dissociation entre le TCR et le CMH pour une

activation plus efficace des cellules T (Kuball et al., 2009).
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Dans certaines maladies inflammatoires chroniques de I'intestin comme la maladie de Crohn,
il a été prouvé que les cellules T n’exprimaient plus la MAGTS5, ce qui a pour conséquence de
produire des N-glycannes incapables de réguler I'activité du TCR, et d’induire ainsi une
surproduction de cytokines pro-inflammatoires (Dias et al., 2014). Normalement, suite a
I'activation du TCR, les enzymes impliquées dans la biosynthése de N-glycannes complexes
sont surexprimées. Il ne s’agit pas uniguement de MGAT5, mais également des mannosidases
MANA1 et MANA2, enzymes responsables de I'entrée des N-glycannes dans la voie de

maturation (Chen et al., 2009).

V — Régulation de I'apoptose

L'apoptose joue un role déterminant au cours de processus physiologiques aussi différents
gue le développement et le contréle du renouvellement cellulaire et tissulaire. La régulation
de I'apoptose est également fondamentale pour I'hnoméostasie du systeme hématopoiétique
et du systéme immunitaire car elle permet de contréler étroitement la croissance des sous

populations cellulaires.

De nombreux signaux tres différents, physiologiques ou pathologiques, intra comme
extracellulaires ont été identifiés comme pouvant déclencher I'apoptose. Ainsi, elle peut étre
induite par la carence en facteurs de croissance (NGF (nerve growth factor), IL-2...), par la
liaison de certains récepteurs membranaires (Fas, p75NTR...) a leurs ligands, ou par des lésions
cellulaires (radiations ionisantes, agents cytotoxiques, chocs osmotiques, hyperthermie). Ces
signaux doivent alors étre intégrés par la cellule qui, en fonction de son degré de
différenciation et d’activation, va orienter sa réponse vers la mort, vers la survie, la
prolifération ou la différenciation. Cette intégration fait appel a un certain nombre de
médiateurs intracellulaires qui sont soit anti- soit pro-apoptotiques selon le type cellulaire et

les molécules présentes dans I'environnement (Guicciardi and Gores, 2009).

Parmi les molécules effectrices de |'apoptose, il existe des récepteurs dits récepteurs de mort
qui appartiennent a la superfamille des TNF-R. Les membres de la famille du TNF-R sont des
protéines transmembranaires de type 1 possédant, dans leur domaine extracellulaire, de deux
a six régions CRD, avec 9 résidus de cystéine impliqués dans la liaison du ligand. lls peuvent

promouvoir, selon le contexte cellulaire, la survie ou la mort (Guicciardi and Gores, 2009).
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Certains des membres de la superfamille des récepteurs au TNF possedent, dans leur portion
intracellulaire, une région conservée appelée domaine de mort (DD) et sont connus sous le
nom de récepteurs de mort. Le DD est un motif protéique d’environ 80 acides aminés

nécessaire a la transmission du signal de mort par ces récepteurs (Locksley et al., 2001).

A — Récepteurs TRAIL-R

Les récepteurs TRAIL-R (Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand-Receptor)
jouent un role important dans les fonctions physiologiques pendant les surveillances
tumorales et virales. Leur induction induit la formation du complexe DISC (Death-Inducing
Signaling Complex), formé de la caspase-8 et de la caspase-10, recrutées au niveau de la
protéine adaptatrice FADD (Fas-Associated protein with Death Domain). La formation de DISC

permet I'activation des caspase-3 et capsase-7 par clivage protéolytique au niveau du cytosol.

Aprés stimulation de TRAIL-R1 et TRAIL-R2 par le ligand Apo2L/TRAIL, une augmentation
importante de I'expression d’enzymes impliquées dans la biosynthése des O-glycannes a été
relevée dans différents tissus cancéreux, et en particulier la GalNT14, une ppGalNAcT (Wagner
et al., 2007). Lors d’ajout d’inhibiteurs de la O-glycosylation ou lors de I'inhibition de la
GalNT14, une nette diminution du nombre de cellules en apoptose est relevée apres
stimulation par Apo2L. Il a également été prouvé que la surexpression de GalNT14 induisait
une augmentation de I'apoptose provoquant une diminution de la croissance tumorale. Cela
a permis d’identifier également un site de O-glycosylation au niveau de la Ser201 de TRAIL-R2.
Enfin, la O-Glycosylation des TRAIL-R facilite la réponse du récepteur suite a la fixation de
ligand en permettant la formation du complexe DISC et I'activation de la caspase-8 (Wagner

et al., 2007).

Suite a un traitement a la tunicamycine, un inhibiteur de la N-glycosylation et un inducteur du
stress réticulaire, il a été démontré que le récepteur TRAIL-R1 était glycosylé (Yoshida et al.,
2007). TRAIL-R1 est un récepteur qui possede un site de N-glycosylation au niveau de son
résidu Asn156. Il a été montré que ce récepteur était glycosylé chez I’'homme mais également

son homologue murin mTRAIL-R (Dufour et al., 2017).

La N-glycosylation de TRAIL-R1 n’est pas un élément indispensable a la fixation des ligands car

le site de N-glycosylation n’est pas localisé dans un des domaines CRD. Par contre, il a été
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montré que le récepteur N-déglycosylé avait une affinité 5 fois supérieure a celle du récepteur
N-glycosylé vis-a-vis de la glycoprotéine UL141 du cytomégalovirus. La glycosylation du résidu
Asn156 est cependant nécessaire a la formation du complexe DISC. De plus, la perte de la N-
glycosylation de TRAIL-R1 va diminuer le nombre de cellules apoptotiques (Dufour et al.,

2017).

B — Le récepteur Fas/CD95

Le récepteur Fas est une glycoprotéine transmembranaire de 335 acides aminés divisée en 3
parties. L'extrémité N-terminale est extracellulaire et est composée de trois domaines CRDs.
Les deux domaines les plus proches du segment transmembranaire permettent la fixation du
ligand et donnent le LBD (Ligand binding domain). Le dernier domaine CRD, ou domaine PLAD
(Pre Ligand association domain) va permettre I'oligomérisation du récepteur nécessaire a la
transduction du signal. L'extrémité C-terminale intracellulaire composée du domaine DD
permet, comme pour TRAIL-R, la fixation de protéines adaptatrices comme FADD, nécessaire

a la formation du complexe DISC (Lambert et al., 2003).

A partir des informations de séquences et des analyses de bioinformatique, deux sites de N-
glycosylations ont été prédits : Asn118 et Asn136. Ces études in silico ont été corroborées par
des expériences de mutagénese dirigée couplées a I’hydrolyse des N-glycannes potentiels par
la PNGase F confirmant la glycosylation de ces deux asparagines (Shatnyeva et al., 2011). Une
fois Fas déglycosylée, la caspase-8 est plus faiblement activée, car les N-glycannes portés par

Fas participent a la formation du complexe DISC.

Des expériences de co-immunoprécipitation couplées a un marquage par la lectine SNA
(Sambucus Nigra Agglutinin) spécifique de la sialylation en a2,6 montrent que le récepteur
Fas porte des glycannes sialylés en a2,6, et que cette sialylation était le résultat de la ST6Gal1.
Dans la méme année, Swindall & Bellis ont utilisé des cellules sous-exprimant la ST6Gal-| et
ont démontré qu’apres incubation avec des ligands de Fas et TRAIL, I'activation de la caspase-
3 était supérieure uniquement apres |'exposition au ligand de Fas. En paralléle, ils ont observé
gue cette surexpression de ST6Gall couplée au signal apoptotique FasL induisait une apoptose

plus faible (Swindall and Bellis, 2011).
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Cette sialylation en a2,6 a donc un réle protecteur vis-a-vis des cellules. Il est connu a ce jour
qgue I'apoptose des cellules peut étre régulée par des interactions lectiniques, notamment

avec les galectines.

Les galectines sont des protéines reconnaissant les motifs B-galactosides des glycannes. Elles
ne possédent pas de domaine de transduction de signaux, mais leur fixation a des protéines
peut induire des signaux diverses dont des signaux d’apoptose (Dam and Brewer, 2010). Il est
connu que la galectine-1 a une activité pro-apoptotique au niveau des lymphocytes T. Plus
particulierement, au niveau du récepteur Fas, il est connu que la galectine-1 stimule I'activité

apoptotique du récepteur (Matarrese et al., 2005).

Il a déja été établi que la sialylation en a2,6 pouvait avoir un réle anti-apoptotique vis-a-vis
des galectines (Zhuo et al., 2008; Zhuo and Bellis, 2011). La diminution de I'apoptose induite
via le récepteur Fas, lorsque celui-ci est sialylé, peut étre la conséquence directe d’une perte

d’interaction avec les galectines.

C - Le récepteur au TNF (TNFR)

Les récepteurs aux TNFR1 et TNFR2 sont les deux glycoprotéines transmembranaires, ainsi
qgue les récepteurs principaux du TNF. lls different de par leur structure et de par leur
distribution : le TNFR1 est exprimé sur I'ensemble des cellules de mammiferes alors que

TNFR2 est exprimé au niveau des cellules immunitaires et endothéliales.

Le domaine extracellulaire comporte quatre domaines CRD qui vont permettre la fixation du
TNF. Par contre, les parties intracellulaires des deux récepteurs différent. Au niveau de TNFR1,
I'extrémité cytoplasmique contient un domaine DD qui va permettre le recrutement de la
protéine adaptatrice TRADD (TNFR-1 Associated Death Domain Protein), essentielle a la
transduction du signal. Alors que pour TNFR2, I'extrémité cytoplasmique ne contient pas de
domaine DD mais va recruter les protéines TRAF1 (TNFR-associated factor 1) et TRAF2 plutot
gue TRADD. Dans les deux cas, la liaison du ligand aux récepteurs conduit a un changement

conformationnel du récepteur pour permettre la transduction du signal (Brenner et al., 2015).

En 2011, I'équipe de Bellis, qui a montré également le role de la sialylation au niveau du
récepteur Fas, s’est intéressée a la glycosylation du TNFR1 chez les macrophages. lls ont tout

d’abord surexprimé la ST6Gal-I au niveau de la lignée monocytaire U937 avant exposition au
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PMA qui induit la différenciation des cellules U937 en macrophages, puis I'entrée en apoptose.
Suite a I'exposition au PMA, les macrophages surexprimant la ST6Gal-1 rentrent moins en
apoptose que les cellules controles. Des expériences de co-immunoprécipitation démontrent
gue le TNFR1 est, comme le récepteur Fas, sialylé en a2,6 au niveau des N-glycannes, mais
gue la sialylation du récepteur disparait aprés I'exposition au PMA. Des traitements a la
neuraminidase montrent également que la perte de la sialylation augmente I'activité

apoptotique du récepteur (Liu et al., 2011).

Plus récemment, deux sites de N-glycosylation ont été découverts sur le TNFR1, au niveau des
résidus Asn151 et Asn202. L'utilisation de mutants pour ces deux sites indique également que
lorsqu’on active le récepteur TNFR1 avec le TNFa, il y a une dégradation moins importante de
IkBa, protéine séquestratrice de NF-kB. Cela a pour conséquence d’inhiber la voie NF-kB et la
sécrétion de cytokines inflammatoires comme I'lIL-18, I'lL-10 ou encore le TNFa. Les mutants
n‘arborant plus de N-glycannes sont malgré tout, toujours exportés vers la membrane
plasmique. Cependant, la perte de la N-glycosylation conduit a un changement

conformationnel qui réduit I'affinité du récepteur pour le TNFa (Han et al., 2015).

VI - Activation cellulaire et glycosylation

Comme décrit précédemment, les TLRs font partie des PRRs, qui vont reconnaitre des PAMPs,
des motifs moléculaires caractéristiques de pathogénes. Les TLRs jouent un role tres
important dans les processus infectieux, la réponse inflammatoire et également dans les
maladies auto-immunes. L’intensité de la réponse induite par les TLRs contre un signal de

danger peut étre contrdlée, et notamment par la glycosylation.

Les premiers travaux sur la régulation des TLRs par la glycosylation ont débuté dans les années
2000, ou la protéine MD-2, nécessaire a I'activation de |la voie TLR-4 par le LPS, a besoin d’étre
N-glycosylée pour permettre la transduction du signal (Ohnishi et al., 2001). Par la suite, il s’est
avéré que le TLR-4 est également N-glycosylé et posséderait 9 sites de N-glycosylation (Correia
and Ulevitch, 2002). Cette glycosylation du TLR-4 indispensable pour I'expression du récepteur
a la membrane plasmique des cellules, mais également nécessaire a la fixation du LPS. Cette
perte de glycosylation perturbe également I'interaction du TLR-4 avec son co-récepteur CD14
ce qui affecte directement I'activation de la voie NF-kB (Correia and Ulevitch, 2002). Il est

maintenant connu que la glycosylation de CD14, notamment sa sialylation, participe a la
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régulation du TLR4. La perte de la sialylation produit une augmentation de phospho- NF-kB,

forme active du facteur de transcription (Ishida et al., 2014).

La sialylation des récepteurs membranaires peut faire intervenir de nouveaux acteurs
impliqués dans la reconnaissance des acides sialiques: les SIGLECs. Il est montré par
immunoprécipitation qu’il y a une interaction entre le co-récepteur CD14 et la SIGLEC-3 (CD33)
mais pas avec le récepteur TLR-4. Les glycannes sialylés de CD14 vont former une interaction

avec la SIGLEC-3, qui va inhiber la présentation du LPS au TLR-4 (Ishida et al., 2014).

Stamatos et al. ont observé que I'activation par le LPS des DCs est diminuée en présence
d’inhibiteurs de neuraminidases. Ces découvertes mettent en avant une nouvelle fois

I'importance de la sialylation dans la réponse immunitaire (Stamatos et al., 2010).

Cette activation de la voie NF-kB par le récepteur TLR4 peut étre également régulée par les
glycannes portés par le récepteur TLR4 (Chen et al., 2014). Il est prouvé que le récepteur TLR4
interagit avec la SIGLEC-E murine, homologue de la SIGLEC-9 chez I’'homme. Cette interaction
entre ces deux protéines membranaires est régulée par I‘action de la neuraminidase NEU1,
mais pas par NEU3, I'autre neuraminidase membranaire. Aprées I'action de NEU1, les acides
sialiques portés par les différents N-glycannes du TLR-4 sont libérés. La désialylation de TLR4
inhibe I'interaction avec la SIGLEC-E, et permet |'activation de la voie TLR4 et la synthése de

cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa ou I'lL-6 (Chen et al., 2014; Wu et al., 2016).

Un autre récepteur, le TLR-2, a été la cible de travaux sur la régulation des TLRs par la
glycosylation. Avec des expériences de dichroisme circulaire couplées a la bioinformatique,
guatre sites potentiels de N-glycosylation ont été découverts. L’utilisation de mutants prouve
gue ces quatre sites sont effectivement glycosylés sur les résidus de Asn114, Asn199, Asn414
et Asn442. Ces expériences de mutagénése dirigée suggérent que les N-glycannes sont
impliqués dans la sécrétion du récepteur lorsque celui-ci est exprimé dans des cellules

embryonnaires de rein de la lignée 293 (HEK-293) (Weber et al., 2004).

TLR2 est l'un des récepteurs de différents PAMPs, et notamment des lipopeptides
mycoplasmiques FSL-1 et LPm. En utilisant toujours des mutants des différents sites et un géne
rapporteur, il a été prouvé que les N-glycannes ont un réle dans la reconnaissance des ligands
mycoplasmiques. Les mutants des résidus Asn414 et Asn442 ont une activité luciférase
beaucoup moins importante lorsqu’ils sont stimulés par les deux ligands mycoplasmiques. Les
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deux autres mutants ont une activité luciférase égale ou légerement inférieure a celle du

témoin (Kataoka et al., 2006).

En plus du TLR-4, Ando et al. ont montré que la SIGLEC-9 inhibait la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires apres stimulation de la lignée RAW264 avec différents ligands spécifiques des
TLRs. Aprés activation des voies TLR-2, TLR-3, TLR-4 et TLR-9, les macrophages sécréetent du
TNFa et de I'IL-6. Mais lorsque la SIGLEC-9 est surexprimée dans ces cellules, il y a une perte
de la production de ces cytokines pro-inflammatoires, mais une augmentation de I'lL-10, une
cytokine anti-inflammatoire. De plus, dans des macrophages activés au niveau de ces mémes
TLRs, la surexpression de la SIGLEC-5 conduit a la méme inhibition de cytokines pro-

inflammatoires et une augmentation d’IL-10 dans le milieu (Ando et al., 2008).

Dernierement, il a été montré que le pouvoir anti-inflammatoire de la SIGLEC-9 diminuait
lorsque celle-ci était mutée. Des expériences de fractionnement cellulaire ont montré que la
SIGLEC-9 migre au niveau des lipides rafts de la membrane plasmique des macrophages apres

activation de la voie TLR-2 (Ando et al., 2014).

VII - Glycosylation de [I’'hote lors d’infections
bactériennes

Les maladies infectieuses restent a I’heure actuelle une cause de mortalité majeure,
provoquant également une instabilité sanitaire, économique et sociale pour des millions de
personnes a travers le monde. La pauvreté, I'absence d’acces aux soins, les flux migratoires,
I’émergence de nouvelles pathologies et la résistance aux antibiotiques contribuent a un
accroissement des maladies infectieuses. Pour pallier a cette recrudescence, il est primordial
de comprendre les mécanismes qui entrent en jeu lors d’une infection virale ou bactérienne.
Ce n’est qu’en connaissant les interactions hotes/pathogénes que I'on pourra mettre en place
des stratégies de prévention et de traitements efficaces. Dans cette partie, nous allons
développer quelques exemples d’infections ou la glycosylation de I’h6te va intervenir dans le
processus infectieux, et décrire comment la machinerie de glycosylation peut étre modulée

par les pathogénes.
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A - Helicobacter pylori et infection gastrique

L'adhérence a la peau ou aux muqgueuses est la premiére étape de la pathogénicité des agents
infectieux. La plupart des microorganismes expriment un ou plusieurs facteurs d’adhérence,
appelées « adhésines ». L'infection chronique par Helicobacter pylori est une cause reconnue
de cancer de I'estomac. L'adhésion bactérienne se fait grace aux adhésines qui fixent les
glycoconjugués présents dans le mucus qui tapisse la surface des épithéliums du tractus
gastrique. L'adhésine BabA (Blood group antigen binding Adhesin) reconnait les épitopes
glucidiques de type Lewis B et de type ABH exprimés par les glycoprotéines de I'épithélium,
alors que I'adhésine SabA (sialic acid-binding Adhesin) permet la fixation des bactéries en se
liant aux motifs sialylés en a2,3, tels que le Sialyl Lewis A et le Sialyl Lewis X portés par les
glycosphingolipides et les glycoprotéines. Récemment, une nouvelle adhésine, LabA (LacdiNAc
specific Adhesin) a été identifiée comme reconnaissant les motifs de di-N-acétyllactosamine
(lacdiNAc), portés par la mucine gastrique MUC5AC (Rossez et al., 2014). La multitude de
récepteurs exploités par Helicobacter pylori pour adhérer a la muqueuse gastrique refléte la
stratégie adoptée par le pathogéne pour coloniser efficacement le foyer intestinal et

maintenir une infection chronique (Skoog et al., 2012).

Il a été montré que l'interaction entre BabA et le motif Lewis B va permettre la translocation
de molécules effectrices de la paroi bactérienne comme le CagA (Cytotoxin-associated gene

A) et le peptidoglycane.

La translocation des molécules effectrices, telles que CagA et le peptidoglycane, entraine
I’activation de voies de signalisation intracellulaires de I'h6te (Ishijima et al., 2011). Le résultat
de cette activation va étre la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, comme I'IL-8 et le
TNFa. Le TNFa sécrété active ensuite la voie de signalisation NF-kB. Il est connu que ces
cytokines pro-inflammatoires jouent un réle dans lI'expression des glycosyltransférases
impliquées dans la biosynthése du motif Sialyl Lewis X (Colomb et al., 2014; Delmotte et al.,
2002; Groux-Degroote et al., 2008b). Ces conditions inflammatoires vont permettre la
syntheése de Sialyl Lewis X a la surface de I'’endothélium et favoriser l'interaction avec
I'adhésine SabA qui renforce le caractére chronique de l'infection (Magalhdes et al., 2015;

Marcos et al., 2008).

68

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

B - Francisella tularrensis et infections des ganglions

lymphatiques

Francisella tularensis est une bactérie a Gram négatif qui provoque la tularémie, caractérisée
par une inflammation au niveau des ganglions lymphatiques. Ce pathogene intracellulaire
envahit, survit et se multiplie dans un grand nombre de types cellulaires différents, mais
préférentiellement au niveau des macrophages. Apres étre entré dans le macrophage, le
pathogene s’échappe du phagosome pour migrer vers le cytosol ou il pourra se multiplier. Il a
été montré sur des macrophages THP-1 que l'infection par F. tularensis modifie la O-
glycosylation des macrophages. Des expériences de glycoprotéomique ont montré par MALDI-
TOF-TOF que les protéines HSP70 et BiP, impliquées dans le mise en conformation des
protéines, étaient O-glycosylées apres infection (Barel et al., 2016). Dans les cas d’infections
pulmonaires ou du tractus gastro-intestinal, la glycosylation varie au niveau membranaire, et
notamment les motifs impliqués dans I'adhésion bactérienne. Dans ce cas-1a, le réle de ces

variations de glycosylations n’est pas encore établi.

C — Les infections mycobactériennes

Les mycobactéries sont des pathogenes responsables de graves pathologies telles que la
tuberculose, la lépre mais également de maladies opportunistes chez les personnes
immunodéprimées. Lors d’une infection, les mycobactéries atteignent I’'hote et sont
reconnues et phagocytées par les macrophages alvéolaires. Une fois phagocytés, les bacilles
peuvent étre détruits rapidement mais dans certains cas ils induisent la formation de
granulomes, qui sont des agrégats de cellules immunitaires formant une barriére contre les
bacilles tuberculeux. Ces granulomes sont le foyer central de I'infection mycobactérienne car

ils permettent la survie et la multiplication du pathogéne chez I’'h6te (Russell et al., 2010).

Une étude génétique a démontré qu’une mutation au niveau du résidu 168 de la chaine B du
récepteur a I'INFy (INFYR2) pouvait induire la création d’'un nouveau site de N-glycosylation.
Ce gain de glycosylation rend le récepteur INFyR2 inefficace, et induit une susceptibilité des

patients aux infections mycobactériennes (Vogt et al., 2005).

Des travaux ont également révélé une modulation de I'expression de certains genes de la

glycosylation dans des macrophages humains infectés par M. tuberculosis ou stimulés par des
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glycolipides mycobactériens (Silver et al.,, 2009a). Il a été montré que ces glycolipides

stimulent I'expression d’une galactosyltransférase (B4GALT1) et d’'une sialidase (Neu4) (Elass-

Rochard et al., 2012a; Nau et al., 2002). L’expression ou au contraire la répression de ces génes

de glycosylation semblent

indispensables a certains mécanismes de défense des

macrophages, tels que l'autophagie, et se trouveraient modifiées en cas d’infection par M.

tuberculosis, afin de favoriser sa survie intracellulaire (Kumar et al., 2010; Kumar and Rao,

2011a).

Expériences

Genes régulés

Enzymes

Glycannes modifiés

Macrophages THP-1 infectés
par M. tuberculosis H37Rv.

(Kumar et al., 2010; Kumar
and Rao, 2011a)

GALNT2 () IN-acétylgalactosaminyltransférase 2j0-glycannes
FUCA2 (1) Alpha-1,6-fucosidase IN-glycannes
ST8SIA4 (1) Polysialyltransferase-1 IN-glycannes

Macrophages exposed to M.
tuberculosis Erdman

(Nau et al., 2002)

BAGALT1 (1)

Beta-1,4-galactosyltransferase 1

IN-glycannes,

0-glycannes, Glycolipides

GALC () Galactocéramidase Glycolipides
Macrophages alvéolaires FucAl ( avec H37Rv)  JAlpha-1,6-fucosidase IN-glycannes
infectés par M. tuberculosis !
H37Rv (virulent) et H37Ra
(non-virulent)
MAN1A1 ({, avec H37Rv) JAlpha-1,2-mannosidase IN-glycannes

(Silver et al., 2009a)

Macrophages THP-1 activés
par le dimycolyl-diarabino-
glycerol de M. marinum

(Elass-Rochard et al., 2012a)

BAGALT1 (1)

Beta-1,4-galactosyltransferase 1

Lactose, N-glycannes,

dcétylglucosaminyltransférase 1

slycolipides
Neu4 (1) IN-acetyl-alpha-Neuraminidase 4 0-glycannes
Beta-1,3-N-
B3GNT1 (/) eta-1,3-N PolyLacNAc N-glycannes

Tableau 4 : Modulation de I’expression des génes de la glycosylation dans les macrophages
humains infectés ou stimulés par des mycobactéries et les glycoconjugués mycobactériens

L'ensemble de ces données suggere qu’au cours d’un processus infectieux, la glycosylation

des cellules de I'h6te, en particulier des macrophages, est finement régulée par
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I’environnement cellulaire ou par le pathogéne, et participe au développement ou a
I'inhibition de la réponse immunitaire (Tableau 4). Cependant, malgré ces données de
transcriptomique, la glycosylation des macrophages infectés n’a pas été réellement établie.
Certaines études ont prouvé que certains marqueurs de surface comme le CD44 arborent plus
de motifs GalB1,3Gal portés par les O-glycannes (Tang et al., 2017), mais la glycosylation des

cellules hotes apres infection n’est pas clairement définie.
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Chapitre 4: L’infection mycobactérienne :
notre modele d’étude pour l'analyse des
changements de glycosylation de la cellule

hote

| — Généralités sur les Mycobactéries

Selon la classification actuelle, les mycobactéries sont des organismes du genre
Mycobacterium, de la famille bactérienne des Mpycobacteriaceae, de I'ordre des
Actinomycetales. Ce genre est divisé en plus de 120 especes appartenant soit aux
mycobactéries dites « tuberculeuses » soit aux mycobactéries « non-tuberculeuses » (Tortoli,
2006, 2003). Les mycobactéries sont des agents microbiens responsables de grandes
pathologies telles que la Iépre, causée par Mycobacterium leprae, ou la tuberculose, due a M.

tuberculosis.

Les bactéries du genre Mycobacterium sont aérobies strictes, non sporulantes, et non motiles,
en forme de batonnets ou légérement incurvées appelées bacilles. D’une taille comprise entre
2-5 um sur 0,3-0,5 um, elles fixent difficilement la coloration de Gram et sont considérées par
défaut comme bactéries a Gram positif. Elles se caractérisent par un génome avec une forte
proportion de cytosine et guanine (61-71%), par leur acido-alcoolo-résistance, la composition
en acides mycoliques de leur paroi cellulaire. Grace a cette propriété d’acido-alcoolo-
résistance de la paroi, il est possible de les différencier de la majorité des autres bactéries avec
la coloration de Ziehl-Neelsen, coloration a la base du test diagnostic le plus couramment

utilisé pour mettre en évidence une tuberculose.

A — Le Complexe Mycobacterium tuberculosis

Les mycobactéries du complexe Mycobacterium tuberculosis sont les agents responsables de
la tuberculose. Avec plus de 120 espéces décrites, le complexe M. tuberculosis regroupe M.
tuberculosis, M. africanum, M. canettii, M. bovis, et M. microti. La mycobactérie le plus
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souvent a l'origine de la tuberculose humaine est M. tuberculosis (Mtb ou bacille de Koch).
Dans certains cas, la tuberculose humaine peut étre causée par d’autres mycobactéries
comme M. bovis, M. africanum et M. canetti. Ces mycobactéries sont ensemble responsables

de plus de 99% des cas de tuberculose chez I’'homme (Figure 25) (Smith et al., 2009).

Nombreux polymorphismes - - S———

dans les génes de ménage

Ancétre commun
du complexe TbD1

«Ancestral »

P -
M. tuberculosis RDY & | M. tuberculosis
N P
RD7 ’ i
o M. africanum
RD10 >
|
P M. microti
\ > Oryx
> Phoque
RD12
RD13 \
\ } Chévre
RD4 M. bovis
\\ > « Classique »
RD1
\\_> BCG Tokyo
RD2
4
ol H BCG Pasteur

Figure 25 — Evolution du complexe Tuberculosis
Schéma proposé pour I'évolution des bacilles tuberculeuy, illustrant les pertes successives d’ADN dans
certains lignages. La base du raisonnement est la présence ou I'absence de régions délétées (Tb et RD)
(d’aprés Brosch et al., 2002; Labie, 2003)

M. bovis est I'agent de la tuberculose des bovidés, entrainant des lésions, tuberculeuses
primaires pulmonaires et, dans 10% des cas, des |ésions des glandes mammaires avec passage
du bacille dans le lait. La transmission de M. bovis a I’homme peut également s’effectuer par
inhalation de particules infectées, présentes notamment dans les étables. Aujourd’hui, la
pasteurisation du lait et le contréle du bétail ont pratiquement éradiqué I'infection humaine
a M. bovis dans les pays industrialisés, ce qui est loin d’étre le cas dans les pays en
développement. M. bovis peut infecter d’autres mammiféres tels que les chats, les chiens ou

les caprins.
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B — Le modele Mycobacterium bovis BCG

Au début du XXe siécle, la recherche d’un vaccin contre la tuberculose est une problématique
rencontrée par les scientifiques a travers le monde. A I'institut Pasteur de Lille, Léon Calmette,
bactériologiste, et Camille Guérin, vétérinaire, travaillent sur l'infection tuberculeuse. lls
utilisent comme modele la souche M. bovis obtenue du lait d’'une génisse infectée. Au fur et
a mesure des passages en culture, les mycobactéries ont perdu peu a peu la virulence a I'égard
des jeunes bovins. Treize ans et 230 passages plus tard, ils furent capables de montrer que
leur souche avait un role protecteur dans leurs modeéles animaux, sans causer la moindre
infection. C’est la naissance du bacille de Calmette Guérin ou BCG (Lalvani and Sridhar, 2010).
En 2000, les progres de la biologie moléculaire ont permis de comparer les séquences des
génomes de M. tuberculosis et M. bovis BCG. Le bacille de Calmette Guérin possede une
homologie de séquence de 99% avec les autres membres du complexe « tuberculosis »

(Brosch et al., 2000).

C — Les Mycobactéries atypiques

Les mycobactéries atypiques représentent I'ensemble des especes qui n’appartiennent pas au
complexe M. tuberculosis et M. leprae. Les mycobactéries sont des agents non pathogenes
contre les individus immunocompétents, et sont présents dans tous types d’environnement,
aussi bien dans l'air, le sol ou I'eau. Ces mycobactéries atypiques sont généralement des
espéces a croissance lente. La principale différence entre les mycobactéries de type M.
tuberculosis et M. leprae avec les mycobactéries atypiques est le caractére peu contagieux de

ces dernieres qui sont considérées comme opportunistes (Faria et al., 2015).

D — L’enveloppe des mycobactéries

1 - Introduction

L’enveloppe mycobactérienne est remarquable, tant dans sa composition que dans son
architecture. Les expériences de microscopie électronique ont permis d’observer différentes
couches successives, de densités différentes. L'enveloppe mycobactérienne est composée

d’'une membrane plasmique entourée de la paroi, qui est elle-méme entourée d’une capsule.
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La membrane plasmique, qui constitue la premiére couche de I'enveloppe, est de méme
composition que celle des autres bactéries. Elle est constituée d’une bicouche lipidique riche

en phospholipides et en glycolipides qui s’étendent jusque dans I'espace périplasmique.

Cette enveloppe posséde un taux trés élevé de lipides compris entre 30-60% de la masse
seche. Les lipides les plus caractéristiques de cette enveloppe sont les acides mycoliques qui
conferent aux mycobactéries la propriété acido-alcoolo-résistance, et qui permet la coloration
de Ziehl-Neelsen (Jankute et al., 2015; Kaur et al., 2009). En dehors des glycolipides et des
polysaccharides, la paroi mycobactérienne est également composée de nombreuses
lipoprotéines, dont certaines (comme LpgH, LprG, and LprA) sont antigéniques et participent

a la virulence de ces pathogénes (Kovacs-Simon et al., 2011).

L’'enveloppe mycobactérienne est composée de deux segments, inférieur et supérieur. Au-
dela de la membrane plasmique, le peptidoglycane (PGN), analogue a celui des bactéries, est
lié de maniere covalente a l'arabinogalactane (AG). L'AG est ensuite lié par réaction
d’estérification aux acides mycoliques. Tout cela forme le squelette de |'enveloppe
mycobactérienne, le complexe mycolyl arabinogalactane peptidoglycane (mAGP). En plus de
ce squelette, la paroi mycobactérienne est composée d’autres lipoglycannes a ancre lipidique
de type posphatidyl-myo-inositol. On retrouve entre autres du Phosphatidyl-myo-Inositol
Mannoside (PIM), du lipomannane (LM) ou du lipoarabinomannane (LAM) (Figure 26)
(Astarie-Dequeker et al., 2010).
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Lipomannane -

Acides mycoliques —

Complexe mAGP —

Arabinogalactane —

~ Lipoarabinomannane

Peptidoglycane |

Périplasme -

Membrane plasmique

Figure 26 - Représentation de la paroi des mycobactéries (Kaur et al., 2009)

2 — Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est un des composants du mAGP. C'est un hétéropolysaccharide commun
aux bactéries a Gram négatif et positif, constitué de résidus de GIcNAc et d’acide N-acétyl-
muramique (NAM) liés en $1,4. Les chaines de polysaccharide sont reliées entre elles par des
chaines latérales peptidiques de 4 acides aminés liées a la fonction carboxyle du NAM. Le
tétrapeptide est généralement une séquence de L-alanyl-D-isoglucosaminyl-méso-
diaminopimélyl-D-alanine avec un acide diaminopimélique amidé. Les chaines latérales
peptidiques de deux chaines polysaccharidiques différentes forment des ponts peptidiques.
Ces ponts peptidiques renforcent la structure du polymere et forment une structure
tridimensionnelle stable. Le role du peptidoglycane est de donner la forme et la rigidité a la
mycobactérie mais également de contrer la pression osmotique. Nécessaire a la croissance et
a la survie des bactéries, le peptidoglycane est également la cible des agents thérapeutiques,

et particulierement les enzymes impliquées dans sa biosynthese.
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3 - L’arabinogalactane

L'arabinogalactane est le polysaccharide majeur de la paroi des mycobactéries. Il permet de
faire le lien entre le peptidoglycane et la couche d’acides mycoliques. Il est formé de 125
résidus de monosaccharide distribués entre une chaine galactane constituée de 30 résidus de
B-D-galactofuranose et trois chaines arabinanes de chacune 31 résidus de a-D-

arabinofuranose (Figure 27).

Q B(1-2)Araf
@ a(1-5)Araf
O a(3-5)Araf
® a(1-3)Araf
Q@ B(1-5)Galf
O B(5-6)Galf
© B(1-6)Galf
Phosphodiester
@ Résidu de succinate ou GalNH,

haine ¢

Q
9000000000000
er‘.a ‘hathe de ¢ ctane

|

Figure 27 - Représentation schématique de la structure de I’arabinogalactane.
L’arabinogalactane est formé de trois chaines arabinanes de 31 résidus de galactofuranose liés aux
résidus 8, 10 et 12 de la chaine de béta-galactane. Les extrémités des chaines arabinanes servent de
point d’ancrage pour les acides mycoliques ; tandis que I'extrémité réductrice de la chaine galactane
est liée au disaccharide [L-Rhap(a1,3)D-GIcNAc(a 1)] qui forme un pont avec le peptidoglycane (d’aprés
Jankute et al., 2015).

L'extrémité réductrice de I’AG est reliée au PGN par le disaccharide [L-Rhap(al,3)D-GIcNAc(a
1)]. La position C1 du résidu de GIcNAc forme une liaison phosphodiester avec la position C6

du NAM. Cette structure est ensuite allongée par 30 résidus de galactofuranose en alternant
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des liaisons en B1,5 et B1,6. Sur cette chaine linéaire de galactane, on trouve en position 8, 10
et 12, trois chaines d'arabinane d'environ 30 résidus chacune et liées a la chaine de galactane
sur la position C5 des résidus B1,6 de galactofuranose. Les résidus d’arabinofuranose sont liés
en al,5 avec des points de branchements en position C3. L'extrémité non réductrice des
chaines d'arabinane forme un motif de 6 résidus [D-Araf(p1,2)-D-Araf]2(a3,5)D-Araf-(al1,5)D-
Araf] avec les acides mycoliques attachés en position C5 des deux extrémités B-D-
Arabinofuranose terminaux et des deux a-D-Arabinofuranose qui les précedent (Figure 27)

(Jankute et al., 2015; Kaur et al., 2009).

4 — Les acides mycoliques

Les acides mycoliques sont la troisieme famille de molécules intervenant dans la composition
du mAGP. lls sont liés majoritairement a I’AG et forment une membrane externe asymétrique
dont le feuillet interne est formé par les acides mycoliques et le feuillet externe par un
ensemble de lipides, glycolipides et protéines. lls peuvent également étre couplés a d’autres
formes de lipides comme les tréhaloses mono-, di- et tri-mycolates (TMM, TDM, TTM). Les
acides mycoliques sont des acides gras a longues chaines de 60 a 90 carbones, a-alkylés et B-
hydroxylés. lls sont composés de deux chaines alkylées, la chaine a saturée (C24-C26) et la
chaine méromycolate (C42-C62). La chaine a est constante dans I'ensemble des espéeces de
mycobactéries, a I'exception d’une faible variation de la longueur de la chaine. La structure de
la chaine méromycolate est plus aléatoire, car elle peut porter des groupements fonctionnels
localisés en position dite distale et proximale par rapport a la fonction carboxylique. Les
groupements greffés peuvent étre de types alkyles, carbonyles, cyclopropanes, acides
carboxyliques, mais il peut s’agir également d’insaturation. Les acides mycoliques les plus
abondants dans l'enveloppe de M. tuberculosis sont les a-mycolates, caractérisés par une
fonction cyclopropane en position proximale et distale de conformation cis. Les autres espéces
d’acides mycoliques sont : les méthoxy-, les céto et les hydroxy-mycolates. Ces trois types
d'acides mycoliques se distinguent des a-mycolates par la présence d'une fonction oxygénée

en position distale sur leur chaine méromycolique (Watanabe et al., 2002, 2001).
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5 —Les glycolipides de type phosphatidylinositol

Apres la couche d’acides mycoliques, beaucoup de structures mannosylées sont présentes a

la surface de I'enveloppe. Le PIM, le LM le LAM sont des lipoglycannes dérivés du Pl. Le LAM

peut également porter une coiffe mannosylée et donner le Man-LAM. Le PIM est un

glycolipide composé d'une unité de phosphatidyl-myo-inositol (Pl), de un a six résidus a-D-

mannopyranose (Manp) et de une a quatre chaines acylées. Le Pl est glycosylé avec des résidus

de a-Manp aux niveaux des groupements hydroxyles en C2 et C6 du myo-inositol conduisant

a la formation de I'ancre MPI (mannosyl phosphate inositol) (Figure 28).

PIM4Ac,

Ancre MPI

Figure 28 - Représentation schématique du phospho-myo-inositol hexamannoside tetra-
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@ a(1-3)Araf
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Phosphodiester
@ Myo-inositol

Ancre MPI Chaine mannane

Lipoarabinomannane

Chaine arabinane

Chaine mannane
Ancre MPI

acylé, du lipomannane et du lipoarabinomannane

Quatre sites d’acylation sont disponibles sur I'ancre MPI: les groupements hydroxyles en

position C1 et C2 du glycérol, en position C3 du myo-inositol et en position C6 du résidu de

Manp lié au myo-inositol en position C2. Les especes les plus abondantes de PIM dans les

mycobactéries sont les PIM; (phospho-myo-inositol dimannosides) tri- et tétra-acylés,

(respectivement PIM,Ac: et PIM,AC;) et les PIMs (phospho-myo-inositol hexamannosides) tri-
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et tétra-acylés (respectivement PIMsAci et PIMsAcs) (Gilleron et al., 2003; Jankute et al.,
2015). L'ancre MPI est substituée par une chaine de mannane d’environ 21 a 34 résidus de
Manp liés en a1,6 décorée tous les 5 a 10 résidus par un résidu de mannose en al,2, et ainsi
forme le LM. La chaine mannosylée sert ensuite de substrat pour fixer une chaine de 55 a 72
résidus d'Araf, pour donner le LAM. Le domaine arabinane contient une seule chaine linéaire
de Araf liée en al,5 avec des branches en 3,5 (Birch et al., 2010). L'extrémité non réductrice
du domaine arabinane de la LAM se termine soit par un hexa-arabinoside ramifié {[B-D-Araf-
(al1,2)D-Araf 1-(a3,5)D-Araf-(al,5)D-Araf ]} ou un tétra-arabinoside linéaire [B-D-Araf-
(al1,2)D-Araf-(al1,5)D-Araf-(a1,5)D-Araf ]. Ces extrémités non réductrices des chaines
arabinanes peuvent étre aussi coiffées de résidus de Manp liés en al,2 et former ManLAM.
Enfin, de facon similaire a I’AG, un résidu de succinate est identifié en position C2 de certains

résidus internes de a3,5-D-Araf (Kaur et al., 2008).

6 — Les autres lipides

L'enveloppe mycobactérienne est composée d'une autre catégorie de lipides dits
"extractibles". Ceux-ci sont, vraisemblablement pour la majorité d'entre eux, localisés dans le
feuillet externe de la mycomembrane. Contrairement aux acides mycoliques estérifiés sur le
squelette d'AG, ces lipides ne sont associés a |'enveloppe qu'au travers d'interactions
hydrophobes. Ces lipides "libres" sont dits "extractibles" parce qu'ils ont la propriété de
pouvoir étre extraits par des solvants organiques. D'une espéce mycobactérienne a une autre,
la composition globale de I'enveloppe en lipides extractibles peut étre trés variable. Chez M.
tuberculosis, on retrouve au déla du mAGP des glycolipides avec un noyau tréhalose tels que
les tréhaloses di-mycolates (TDM), les di-acyltréhaloses (DAT), les tri-acyltréhaloses (TAT),

poly-acyltréhaloses (PAT) et les sulfatides (SL).
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Il — Cycles infectieux des mycobactéries tuberculeuses

A — La tuberculose

1 - Présentation

En 1993, ’OMS (organisation mondiale de la santé) a placé la tuberculose comme une urgence
mondiale. La tuberculose est une des premiéres causes mondiale de mortalité par maladies
infectieuses, avec le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et le paludisme. En 2015, 1,4
millions de personnes sont décédées apres une infection par M. tuberculosis et 0,4 millions de
décés supplémentaires pour des cas de tuberculose opportuniste chez les personnes atteintes
du VIH. Cette méme année, 'OMS a dénombré plus de 10,4 millions de nouveaux cas de

tuberculose (World Health Organization, 2016).

Selon les estimations, le nombre de personnes développant la tuberculose chaque année est
en diminution, bien que cette diminution soit tres lente. Entre 1990 et 2012, le taux de
mortalité par tuberculose a chuté de 45 % grace a [lutilisation de médicaments
antituberculeux, ces derniers s’attaquant principalement a la biosynthése de composés
spécifiques présents dans la paroi bactérienne. Par exemple, la biosynthése de
I'arabinogalactane est inhibée par I'éthambutol, la benzothiazinone et la dinitrobenzamide
tandis que celle des acides mycoliques est inhibée par l'isoniazide et I'ethionamide (Belanger
et al., 1996; Goude et al., 2009). Cependant, ces traitements perdent en efficacité en raison
de I'apparition de souches résistantes. Selon le nombre de médicaments auquel résiste le
pathogéne, il s’agit de tuberculose multirésistante (Multiple Drug Resistance, MDR),
résistance a au moins l'isionazide et la rifampicine ou ultrarésistante (eXtensively Drug

Resistant, XDR), résistance a pratiguement tous les antituberculeux.

Selon une autre étude de 'OMS, 9,3 % des cas de MDR sont en réalité des cas de XDR. C'est
pour cela que régulierement, des recherches fondamentales sont effectuées afin de
comprendre le mécanisme d’action des agents anti-TB courants et de trouver de nouvelles

cibles pharmacologiques permettant la synthése de nouveaux médicaments.
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2 — Cycle infectieux de la tuberculose

La tuberculose se transmet d’une personne a une autre par voie aérienne apres qu’un individu
infecté expectore des bacilles (crachat, toux) vers un individu sain. Les bacilles tuberculeux
sont transportés par de fines gouttelettes en suspension. Ces bacilles arrivent dans les
poumons jusqu’au niveau des alvéoles pulmonaires. Les bacilles interagissent avec les cellules
du systeme immunitaire de I’"hGte. Apres phagocytose par les macrophages alvéolaires, les
mycobactéries qui ont survécu vont ensuite se multiplier a I'intérieur de ces cellules. Chez les
enfants et les personnes immunodéprimées, une tuberculose primaire peut se développer
apreés la dissémination des bacilles dans I'organisme mais son occurrence ne dépasse pas les

5%.

Dans une grande majorité des cas, une réponse immunitaire adaptative se met en place,
conduisant a la formation d’un agrégat cellulaire organisé : le granulome. Ce granulome sert
normalement a contenir les bacilles en attente de leur destruction. Mais sa fonction est
détournée par M. tuberculosis pour en former une structure protectrice, permettant de se
multiplier. Au centre du granulome se trouvent les macrophages infectés et des cellules
géantes (fusion de macrophages), entourés de macrophages spumeux (gorgés de lipides) et

de cellules épithéloides (macrophages différenciés) (Figure 29) (Russell et al., 2010).
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Figure 29 - Cycle de vie des mycobactéries tuberculeuses

L'infection débute lorsque des bacilles M. tuberculosis sont inhalés et phagocytés par des macrophages
alvéolaires. La réponse pro-inflammatoire induite conduit au recrutement de monocytes de la
circulation, ainsi qu'a une néo-vascularisation du site d'infection. Les macrophages qui forment le
granulome se différencient en cellules épithéloides, cellules géantes multi-nucléées et macrophages
spumeux. Le granulome forme par la suite une chape fibreuse de matrice extracellulaire a I'extérieur
de la couche de macrophages. En périphérie, le granulome est composé d’une couche lymphocytaire.
La progression vers la maladie se caractérise par une perte de vascularisation, une augmentation de la
nécrose et I'accumulation de caséum dans le centre du granulome. Il en résulte que les mycobactéries
ne peuvent plus étre contenues par les granulomes et sont disséminées dans tout I'organisme apreés la
rupture du granulome (d’aprés Russell et al., 2009).

En périphérie, le granulome est composé essentiellement d’'un manteau de cellules
lymphocytaires. Le granulome évolue ensuite par un processus de néo-vascularisation et par
la production d’'une chape fibreuse composée principalement de collagéne qui sépare le
centre du granulome de sa périphérie. L'infection est donc asymptomatique et tres difficile a

éradiquer.
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Chez les personnes immunodéprimées, les bacilles qui se sont multipliés au sein du granulome
vont étre réactivés. Dans environ 10% des cas, cela entraine la rupture du granulome et la
dissémination des mycobactéries dans I'organisme. L'infection redevient symptomatique et
de nouveau contagieuse. L’accumulation de matériel lipidique dans les poumons conduisant
a la multiplication des bacilles, suivie d’'une obstruction des bronches et aussi plus
fréquemment, d’une insuffisance respiratoire sont des caractéres principaux de cette

tuberculose secondaire.

B — Principales étapes du processus infectieux

1 - Interaction des mycobactéries avec le systeme immunitaire

Lors d’une infection mycobactérienne, les différents composants de la paroi des
mycobactéries interagissent avec les nombreux récepteurs du systeme immunitaire,
notamment présents a la surface des cellules dendritiques et des macrophages alvéolaires.
Les macrophages alvéolaires constituent les cellules les plus abondantes dans les lavages
broncho-alvéolaires (90%). lls entretiennent I’environnement alvéolaire, détruisent les débris
cellulaires, les cellules mortes et les bactéries. Ces macrophages sont dérivés de monocytes
circulants qui ont migré vers les poumons, mais ils peuvent également étre originaires de
macrophages pulmonaires en réponse a une inflammation. Les macrophages alvéolaires
doivent jongler entre une activité pro- ou anti-inflammatoire lors d’'une réponse immunitaire
pour ne pas endommager I'environnement pulmonaire. lls exposent donc des phénotypes de
type M1/M2. Ces cellules présentent un fort taux de MR a leur surface, caractéristique d’une
activité phagocytaire importante, par contre ils présentent peu de molécules co-stimulatrices
de type CD80 et CD86, ce qui montre qu’ils ont une faible présentation d’antigenes. En plus
d’infecter les macrophages, les mycobactéries vont interagir avec les cellules dendritiques,
principalement au niveau du DC-SIGN qui va permettre leur phagocytose. Une fois les
mycobactéries internalisées, les DCs vont pouvoir présenter les différents antigénes aux

cellules T CD4 naives (Mihret, 2012; Schorey and Schlesinger, 2016).

84

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

2 — Phagocytose des mycobactéries par les macrophages et les

cellules dendritiques

La premiere étape dans l'infection mycobactérienne correspond a la reconnaissance du
pathogene par les cellules de 'immunité innée. La phagocytose des mycobactéries commence

par la fixation des différents PAMPs mycobactériens par les PRRs (Mishra et al., 2017).

Les MRs présents a la surface des macrophages vont cibler les ligands mannosylés de la paroi
des mycobactéries comme les capes mannosylées du ManLAM ou encore les résidus de
mannose portés par le PIMs. La fixation des ligands mannosylés aux MRs conduit a la
phagocytose des mycobactéries (Kang et al., 2005; Astarie-Dequeker et al., 1999; Schlesinger
et al., 1996). La perte de ManLAM ainsi que la diminution de PIM dans la paroi
mycobactérienne de M. tuberculosis montrent un défaut de phagocytose des macrophages
associé a une diminution de I'affinité des mycobactéries pour le MR (Shimada et al., 2006;

Torrelles et al., 2008).

Cependant, il a été montré que le MR n’est pas un récepteur « professionnel » lié a la
phagocytose mais que celui-ci dépendrait d’un co-activateur pour induire la phagocytose (Le
Cabec et al., 2005) Bien que le MR soit le récepteur majoritaire des mycobactéries sur les
macrophages, il n"a qu’un tres faible réle dans l'interaction entre les mycobactéries et les
cellules dendritiques (Tailleux et al., 2003). Geijtenbeek et al. ont démontré que le DC-SIGN
reconnait le ManLAM de M.tuberculosis et de M. bovis BCG et induit leur phagocytose

accompagnée d’une sécrétion d’IL-10 (Ehlers, 2010; Geijtenbeek et al., 2003).

3 —Inhibition de la formation du phagolysosome

Les mycobactéries phagocytées se retrouvent dans un compartiment cellulaire: le
phagosome. D’ordinaire, le phagosome va fusionner avec un autre compartiment cellulaire,
le lysosome, et former le phagolysosome. Ce phagolysosome est caractérisé par un pH plus
acide et des agents microbicides. Mais lors d’une infection mycobactérienne, les pathogénes
inhibent la fusion du phagosome avec le lysosome en bloquant le pH du phagosome a pH6.5
(Sturgill-Koszycki et al., 1994). Les mycobactéries contenues dans les endosomes peuvent
interagir avec les récepteurs de ces mémes endosomes. Malgré la phagocytose de

mycobactéries virulentes (M. smegmatis) ou non virulentes (M. kansasii), la voie de
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maturation du phagosome peut étre court-circuitée en empéchant la production de radicaux
oxygénés et la fusion du phagosome avec le lysosome, et ainsi garantir I'entrée du pathogéne
dans la cellule sans le détruire (Astarie-Dequeker et al., 1999). Ces interactions modulent les
voies de signalisation intracellulaires afin d’inhiber la fusion de phagolysosome. Il a été prouvé
qgue le PIM et ManLAM de M. tuberculosis inhibent la formation du phagolysosome a travers
le MR alors que le LAM sans coiffe mannosylée n’inhibe pas cette fusion (Kang et al., 2005;
Shimada et al., 2006; Torrelles et al., 2006). Le ManLAM inhibe le flux calcique cytosolique,
nécessaire a la maturation du phagosome, en inactivant la sphingosine kinase (Fratti et al.,
2003; Malik et al., 2003; Vergne et al., 2003). Enfin, des travaux récents ont montré qu'une
lipoprotéine mycobactérienne, LprG, se lie au ManLAM et contréle sa distribution au niveau
de I'enveloppe mycobactérienne. Les mutants de M. tuberculosis dépourvus de LprG exposent
moins de ManLAM a leur surface et sont donc moins efficaces pour inhiber la fusion

phagolysosome (Gaur et al., 2014; Shukla et al., 2014).

4 — Régulation de la sécrétion des cytokines inflammatoires

Précédemment, nous avons vu que les TLRs étaient exprimés a la surface des cellules
immunitaires et que I'activation de ces récepteurs conduisait a la mise en place de la réponse
immunitaire, en particulier une réponse inflammatoire par la voie NF-kB. Les TLRs sont connus
pour étre impliqués dans la reconnaissance de M. tuberculosis, et plus particulierement TLR2,

TRL4 et TLR9. (Basu et al., 2012)

De nombreuses études ont montré que TLR2 est impliqué dans la réponse immunitaire innée
lors d’une infection mycobactérienne. TLR2 forme un hétérodimeére soit avec TLR1, soit TLR6.
L'hétérodimeére TLR2/TLR1 permet la reconnaissance de lipopeptides triacylés, des
lipoglycannes PIM, LM et ManLAM mais également de lipoprotéines de la paroi comme les
lipoprotéines 19-kDa et 38-kDa (Brightbill et al., 1999; Elass-Rochard et al., 2012b; Noss et al.,
2001; Quesniaux et al., 2004; Vignal et al., 2003). Cette reconnaissance des ligands par TLR2
permet la fixation de la protéine adaptatrice Myd88, et ainsi le recrutement des protéines
nécessaires a |'activation des voies NF-kB et a la production de cytokines inflammatoires. Cette
année, Blanc et al. ont prouvé que M.tuberculosis synthétisait des sulfoglycolipides, inhibiteur
de TLR2, capable d’inhiber I'activation de la voie NF-kB et la production d’IL-8 dans les

macrophages infectés (Blanc et al., 2017).
86

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

Au début des années 2000, des études ont montré que le récepteur TLR4 était, comme TLR2,
impliqué dans la réponse inflammatoire (Jones et al., 2001; Means et al., 2001, 1999). Le
récepteur TLR4 est activé par la protéine HSP (Heat Shock Protein) 65/70. (Bulut et al., 2005)
Des études in vivo montrent que des souris déficientes en TLR4 produisent moins de TNFa. De
plus, chez ces mémes souris, il a été montré que l'infection par M. tuberculosis diminuait la

survie lorsque TLR4 n’est pas exprimé.

Le LM et le ManLAM de M. tuberculosis sont principalement reconnus par le TLR2, et le LM
légérement par le TLR4. L’activation des macrophages par ces deux glycolipides induit la
sécrétion d’'IL-12 (Dao et al., 2004). Le méme ManLAM de M. tuberculosis induit la sécrétion
d’IL-8 au niveau des macrophages, par interaction avec le MR et non pas avec TLR2 (Rajaram
et al., 2010). Au niveau des cellules dendritiques, les ManLAM de M. tuberculosis et de M.
bovis BCG ont un effet anti-inflammatoire car ils inhibent la production d’IL-12, notamment
grace a leur affinité pour le MR. L'interaction avec le DC-SIGN induit en paralléle la sécrétion
d’IL-10 qui renforce le caractére anti-inflammatoire. La cape mannosylée du LAM est
indispensable pour induire ce phénomene anti-inflammatoire, par contre le degré d’acylation
n‘influence pas I'immunogénicité du lipoglycanne (Gagliardi et al., 2005; Geijtenbeek et al.,

2003; Nigou et al., 2001).

Certaines lipoprotéines de la paroi induisent également une réponse inflammatoire, c’est le
cas de deux lipoprotéines 19-kDa et 38-kDa. La lipoprotéine 38-KDa est un ligand de TLR2 et
TLR4 et activateur de la voie MAPK. Cette activation permet la sécrétion de TNFa et d’IL-6
(Jung et al., 2006). La lipoprotéine 19-KDa est un ligand de TLR2 et a une activité pro-
inflammatoire car elle induit la sécrétion de TNFa, d’IL-1 et d’IL-6 (Liu et al., 2015; Stewart et

al., 2005).

En conclusion, I'infection mycobactérienne induit une forte réponse inflammatoire au niveau
des cellules de I'immunité innée. Les différents composés de la paroi interagissent avec les
PRRs de la membrane plasmique et induisent une premiere réponse pro-inflammatoire via les
différents TLRs. Cette réponse pro-inflammatoire peut étre contrebalancée soit par la
production de cytokines anti-inflammatoires comme [I'IL-10, ou en sécrétant des
sulfoglycolipides inhibiteurs des TLRs. Cet environnement inflammatoire peut induire des

variations du génome dans le but de réguler la réponse immunitaire.
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Les cellules de I'immunité innée jouent un role central dans la reconnaissance et la destruction
du pathogéne, le recrutement de l'immunité adaptative. Les études portant sur la
glycosylation de ces cellules et des récepteurs de I'immunité suggérent un role primordial des
glycannes (i.e. glycolipides, N- et O-glycannes) dans de nombreux processus immunologiques
(van Kooyk and Rabinovich, 2008). Les variations d’expression de certains génes d’enzymes de
glycosylation, mises en évidence dans des macrophages infectés par des mycobactéries ou
stimulés par leurs composés pariétaux (Kumar et al., 2010; Silver et al., 2009a), suggerent des
remaniements dans les profils de glycosylation de ces cellules. Dans ce contexte, le but du
projet est d’identifier les changements de glycosylation des macrophages induits par
Mycobacterium bovis BCG ou par des composants dérivés de la paroi, afin a plus long terme
d’analyser I'influence de ces changements dans la pathogénicité. L'apparition de nouvelles
structures glycanniques pourrait constituer alors un facteur important de régulation des
propriétés cellulaires en termes d’activation, de prolifération et de migration, au cours de
I'infection mycobactérienne. Ces « nouveaux » glycannes pourraient également servir de
ligands pour les lectines du pathogéne favorisant son invasion et/ou pour les lectines des
(autres) cellules immunitaires impliquées dans les interactions cellule-cellule et dans la

communication entre I'immunité innée et I'immunité adaptative.

La premiére partie de notre projet est de mettre en place une méthodologie d’analyse de la
glycosylation des cellules immunitaires. Comme modele cellulaire, nous utilisons la lignée
leucémique pro-monocytaire THP-1 qui apres différenciation au PMA (Phorbol myristate
acetate) présente un phénotype de type macrophagique. Cette étape de différenciation induit

des changements de la glycosylation cellulaire, que nous avons cherché a caractériser.

Nous devons extraire les glycoconjugués (N-glycannes, O-glycannes, GSLs) via des méthodes
chimiques et enzymatiques, les purifier avant de les analyser par spectrométrie de masse. Une
fois ces changements de glycosylation mis en évidence, nous déterminerons les variations de
I’expression d’épitopes glycanniques a la surface cellulaire grace a l'utilisation de lectines

végétales et de la cytométrie en flux

Ces variations glycanniques sont les résultats de différences d’expression des genes
d’enzymes de la glycosylation (glycosyltransférases et glycosidases). Par la suite, il est donc

important de déterminer ces variations d’expressions de genes par RT-qPCR, en collaboration
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avec le Dr. Sophie Groux-Degroote dans I’équipe « Régulation de la glycosylation terminale »

(UGSF, UMR8576 CNRS), dirigée par le Dr. Anne Harduin-Lepers (DR2 CNRS).

Dans un second temps, nous avons voulu mettre en évidence les variations de glycosylation
des macrophages infectés par Mycobacterium bovis BCG ou activés par des composants
pariétaux mycobactériens. Les macrophages THP-1 sont infectés par les mycobactéries et
nous avons appliqué la méthodologie développée précédemment. Aprés avoir utilisé la lignée
THP-1, notre étude s’étend sur des cultures primaires de monocytes de sang différenciés en
macrophages M1 par le GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor). Enfin,
nous avons commencé une étude sur l'infection par Mycobacterium bovis BCG sur des cellules

dendritiques de souris dérivées de la moelle osseuse.
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Chapitre 1: Etude des variations de
glycosylation lors de la différenciation de la

lignée monocytaire THP-1 en macrophages

| — Introduction

Les macrophages et leurs précurseurs, les monocytes, appartiennent aux cellules de
I'immunité innée. Les macrophages sont des cellules phagocytaires qui jouent un réle clé dans
I’'homéostasie tissulaire et la défense immunitaire. lls participent a la reconnaissance de
pathogénes étrangers comme les bactéries, les champignons ou encore les virus. Cette
reconnaissance se fait entre les motifs moléculaires des pathogénes (PAMPs) et les récepteurs
de ces motifs (PRRs) présents au niveau des cellules de I'immunité. Suite a cette détection, les
monocytes et les macrophages sécrétent des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires
ou encore des radicaux oxygénés. Cette sécrétion va permettre le recrutement d’autres
cellules immunitaires au niveau du site infectieux dans le but de contréler la propagation du

pathogene.

La lignée cellulaire THP-1 a été initialement isolée a partir de sang d’un patient male agé d’un
an, atteint de leucémie monocytaire (Tsuchiya et al., 1980). Cette lignée est couramment
utilisée dans I'étude des phénomeénes immunologiques. Ces dernieres décennies, la lignée
THP-1 est devenue l'une des lignées les plus utilisées dans I'étude de I'implication des
monocytes/macrophages dans le cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies
infectieuses (Auwerx, 1991; Chanput et al., 2014; Mendoza-Coronel and Castafidn-Arreola,
2016). De plus, le faible nombre de cellules et 'hétérogénéité des macrophages obtenus a
partir de biopsies ou de poches de sang sont des obstacles dans I'analyse des propriétés de

ces cellules.

Apres incubation avec un ester de phorbol, le PMA (Phorbol 12-myristate 13-acétate), les
cellules THP-1 se différencient en cellules « macrophages-like » qui présentent des propriétés
similaires aux macrophages obtenus a partir de culture primaire. En effet, en réponse au PMA,
les cellules THP-1 présentent une forte activité phagocytaire, un phénotype d'adhésion, une
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résistance a l'apoptose et des marqueurs de surface exprimés également au niveau des
macrophages primaires (Kohro et al., 2004; Prieto et al., 1994; Schwende et al., 1996). Plattner
et al. ont signalé des changements importants dans la fixation de lectines végétales a la
membrane des cellules THP-1 apres une différenciation induite par le PMA. Ces changements
de fixation de lectines suggéerent une altération de la glycosylation membranaire (Plattner et
al., 2009). Plus récemment, il a été démontré que la différenciation par le PMA perturbait la
dynamique de sialylation au sein de ces mémes cellules différenciées. Ces travaux ont montré
des taux variables de sialylation en a2,3 et a2,6 lors de la différenciation et la polarisation des
macrophages vers un phénotype M1 ou M2 (Wang et al., 2016). Néanmoins, jusqu'a présent,
aucune étude structurale fine n'a démontré la nature exacte de ces changements. Sur la base
de ces observations, le but de cette premiére partie est d’analyser finement les changements
de glycosylation induits lors de la différenciation des cellules monocytaires THP-1 en
macrophages. Les différents glycoconjugués (glycosphingolipides, N-glycannes et O-
glycannes) de ces deux types cellulaires sont libérés et purifiés individuellement. Les profils
glycomiques de ces cellules sont analysés par spectrométrie de masse et cytométrie en flux,
et les changements de glycosylation liés a la différenciation ont été corrélés avec des mesures
d’expression des glycosyltransférases et des glycosidases impliquées dans le métabolisme de

la glycosylation.
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Il - Résultats

A - Caractérisation des marqueurs de surface des

macrophages

Suite a la différenciation par le PMA des cellules THP-1 en macrophages, les cellules acquierent
des propriétés d’adhérence et un phénotype similaire a celui des macrophages (Tsuchiya et
al.,, 1982). Cette différenciation des monocytes en macrophages induit I'apparition de
nouveaux marqueurs membranaires (Mittar et al., 2011). L’étude de Mittar et collaborateurs
a permis de mettre en évidence 21 marqueurs (CD9, CD11a, ...) exprimés dans les deux types
cellulaires, 23 marqueurs (sCD15, CD35, ...) exprimés exclusivement sur les monocytes THP-1
et 20 marqueurs (CD11b, CD11c, ...) exprimés exclusivement sur les macrophages THP-1. Pour
controler I'état de différenciation des monocytes en macrophages, le taux d’expression de
I'intégrine CD11c est quantifié par cytométrie en flux. Comme le montre la Figure 30, le CD11c
n’est pas détecté a la surface des monocytes THP-1. En revanche, une expression importante

de ce marqueur est visible suite a la différenciation par le PMA.
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Figure 30 - Expression du marqueur CD11c apreés différenciation des monocytes THP-1 en
macrophages, par le PMA.
Les cellules monocytaires THP-1 n’ont pas été traitées (A) ou incubées avec 20 nM de PMA (B). Apres
72h d’incubation, le niveau d’expression du marqueur CD11c quantifié par cytométrie en flux grace a
un anticorps spécifique anti-CD11c. Ces résultats sont représentatifs de trois expériences
indépendantes. (1) : autofluorescence ; (2) : isotype controle ; (3) : Anti-CD11c.

Une fois cette différenciation confirmée, nous avons caractérisé les différents profils de
glycosylation de ces deux types cellulaires. Pour cela, les différents glycoconjugués que sont

les glycosphingolipides, les N-glycannes et les O-glycannes ont été isolés et purifiés avant
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d’étre analysés en spectrométrie de masse. Dans un premier temps, les glycosphingolipides

et les glycoprotéines sont séparés apres extraction par des solvants organiques.

B — Extraction et purification des glycannes

Au cours de ce projet, il a fallu mettre en place une stratégie d’analyse du glycome des cellules.
Nous avons utilisé plusieurs protocoles pour I'analyse des différents glycoconjugués. Pour
I’étude des glycosphingolipides, une extraction organique est nécessaire pour isoler les
glycoconjugués. Les glycolipides des cellules monocytaires ont été extraits par différentes
proportions de chloroforme et méthanol. Les glycolipides, une fois extraits, sont saponifiés en
condition basique pendant deux heures, et séparés sur une cartouche de C18 avant
perméthylation. L'étape de perméthylation va permettre de remplacer les groupements
hydroxyles libres portés par les glycosphingolipides par des groupements méthoxy. Cette
dérivation permet de purifier nos composés, mais également d’augmenter leur sensibilité en

spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 31).

Cellule Macrophage
monocytaire THP-1 THP-1
(' -
Glycoprotéines Glycosphingolipides
N-glycannes O-glycannes
Ethyl-estérification Perméthylation

Analyse MALDI-TOF

Figure 31 — Stratégie expérimentale utilisée pour comparer la glycosylation des cellules
THP-1 indifférenciées et différenciées.
Les glycosphingolipides, les N-glycannes et les O-glycannes sont extraits et purifiés a partir d'un méme
échantillon biologique et analysés par spectrométrie de masse sous forme de dérivés perméthylés et
éthyl-estérifiés.
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Pour I'analyse de la N-glycosylation, plusieurs méthodologies ont été utilisées dans le but
d’étudier les variations de glycosylation. La premiére méthodologie utilisée « classique » est
basée sur une dénaturation des glycoprotéines par le DTT (L-Dithiothreitol) et I'lAA
(iodoacétamide). Les glycoprotéines sont digérées ensuite par la trypsine avant de libérer les
N-glycannes par I'action de la PNGAse F, enzyme capable de cliver la liaison glycosidique entre
le résidu de GIcNAc en position réductrice et le résidu d’Asn. Les glycannes sont purifiés sur

cartouche de C18 avant d’étre, comme les GSLs, perméthylés.

En plus de I'’étude des N-glycannes perméthylés, nous avons également choisi d’analyser les
N-glycannes aprés un second type de dérivation : I'éthyl-estérification. Les glycoprotéines sont
fixées sur une membrane de PVDF sur laquelle elles vont étre déglycosylées, et les glycannes
libérés vont subir la réaction de dérivation. Ces travaux sur I'éthyl-estérification ont été
réalisés dans le cadre d’une collaboration avec I'’équipe du Pr. Manfred Wuhrer, a 'université
de Leiden aux Pays-Bas. Lors d’'une mission de deux semaines a Leiden, j'ai pu acquérir les
compétences nécessaires afin de transposer cette technique dans notre laboratoire. Cette
seconde technique d’analyse permet de différencier les résidus d’acides sialiques liés en a2,3
et en a2,6. Pour les acides sialiques liés en a2,3, I'orientation de la liaison permet la formation
d’une lactone entre la fonction acide carboxylique et le groupement hydroxyle en position C2
du résidu de galactose précédent. Tandis que pour les acides sialiques en a2,6, il y a formation
d’un ester d’éthyl au niveau de la fonction acide carboxylique (Figure 32) (Alley and Novotny,

2010; Reiding et al., 2014; Wheeler et al., 2009).
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Figure 32 - Mécanisme de la réaction d'éthyl-estérification sur des résidus d'acides
sialiques liés en position 3 et en position 6.
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Structures du 6'-sialyllactose (A) et du 3'-sialyllactose (B) avant et apres la réaction d’éthyl-
estérification. Alors que les acides sialiques liés a en a2,6 portent un ester éthylique au niveau de
I'acide carboxylique, les acides sialiques liés en a2,3 forment une lactone avec le galactose voisin.

C - Analyses en spectrométrie de masse des profils de

glycosphingolipides
1 - Des cellules monocytaires THP-1

Les GSLs des cellules THP-1 expriment un profil glycannique pauvre en gangliosides avec
quelques traces de GM1 pour I'ion a m/z 1933.1, mais principalement des glycosphingolipides
neutres de la série des globosides (Figure 33). Les glycosphingolipides les plus présents sont
le LacCer, le Gb3 et un mélange de Gb4 et GA1 déterminé par spectrométrie de masse MALDI-
TOF/TOF. Le LacCer est caractérisé par les ions m/z 1010.7 et 1122.8, le Gb3 par les ions m/z
1214.7 et 1326.9 et le mélange Gb4/GA1 par les ions m/z 1459.8 et 1572. Il est intéressant de
voir que le précurseur du Gb4, le Gb3 est détecté ; alors que celui de GA1, le GA2 n’apparait

pas sur le spectre de masse.
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Figure 33 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des GSLs perméthylés des cellules

monocytaires THP-1.
La nature des glycannes a été déterminée par I'analyse MS/MS, comme décrit ci-dessous. (Cer* :
d18:1/C16:0 ; Cer** : d18:1/C24:0)

Afin d’établir avec certitude la structure glycannique des glycolipides, les glycannes
perméthylés sont analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF. Cette derniére
permet de fragmenter les ions des GSLs observés par spectrométrie de masse MALDI-TOF afin

d’obtenir des ions de masse plus petite et d’en déduire les séquences glycanniques et la nature
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du lipide. Les regles de fragmentation utilisent la nomenclature de Domon et Costello (Figure

34) (Domon and Costello, 1988).

Lors de la fragmentation des glycannes perméthylés, nous obtenons essentiellement des
fragments Y/B et Z/C. Les fragments Y/Z portent I'extrémité réductrice tandis que les
fragments B/C portent I'extrémité non réductrice de la liaison osidique. Dans le cas des
structures comprenant un motif Hex-HexNAc, la perméthylation oriente la fragmentation sur

les Y/B devant les HexNAc et en Z/C derriére les HexNAc.
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Figure 34 - Fragmentation des glycannes par MS/MS illustrée par la nomenclature de
Domon et Costello pour les glycannes natifs (A) ou perméthylés (B)

Les analyses de fragmentation MALDI-TOF/TOF nous indiquent également que la partie
lipidique des GSLs est formée majoritairement des céramides de type [d18:1 - C16:0 (Cer*)]
et [d18:1 - C24:0 (Cer**)]. Ces types de céramides sont connus pour étre majoritairement
exprimés au sein des cellules immunitaires (lwabuchi et al., 2015b). Pour les deux ions parents
1459.8 et 1572.0, la chaine glycannique est caractérisée par I'apparition de I'ion fils m/z 912.1
(Figure 35).
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Figure 35 - Analyse MS/MS des GSLs perméthylés Gb4/GA1 des monocytes THP-1
es spectres e l'ion m/z . et de I'ion m/z . correspondent a du et du
Les spectres MSMS de I'ion m/z 1459.8 (A) et de I'ion m/z 1572.0 (B pondent & du Gb4 et d
GA1l. (Cer* : d18:1/C16:0 ; Cer** : d18:1/C24:0)

Les ions fils m/z 653 et 282 sont caractéristiques du Gb4, alors que I'ion m/z 260 indique qu’il

s’agit de GAL. Les ions m/z 548 et 660 sont respectivement les céramides [d18:1/ C16:0 (Cer*)]

et [d18:1/ C24:0 (Cer**)]. Pour l'ion parent m/z 1933.1 du GM1, les fragments donnés

indiquent la présence d’un mélange de deux isoméres du GM1 : le GM1a et le GM1b (Figure

36).
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Figure 36 - Analyse MS/MS de I'ion m/z 1933 des GSLs perméthylés GM1a/GM1b des
cellules monocytaires THP-1.

Le couple d’ions fils m/z 1109/847 caractérise le GM1b car il s’agit du fragment sialylé sur le

résidu de galactose terminal. Le couple m/z 1470/486 est propre au GMla car l'unité

lactosaminique terminale n’est pas sialylée.

2 — Des cellules THP-1 différenciées par le PMA

Aprés avoir déterminé la composition en GSLs des monocytes THP-1, celle des THP-1

différenciées par PMA a été élucidée. Le profil des THP-1 différenciées présente de nouvelles

structures, absentes des profils des monocytes (Figure 37 ; Tableau 5)
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Figure 37 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des GSLs perméthylés des cellules
THP-1 différenciées

La nature des glycannes a été déterminée par I'analyse MS/MS, comme décrit ci-dessous. (Cer* :
d18:1/C16:0 ; Cer** : d18:1/C24:0)
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Acides Masse moléculaire mono-isotopique
Gras GsLs Théorique Non-différenciées Différenciées Composition
C16:0 LacCer 1010.8 v v Hex,-Cer>#
C24:0 LacCer 1122.9 v v Hex,-Cers®
C16:0 Gps 1214.9 v v Hexa-Cers
C24:0 Gps 1326.9 v v Hexs-Cerse0
C16:0 Gms 1372.0 X v NeuAc;Hex,-Cer>*®
C24:0 Gms 1484.0 X v NeuAc;Hex,-Cer®®®
C16:0  Gpa/Ga 1460.0 v v HexsHexNAc;-Cers*®
C24:0  Gpa/Ga 1572.1 v v HexsHexNAc;-Cer®
C16:0 Gm: 1617.1 X v NeuAc;Hex,HexNAc;-Cer®*®
C24:0 G 1729.2 X v NeuAciHex,HexNAc;-Cer5®
C16:0 Gps 1733.1 X v NeuAc,Hex,-Cers4
C24:0 Gps 1845.2 X v NeuAc,Hex,-Cer®®
C16:0 Gmiab 1821.2 v v NeuAc;HexsHexNAc;-Cer>*®
C24:0 Gm1ab 1933.3 v v NeuAc;HexsHexNAc;-Cer®®®
C16:0  Gpia 2182.3 X v NeuAc,HexsHexNAc;-Cer
C24:0 Gpia 2294.4 X v NeuAc,HexsHexNAc;-Cer®®

Tableau 5 - Affectation des ions moléculaires ([M + Na]*) observés dans les spectres
MALDI-TOF de glycosphingolipides perméthylés de cellules THP-1 non-différenciées et
différenciées par PMA.
v’ : Détecté ; X : Non détecté

La comparaison des profils des GSLs perméthylés des cellules THP-1 non-différenciées et
différenciées montre que la différenciation par le PMA conduit a de profondes modifications
du profil d’expression des GSLs. Alors que les cellules monocytaires expriment presque
uniguement des GSLs neutres de la série des globosides et des asialo-gangliosides, comme le
Gb3 (Gala1-3/4GalB1-4GlcB1-Cer) et le Gb4 (GalNAcB1-3/4Galal-3/4GalPB1-4GIcB1-Cer), les
cellules THP-1-PMA différenciées produisent des taux significativement plus élevés de GSLs de
la famille des gangliosides avec un ou deux résidus d’acide sialique. L'augmentation globale
en gangliosides est contrebalancée par une baisse du contenu des GSLs neutres. La
guantification relative des signaux MS indique que le taux de gangliosides est 40 fois plus

important suite a la différenciation des monocytes en macrophages (Figure 38A).
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Figure 38 — Composition relative en glycosphingolipides perméthylés isolés a partir de
cellules THP-1 non différenciées et différenciées par PMA.
Composition en GSLs neutres et sialylés (A) et de chaque espece de GSL (B). Les données sont
représentatives de six expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types sont calculés a
partir d’un test ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5 (***p<0.001; **p<0.01 ; *p<0.05).

En particulier, une proportion beaucoup plus importante du ganglioside mono-sialylé GM3 est
observée dans les cellules traitées au PMA, ainsi qu'une augmentation légere mais significative
de GM1. De méme, il est observé de maniéere reproductible que dans les cellules THP-1
différenciées, un signal GM2 a m/z 1616.9 et des signaux de disialo-gangliosides GD1 et GD3

am/z 1845.1 et 2294.3 qui ne sont pas observés dans les cellules monocytaires (Figure 38B).

Pour ce qui est du GD1, il existe quatre isoméres différents : le GD1a, le GD1b, le GD1c et le
GD1a. Comme dans le cas du GM1, la fragmentation par MALDI-TOF/TOF a confirmé la

présence unique de GD1a a partir de I'ion moléculaire m/z 2294.3 (Figure 39).
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Figure 39 - Analyse MS/MS de I'ion m/z 2294 des GSLs perméthylés GD1a des cellules THP-
1 différenciées par le PMA
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En effet, la paire d'ions B/Y m/z 847/1469 indique clairement la présence d'un résidu d’acide
sialigue sur le LacNAc terminal et d'un acide sialique sur le disaccharide interne,
caractéristique du GD1a. En revanche, I'absence de la paire d'ions B/Y m/z 1208/1108 propre
a un LacNAc terminal di-sialylé, établit I'absence de GD1, ou alors une présence en quantités
inférieures au seuil de détection. Pour finir, contrairement a la fraction glycannique, aucune
différence n'a été observée dans la composition de sphingosine et d'acide gras de GSL qui

montre un rapport constant [d18:1/ C16:0] / [d18:1/C24:0] de 40% et 60% (Figure 40)
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Figure 40 - Composition en céramide de I'ensemble des GSLs isolés a partir de cellules THP-
1 non différenciées et différenciées par PMA.

Les données sont représentatives de six expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types

sont calculés a partir d’un test ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5

D — Analyses en spectrométrie de masse des profils de N-

glycosylation

1 - Des cellules monocytaires THP-1

Apreés avoir déterminé de maniere fine la composition en GSLs des cellules THP-1, la suite des
travaux a été de déterminer le N-glycome de ces mémes cellules. Les glycoprotéines extraites

a partir de cellules THP-1 ont été dénaturées et déglycosylées de facon enzymatique par la

PNGase F.

Les N-glycannes libérés perméthylés a partir de cellules THP-1 ont permis l'identification d'un
grand nombre de structures en spectrométrie de masse. Comme pour les GSLs, la composition

individuelle des N-glycannes a d'abord été établie par spectrométrie de masse MALDI-TOF,
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puis leurs séquences ont été établies par fragmentation MALDI-TOF/TOF en fonction de la

connaissance préalable des processus de N-glycosylation humaine.

Les signaux de faible poids moléculaire (m/z 1500-2500) ont été principalement identifiés
comme des N-glycannes de type oligomannosidique composés de cing a neuf résidus de
mannose (m/z 1579.3, 1783.3, 1987.3, 2191.3 et 2395.4) qui représentent environ 60% des N-
glycannes totaux des cellules THP-1 non-différenciées. Les signaux restants ont été identifiés
comme des N-glycannes de type complexe portant différentes modifications comme la

sialylation et la fucosylation (Figure 41 ; Tableau 6).
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Figure 41 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des N-glycannes perméthylés des
cellules THP-1 non différenciées.

Les données extraites des profils de spectrométrie de masse ont révélé que les N-glycannes
complexes étaient principalement des glycannes bi-antennés (= 70%). Le reste des N-
glycannes complexes est composé d’environ 20% de N-glycannes tri-antennés et de 10% tétra-
antennés. Les faibles intensités des structures de haute masse n’ont pas permis d’effectuer
une analyse MS/MS. Les structures tri- et tetra-antennées annotées peuvent présenter des
motifs polyLacNAc. Sur la base des structures relevées, une grande hétérogénéité dans les
degrés de sialylation et de fucosylation est observée. Alors que la majorité des N-glycannes
complexes sont mono-fucosylés, les spectres MS montrent des structures multi-fucosylées

telles que NeuAciFucaHexsHexNAcs a m/z 2779.5 (Figure 41).
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Masse moléculaire mono-isotopique

L. . . Composition
théorique perméthylés P

Théorique Non-différenciées Différenciées HexsHexNAc>
Oligomannosidique 1579.8 11,10% 10,76% HexsHexNAc;

1783.9 20,42% 11,18% HexsHexNAc;

1988.0 10,52% 7,88% HexsHexNAc;

2192.1 11,60% 9,12% HexsHexNAc;

2396.2 6,82% 4,38% HexgHexNACc;
Bi-antennés 1590.8 4,33% 4,71% FuciHexsHexNAcs

1620.8 2,40% 3,18% HexsHexNACcs

1835.9 2,87% 3,46% FuciHexsHexNAca

2070.0 0,99% 2,67% HexsHexNACcs

2081.1 1,84% 1,43% FuciHexsHexNAcs

2244.1 2,42% 3,82% FuciHexsHexNAca

2418.2 2,74% 2,26% FucoHexsHexNAc4

2431.2 1,16% 2,79% NeuAciHexsHexNAcs

2592.3 3,06% 1,70% FucsHexsHexNAc4

2605.3 2,72% 4,06% NeuAciFuciHexsHexNAca

2779.4 2,58% 1,67% NeuAciFucaHexsHexNAc,

2792.4 0,79% 1,57% NeuAc;HexsHexNAc,

2966.5 1,38% 2,71% NeuAczFuciHexsHexNAc,

3140.6 0,16% 0,11% NeuAc;FucaHexsHexNAca

3314.7 0,31% 0,49% NeuAczFucsHexsHexNAc,
Tri-antennés 2519.3 0,72% 1,48% HexsHexNACcs

2693.4 1,29% 2,23% FuciHexsHexNAcs

2880.4 0,55% 1,04% NeuAciHexsHexNAcs

3054.5 0,84% 1,91% NeuAciFuciHexsHexNAcs

3241.6 0,44% 1,14% NeuAc;HexsHexNAcs

3415.7 0,70% 2,41% NeuAczFuciHexsHexNAcs

3589.8 0,89% 1,30% NeuAc;Fuc;HexsHexNAcs

3602.8 0,59% 1,15% NeuAcsHexsHexNAcs

3776.9 0,45% 1,48% NeuAcsFuciHexsHexNAcs
Tétra-antennés 2968.5 1,10% 1,85% Hex7HexNAcs

3142.6 0,18% 0,43% FuciHexsHexNAcs

3329.7 0,54% 0,73% NeuAciHexsHexNAcs

3503.8 0,12% 0,43% NeuAciFuciHexsHexNAce

3690.8 0,38% 0,89% NeuAc;Hex7HexNAcs

3864.9 0,08% 0,25% NeuAczFuciHexsHexNAce

4052.0 0,40% 0,75% NeuAcsHex7HexNAcs

4226.1 0,05% 0,05% NeuAcsFuciHex;HexNAce

4413.2 0,45% 0,55% NeuAcsHexsHexNAcs

4587.3 1,10% 1,85% NeuAcsFuciHexsHexNAcs

Tableau 6 - lons moléculaires [M + Na]* observés dans les spectres MALDI-TOF de N-
glycannes perméthylés des cellules THP-1 non différenciées
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La détection des ions fils m/z 474 et 1021 par fragmentation MALDI-TOF/TOF de N-glycannes
mono-fucosylés a prouvé que les résidus de fucose peuvent étre liés soit au résidu de GIcNAc
réducteur du core glycannique, soit au niveau des résidus de GIcNAc des antennes, suggérant
ainsi un motif de type Sialyl Lewis (Figure 42). Contrairement a la fucosylation, la sialylation a
été observée dans environ 40% des N-glycannes complexes perméthylés. Ces derniers sont
principalement mono- et di-sialylés, bien que des structures tri- et tétra-sialylées ont
également été détectées. En outre, des structures totalement sialylées, sur lesquelles chacun
des résidus de galactose est substitué par de |'acide sialique, ont été observées en plus petite

guantité que des structures partiellement sialylées.
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Figure 42 - Analyse MS/MS de I'ion m/z 2967 des N-glycannes complexes perméthylés
issus de la lignée monocytaires THP-1

En paralléle, nous avons utilisé une seconde méthode ou les N-glycannes extraits ont subi une
étape d’éthyl-estérification. Cette réaction de dérivation est spécifique aux résidus d’acides
sialiques, et permet de distinguer des acides sialiques liés en position a2,3 ou en position a2,6.
Par contre, cela conduit a une interprétation plus difficile des spectres de masse. Par exemple,
pour un glycanne perméthylé de type NeuAcsHexsHexNAcs, la masse correspondante sur le
spectre est de m/z 3602.8, alors que pour le méme glycanne ethyl-estérifié, on peut retrouver

guatre masses différentes sur le spectre de masse.
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L’analyse du spectre de masse de N-glycannes éthyl-esterifiés de la lignée THP-1, nous montre
toujours un taux trés important (55%) de N-glycannes de type oligomannosidique, et une

grande hétérogénéité des N-glycannes de type complexe (Figure 43).
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Figure 43- Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des N-glycannes éthyl-estérifiés des
cellules THP-1 non différenciées.

2 — Des Cellules THP-1 différenciées par le PMA

Comme cela a été observé pour les glycolipides, la différenciation des cellules THP-1 par le
PMA induit des modifications significatives de la N-glycosylation (Figure 45). La proportion de
N-glycannes perméthylés de type oligomannosidique diminue de 60% a 40%, contrebalancée
par une augmentation des structures de type complexe (Figure 44A). Parmi les N-glycannes
de type complexe, la différenciation des cellules THP-1 en macrophages entraine une
diminution modeste mais significative des N-glycannes bi-antennés accompagnée d’une

augmentation des structures tri-antennées (Figure 44B). De méme, une diminution
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significative des structures multi-fucosylées et une augmentation des structures sialylées ont

été observées au niveau des profils MS des cellules THP-1 différenciées (Figure 44C et D).
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Figure 44 - Modifications structurales des profils MS des N-glycannes perméthylés lors de

la différenciation des THP-1.
Taux de N-glycannes de types oligomannosidique et complexe et a forte teneur en mannose des
cellules THP-1 (A); niveaux d’antennarisation des N-glycannes complexes (B); taux de fucosylation des
N-glycannes de type complexe (C); taux de sialylation des N-glycannes de type complexe (D). Les
données sont représentatives de six expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types sont
calculés a partir d’'un test ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5 (***p<0.001; **p<0.01;
*p<0.05).

111

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

100

& X2

&
w3

o
50{ |9
el

‘-N

S

~N

e

Relative intensity %

< X2

>
< x3

w8

3142.5 7.@
<@ X2
-
*Xx2
>
38656
. 4039.6 g-@
. 4226.6 ’u%

- 4588.6

=

1499.0 2202.6 2906.2 3609.8 4313.4 m/z

Figure 45 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des N-glycannes perméthylés des
cellules THP-1 différenciées

Par exemple, lors de la différenciation, les N-glycannes multi-fucosylés Fuc,;HexsHexNAca (m/z
2779.4), FucaHexsHexNAca (m/z 2417.5) et FucsHexsHexNAca (m/z 2591.5) montrent une plus
faible intensité aprés la différenciation THP-1, tandis que les structures bi-antennées non
fucosylées comme le NeuAciHexsHexNAcs (m/z 2431.4) sont significativement surexprimées.
De méme, un niveau plus élevé de N-glycannes tri-antennés NeuAczFuciHexsHexNAcs (m/z
3416,5) est observé dans les cellules THP-1 macrophagiques par rapport aux cellules

indifférenciées.

Afin de comprendre |'origine de la baisse des niveaux de fucosylation des N-glycannes, les
structures fucosylées sont fragmentées en MS/MS dans le but de déterminer la position du
fucose. Les structures mono-fucosylées peuvent présenter le fucose sur le noyau des N-
glycannes ou bien sur les antennes. L'ion m/z 2967 a été sélectionné pour étre fragmenté
(Figure 46). Le spectre montre la présence des ions fils m/z 474.1 et m/z 719.2, caractéristique
de la fucosylation sur le noyau. L’ion fils m/z 1021, ion qui caractérise le motif Sialyl Lewis,
n’est pas détecté sur cette structure glycannique apres différenciation. Cependant, en raison
de la faible intensité des glycannes, la perte de l'ion m/z 1021 sur les glycannes
potentiellement substitués par le motif Sialyl Lewis n’a pas pu étre établie sur I'ensemble des

N-glycannes.
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Figure 46 - Analyse MS/MS de I'ion m/z 2967 des N-glycannes complexes perméthylés
issus des cellules THP-1 différenciées par le PMA

Ensuite, comme pour les cellules non différenciées, les N-glycannes des cellules
macrophagiques ont été éthyl-estérifiés. Comme le montre le spectre suivant, la
différenciation induit des changements des profils de spectres de masse, a l'instar des

glycannes perméthylés (Figure 47).
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Figure 47- Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des N-glycannes éthyl-estérifiés des
cellules THP-1 différenciées.

Comme il a été décrit précédemment pour les N-glycannes perméthylés, les spectres de N-
glycannes éthyl-estérifiés des cellules différenciées présentent un taux plus important de
glycannes de type complexe, et par conséquent un taux plus faible de structures de type
oligomannosidique (Figure 48A). Dans I'ensemble, les profils de N-glycannes éthyl-estérifiés
et perméthylés obtenus présentent des résultats similaires, avec notamment une diminution
des structures multi-fucosylées (Figure 48C). Néanmoins, il convient de noter que la
proportion de N-glycannes sialylés est significativement plus faible sous forme éthyl-estérifiée
gue sous forme perméthylée (25% contre 38%). Cette différence de taux de sialylation peut
s’expliquer par le fait que pour les deux méthodes d’analyses, deux protocoles d’extraction et
de dénaturation ont été utilisés, et que la perméthylation confére une meilleure stabilisation
des acides sialiques. De plus, apreés la différenciation induite par le PMA, une diminution légere
de la sialylation en a2,6 est observée tandis que la sialylation en 02,3 n'est pas affectée par ce

phénoméne (Figure 48D).
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D'autre part, I'analyse en spectrométrie de masse des N-glycannes éthyl-estérifiés a permis
de détecter des structures de poids moléculaire plus élevé, et plus particulierement des N-

glycannes complexes pouvant porter jusqu'a huit unités LacNAc par rapport a quatre pour les

glycannes perméthylés.
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Figure 48 - Modifications structurales des profils MS des N-glycannes éthyl-estérifiés lors
de la différenciation des THP-1.
Taux de N-glycannes de types oligomannosidique et complexes des cellules THP-1 (A); niveaux
d’antennarisation des N-glycannes complexes (B); taux de fucosylation des N-glycannes de type
complexe (C) ; niveau de sialylation en a2,3 et a2,6 des N-glycannes de type complexe (D). Les données
sont représentatives de six expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types sont calculés
a partir d’un test ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5 (***p<0.001; **p<0.01 ; *p<0.05).

La détection des ions de haut poids moléculaire indique une tendance a I'augmentation de
I’élongation des antennes des N-glycannes complexes aprés différenciation, et principalement
les glycannes composés de quatre, cing et six unités de LacNAc. En effet, I'analyse statistique
a révélé que la différenciation induit une augmentation significative des structures
FuciHexeHexNAcs ( m/z 2174.7), Hex;HexNAce ( m/z 2393.8), HexsHexNAc6Fuc: ( m/z 2539.9),

HexgsHexNAcsFuci ( m/z 2905.0) et HexsHexNAcsFuci ( m/z 2905.0) et HexgHexNAcsFuc: ( m/z
3270,2) (Figure 49).
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Figure 49 - Quantification relative des N-glycannes éthyl-estérifiés de haut poids
moléculaire apres différenciation.
Les données sont compilées a partir de six expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types
sont calculés a partir d’'un test ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5. (***p<0.001;
**p<0.01 ; H : Hexose ; N : N-acetylhexosamine ; F : Fucose)

La comparaison des profils de N-glycannes éthyl-estérifiés a partir de cellules THP-1
indifférenciées et différenciées a confirmé les résultats obtenus a partir de N-glycannes
perméthylés. La différenciation cellulaire modifie la machinerie de glycosylation, ce qui
conduit a la production d’un taux plus important de glycannes de type complexe par rapport
au type oligomannosidique. Cette production accrue de N-glycannes de type complexe
s’accompagne d’une augmentation de |'antennarisation, comme observée avec les N-

glycannes perméthylés.

E — Analyses en spectrométrie de masses des profils de O-

glycosylation

Une réaction de béta-élimination réductrice est effectuée afin de libérer les O-glycannes des
peptides N-déglycosylés générés a partir des cellules THP-1. Aprés purification sur colonne de
Dowex 50x2, les O-glycannes sont perméthylés et analysés par spectrométrie de masse
MALDI-TOF. L’'ensemble des structures identifiées est répertorié dans le tableau et la figure
suivants (Figure 50 ; Tableau 7). Les structures annotées sur le spectre suivant n’ont pas été

confirmées par MS/MS.

Sur la base du calcul des compositions en monosaccharides en spectrométrie de masse, et de
nos connaissances sur la biosynthése des O-glycannes de type mucine dans les cellules
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humaines, nous avons identifié des O-glycannes avec des noyaux de type 1 (GalB1,3GalNAc)

et de type 2 (GalB1-3[GIcNAcB1-6]GalNAc).
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Figure 50 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des O-glycannes perméthylés des
cellules THP-1 non différenciées.

Masse moléculaire mono-isotopique Composition
Théorique Non-différenciées Différenciées

895.5 30,98% 33,23% NeuAciHexiHexNAc-ol
983.5 25,74% 23,89% Hex,HexNAciHexNAc-ol
1069.6 10,83% 11,19% NeuAci:FuciHexiHexNAc-ol
1157.6 9,68% 7,93% FuciHexoHexNAciHexNAc-ol
1228.6 3,85% 4,30% Hex,HexNAc;HexNAc-ol
1256.6 9,03% 11,70% NeuAcaHexiHexNAc-ol
1344.7 4,43% 4,09% NeuAciHex,HexNAciHexNAc-ol
1432.8 1,48% n.d. HexsHexNAc;HexNAc-ol
1606.8 1,18% 0,99% FuciHexsHexNAc2HexNAc-ol
1705.9 2,81% 2,68% NeuAc,Hex,HexNAciHexNAc-ol

Tableau 7 - Affectation des ions moléculaires ([M + Na] +) observés dans les spectres
MALDI-TOF des O-glycannes perméthylés de cellules THP-1 non-différenciées et
différenciées par PMA

Les profils MS mettent en avant les signaux m/z 895.4 et m/z 983.4 attribués aux
NeuAciHexiHexNAc-itol et HexoHexNAciHexNAc-itol. La plupart des O-glycannes (55-60%)
sont substitués par un ou deux résidus d'acide sialique. En revanche, seulement 25% des O-

glycannes totaux sont fucosylés et seulement deux O-glycannes contiennent a la fois des
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résidus d'acide sialique et un résidu de fucose tels que le FuciNeuAciHexiHexNAc-itol (m/z
1069.4). L’analyse des données obtenues en spectrométrie de masse MALDI-TOF-MS n’a
montré aucune variation significative entre les profils O-glycannes des cellules THP-1 non-
différenciées et différenciées, ce qui indique que le traitement PMA ne modifie pas le profil

général des O-glycannes des cellules THP-1 (Tableau 7).

F - Expression de surface des épitopes Lewis X et Sialyl Lewis X

des cellules THP-1

L'épitope Lewis X (GalB1-4[Fucal-3]GIcNAcB1) et son homologue sialylé, le Sialyl Lewis X
(NeuAca2-3GalB1-4[Fucal-3]GIcNAcB1) font partie des ligands des sélectines les plus
fortement exprimés au niveau des glycolipides et des glycoprotéines de la surface cellulaire
des cellules immunitaires. Considérant que la différenciation des cellules THP-1 par le PMA
affecte la sialylation et la fucosylation de N-glycannes complexes, comme |'ont démontré les
données MS, nous avons évalué |'expression a la surface cellulaire de Lewis X et Sialyl Lewis X

par cytométrie en flux a I'aide d’anticorps spécifiques.

Comme le montre la Figure 51, les fixations spécifiques des anticorps anti-CD15 et anti-sCD15
sur les cellules monocytaires THP-1 démontrent la présence des épitopes Lewis X et Sialyl
Lewis X a la surface cellulaire. L'épitope Lewis X est lui aussi détecté a la surface des
macrophages THP-1. En revanche, aucune interaction spécifique de I'anticorps anti-sCD15
avec les cellules THP-1 traitées par PMA n’est mesurée, comme en témoigne la superposition
avec l'isotype contréle. Ce résultat réveéle que l'expression du Sialyl Lewis X a la surface

cellulaire des cellules THP-1 est fortement régulée lors de la différenciation induite par le PMA.
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Figure 51 - Détection des épitopes Lewis X et Sialyl Lewis X a la surface cellulaire des
cellules THP-1 monocytaires et macrophagiques.
Les cellules sont incubées en présence d'anticorps fluorescents anti-Sialyl Lewis X (sCD15) ou anti-
Lewis X (CD15) représentés par les pics noirs. Les pics blancs montrent la fixation non-spécifique d’un
isotype contréle. Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes réalisées en
duplicate.

G - Analyse par gPCR des niveaux d'expression des genes de la

glycosylation.

Afin de corréler les résultats obtenus par spectrométrie de masse, nous avons par la suite
déterminé les niveaux des genes des voies de biosynthese de N-glycosylation ou des
glycosphingolipides potentiellement impliqués. En premier, deux genes codant pour des
enzymes clés de la biosynthése des gangliosides ont été ciblés : ST3GAL5 encodant la GM3
synthase et B4GALNT1 encodant la GM2/GD2 synthase. Comme le montre la Figure 52, la
différenciation des THP-1 induit une expression neuf fois plus importante de la GM3 synthase,
ce qui est conforme a I'augmentation observée en spectrométrie de masse de la synthése de

GM3, alors que I'expression de BAGALNT1 n’est pas modifiée dans les cellules différenciées.

En ce qui concerne la biosynthese des N-glycannes, des genes codant les enzymes
responsables de I'antennarisation et de I'allongement des antennes ont été sélectionnés,
notamment quatre N-acétylglucosaminyltransférases (MGAT1, MGAT2, MGAT4A, MGATS5) et
deux B-1,4-galactosyltransferases (B4GALT1; BAGALT3). Le traitement par le PMA induit une
expression trois fois plus importante de MGAT1, MGATS5 et BAGALT1 (Figure 52). Ce résultat

correle avec la biosynthése accrue de N-glycannes de type complexe dans des cellules
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différenciées, mais également avec une antennarisation plus importante des N-glycannes
complexes. En revanche, les niveaux d'expression de MGAT2, MGAT4A et BAGALT3 ne sont

pas affectés par le traitement au PMA (Figure 52).
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Figure 52 - Représentation schématique du début de la voie de biosynthése des
gangliosides et des N-glycannes (A) et expression des ARNm des glycosyltransférases
impliquées dans la biosynthése des N-glycannes et des GSLs (B).

Les ARN totaux sont extraits des cellules indifférenciées et des cellules THP-1 différenciées par PMA et
les ARNm sont quantifiés par RT-gPCR par la méthode décrite par Pfaffl et normalisée avec le géne
HPRT (Pfaffl, 2001). Les données représentent la déviation standard de trois exemplaires a partir de

trois expériences indépendantes.

De plus, nous avons étudié I'expression d'un panel d'enzymes impliquées dans la maturation
de N-glycannes complexes, y compris deux genes codant les sialyltransférases ST3GAL4 et
ST6GAL1 impliquées respectivement dans la a2,3- et a2,6-sialylation, deux génes codant les
fucosyltransférases FUT4 et FUT8 impliquées respectivement dans la al,3- et al,6-
fucosylation, et la sialidase NEU1 impliquée dans la dégradation des glycannes sialylés. En ce

qui concerne NEU1, sa surexpression lors de la différenciation par le PMA a déja été prouvée
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(Liang et al., 2006), et est utilisée ici comme témoin. Comme le montre la Figure 52, FUTS,
impliquée dans la fucosylation du noyau des N-glycannes, est surexprimée d’un facteur trois
dans les macrophages par rapport aux monocytes tandis que FUT4 est sous-exprimée d’'un
facteur deux. Concernant la sialylation, une augmentation modérée (x1,9) de I'expression de

ST6GAL1 est détectée.
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1l — Discussion

La lignée cellulaire THP-1 est connue pour étre un modele bien adapté pour étudier les
fonctions cellulaires des monocytes/macrophages impliquées dans le systéeme immunitaire
inné (Chanput et al.,, 2014; Park et al., 2007). Les chaines saccharidiques liées aux
glycoprotéines et aux glycolipides sont des ligands a la fois des lectines bactériennes et
immunitaires telles que les sélectines, les galectines ou encore les SIGLECs (Chung et al., 2013;
Macauley et al., 2014; Mondal et al., 2015). Ces interactions lectine-glycanne régulent les
processus d'adhésion cellulaire, la différenciation cellulaire, les mécanismes d'apoptose ainsi
gue les voies de signalisation impliquées dans la production de cytokines et la phagocytose de
pathogene (Park et al.,, 2011). Cette premiére partie a permis de mettre au point une
méthodologie pour I'analyse de la glycosylation des cellules immunitaires et de mettre en
évidence les variations du glycome lors de la différenciation de la lignée monocytaire THP-1
en macrophages, mais également de mettre en lumiére la glycosylation totale de ce modele
cellulaire. En combinant différentes approches analytiques telles que I'analyse structurale des
glycannes par spectrométrie de masse, la détection d'épitopes glucidiques par cytométrie en
flux et la quantification de I'expression de génes codant pour des glycosyltransférases par
gPCR, nous avons montré que la différenciation des cellules THP-1 monocytaires en

macrophages conduit a un remodelage des profils de glycosphingolipides et de N-glycannes.

Nous avons caractérisé pour la premiére fois par spectrométrie de masse le profil en
glycosphingolipides de cette lignée et établi que la synthése de nombreux gangliosides (GM3,
GM2, GD3, GM1 et GD1) est considérablement augmentée lors de la différenciation de celle-
ci. L'augmentation du nombre de structures de type gangliosides apres la différenciation des
THP-1 est directement corrélée avec la surexpression de I'ARNm de la ST3GAL5 (GM3
synthase). Des études antérieures ont déja démontré que la différenciation induite par le PMA
dans des lignées de cellules leucémiques humaines HL-60 et U937 en macrophages, active la
voie PKC ERK ; il s’en suit une régulation de la GM3 synthase, et par conséquent la synthese

de GM3 (Choi et al., 2007; Momoi et al., 1986; Nojiri et al., 1986).

De plus, cette expression élevée de la GM3 synthase n'est pas limitée aux lignées pro-
myélocytaires. Gracheva et al. ont reporté un effet similaire lors de la différenciation par le

M-CSF des monocytes sanguins humains en macrophages (Gracheva et al., 2009, 2007). Ces
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données suggerent fortement que I'expression de la GM3 synthase est un carrefour
métabolique dans la synthése des gangliosides, lors de la différenciation

monocyte/macrophage.

Apres les profils de glycosphingolipides, nous avons caractérisé le N-glycome des monocytes
THP-1 et des macrophages en utilisant deux méthodes différentes lors de la préparation des
échantillons. D'une part, les N-glycannes ont été libérés a partir de glycopeptides et ensuite
per-O-méthylés, dans le but d’augmenter la sensibilité de I'analyse en spectrométrie de
masse, évitant également une perte des acides sialiques et permettant aussi des informations
de séquences déduites a partir de la fragmentation MS/MS (lonel Ciucanu and Kerek, 1984;
Domon and Costello, 1988). En paralléle, nous avons utilisé une deuxiéme méthode d’analyse
pour étudier nos échantillons. Cette méthode est un procédé de préparation d'échantillons a
haut débit développé récemment qui consiste a libérer N-glycannes a partir de glycoprotéines
fixées sur une membrane de PVDF dans une plaque 96 puits, suivie d'une dérivation chimique
des glycannes permettant la stabilisation et la discrimination des masses des acides sialiques

liés en a2,3 et 02,6.

Le but de l'utilisation de deux méthodes n’était pas de comparer les performances (débit,
sensibilité, robustesse ...) de chacune, mais plutét d'obtenir des données complémentaires
concernant la structure des N-glycannes. Bien que des structures glycanniques similaires
soient observées dans les spectres MS de N-glycannes perméthylés et éthyl-estérifiés, nous
avons constaté des divergences de résultats entre ces deux méthodes. Par exemple, le taux
de N-glycannes sialylés est significativement plus faible lorsque les N-glycannes sont éthyl-
estérifiés par rapport aux N-glycannes perméthylés (25% contre 38%), alors qu'aucune
différence n'est observée concernant les taux de fucosylation (80%). Ce type de différence
n’est pas surprenant puisque les deux méthodes de préparation d'échantillons different en de
nombreux points (c'est-a-dire I'extraction / dénaturation de protéines, la libération et la
dérivation de glycannes, la purification des glycannes dérivés ...). Néanmoins, malgré ces
différences, les deux méthodes ont révélé une augmentation de la proportion de N-glycannes
de type complexe. En effet, alors que les N-glycannes oligomannosidiques sont prédominants
dans les cellules THP-1 non-différenciées, comme indiqué dans la base de données du CFG

(http://www.functionalglycomics.org/glycomics/publicdata/glycoprofiling.isp) (“Home :

Functional Glycomics Gateway,”), les N-Glycannes de type complexe représentent le type
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majoritaire dans les cellules THP-1 différenciées. Cette augmentation des N-glycannes de type
complexe est directement corrélée a une surexpression des ARNm d’enzymes jouant un role
clé dans la régulation de la maturation des N-glycannes. En particulier, trois B-N-acétyl-
glucosaminyltransférases (MGAT1; MGAT4A; MGATS), impliquées dans la maturation et la
ramification des N-glycannes, sont surexprimées de maniere significative suite au traitement
par le PMA. Contrairement aux cellules THP-1, il a été relevé que dans la lignée monocytaire
HL-60, MGAT1 et MGATS5 sont sous-exprimées apres différenciation par le PMA (Liu et al.,
1998; Zhao et al., 2003). De la méme maniére, une augmentation modérée de I'expression de
ST6GALL est enregistrée suite a la différenciation des cellules THP-1 alors que cette enzyme
est réprimée dans HL-60 (Taniguchi et al., 1998). Cet écart peut s'expliquer par une régulation
différentielle de I'expression des genes de glycosyltransférases entre ces deux lignées

cellulaires leucémiques, comme décrit précédemment par Gassen et al. (Gassen et al., 1998).

De plus, nos résultats montrent une augmentation de |'expression de B4GALT1, une B-1,4-
galactosyltransférase impliquée dans la synthése des épitopes de type 2 polyLacNAc. Cette
enzyme pourrait étre responsable de I'augmentation des structures de polyLacNAc observées
par spectrométrie de masse apres différenciation des cellules THP-1. Ces structures
polyLacNAc peuvent servir de substrats accepteurs pour différentes modifications comme la
sialylation et la fucosylation. Nous avons détecté des N-glycannes de type complexe
principalement mono-fucosylés et une diminution des structures multi-fucosylées apres
traitement par le PMA. Ce résultat est conforté par I'augmentation du taux d'ARNm codant
FUTS8 et la diminution du niveau d'ARNm de FUT4. FUT8 est une a-1,6-fucosyltransférase
responsable de I'addition d’un résidu de fucose sur le premier résidu de GIcNAc du noyau des
N-glycannes. Par des expériences de cytométrie en flux, Plattner et al. ont précédemment
observé une fixation accrue de la LCA (Lens culinaris agglutinin), une lectine qui reconnait les
N-glycannes complexes di- et tri-antennés fucosylés en al,6, suite a la différenciation induite
par PMA des cellules THP1 (Cummings and Etzler, 2009; Plattner et al., 2009). Cette variation
de fucosylation peut influer la régulation de diverses activités biologiques comme la
phagocytose, la présentation et la capture des antigénes ainsi que la polarisation M1/ M2 des

macrophages (Li et al., 2014).

Nous avons ensuite observé, comme |'ont fait Stamatos et al., une surexpression de NEU1,

une neuraminidase lysosomale migrant a la membrane plasmique lors de la différenciation
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des monocytes (Stamatos et al., 2005). Une autre sialidase NEU3, située a la membrane
plasmique, a été décrite comme étant régulée a la baisse sur des cellules THP-1 différenciées
par le PMA (Liang et al., 2006). Cette surexpression de NEU1 peut étre responsable du déclin
de la sialylation de I'a2,6 et de I'épitope Sialyl Lewis X a la surface cellulaire des cellules
macrophagiques. Plusieurs études ont prouvé la perte de I'épitope Sialyl Lewis X lors de la
différenciation des lignées monocytaires U937 et HL-60 en macrophages (Gadhoum and
Sackstein, 2008; Klein et al., 1998; Trabelsi et al., 1997). De plus, Julien et al. ont montré que
I’expression du Sialyl Lewis X au niveau des O-glycannes de PSGL-1 est régulée lors de la
différenciation des cellules dendritiques (Julien et al., 2007). Cependant, nous n'avons pu
observer aucune variation significative du O-glycome lors de la différenciation des cellules
THP-1 en macrophages. Cela suggére que la variation de Sialyl-Lewis X sur les THP-1 est
controlée par la N-glycosylation. La sialylation régule I'adhésion cellulaire et le processus
d'apoptose des monocytes/macrophages (Liu et al., 2011; Seales et al., 2005; Semel, 2002;
Swindall and Bellis, 2011). Le traitement par PMA des monocytes induit une perte de la
sialylation de l'intégrine a5B1 via la voie de signalisation PKC/ERK et une adhérence cellulaire
accrue a la fibronectine. L’adhésion cellulaire via l'intégrine a5B1 est également régulée par
le niveau d'expression de MGATS5, et son activité est impliquée dans I'adhésion et la
transmigration des cellules monocytaires THP-1 (Yang et al., 2012). Les activités relatives de

ces différentes glycosyltransférases semblent étre cruciales pour la différenciation cellulaire.

L'ensemble des résultats présentés dans ce chapitre ont fait I'objet d’une publication parue
dans Journal of Proteome Research (Delannoy et al., 2016). Cela a permis de mettre en lumiere
I'ensemble du glycome des cellules THP-1, mais également de mettre en place une
méthodologie capable de montrer les variations de glycosylation en spectrométrie de masse.
Cette méthodologie peut étre ensuite appliquée a I’étude de la glycosylation des macrophages

dans des contextes inflammatoires ou infectieux.
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ABSTRACT

The human acute monocytic leukemia cell line THP-1 is widely used as an in vitro phagocytic
cell model, since it exhibits several immune properties similar to native monocyte-derived
macrophages. In this study, we investigated the alteration of N- and O- linked glycans as well
as glycosphingolipids, during THP-1 differentiation, combining mass spectrometry, flow
cytometry and quantitative real-time PCR. Mass spectrometry revealed that macrophage
differentiation led to a marked upregulation of expression of GM3 ganglioside as well as an
increase of complex-type structures, particularly tri-antennary glycans, occurring at the expense
of high-mannose N-glycans. Moreover, we observed a slight decrease in the proportion of
multi-fucosylated N-glycans and a2,6-sialylation. The uncovered changes in glycosylation
correlated with variations of gene expression of relevant glycosyltransferases and glycosidases
including sialyltransferases, P-N-acetylglucosaminyltransferases, fucosyltransferases and
neuraminidase. Furthermore, using flow cytometry and lectin/antibodies directed against
glycan structures, we confirmed that the alteration of glycosylation occurs at the cell surface of
THP-1 macrophage-like cells. Altogether, we established that macrophagic maturation of THP-
1 induces dramatic modifications of the surface glycosylation pattern that may result in

differential interaction of monocytic and macrophagic THP-1 with immune or bacterial lectins.
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INTRODUCTION

Macrophages and their precursors, monocytes, mediate the innate immune system through the
initiation and regulation of inflammation and contribute to the adaptive immunity via antigen
processing and presentation. The differentiation of monocytes into macrophages or dendritic
cells results in phenotypic changes mainly illustrated by the expression of specific cell surface
antigens (e.g. co-activators markers/adhesion molecules) and the production of either pro- or
anti- inflammatory mediators'. This differentiation process influences the biological functions
of these immune cells and leads to a reorganization of cell surface glycans®?. For example, Bax
et al. established that the proportion of N-acetyl-lactosamine (LacNAc) motifs and sialylated
glycans increased during the dendritic cell maturation. Several studies have also reported that
these  modifications might be related to the modulation of either
glycosyltransferases/glycosidases expression and/or their enzymatic activity during the
monocytes maturation into macrophages*°. N- and O-linked glycans carried by cell surface
glycoproteins and glycolipids are involved in different physiological or pathological processes,
such as host defense, immunological and inflammatory responses, tissue homeostasis or
cancers®’. In particular, carbohydrates participate to multiple mechanisms of cellular regulation
including intracellular trafficking, endocytosis, folding and proteolysis, cell communication,
regulation of signaling pathways, as well as cell differentiation, adhesion and growth®’.
Moreover, the structural variability and complexity of glycoproteins/glycolipids allow them to
modulate cell-cell recognition through specific interactions with either human or bacterial
lectins'®!2. For instance, glycans serve as receptors for a large set of pathogens, including
viruses, bacteria, and toxins such as cholera toxin that binds to Gmi ganglioside'®. The relevance
of glycosylation in innate and adaptive immunity is well established through the influence of
glycans in antigen presentation by MHC followed of T-cell priming, in leucocytes recruitment
to inflammatory sites via selectins as well as in immune activation and apoptosis process in
which a diversity of lectin receptors (mannose receptors, galectins) are involved'*!°. Although
structural and functional changes in cell surface glycosylation have already been described
during the differentiation and activation of several types of immune cells'é, much less is known
about the variations of glycosylation that take place during the differentiation of monocytes into

macrophages.

Human monocytic cell lines, such as THP-1 or HL-60 are frequently used as macrophage-
like models allowing the prediction of both function and behavior of these phagocytes. Indeed,

the low cell number and heterogeneity of macrophages obtained from tissue biopsies or
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differentiated blood monocytes often represents a barrier to analyze the function of primary
cells. Over the last two decades, the human acute monocytic leukemia cell line THP-1'" has
become one of most widely used cell lines to investigate the biological properties and regulation
of monocytes/macrophages in immunity, cancer and cardiovascular/atherosclerosis diseases!'®
21, Following treatment with phorbol myristate acetate (PMA), THP-1 cells differentiate into
macrophage-like cells that mimic several properties of native monocyte-derived
macrophages!®?""?2, Indeed, in response to phorbol ester (PMA), THP-1 cells exhibit a high
phagocytic and adhesion capacity, a resistance to apoptosis and express surface marker
molecules related to primary macrophages. Plattner and coworkers have reported significant
changes in the binding of plant lectins to THP-1 cells following PMA-induced differentiation,
suggesting an alteration in the cell surface glycosylation pattern®®. And recently, it has been
demonstrated that PMA-differentiation disturbed the dynamic of sialylation*. Nevertheless, up

to now, no structural studies have further substantiated the exact nature of these changes.

Based on these observations, the aim of this study was to finely analyze the changes of
glycosylation that occur during the differentiation of monocytic THP-1 cells into macrophages.
Glycolipids as well as N- and O-linked glycans of glycoproteins were sequentially released and
purified from both PMA-treated THP-1 and untreated cells. The glycomic profiles of these cells
were analyzed by mass spectrometry and flow cytometry, and the uncovered changes in
glycosylation related to THP-1 differentiation were correlated with the expression pattern of

glycosyltransferases and glycosidases involved in glycan elongation and trimming.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Human monocytic THP-1 leukemia cells (ECACC n°® 88081201) were seeded at a density of
3 x 10° cells/mL in RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated FCS, 2 mM
L-glutamine, 20 uM B-mercaptoethanol and maintained in a humidified atmosphere with 5%
CO, at 37°C. Differentiation of THP-1 into macrophage-like cells was achieved by
resuspending THP-1 cells at 4,5 x 10° cells/mL in growth medium supplemented with 20 nM
phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) for 72 h**2225, PMA treatment induced the adhesion
of macrophage-like THP-1 cells to plastic whereas undifferentiated monocytic cells grow in
suspension. Cell viability was assessed using trypan blue dye exclusion or flow cytometry

(FACSCalibur flow cytometer) by using propidium iodide.

Flow cytometry analysis of cell surface marker

The phenotypic differentiation of THP-1 into macrophage-like cells was controlled by flow
cytometry analysis of the cell surface adhesion molecule CD11c expression level in untreated
and PMA-treated THP-1 cells?!*>?6, Adherent PMA-treated cells were detached from plates
with cell dissociation non-enzymatic solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) followed
by three washes with PBS. Cell surface staining was performed by a direct immunofluorescent
assay using FITC-conjugated anti-CD11c¢ mouse IgGlk, (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France). Briefly, 250,000 cells were pre-incubated 20 min at 4°C with Fc-receptor blocking
reagent (Innovex Biosciences, Richmond, CA, USA) to decrease the non-specific binding,
washed with PBS and incubated for 40 min at 4°C with 7 pl of FITC-conjugated anti-CD11c
in PBS containing 0.1% BSA. FITC-conjugated mouse isotype control IgG (BD Biosciences)
was used as negative control. The expression of Lewis* (Le*) and sialyl-Le* (sLe*) epitopes was
determined during THP-1 differentiation by flow cytometry using BB515 mouse anti-human
CD15 mAb (BD Biosciences) directed against Le*, and Alexa Fluor 488-conjugated anti-human
sCD15 mouse mAb (BD Biosciences) specific for the sLe*. A control of the non-specific
binding was performed in presence of either Alexa Fluor 488 or BB515 mouse IgM k isotype
irrelevant Abs.

Data were monitored on a flow cytofluorometer (FACSCalibur, BD Biosciences) and analyzed

with the CellQuest software (Mountain View, CA, USA). Cells were gated for forward- and
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side-angle light scatters and the fluorescence channels were set on a logarithmic scale and the

mean fluorescence intensity was determined.

Quantitative Real-Time-PCR (qPCR) analysis of glycosylation enzymes

Total RNA was extracted from both undifferentiated THP-1 and PMA-treated cells (3x10°),
using the Nucleospin RNA II kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France), according to the
manufacturer's instructions. RNA concentrations were determined using a NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Scientifics, Wilmington, USA). Total RNA was then subjected to
reverse transcription as described in The Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit. The
oligonucleotide sequences (Eurogentec, Seraing, Belgium) used as primers for the PCR
reactions are given in Table L.

Primer pairs were either previously described or designed using the primer3 software
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). QPCR and subsequent data analysis were performed using
the Mx3005p Quantitative System (Stratagene, La Jolla, CA, USA). PCR reaction (25 pL)
contained 12.5 pL of the 2x Brilliant SYBR Green qPCR Mastermix (Thermo Fischer
Scientific, Rockford, USA), 300 nM of primers and 4 pL of cDNA (1:40). DNA amplification
was performed with the following thermal cycling profile: initial denaturation at 94°C for 10
min, 40 cycles of amplification (denaturation at 94°C for 30 s, annealing at Tm for 30 s, and
extension at 72°C for 30 s) and a final extension at 72°C for 5 min. Tm was 60°C for all PCR
reactions except for HPRT: 58°C. The fluorescence monitoring occurred at the end of each
cycle. The analysis of amplification was performed using the Mx3005p software. For each
primer pair, the specificity of the amplification was checked by recording the dissociation
curves, visualizing the amplified products in agarose-gel electrophoresis and sequencing the
products. The efficiency of amplification was checked by serial dilutions of cDNA from THP-
1 cells and was between 95% and 105%. Hypoxanthine-guanine PhosphoRibosylTransferase
(HPRT) gene was used to normalize the expression of genes of interest. All experiments were
performed using three different biological samples. The quantification was performed by the
method described by Pfaffl*’.

Extraction and purification of glycolipids

Untreated and PMA-differentiated THP-1 cells were detached from T175 flasks with cell
dissociation non-enzymatic solution and washed twice with PBS. Cells (2x107) were
lyophilized and extracted three times with CHCl3/CH30H (2:1, v/v) and once by CHCIl3/CH3;0H

(1:2, v/v) using intermediary centrifugations at 2500 g for 20 min. Combined supernatants were
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dried under a nitrogen stream, subjected to mild saponification in 0.1 M NaOH in
CHCI3/CH30H (1:1, v/v) at 37°C for 2 h and evaporated to dryness. Samples were reconstituted
in CH30H/0.1% TFA in water (1:1, v/v) and applied to a reverse phase Cig cartridge (Waters,
Milford, MA, USA) equilibrated in the same solvent. After washing with CH30OH/0.1% TFA in
water (1:1, v/v), GSL were eluted by CH3;OH, CHCIl3/CH30OH (1:1, v/v) and CHCI3/CH30H

(2:1, v/v). The elution fraction was dried under nitrogen stream prior to structural analysis.

Sequential release and purification of V- and O-glycans

Cells were resuspended in 6 M guanidinium chloride and 5 mM EDTA in 0.1 M Tris/HCI, pH
8.4, and agitated for 4 h at 4 °C. Then, dithiothreitol were added to a final concentration of 20
mM and incubated during 5 h at 37°C, followed by addition of 50 mM iodoacetamide overnight
in the dark at room temperature. The reduced/alkyled glycoproteins were dialyzed against water
at 4°C for 72 h and lyophilized. Samples were incubated with trypsin TPCK (Sigma-Aldrich)
at a 20:1 ratio (w/w) in 50 mM NH4HCO;3, pH 8.5, for 24 h at 37°C. The digestion was stopped
by incubation at 100°C for 5 min, followed by Cis Sep-Pak chromatography (Waters Corp.,
Guyancourt, France). Cig Sep-Pak was equilibrated in 5% aqueous acetic acid and washed in
the same solvent. Sample was loaded on the Cis Sep-Pak and the bound peptides were eluted
with 20%, 40% and 60% (v/v) propanol in 5% aqueous acetic acid, pooled and lyophilized. N-
glycans were released by 10 U N-glycosidase F (Roche) digestion in 50 mM NH4HCOs3 buffer
pH 8.4, overnight at 37°C. N-glycans and O-glycopeptides were separated by Cis Sep-Pak,
following the same protocol described above. Propanol fractions, containing O-glycopeptides,
were pooled and freeze-dried. To liberate O-glycans, peptides were submitted to reductive
elimination in 1 M NaBH4 and 0.1 M NaOH at 37°C for 72 h. The reaction was stopped by the
addition of Dowex 50x8 cation-exchange resin (2550 mesh, H" form) until pH 6.5 was
reached. After evaporation to dryness, boric acid was distilled in the presence of methanol.
Total material was then submitted to cation-exchange chromatography on a Dowex 50x2
column (200-400 mesh, H" form) to remove residual peptides.

In addition, N-glycans were released from cells glycoproteins using a PVDF-membrane based
protocol, as previously described?®. Shortly, denaturated cells (in 5.8 M GuHCI and 5 mM
DTT), were loaded onto preconditioned HTS 96-well plates with hydrophobic Immobilon-P
PVDF membrane and incubated for 30 min at 60 °C. Plates were shaken for 5 min on a
horizontal shaker prior to centrifugation (1 min, 500 g). The wells were washed twice with 200

pL mQ water prior to centrifugation and once with 200 uL 100 mM NaHCO3 (1 min, 500 g).
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N-glycans were released by overnight incubation at 37°C with 1 mU PNGase F (Roche) in 50
ul of 100 mM NaHCO3 Glycans were recovered into 96-well collection plates by centrifugation
(2 min, 1000 g). N-glycans were ethyl-esterified as described by Reiding et al. % by adding 0.25
M HOBt and 0.25 M EDC in ethanol and incubated for 1 h at 37°C. Finally, ACN was added
and samples were stored at -20°C for 30 minutes. Samples were purified by cotton HILIC SPE
with elution in water and spotted with another matrix solution (10 mg/mL in CH3CN/H2O (1:1,
v/v)).

Mass spectrometry analysis of glycans

Glycans and glycolipids were permethylated according to the method of Ciucanu and Kerek*°
prior to mass spectrometry analysis. Briefly, samples were incubated with DMSO/NaOH/ICHj3;
during 2 h under sonication. The reaction was stopped with water and the permethylated glycans
were extracted in CHCI3 and washed at least seven times with water. Permethylated and ethyl-
esterified glycans were solubilized in CHCl; or water and mixed with 2,5-dihydroxybenzoic
acid matrix solution (10 mg/mL dissolved in CHCI3/CH30H (1:1, v/v) and spotted on MALDI
plate. MALDI-TOF mass spectra were acquired on Voyager Elite DE-STR mass spectrometer
(Perspective Biosystems, Framingham, MA, USA) and MALDITOF/TOF analyzed on 4800
Proteomics Analyzer mass spectrometer (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) in
reflectron positive mode by delayed extraction using an acceleration mode of 20 kV, a pulse
delay of 200 ns and grid voltage of 66%. For each spectrum, 5000 laser shots were performed

and accumulated.
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RESULTS

Differentiation of monocytic THP-1 cells into macrophage-like cells

Following PMA-induced differentiation of monocytic THP-1 cells into macrophages, cells
acquired both adherent properties and phenotypic morphology similar to macrophages (not
shown) as previously reported®’. The differentiation of THP-1 into macrophages was confirmed
by analyzing CD11c integrin expression by flow cytometry?®. As shown in Figure 1, CD11c
was not detected on the cell surface of untreated THP-1. In contrast, a high expression level of
CD11c was observed on PMA-treated THP-1 cells, thereby confirming the differentiation of
monocytes into macrophages-like cells. To characterize the changes of glycosylation resulting
from the PMA-induced differentiation of THP-1 cells into macrophage-like cells, we first
performed a mass spectrometry analysis of cell glycoconjugates including glycosphingolipids
and N- and O-glycans released from glycoproteins. To achieve that, we separated
glycosphingolipids and glycoproteins from the same pools of cells by organic partitioning.
Glycosphingolipids were further purified by reverse phase chromatography after mild
saponification before analysis. In parallel, N-glycans and O-glycans were sequentially released

from glycoproteins, purified and analyzed.

Mass spectrometry analysis of glycosphingolipids

Glycosphingolipids (GSL) are the most diverse and abundant type of cell surface glycolipids.
They are involved in essential cellular mechanisms such as the proliferation and differentiation
of various cell types. In order to compare their structures in non-differentiated and PMA-
differentiated THP-1 cells, GSL were extracted from pellets of 2x10° cells. The extracted GSLs
were then saponified and purified by solid phase extraction (SPE) on Cig cartridge and
permethylated, in order to achieve a higher purity and increase of the sensitivity during the
MALDI-TOF mass spectrometry measurement (Fig. 2). The nature of all GSLs was first
tentatively established based on the calculated composition of glycan and ceramide moieties
and the prior knowledge of biosynthetic pathways of human GSLs (Table II). In order to
distinguish between isomeric molecules, especially (iso)globo-series from asialo-ganglio-
series, we established their sequences by MALDI-TOF/TOF MS/MS fragmentation. Based on
these data, the structures of GSLs were inferred®'. MALDI-TOF/TOF analysis allowed us to
determine that signals at m/z 1459.8 and 1572.0 were both mixtures of Gus and Ga substituted

by either palmitic acid C16:0 (Cer*) or lignoceric acid C24:0 (Cer**) (Fig. S-1). MS/MS
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analysis of these signals showed that they contained a similar glycan moiety at m/z 912 but
different ceramide at m/z 548 and 660. Similarly, we established that the signals at m/z 1821.0
and 1933.1 corresponded to a mixture of two Gmi isomers, Gmia and Gmib that differ by the
position of the NeuAc residue either on the Gal residue in antepenultimate position or on the
Gal residue in terminal position (data not shown). As Gmia and Gmip are precursors of the two
Gp1 isomers namely Gpia and Gpie, we were wondering whether these structures could be
identified. Similar to Gmi, MALDI-TOF/TOF fragmentation analysis of the signal at m/z 2294.3
confirmed the presence of Gpia but the absence of Gpic (Fig. S-2). Indeed, the observation of
the B/Y ion pair at m/z 847/1469 clearly established the presence of one NeuAc on terminal
LacNAc and one NeuAc on internal Lac disaccharide as in Gpia. By contrast, the absence of
B/Y ion pair at m/z 1208 and 1108 that typifies a di-sialylated terminal LacNAc motif,

established that Gpic was absent or present in quantities below the detection limit.

The comparison of MS profiles of permethylated GSLs from undifferentiated and differentiated
THP-1 cells showed that PMA-induced cell differentiation leads to profound modifications of
the GSLs expression pattern (Fig. 2A). Whereas undifferentiated cells mainly expressed neutral
GSLs from (iso)globo-series, such as (iso)Gvz (Galal-3/4Galf1-4Glcf1-Cer) and Gus
(GalNAcP1-3/4Galal-3/4Galpf1-4Glcp1-Cer), PMA-differentiated THP-1 cells produced
significantly higher levels of GSLs from ganglio-series with one or more sialic acid residues.
Especially, a sharp increase of monosialylated ganglioside Gms was observed in PMA-treated
cells (Fig. 2B) as well as a modest but significant increase of Gmi. Likewise, we reproducibly
observed in differentiated THP-1 cells a Gmo signal at m/z 1616.9 and disialogangliosides Gp
and Gps signals at m/z 1845.1 and 2294.3 that were never observed in undifferentiated cells.
The overall increase in gangliosides content is counterbalanced by a drop in the neutral GSLs
content. Relative quantification of the MS signals indicated an overall 40-fold increase of
gangliosides proportions following PMA treatment (Fig. 2B). In contrast to the glycan moiety,
no difference was observed in the sphingosine and fatty acid composition of GSL that shows a

constant Cer*/Cer** ratio of 40/60 (data not shown).

Mass spectrometry analysis of N-Glycans

Glycoproteins from THP-1 cells were denatured and digested by PNGase F to release N-
glycans. In order to obtain as much structural information as possible, we analyzed each sample
in both permethylated and ethyl esterified forms. Indeed, permethylation is a well-established

method to stabilize sialic acid bond that is otherwise prone to cleavage upon laser irradiation
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and renders the oligosaccharides resistant to in-source fragmentation. Furthermore,
permethylation was shown to enable an increased reproducibility for glycan relative
quantification over native glycans*23*. However, it is conceivable that the drastic derivatization
procedure may induce structural rearrangements, which is why we confirmed all the data by an

additional mass spectrometry method.

Permethylated N-glycans released from undifferentiated THP-1 cells led to the identification of
a large number of structures (Fig. 3A and Table III). As for glycolipids, the composition of
individual N-glycans was first established by MS, and then their sequence established by
MS/MS fragmentation based on prior knowledge of human N-glycosylation processes. Low
mass range signals (1500 to 2500 m/z) were mainly identified as high-mannose N-glycans
composed of five to nine mannose residues (m/z at 1579.3, 1783.3, 1987.3, 2191.3 and 2395.4)
that represented 60% of the total N-glycans in undifferentiated THP-1. The remaining signals
were identified as complex-type N-glycans that carry different modifications such as sialylation,
branching and core and/or terminal fucosylation. Data extracted from mass spectrometry
profiling revealed that complex N-glycans were mainly bi-antennary glycans (~70%). The
remaining profile was composed of 20% of tri-antennary and 10% tetra-antennary N-glycans.
Based on the calculated b, we observed a high heterogeneity in sialylation and fucosylation.
While the majority of complex N-glycans were mono-fucosylated, MS spectra showed multi-
fucosylated structures such as NeuAciFucoHexsHexNAcs at m/z 2779.5 (Fig. 3A). The
detection of the fragment ions at m/z 474 and 1021 by MALDI-TOF/TOF-MS/MS
fragmentation of individual fucosylated N-glycans proved that the fucose residues could be
attached to the reducing GIcNAc residue of the N-glycan core as well as to the antennae GIcNAc
residue suggesting a sialyl lewis (sLe) motif (Fig. S-3). In contrast to fucosylation, sialylation
was observed in about 40% of permethylated complex N-glycans. The latter were
predominantly mono- and di-sialylated although tri- and tetrasialylated were also detected.
Moreover, fully sialylated structures, with each galactose residues substituted by sialic acid,

were less observed than partially sialylated structures.

As observed for glycolipids, differentiation of THP-1 cells with PMA induced significant
modifications in the N-glycosylation pattern (Fig. 3B). The proportion of high-mannose N-
glycans decreased from 60% to 40%, balanced by an increase of complex-type structures (Fig.
4A). Among complex-type N-glycans, THP-1 differentiation led to a modest but statistically
significant decrease of bi-antennary N-glycans together with the increase of tri-antennary

structures (Fig. 4B). For instance, while the NeuAciFucoHexsHexNAcs (m/z at 2779.4),
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FucoHexsHexNAcs (m/z at 2417.5) and FucsHexsHexNAcs (m/z at 2591.5) N-glycans showed
reduced expression after THP-1 differentiation, non fucosylated bi-antennary structures such as
NeuAciHexsHexNAcs (m/z at 2431.4) were significantly over-expressed. Similarly, a higher
level of tri-antennary N-glycan NeuAcoFuciHexsHexNAcs (m/z at 3416.5) was observed in
differentiated THP-1 compared to undifferentiated cells. Then, a significant decrease of multi-
fucosylated structures and an increase of sialylated structures were observed at the MS level in
differentiated THP-1 cells (Fig. 4C and 4D). At the MS? level, the fragment ion at m/z 1021
that typifies sLe motif could only be observed in multi-fucosylated sialylated N-glycans isolated
from undifferentiated THP-1 cells but not from differentiated cells, as exemplified by the
fragmentation pattern of N-glycan at m/z 2966.5 (Fig. S-3) and 2779.4. However, because of its
low intensity, this fragmentation event could not be established from all potentially sLe

substituted N-glycans and the distribution of sLe should be determined by another method.

Finally, a significant decrease of multi-fucosylated structures and an increase of disialylated

structures were observed in differentiated THP-1 cells (Fig. 4C and 4D).

As already mentioned, we further analyzed the N-glycans in native form to confirm the nature
of the structural modifications induced by differentiation. However, in order to minimize in
source desialylation, the released N-glycans were ethyl-esterified prior to MALDI-TOF-MS
analysis. This chemical derivatization not only stabilizes sialic acid residues during MALDI-
TOF-MS analysis, but also allows the discrimination of 02,3- and «2,6-linked N-
acetylneuraminic acids that will be ethyl-esterified at the carboxyl group or form an inter-
residual lactone, respectively?’. Consequently, whereas unmodified N-acetylneuraminic acid
residues exhibit a mass increment of 291.10 Da, 02,6-linked and 02,3-linked variants exhibit
masses of 319.13 Da and 273.08 Da, respectively. As previously observed for permethylated
N-glycans, spectra of ethyl-esterified N-glycans from undifferentiated and differentiated THP-
1 showed a majority of high-mannose structures (Fig. 5). Overall, similar N-glycan profiles
were obtained in ethyl-esterified and permethylated forms. Nevertheless, it is noteworthy that
the proportion of sialylated N-glycans was significantly lower in ethyl-esterified form than in
permethylated form (25% vs. 38%). On the other hand, MS analysis of ethyl-esterified glycans
permitted us to detect higher molecular weight molecules, including complex N-glycans with

up to eight LacNAc units vs. four for permethylated glycans.

Comparison of ethyl-esterified N-glycans profiles from undifferentiated and differentiated

THP-1 cells confirmed the results obtained from permethylated N-glycans. Indeed, cell
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differentiation induced an overall increase of complex type vs. high mannose and in the average
number of antennae as observed with permethylated N-glycans (Fig. S-4). Since we were able
to observe larger N-glycans after ethyl-esterification, we confirmed the overall tendency toward
an increase of antennae on LacNAcs4, LacNAcs and LacNAce elongated complex N-glycans
upon diffrentiation. Indeed, statistical analysis revealed that the differentiation induced a
significant increase of intensity of compounds FuciHex¢HexNAcs (m/z 2174.7), Hex7HexNAcs
(m/z 2393.8), HexsHexNAcsFuci (m/z 2539.9), HexsHexNAcsFuci (m/z 2905.0) and
HexoHexNAcsFucl (m/z 3270.2) (Fig. S-5).

Finally, following PMA-induced differentiation of THP1, we observed a slight but significant
decrease in the proportion of a2,6-sialylation whereas the 2,3-sialylation was not affected (Fig.

S-6).

Mass Spectrometry Analysis of O-Glycans

Reductive B-elimination was carried out to release O-glycans from N-deglycosylated peptides
generated from THP-1 cells. Following purification on Dowex 50%2 column, the O-glycans
were permethylated and analyzed by MALDI-TOF MS/MS. The molecular ions were identified
as O-glycans based on their calculated composition (Table IV). A majority of O-glycans were

identified as core 1 (Galf1-3GalNAc) and core 2 (Galp1-3[GIcNAcB1-6]GalNAc) O-glycans.

The MS profiles were dominated by signals at m/z 895.4 and 983.4 attributed to
NeuAciHexiHexNAc-itol and HexoHexNAciHexNAc-itol O-glycans. Most O-glycans (55-
60%) were sialylated, containing one or two sialic acid residues. In contrast, only 25% of total
O-glycans were fucosylated and only two O-glycans contained both fucose and sialic acid
residues such as FuciNeuAciHexiHexNAc-itol (m/z 1069.4). Data extracted from MALDI-
TOF-MS analyses of permethylated glycans showed no significant difference between the O-
glycan profiles of undifferentiated and differentiated THP-1 cells, indicating that PMA

treatment does not modify the overall O-glycans content of cells.

Flow cytometry analysis of sLe* and Le* expression, on monocytic and macrophagic-like

THP-1 cells.
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Lewis® (Le*) epitope (GalB1-4[Fucal-3]GIcNAcPB1) and its sialylated relative sialyl-Lewis*
(sLe*) (NeuAca2-3Galf1-4[Fucal-3]GIcNAcB1) are among the most important selectin
ligands expressed on cell surface glycoproteins and glycolipids of immune cells*#°.
Considering that the PMA-induced differentiation of THP1 into macrophages affects sialylation
and fucosylation of complex N-glycans and potentially sLe distribution, as demonstrated by

MS data, we have assessed the cell-surface expression of Le* and sialyl-Le* by flow cytometry

using specific mAbs.

As shown in Figure 6, monocytic THP-1 cells are highly immunostained by both anti-sCD15
and anti-CD15 mAbs, demonstrating the presence of both sLe* and Le* epitopes at the cell
surface. Similarly, Le* is detected on macrophage-like cells. In contrast, no specific interaction
of anti-sCD15 mAb with PMA-treated THP-1 was measured, as illustrated by overlapping
signals with isotype control. This result reveals that sLe* expression at the cell surface of

monocytic THP-1 is highly down-regulated during PMA-induced differentiation.

qPCR analysis of glyco-genes expression levels

In order to correlate the modifications of glycan expression observed by mass spectrometry and
FACS analysis upon THP-1 differentiation to biosynthesis pathways, the expression level of
genes involved in N-glycan and GSL biosynthesis was established by qPCR (Fig. 7). At first,
two genes encoding key enzymes involved in ganglioside biosynthesis were targeted: ST3GALS
encoding the Gms synthase and B4GALNT 1 encoding the Gma/Gpa2 synthase. As shown in Figure
7B, THP-1 differentiation induced a nine-fold overexpression of ST3GALS that correlates well
with the increase of Gms synthesis whereas the expression of B4GALNTI was not modified in
differentiated cells. Concerning N-glycan biosynthesis, genes encoding enzymes responsible
for antennae branching and elongation were selected, including four N-
acetylglucosaminyltransferases (MGATI;, MGAT2; MGAT4A; MGATS5) and two B-1,4-
galactosyltransferases (B4GALTI; B4GALT3). As shown in Fig. 7, PMA treatment induced a
three-fold increase of MGATI, MGATS5 and B4GALTI expression, which correlate with the
increased biosynthesis of complex type N-glycans in differentiated cells. In contrast, the

expression level of MGAT2, MGAT4A and B4GALT3 were not affected by PMA treatment.
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In addition, we investigated the expression of a panel of enzymes involved in the maturation of
complex N-glycans including two sialyltransferase genes (ST3GAL4 and ST6GALI)
respectively involved in a2,3- and o2,6-sialylation, two fucosyltransferase genes (FUT4 and
FUTS) respectively involved in a1,3- and al,6-fucosylation, and the sialidase NEU! involved
in the degradation of sialylated glycans. The gene encoding Neul was previously shown to be
up-regulated in PMA-treated THP-1 and was used here as a control experiment®®. As observed
in Figure 7B, FUTS, involved in al,6-core-fucosylation, was overexpressed with a three-fold
increase whereas FUT4, involved in al,3-fucosylation, was down-expressed with a two-fold

decrease. In case of sialylation, a moderate increase of ST6GALI expression was detected.
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DISCUSSION

THP-1 cell line is known to be a robust model to study monocytes/macrophages functions
involved in innate immunity system'®2!. Carbohydrate chains linked to glycoproteins and
glycolipids are ligands to both bacterial and immune lectins such as selectins, galectins or
SIGLEC?"° These lectin-glycan interactions regulate cell-cell and cell-extracellular matrix
adhesion processes, cell differentiation, apoptosis mechanisms as well as signaling pathways
involved in cytokine production and pathogen phagocytosis*’. The aim of this study was to
highlight the glycome variation during the differentiation of the monocytic THP-1 cell line into
macrophages. By combining different analytical approaches including the structural analysis of
glycans by mass spectrometry, the detection of carbohydrate epitopes by flow cytometry and
the quantification of expression level of glycosyltransferase-coding genes by qPCR, we showed
that the monocyte-to-macrophage differentiation of THP-1 cells induced by PMA led to a large
scale remodeling of glycosphingolipids and N-glycans patterns.

Here, we surveyed for the first time by mass spectrometry the expression pattern of all
glycosphingolipids simultaneously and established that the synthesis of numerous gangliosides
including Gm3, Gmz, Gps, Gmi and Gpi was dramatically increased. The increase of gangliosides
structures after THP-1 differentiation directly correlated with the robust overexpression of
ST3GALS (Gwms synthase) mRNA, but not of other glycosyltransferases such as B4GALNTI
(Gm2/Gp2 synthase). In agreement with our result on Gwmsz biosynthesis in THP-1, previous
studies have demonstrated that PMA-induced differentiation of human HL-60 and U937
leukemic cell lines into macrophages, activates the PKC/ERK pathway, followed by an up-
regulation of the Gums synthase and Gwms level*' ™. Moreover, this high expression of Gwms
synthase is not limited to promyelocytic cell lines. Gracheva et al. have reported the similar
effect after differentiation of human blood monocytes into macrophages*!. Altogether, this
strongly suggests that Gms synthase may act as a metabolic bottleneck for the synthesis of the

whole family of gangliosides, during monocyte-to-macrophage differentiation.

Along with glycosphingolipids, we have characterized the N-glycosylation pattern of THP-1
monocytes and macrophages using two different sample preparation methods followed by
MALDI-TOF-MS analysis. On one hand, N-glycans were released in solution from
glycopeptides and then per-O-methylated in order to increase the detection sensitivity in MS,
avoid in-source and post-source losses of N-acetylneuraminic acids and obtain some linkage

information deduced from MS/MS fragmentation®®*. In parallel, we used a recently developed
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high throughput sample preparation method which consists of releasing protein N-glycans in a
96-well PVDF-membrane filter plate followed by chemical ethyl-esterification of glycans
enabling the stabilization and mass discrimination of a2,3- and a2,6-linked N-acetylneuraminic
acids?®*®. Of note, our aim was not to compare the performances (throughput, sensitivity,
robustness...) of these two methods but rather to obtain complementary data regarding the
structure of N-glycans. Although similar glycoforms were observed in MS spectra of
permethylated and ethyl-esterified N-glycans, we noticed some discrepancies regarding the
proportion of glycan species and glycan-derived traits. For instance, the level of sialylated N-
glycans was significantly lower in ethyl-esterified glycan spectra than in the permethylated
counterparts (25% vs. 38%), while no difference was observed for the percentage of fucosylated
species (80%). Such differences were expected since the two sample preparation methods differ
in many respects (i.e. proteins extraction/denaturation, glycan release and derivatization,
purification of derivatized glycans...). Nonetheless, despite these differences, both methods
revealed an increase in the proportion of complex type N-glycans. Indeed, whereas high
mannose type N-glycans were the predominant type in monocytic THP-1 cells, as previously
reported in CFG data base

(http://www.functionalglycomics.org/glycomics/publicdata/glycoprofiling.jsp)*’, complex

type N-Glycans represented the major type in differentiated THP-1 cells. This increase of
complex type N-glycans directly correlated with an overexpression of a panel of enzymes
mRNAs that play key roles in the regulation of N-glycans maturation. In particular, three 3-N-
acetylglucosaminyltransferases (MGAT1; MGAT4A; MGAT)) that are involved in the initiation
of N-Glycans branching where significantly overexpressed following PMA treatment. In
contrast to THP-1, it was reported that in HL-60, MGATI and MGAT5 were down-regulated
after PMA differentiation*®*°. In the same direction, a moderate increase of ST6GALI
expression was detected on PMA-differentiated THP-1 cells, whereas this enzyme was down-
regulated in HL-60°°. This discrepancy may be explained by differential regulation of
glycosyltransferases genes expression between these two leukemia cell lines, as previously

described by Gassen et al.’'.

Furthermore, our result showed an increase of B4GALTI expression, a [-1,4-
galactosyltransferase involved in the synthesis of type-2 polyLacNAc epitopes. This enzyme
could be responsible of the increase of polyLacNAc structures as observed by mass
spectrometry after THP-1 cell differentiation. These polyLacNAc structures may serve as

acceptors for different modifications like sialylation and fucosylation. In the present study, we
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detected complex-type N-glycans predominantly mono-fucosylated and a decrease of multi-
fucosylated N-glycans structures after PMA-treatment. This result was supported by the
increase of FUT8 mRNA level and the decrease of FUT4 mRNA level. FUTS is an o-1,6-
fucosyltransferase which is responsible of addition of fucose to the first GIcNAc residue in N-

glycans. Accordingly, using flow cytometry, Plattner et al.?

have previously observed an
increased binding of LCA (Lens culinaris agglutinin), a lectin that recognizes complex di- and
tri- antennary N-glycans with a fucose linked 1,6 to GlcNAc core®?, following PMA-induced
differentiation of THP1 cells. Fucosylation may modulate various biological activities of
phagocytes as presentation and capture of antigens as well as polarization M1/M2 of

macrophages>>.

We then observed, as Stamatos et al>* did, an overexpression of NEUI, a lysosomal
neuraminidase known to migrate to the plasma membrane during monocyte differentiation.
Another sialidase NEU3, located to the plasma membrane, has been described to be down-
regulated on PMA-differentiated THP-1 cells*®. This overexpression of NEUI could be
responsible for the 02,6 sialylation decline and the decrease of cell surface sLe* epitopes on
THP-1 macrophagic cells detected using a specific anti-sLe* antibody. Several studies have also
shown the loss of sLe* epitope during differentiation of monocytic U937 and HL-60 cell lines
into macrophages®>>’. Furthermore, Julien et al.’ have demonstrated that sLe* epitope on O-
glycans of P-selectin glycoprotein ligand-1 is regulated during dendritic cells differentiation.
However, we could not observe any significant variation of O-glycosylation pattern of THP1
during macrophage differentiation. This strongly suggests that sLe* variation on THP-1 is
controlled by N-glycosylation. Sialylation regulates cell adhesion and apoptosis process of
monocytes/macrophages®® . PMA treatment of monocytes induced hyposialylation of a5p1
integrin via PKC/ERK signaling pathway and increased cell adhesion to fibronectin®®*°. The
adhesion cell mediated by a581 integrin is also regulated by expression level of MGATS, and
its activity is involved in adhesion and transmigration of THP-1 monocyte cells®!. The relative

activities of these different glycosyltransferases seem to be crucial to cell differentiation.
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CONCLUSION

In conclusion, we provide here a descriptive study which highlights the glycosylation changes
associated with the differentiation of monocytic THP-1 cells line into macrophages. Indeed,
despite the recognized importance of glycosylation in the regulation of multiple biological
processes involved in immunity and cancer, little was known about the glycosylation changes
that occur during the differentiation of monocytes into macrophages. Here, we demonstrated
that the patterns of major surface glycans, including glycosphingolipids and N-glycans, are
dramatically modified upon PMA activation. These changes were partially associated to the
expression level of a subset of glycosyltransferases known to regulate cell-surface sialylation.
Presently, further research is under way to determine how these glycan may modulate the
functional activity of immune cells by affecting the innate and acquired immune responses via
lectin-dependent pathway. Also, efforts are being made to extend these results to
differentiation/polarization of human blood monocytes into classically (M1) and alternatively

(M2) activated macrophages.
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FIGURES

Figure 1. Expression of the cell surface marker CD11c on macrophage-like THP-1. Monocytic
THP-1 cells were untreated (A) or incubated with 20 nM PMA (B) to induce the differentiation
into macrophages After 72h, the surface expression level of CD11c was quantified by flow
cytometry using a specific anti-CD11c antibody. The data shown is from one representative
experiment out of three independent experiments with similar results. Dotted lines,

autofluorescence; grey peaks, control isotype; black lines, anti-CD1 1c.

Figure 2: MALDI-TOF-MS profiles and calculated composition of permethylated
glycosphingolipids isolated from undifferentiated and PMA-treated THP-1 cells. A.
Comparison of MS profiles of permethylated glycosphingolipids purified from undifferentiated
and PMA-differentiated THP-1 cells. GSL are present as d18:1/C16:0 (Cer*) and d18:1/C24:0
(Cer**) isomers. O, galactose; @, glucose; O, N-acetylgalactosamine; €, N-acetylneuraminic
acid. B. Glycosphingolipids composition from undifferentiated and PMA-differentiated THP-
1 cells deduced from MALDI-TOF-MS/MS analyses. Statistical significance compared with
undifferentiated cells (***p<0.001; **p<0.01) is determined by a t-test using GraphPad Prism

5 software. Data represent median + interquartile range from seven independent experiments.

Figure 3: Comparison of MS profiles of permethylated N-glycans purified from
undifferentiated (A) and PMA-differentiated THP-1 cells (B). Major glycan peaks are
annotated and represent compositions. @, mannose; O, galactose; @, glucose; O, N-
acetylgalactosamine; @, N-acetylneuraminic acid; A, fucose. These spectra are representative

of six different experiments.

Figure 4: Structural modification of /N-glycans profile upon THP-1 differentiation by MS
analysis of permethylated glycans. (A) Ratios of complex and high-mannose types N-Glycans
on THP-1 cells; (B) Proportions of multi-antennary complex-type N-glycans; (C) Fucosylation
of complex type N-glycans, (D). Sialylation of complex type N-glycans. White bars:
Undifferentiated THP-1; gray bars: PMA-differentiated THP-1. Statistical significance

compared with undifferentiated cells (***p<0.001; **p<0.01) was determined by a two-tailed
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t-test using GraphPad Prism 5 software. Data represent median + interquartile range from six

independent experiments.

Figure 5: Comparison of MS profiles of ethyl-esterified N-glycans purified from
undifferentiated (A) and PMA-differentiated THP-1 cells (B). Major glycan peaks are
annotated and represent compositions. @, mannose; O, galactose; @, glucose; O, N-
acetylgalactosamine; @, a2-3 N-acetylneuraminic acid; A, fucose. These spectra are

representative of three experiments.

Figure 6: Detection of cell surface sLe* and Le* epitopes on monocytic and macrophagic
THP-1 cells. Cells are incubated in presence of either fluorescent-conjugated anti-sLe* (sCD15)
or anti-Le* (CD15) antibodies, as described in Materials and Methods section. These data
obtained by flow cytometry are representative for three independent experiments performed in

duplicate. White peaks show non-specific isotype control.

Figure 7: Schematic representation of gangliosides and /N-glycans biosynthesis pathway
(A) and comparison of glycosyltransferases involved in /N-glycan and GSL biosynthesis
(B). mRNA from undifferentiated and PMA-differentiated THP-1 cells were harvested and
measured by qPCR. Quantification was performed by the method described by Pfaffl*’ and

normalized to HPRT. Data represent the SEM of triplicate from three-independent experiments.
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TABLES

Table I Nucleotide sequences of qPCR primers. HPRT, ST3GALS and GALNT]1 primers
were from Cazet et al.?, NEU1 primers from Cross et al., ST6GAL1 and FUT4 primers from

Groux-Degroote et al.%, and other primers were from Garcia-Vallejo et al.®.

Primer Sequence 5° —3’ Reference
HPRT F GCCAGACTTTGTTGGATTTG 62
HPRT R CTCTCATCTTAGGCTTTGTATTTTG
ST3GAL4 F ATAAGAAGCGGGTGCGAAAGGG 65
ST3GAL4 R TCCGTGGCTGTTGCATTGGC

ST3GALS F ATCGGTGTCATTGCCGTTGT 62
ST3GALS R TTCATAGCAGCCATGCATTGA

B4GALNTI1 F CAGCGCTCTAGTCACGATTGC’ 62
B4GALNTI R CCACGGTAACCGTTGGGTAG

GnTV F GATGTGCTTTTCTGAATCCCAAGT 65
GnTV R -GGGACTTGCTGACCATGTTT

ST6GALI1 F CATCCAAGCGCAAGACTGACG 64
ST6GAL1 R TGTGCCCTGGTTGAGATGCTTC

FUT4 F GAGCTACGCTGTCCACATCACC 64
FUT4 R CAGCTGGCCAAGTTCCGTATG

FUTS8 F TCTTCATCCCCGTCCTCCA 65
FUT8 R GAGACACCCACCACACTGCA

B4GalT1 F AACTTGACCTCGGTCCCAGTGC &5
B4GalT1 R GGCCGCCCATCTTCACATTTG

BGalT3 F TAGTGGGTCCTGTGTCGGTGTC 85
BGalT3 R AGGCACAATGATGGCTGTTCG

MGATI1F GGTGATTCCCATCCTGGTCAT 65
MGATI R TCAGCCGAGGGCCGATA

MGAT2F TCCGGTTCTGCAGGTGTTC &5
MGAT2 R CAATCTCTAGGGTCACTACCTGGAA
MGAT4A F CTGTGGAAGTTTTGCCTTTTAAGAG &
MGAT4A R TGAAATGGGATTGAGACTTGGA

NEU1 F TGTGACCTTCGACCCTGAGC 63
NEU1 R TCGCAGGGTCAGGTTCACTC
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Table II Assignment of molecular ions ([M + Na]") observed in MALDI-TOF spectra of
permethylated glycosphingolipids of undifferentiated and PMA-differentiated THP-1 cells. nd,

non-detected.

Fatty g Mono-isotopic molecular masses Composition

acids Theoretical  Undifferentiated Differentiated

C16:0  LacCer 1010.8 1010.7 1010.7 Hexp-Cer>*®

C24:0  LacCer 1122.9 1122.8 1122.8 Hex,-Cer®®

C16:0 Gus 1214.9 1214.7 1214.8 Hex;-Cer>*®

C24:0 Gu3 1326.9 1326.9 1326.9 Hex;-Cer6®

C16:0 Gwms 1372.0 nd 1371.8 NeuAcHex,-Cer?#®

C24:0 Gwms 1484.0 nd 1484.0 NeuAcHex,-Cer®

C16:0  Gpa/Gai 1460.0 1459.8 1459.9 Hex;HexNAc;-Cer™*®

C24:0  Gu/Gai 1572.1 1572.0 1572.0 Hex;HexNAc;-Cer®?

C16:0 Gme 1617.1 nd 1616.9 NeuAciHexoHexNAc;-Cer™*

C24:0 Gme 1729.2 nd 1729.1 NeuAcHexHexNAc-Cer®°

C16:0 Gps 1733.1 nd 1733.0 NeuAc,Hex,-Cer?#®

C24:0 Gps 1845.2 nd 1845.1 NeuAc,Hex,-Cer®

C16:0 Gwmian 1821.2 1821.0 1821.1 NeuAc;HexsHexNAc-Cer**®

C24:0 GMmian 1933.3 1933.1 1933.2 NeuAciHex;HexNAc;-Cer®

Cl16:0 Gpia 2182.3 nd 21822 NeuAc,Hex;HexNAc;-Cer™*

C24:0 Gpla 2294 .4 nd 22943 NeuAc,Hex;HexNAc-Cer®®
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Table III Assignment of molecular ions ([M + Na]") observed in MALDI-TOF spectra of

permethylated and native N-glycans THP-1 cells.

Theoretical mono-isotopic molecular masses Composition
Native Permethylated
High Mannose 1257.4 1579.8 HexsHexNAc;
1419.5 1783.9 HexsHexNAc,
1581.5 1988.0 Hex7HexNAc,
1743.6 2192.1 HexsHexNAc,
1905.6 2396.2 HexoHexNAc,
2067.7 2600.3 HexoHexNAc,
Bi-antennary 1282.5 1590.8 FuciHex;HexNAc;
1298.5 1620.8 HexsHexNAc;
1485.5 1835.9 FuciHexsHexNAc4
1663.6 2070.0 HexsHexNAcs
1688.6 2081.1 FuciHexsHexNAcs
1809.6 22441 FuciHexsHexNAc4
1955.7 2418.2 Fuco,HexsHexNAcs
1954.7 2431.2 NeuAc;HexsHexNAca
2101.8 2592.3 FucsHexsHexNAc4
2100.7 2605.3 NeuAcFuciHexsHexNAc,
2246.8 2779.4 NeuAcFuc,HexsHexNAc,
2245.8 2792.4 NeuAc,HexsHexNAcs
2391.8 2966.5 NeuAc,FuciHexsHexNAcs
25379 3140.6 NeuAc,Fuc,HexsHexNAcy
2684.0 3314.7 NeuAc,FucsHexsHexNAcs
Tri-antennary 2028.7 2519.3 HexsHexNAcs
2174.8 2693.4 FuciHex¢HexNAcs
2319.8 2880.4 NeuAciHexsHexNAcs
2465.9 3054.5 NeuAcFuciHexsHexNAcs
2610.9 3241.6 NeuAc,HexsHexNAcs
2757.0 3415.7 NeuAc,FuciHexsHexNAcs
2903.0 3589.8 NeuAc,Fuc,HexsHexNAcs
2902.0 3602.8 NeuAcsHexsHexNAcs
3048.1 3776.9 NeuAcsFuciHexsHexNAcs
Tetra-antennary 2393.9 2968.5 HexsHexNAcs
2539.9 3142.6 FuciHexsHexNAce
2684.8 3329.7 NeuAciHexsHexNAcs
2831.0 3503.8 NeuAcFuciHexsHexNAcs
2976.0 3690.8 NeuAc,HexsHexNAcs
3122.1 3864.9 NeuAc,FuciHexsHexNAcs
3267.1 4052.0 NeuAcs;HexsHexNAces
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3413.2 4226.1 NeuAcsFuc;Hex7HexNAce
3558.2 4413.2 NeuAcsHex7HexNAce
3704.3 4587.3 NeuAcsFuciHexsHexNAcs
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Table IV Assignment of molecular ions ([M + Na]") observed in MALDI-TOF spectra of
permethylated O-glycans of undifferentiated and PM A -differentiated THP-1 cells.

Mono-isotopic molecular masses Composition

Theoretical Undifferentiated Differentiated

895.5 895.4 895.4 NeuAc;HexHexNAc-ol

983.5 983.4 983.4 Hex,HexNAciHexNAc-ol

1069.6 1069.4 1069.4 NeuAcFuciHex;HexNAc-ol

1157.6 1157.5 1157.5 FuciHex,HexNAc;HexNAc-ol

1228.6 1228.5 1228.5 Hex,HexNAc;HexNAc-ol

1256.6 1256.5 1256.5 NeuAc,Hex;NeuAc,HexNAc-ol

1344.7 1344.6 1344.5 NeuAc;Hex;HexNAc;HexNAc-ol

1361.7 1361.6 1361.6 Fuc;HexsHexNAc;HexNAc-ol

1606.8 1606.7 1606.7 FuciHexsHexNAc,HexNAc-ol

1705.9 1705.7 1705.7 NeuAc,HexoHexNAciHexNAc-ol
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ASSOCIATED CONTENT

This material is available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.

Six supplementary Figures (Fig.S-1 to S-6) : MS/MS sequencing of permethylated GSLs,
MS/MS sequencing of complex N-glycans and quantifications of N-glycans modifications.
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ABBREVIATIONS

Cer, Ceramide; EDC, N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide; Fuc, Fucose; Gal,
Galactose; GalNAc, N-acetylgalactosamine; Glc, Glucose; GlcNAc, N-acetylglucosamine;
GSL, Glycosphingolipid; HOBt, Hydroxybenzotriazole, HPRT, Hypoxanthine-guanine
PhosphoRibosylTransferase; LacNAc, N-acetyl-lactosamine; Le*, Lewis x; MALDI, Matrix-
Assisted Laser Desorption Ionization, MHC, Major histocompatibility complex; MS, Mass
spectrometry; NeuAc, N-acetylneuraminic acid; NS, Non-significant; PMA, Phorbol 12-

myristate 13-acetate; sLe*, Sialyl- lewis x; TFA, Trifluoroacetic acid; TOF, Time of flight
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Chapitre 2 : Etude structurale des variations
de la glycosylation des macrophages, induites
par M. bovis BCG et des composés

mycobactériens

| — Introduction

Dans notre premiere partie, nous avons mis en évidence les variations structurales observées
lors de la différenciation des cellules monocytaires THP-1 en macrophages, suite a I'incubation
avec le PMA. Cela a permis de mettre en lumiére le glycome des macrophages de maniere
précise mais également d’installer une méthodologie pour I'analyse de la glycosylation des
cellules immunitaires. Les changements de glycosylation mis en évidence vont avoir un impact
sur les interactions entre les glycannes exposés a la surface cellulaire et les lectines impliquées
dans leur reconnaissance. Il peut aussi bien s’agir de lectines immunitaires, ou de lectines
microbiennes impliquées dans les processus infectieux. De plus, les glycannes de la surface
cellulaire peuvent également moduler I'adhésion des pathogénes en augmentant ou en
diminuant la liaison de certaines lectines microbiennes aux cellules. Ainsi, il est possible que

les bactéries puissent manipuler la glycosylation de I’h6te pour leur propre profit.

Cependant, il existe peu d’études sur les changements de glycosylation des macrophages
infectés par des pathogenes intracellulaires ou activés par des composés pariétaux. Ces
pathogenes envahissent les macrophages dans lesquels ils vont se multiplier et détourner les
processus immunitaires, tels que la production de cytokines et des espéces radicalaires, la
formation du phagolysosome ou encore l'apoptose cellulaire. En 2016, une étude de
glycoprotéomique a démontré que lors de I'infection de macrophages THP-1 par F. tularensis,
la production de N- et O-glycoprotéines était augmentée (Barel et al., 2016). En début
d’année, Hare et al. ont montré par des expériences de protéomique et de glycomique des
variations du N-glycoprotéome des vésicules sécrétées par la méme lignée macrophagique

infectée par M. tuberculosis (Hare et al., 2017). D’autres travaux ont montré que l'infection
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par la souche virulente H37rv de M. tuberculosis induit une augmentation de fixation de la
lectine ABA (Agaricus bisporus agglutinin) qui reconnait les motifs Galf1,3Gal portés par les

O-glycannes, notamment par le marqueur de surface CD44 (Tang et al., 2017).

L'expression génétique des enzymes impliquées dans la machinerie de glycosylation, telles
que la galactosyltransférase, la sialyltransférase, la neuraminidase ou la fucosidase, est
modulée dans les macrophages exposés a M. tuberculosis (Kumar et al., 2010; Kumar and Rao,
2011b; Silver et al., 2009b). L'altération de la sialylation a également été détectée par HPLC
dans des macrophages de souris activés par des glycolipides purifiés de la paroi cellulaire

mycobactérienne, tels que le trehalose-dimycolate (Afroun et al., 1988).

Néanmoins, malgré ces études, aucune modification de la structure des glycannes n’a été
analysée, notamment en spectrométrie de masse, dans les macrophages infectés par M. bovis
BCG. L'utilisation du modeéle M. bovis BCG permet une manipulation peu contraignante
contrairement a la souche M. tuberculosis, et partage une grande homologie de séquence
avec cette derniére. Les cellules THP-1 sont communément utilisées comme modele in vitro
de monocytes et macrophages humains dans I'étude des pathologies inflammatoires et
infectieuses. Dans de nombreuses études, cette lignée cellulaire est utilisée dans le but de
décrypter les mécanismes mis en jeu lors des infections mycobactériennes (Chanput et al.,
2014; Mendoza-Coronel and Castafidn-Arreola, 2016). La suite de nos travaux est de
déterminer si une infection par M. bovis BCG induit des changements structuraux de la
glycosylation sur cette lignée cellulaire. Nous avons également activé les macrophages avec
un lipopeptide synthétique dérivé du fragment lipidique de la lipoprotéine de 19 kDa de M.
tuberculosis, connu pour étre un puissant activateur de la voie TLR2 des macrophages. Nous
nous sommes intéressés aux profils de glycosphingolipides des macrophages infectés et
activés, mais également a leurs profils de N-glycosylation. En paralléle, nous avons étendu
notre étude a un second modele cellulaire, les macrophages dérivés de monocytes de sang

humain.
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Il — Résultats

A - Caractérisation phénotypique de [l'activation des

macrophages

Plusieurs travaux ont déja démontré que les cellules THP-1 différenciées par le PMA et les
macrophages dérivés des monocytes sanguins (MDM) présentent une activité phagocytaire
similaire vis-a-vis de M. bovis BCG (Mendoza-Coronel and Castafion-Arreola, 2016; Riendeau
and Kornfeld, 2003). Cette infection par M. bovis BCG conduit a la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNFa, I'lL-1B ou I'lL-12, mais également de marqueurs de surface
cellulaire. Comme précédemment, les cellules THP-1 sont différenciées en macrophages par
le PMA pendant 72h afin d’obtenir des cellules macrophagiques. Ces cellules sont ensuite
infectées par M. bovis BCG. Avant de nous intéresser a la glycosylation des macrophages aprés
infection, nous avons contrélé I'état d’activation des cellules en mesurant par ELISA la
sécrétion de TNFa et dI'IL-1B. Comme prévu, les niveaux de TNF-a et IL1-B produits par les
THP-1 différenciées et les MDM infectés par M. bovis BCG sont significativement plus élevés

par rapport aux cellules non traitées (Figure 53).
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Figure 53 - Sécrétion des cytokines pro-inflammatoires par les cellules THP1 (A) et MDMs
(B) apres 24h d’infection par M. bovis BCG
Dosage ELISA du TNFa et de I'lL-1P sécrétées par les macrophages infectés par Mycobacterium bovis
BCG. Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes en triplicate. Les moyennes
et les écart-types sont calculés a partir d’'un t-test effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5
(***p<0.001).
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Ensuite, nous avons vérifié |'état d'activation des cellules en mesurant I'expression de certains
antigénes de surface par cytométrie en flux, tels que des protéines co-stimulatrices (CD80,

CDA40) et une molécule d'adhésion (ICAM-1).

Plusieurs études ont montré que l'infection par M. bovis BCG ou M. tuberculosis induisait une
surexpression de ces marqueurs au niveau des macrophages (Ordway et al., 2006, 2005;

Yoshida et al., 2010).
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Figure 54 - Expression des marqueurs a la surface des macrophages aprés 48h d'infection

par M. bovis BCG
Aprés 48h d’infection par M bovis BCG, I'expression des marqueurs CD40 et ICAM-1 a la surface des
cellules THP-1 (A) et I'expression des marqueurs CD40 et CD80 au niveau des MDM (B) sont analysées
par cytométrie en flux. Ces résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. 1:
Isotype contréle ; 2 : Cellules témoins ; 3 : Cellules infectées par M. bovis BCG.

L'expression des antigénes CD40 et ICAM-1 est considérablement augmentée a la surface des
macrophages THP-1 infectés par M. bovis BCG (Figure 54A). De méme pour les MDM, les
marqueurs CD40 et CD80 sont plus exprimés a la surface cellulaire des MDM traités par M.

bovis BCG (Figure 54B).
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De plus, les macrophages THP-1 et les MDM sont activés avec le lipopeptide synthétique
PAM3s-LP19, dérivé du fragment lipidique de la lipoprotéine de 19 kDa de M. tuberculosis, connu
pour étre un puissant activateur de la voie TLR2 des macrophages (Diaz-Silvestre et al., 2005;
Sanchez et al., 2012; Schromm et al., 2010). Comme attendu, nous avons constaté que
I'activation par le PAM3-LP1g induit la sécrétion de TNF-a et IL1-B ainsi que I'expression de

marqueurs de surface cellulaire des macrophages (Figure 55).
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Figure 55 - Activation des macrophages apreés incubation par le PAM3-LP1g

Dosage ELISA du TNFa et de I'lL-1f3 sécrétées par les macrophages activés pendant 48h par le PAM:-
LP1s (A) Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes en triplicate. Les
moyennes et les écart-types sont calculés a partir d’un t-test effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5.
(***p<0.001). Apres 48 d’activation, I'expression des marqueurs CD40 et ICAM-1 au niveau des cellules
THP-1 (B) et I'expression du CD80 au niveau des MDM (C) sont analysées par cytométrie en flux. Ces
résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. 1 : Isotype contréle; 2 : Cellules
témoins ; 3 : Cellules activés par le PAM3-LP1g

Dans I'ensemble, ces résultats indiquent que les macrophages (THP-1 + PMA et MDM) infectés

par M. bovis BCG ou activés par le PAM3-LP19 présentent un phénotype pro-inflammatoire.
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B — Analyses des profils de glycosphingolipides apres infection

des macrophages par M. bovis BCG

1 - Macrophages THP-1 PMA

Dans la premiére partie de nos travaux, nous avons observé pendant la différenciation des
cellules THP-1 en macrophages, une nette augmentation de la synthése des
glycosphingolipides sialylés, et plus particulierement des glycosphingolipides de la famille des
gangliosides. En suivant le méme protocole d’extraction des GSLs, les profils des cellules THP-
1 différenciées et infectées par M. bovis BCG, ont été analysés en spectrométrie de masse.
Contrairement a la différenciation, I'infection mycobactérienne n’influence pas la composition

en GSLs des macrophages (Figure 56).
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Figure 56 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des GSLs perméthylés des cellules
THP-1 différenciées témoins (A) et infectées par M. bovis BCG (B)
La nature des glycannes a été déterminée par I'analyse MS/MS, comme décrit ci-dessous. (Cer* :
d18:1/C16:0; Cer**: d18:1/C24:0). Ces résultats sont représentatifs de deux expériences
indépendantes.
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Les macrophages présentent quelques structures neutres de type globosides, comme le Gb3

et le Gb4, mais arborent principalement des GSLs de type ganglioside. Le ganglioside GM3 est

la structure majoritaire, mais on détecte également d’autres structures mono-sialylées

comme et le GM1, ou di-sialylées comme le GD3 et le GD1a. De plus, les différents glycolipides

ont la méme composition en céramides aprés infection avec principalement les céramides

[d18:1 - C16:0 (Cer*)] et [d18:1 - C24:0 (Cer**)].

Les macrophages THP-1 sont ensuite activés par le lipopeptide synthétique PAMs-LP1g,

activateur de la voie TLR2. Comme pour linfection avec M. bovis BCG, I'activation des

macrophages ne modifie pas la composition globale des macrophages en GSLs (Figure 57;

Figure 58). Ce résultat est prévisible car I'infection mycobactérienne active de nombreuses

voies, dont la voie TLR2.
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Figure 57 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des GSLs perméthylés des cellules
THP-1 différenciées témoins (A) et activées par le lipopeptide synthétique PAM3-LP1s (B)
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La nature des glycannes a été déterminée par I'analyse MS/MS, comme décrit ci-dessous. (Cer* :
d18:1/C16:0 ; Cer** : d18:1/C24:0)
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Figure 58 - Composition en glycosphingolipides perméthylés isolés a partir de cellules THP-
1 différenciées témoins et activées par le lipopeptide synthétique PAM3s-LP1s.

Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types

sont calculés a partir d’un test ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5.

2 — Macrophages dérivés de monocytes sanguins

Les monocytes CD14* isolés a partir de sang humain sont différenciés en macrophages
pendant 6 jours en présence de GM-CSF. Une fois différenciés, les MDM sont soit infectés M.
bovis BCG, soit activés par le lipopeptide synthétique PAMs-LP19. Comme pour les
macrophages des cellules THP-1, les GSLs sont extraits par différentes proportions de solvants

organiques, purifiés et perméthylés avant d’étre analysés.

La premiére observation est que le profil de GSLs des MDM est beaucoup moins complexe que
celui observé au sein de macrophages obtenus a partir de la lignée cellulaire THP-1. En effet,
on observe principalement (>90%) du GM3, lié au [d18:1 - C16:0 (Cer*)] et [d18:1 - C24:1
(Cer**)] (Figure 59A). On note également des traces de gangliosides de type M1 au niveau de

certains lots de MDM, mais toujours dans des proportions faibles.
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Figure 59 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des GSLs perméthylés des MDM
témoins (A) et infectées par M. bovis BCG (B)
La nature des glycannes a été déterminée par I'analyse MS/MS, comme décrit ci-dessous. (Cer* :
d18:1/C16:0; Cer**: di18:1/C24:0). Ces résultats sont représentatifs de deux expériences

indépendantes.
Cependant, l'infection par M. bovis BCG et I'activation par le PAM3-LP19 n’induisent aucun

changement des profils de GSLs (Figure 59B et Figure 60B). Ces résultats sont en corrélation

avec ceux obtenus avec la lignée THP-1.
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Figure 60 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des GSLs perméthylés des MDM
témoins (A) et activées par le lipopeptide synthétique PAM3-LP19 (B)
La nature des glycannes a été déterminée par I'analyse MS/MS, comme décrit ci-dessous. (Cer* :
d18:1/C16:0; Cer**: d18:1/C24:0). Ces résultats sont représentatifs de deux expériences

indépendantes.

C — Analyses des profils de N-glycosylation apres infection des

macrophages par M. bovis BCG

1 - Macrophages THP-1 PMA

Dans le cadre de I'étude de la N-glycosylation des macrophages primaires, nous avons été
confrontés a des problémes de préparation d’échantillons car les protocoles précédents
nécessitent un nombre important de cellules pour I'analyse du glycome des cellules. Pour

cette partie de nos travaux, nous avons mis en place un protocole basé sur I'extraction au
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Triton X-100 des protéines. Les protéines extraites et dénaturées sont ensuite N-déglycosylées
par traitement a la PNGase F. Les N-glycannes libérés par la PNGase F sont purifiés sur

cartouche de C18 en phase inverse, perméthylés et mesurés en spectrométrie de masse.

Dans la premiere partie de nos travaux, le N-glycome des cellules THP-1 différenciées a été
détaillé (cf Figure 45). Les N-glycannes de type oligomannosidique représentent au minimum
prés de 40% de I’ensemble des structures glycanniques, tandis que le reste des N-glycannes
sont de type complexe avec des degrés plus ou moins importants de ramification, sialylation
et fucosylation. Apres infection par M. bovis BCG, les macrophages THP-1 ne présentent pas
de variations significatives du taux de N-glycannes de type oligomannosidique et complexe

(Figure 61A), ni du taux de sialylation (Figure 61D).
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Figure 61 - Modifications structurales des profils MS des N-glycannes perméthylés des
cellules THP-1 différenciées infectées par M. bovis BCG.
Taux de N-glycannes de type oligomannosidique et complexe (A); niveaux d’antennarisation des N-
glycannes complexes (B); taux de fucosylation des N-glycannes de type complexe (C); taux de
sialylation des N-glycannes de type complexe (D). Les données sont représentatives de quatre
expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types sont calculés a partir d’'un test ANOVA
effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5 (**p<0.01 ; *p<0.05).
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Par contre, l'infection par M. bovis BCG induit des modifications structurales des niveaux de
fucosylation et du degré d’antennarisation (Figure 61B et C). En effet, les structures multi-
fucosylées sont plus abondantes suite a I'infection, augmentant de 21 a 27% de I'ensemble
des N-glycannes (Figure 61C). De méme pour les structures bi-antennées, leur taux passe de

42 a 51% suite a I'infection (Figure 61B).
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Figure 62 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des N-glycannes perméthylés de
Macrophages THP-1 (A) et infectés par M. bovis BCG (B).

Aprés incubation avec le lipopeptide PAM3s-LP1o, les cellules THP-1 PMA présentent des
différences de la N-glycosylation totale. La proportion de N-glycannes oligomannosidigues
diminue, équilibrée par une augmentation des N-glycannes de type complexe. Les N-
glycannes de type complexe représentent 50% de I'ensemble du N-glycome avant infection,
et passe a un taux de 60% aprés exposition a M. bovis BCG (Figure 63A). Cette hausse des N-
glycannes de type complexe conduit également a une augmentation des différentes

modifications, telles que la sialylation et la fucosylation. On peut noter une hausse des
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structures mono-sialylées et multi-sialylées dans leur ensemble, et plus intéressant, comme
pour l'infection par M. bovis BCG, les structures multi-fucosylées et di-antennées sont

également plus abondantes apres activation par le lipopeptide PAM3-LP1g (Figure 63).

>
w

80+ % 304 % .
B THP-1 + PMA Témoin
— * —
%60- I | T § T 33 THP-1+ PMA + PAM;3-LPq
> = 20- ‘
5 5
2 404 2
2 ]
o ® 10
E N E I H ' ﬂ
£ =
0 T T 0' T T T
Oligomannosidiques Complexes Bi-antennés Tri-antennésTetra-antennés
C D

404 20+
—_— T —_— *
9 52 1
o 30+ % 15+ T ®k
= 2
s 5 |
£ 20+ ® 104
@ * Q
= |—| "ﬁ
]
210+ § 5. i

0 0 T

Mono-fucosylés Multi-fucosylés Mono-sialylés Multi-sialylés

Figure 63 - Modifications structurales des profils MS des N-glycannes perméthylés des
cellules THP-1 différenciées activées par le lipopeptide synthétique PAM3-LP10.
Taux de N-glycannes de types oligomannosidique et complexes (A); niveaux d’antennarisation des N-
glycannes totaux (B); taux de fucosylation des N-glycannes totaux (C); taux de sialylation des N-
glycannes totaux (D). Les données sont représentatives de quatre expériences indépendantes. Les

moyennes et les écart-types sont calculés a partir d’'un test ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad
Prism 5 (**p<0.01 ; *p<0.05).

Cependant, si on ne prend en compte que les N-glycannes de type complexe, 'augmentation
des taux de sialylation et de fucosylation n’est plus significative (Figure 64A et Figure 64B).
Cela nous indique que les hausses de fucosylation et de sialylation précédemment observées
sont dépendantes de l'accroissement des N-glycannes de type complexe. Par contre,
I'augmentation des N-glycannes bi-antennés est confirmée, car on retrouve une élévation du

taux de N-glycannes bi-antennés parmi les glycannes de type complexe.
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Figure 64 - Modifications structurales des profils MS des N-glycannes de type complexe
perméthylés des cellules THP-1 différenciées activées par le lipopeptide synthétique PAMs-LP1s.
Taux de fucosylation des N-glycannes complexes (A); taux de sialylation des N-glycannes complexes
(B) ; Niveaux d’antennarisation des N-glycannes complexes (C). Les données sont représentatives de
guatre expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types sont calculés a partir d’un test

ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5 (**p<0.01).

Cette augmentation du taux de N-glycannes complexes bi-antennés est donc retrouvée apres
infection par M. bovis BCG et activation par le PAM3s-LP1s. On peut donc avancer que cette
variation structurale observée lors de I'infection mycobactérienne est dépendante de la voie
TLR2. Pour confirmer nos résultats, nous sommes passés au second modele cellulaire, les

macrophages issus de la différenciation de monocytes de sang humain.

2 — Macrophages dérivés de monocytes sanguins

Afin de déterminer le N-glycome de ce second modele cellulaire, nous avons suivi le méme
protocole de libération des N-glycannes, basé sur une extraction des protéines par le Triton X-

100. La Figure 65A nous montre le profil de N-glycosylation des MDM non-infectés.

Les macrophages humains présentent des profils de N-glycosylation semblables a ceux des
cellules THP-1. Les N-glycannes de type oligomannosidique représentent la moitié de
I'ensemble des structures glycanniques détectées. L'autre moitié est constituée de N-

glycannes de type complexe présentant des niveaux d’antennarisation, de sialylation et de

fucosylation variables.
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Figure 65 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des N-glycannes perméthylés de
Macrophages humains dérivés de monocytes sanguins témoins (A) et infectés par M. bovis

Apreés l'infection des MDM par M. bovis BCG, les données des spectres de N-glycannes obtenus

(Figure 65B) ont été comparées aux cellules controles (Figure 65A). Nos résultats indiquent

une augmentation du taux de N-glycannes bi-antennés aprés infection, comme nous avons pu

le voir avec la lignée THP-1. Comme pour les cellules THP-1, I'infection des macrophages

humains induit une augmentation du taux de structures fucosylées (Figure 66).
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Figure 66 - Modifications structurales des profils MS des N-glycannes perméthylés des
macrophages humains infectés par M. bovis BCG.
Taux de N-glycannes de types oligomannosidique et complexe (A); niveaux d’antennarisation des N-
glycannes complexes (B); taux de fucosylation des N-glycannes (C) ; taux de sialylation des N-glycannes
(D). Les données sont représentatives de trois expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-
types sont calculés a partir d’'un test ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5 (**p<0.01;
*p<0.05).

D - Détection des épitopes glucidiques a la surface des

macrophages

Nos résultats obtenus par spectrométrie de masse ont révélé que l'infection des cellules THP-
1 différenciées par M. bovis BCG et l'activation par le PAMs-LP1g induisent une faible
augmentation mais néanmoins significative de la fucosylation et de I'antennarisation des N-
glycannes complexes. De plus, la sialylation est légerement affectée par la stimulation avec le
PAM3s-LP1g alors qu'aucun effet n'a été détecté lors de l'infection par M. bovis BCG. Pour
déterminer si I'expression de certains épitopes glucidiques a la surface cellulaire est modulée
lors de |'activation cellulaire, nous avons étudié la fixation de lectines végétales fluorescentes

par cytométrie en flux (Tableau 8).
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Lectine Source Affinité

LTA Lotus tetragonolobus a1,3Fucose > al,2Fucose

UEA-I Ulex europaeus al,2Fucose

SNA Sambucus nigra a2,6Neu5Ac

MAA-I Maackia amurensis a2,3Neu5Ac

PHA-L Phaseolus vulgaris B1,6GIcNAc (N-glycannes tri- et tétra-antennés)

Tableau 8 - Lectines végétales fluorescentes utilisées
La LTA interagit de maniere préférentielle avec le L-fucose lié en al,3 et avec une plus faible
affinité pour le L-fucose lié en al1,2 (Yan et al., 1997). Contrairement a la LTA, la UEA-I est une
lectine spécifique du L-fucose lié en al,2 (Baldus et al., 1996). La SNA reconnait
spécifiguement les résidus terminaux de Neu5Ac en a2,6 tandis que la MAA-I se lie a Neu5Ac
en a2,3) (Geisler and Jarvis, 2011; Shibuya et al., 1987). La PHA-L présente une spécificité pour
les résidus de N-acétyl-glucosamine et en particulier pour les N-glycannes de type complexe
tri et tétra-antennés (Schwarz et al., 1996). Comme l'illustre la figure suivante, les cellules THP-
1 présentent une intensité de fluorescence deux fois plus importante aprés infection par M.

bovis BCG (Figure 67).
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Figure 67 - Fixation des lectines végétales fluorescentes sur les cellules THP-1 infectées par
M. bovis BCG

Comparaison de la fixation des différentes lectines végétales (A) dont la LTA (B) a la surface des cellules

THP-1 aprés infection par M. bovis BCG. 1 : Cellules témoins ; 2 : Cellules infectées par M. bovis BCG ;

3: Cellules infectées par M. bovis BCG + L-Fucose. Les données sont représentatives de trois

expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types sont calculés a partir d’'un test ANOVA

effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5 (***p<0.001).
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Concernant les autres lectines, il n’y a pas de variation significative de leur fixation a la surface
cellulaire aprés infection. Une augmentation de la fixation de la LTA suggere une
augmentation de la fucosylation soit en a1,3 ou soit en a1,2. Cependant, aucune variation de
fixation de la UEA-I n’est détectée, ce qui implique qu’aucune augmentation de la fucosylation
en al,2 n’alieu. Nous pouvons donc conclure que I'augmentation de la fixation de la LTA apres
infection par M. bovis BCG est dépendante d’une augmentation de la fucosylation en al,3.
Cette hausse de fixation de LTA est bien dépendante de la fucosylation car lorsque la LTA est
pré-incubée avec un exces de L-Fucose, la fixation de la lectine sur les cellules est fortement
inhibée. Aprés activation par le PAM3-LP1g, une légere augmentation néanmoins significative

également de la LTA est détectée mais moindre que celle observée apres infection (Figure 68).

1 THP-1 + PMA Témoin
31 Em THP-1+PMA + PAM;-LPg
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w
1

.
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LTA UEA-l SNA MAA-lI PHA-L

Figure 68 - Fixation des lectines végétales fluorescentes sur les cellules THP-1 activées par
le lipopeptide synthétique PAM3-LP;q.
Comparaison de la fixation des différentes lectines végétales a la surface des cellules THP-1. Les
données sont représentatives de trois expériences indépendantes. Les moyennes et les écart-types
sont calculés a partir d’un test ANOVA effectué sur le logiciel GraphPad Prism 5 (**p<0.01).

Des expériences similaires ont été effectuées ensuite sur les MDM, et comme pour les cellules
THP-1, les macrophages humains sont plus sensibles a la fixation de la LTA apreés infection par

M. bovis BCG (Figure 69).
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Figure 69 - Fixation des lectines végétales fluorescentes sur les macrophages humains
infectés par M. bovis BCG
Comparaison de la fixation des différentes lectines végétales (A) dont la LTA (B) a la surface des MDM
apres infection par M. bovis BCG. 1: Cellules témoins ; 2 : Cellules infectées par M. bovis BCG ; 3 :
Cellules infectées par M. bovis BCG + L-Fucose. Les données sont représentatives de trois expériences
indépendantes. Les moyennes et les écart-types sont calculés a partir d’un test ANOVA effectué sur le
logiciel GraphPad Prism 5 (***p<0.001).

On note une augmentation de la fixation de la LTA 4,5 fois plus importante, alors qu’elle n’était
gue deux fois plus importante pour les cellules THP-1-PMA infectées. En revanche la fixation
de la UEA-1 est similaire a la surface des MDM infectés ou non-stimulés, ce qui confirme une
nouvelle fois I'élévation du taux de fucosylation en a1,3. De plus, on observe a nouveau une

perte de la fixation de la LTA lorsque celle-ci est incubée avec du fucose.

L'augmentation de la fucosylation en al,3 peut étre associé a une augmentation des épitopes
de type Lewis X. Comme dans le chapitre précédent, nous avons mesuré I'expression des

épitopes Lewis X et Sialyl Lewis X par cytométrie en flux a |'aide d’anticorps spécifiques.

La Figure 70 montre que l'infection par M. bovis BCG n’induit aucune variation de la fixation
des anticorps anti-CD15 et anti-sCD15. Apres activation par le PAMs-LP1g, on ne détecte

également aucun changement de la fixation des anticorps anti-CD15 et sCD15.
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Figure 70 - Détection des épitopes Lewis X et Sialyl Lewis X a la surface des cellules THP-1
infectées par M. bovis BCG (A) et activées par le lipopeptide synthétique PAM3-LP19 (B).
L'expression des épitopes Lewis X (CD15) et Sialyl Lewis X (sCD15) au niveau des cellules THP-1 apres
48 d’infection par M. bovis BCG (A) ou d’activation par le lipopeptide synthétique PAMs-LP1g (B) est
analysée par cytométrie en flux a I'aide d'anticorps fluorescents. Ces résultats sont représentatifs de
trois expériences indépendantes. 1 : Isotype contréle ; 2 : Cellules témoins ; 3 : Cellules infectées par

M. bovis BCG ; 4 : Cellules activées par le PAM3-LP1s.

E — Expression des différentes fucosyltransférases

Nous avons voulu ensuite déterminer les enzymes responsables de ces variations de
fucosylation. Comme nous avons constaté une augmentation de fixation de la LTA, nous nous
sommes concentrés sur I'expression de différentes al,3-fucosyltransférases (FUT3, FUT4,
FUT6, FUT7 et FUT9), et I'expression de la al,6-fucosyltransférase FUT8. Nous avons étudié

I’expression des ARNm des macrophages THP-1 aprés infection par M. bovis BCG.

Les analyses en qPCR nous indiquent que les ARNm des al,3-fucosyltransférases FUT3, FUT6
et FUT9 ne sont pas exprimés au niveau des macrophages THP-1. Aprés 24h d’infection par M.
bovis BCG, les ARNm des al,3-fucosyltransférases FUT4 et FUT7 sont sous-exprimés, tout

comme ceux de la al,6-fucosyltransférase FUT8 (Figure 71).
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Figure 71 - Expression des ARNm des fucosyltransférases des cellules THP-1 infectées par
M. bovis BCG
Les ARN totaux sont extraits des cellules indifférenciées et des cellules THP-1 différenciées par PMA et
les ARNm sont quantifiés par RT-qPCR par la méthode décrite par Pfaffl et normalisée avec le géne
HPRT (Pfaffl, 2001). Les données représentent la déviation standard de trois réplicats a partir de trois
expériences indépendantes.
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1l — Discussion

Dans les années 80, une étude avait démontré des différences dans la composition en
gangliosides des tissus de tatous infectés par M. leprae (Harris et al., 1986). Cette infection
non-tuberculeuse induit une augmentation de la production de gangliosides mono-sialylés de
type GM1, GM2 et GM3. Contrairement a M. leprae, |'infection, in vitro des macrophages
humains, par M. bovis BCG ne provoque pas de variation des profils de glycosphingolipides
gue ce soit au niveau des macrophages THP-1 et des macrophages dérivés des monocytes de
sang. L'augmentation de fucosylation observée apreés infection par M. bovis BCG n’est donc
pas liée a une augmentation de la fucosylation des glycolipides de I'hote. En effet, aucun
résidu de fucose n’a été détecté en spectrométrie de masse. Il semblerait donc que les
glycosphingolipides ne joueraient pas de role dans les taux fucosylation. Par contre, ce taux
accru de fucosylation membranaire est corrélée a une augmentation de la fucosylation des N-
glycannes sur nos différents modeéles cellulaires. Cette hausse de la fucosylation se caractérise
par une augmentation des structures multi-fucosylées, cela veut dire qu’au moins un résidu
de fucose est localisé au niveau des antennes des glycannes. Ces résidus de fucose liés aux
antennes vont participer a la formation de motifs de type Lewis. La hausse de la fucosylation
peut s’expliquer de différentes fagons. Cette augmentation peut étre causée par une
surexpression des fucosyltransférases. Cependant, les résultats que nous avons obtenus en
gPCR nous montrent que les trois fucosyltransférases FUT4, FUT7 et FUT8 sont réprimées suite
a linfection mycobactérienne. FUT8 est une al,6-fucosyltransférase qui lie un résidu de
fucose sur le résidu de GIcNAc en position réductrice des N-glycannes. FUT4 et FUT7 sont des
une al,3-fucosyltransférases connues pour étre exprimées au niveau des cellules
immunitaires et notamment les macrophages (Sperandio et al., 2009). Nos résultats de gPCR
sur la lignée THP-1 nous indiquent que ce n’est pas une expression accrue des
fucosyltransférases qui serait responsable de I'augmentation du taux de fucosylation
membranaire. Par contre, il existe d’autres fucosyltransférases qui possedent une activité
al,3, comme la al,3-fucosyltransférase FUT11. Des études précédentes ont montré que
I’expression de FUT11 augmentait lors de la différenciation des monocytes sanguin humain en
macrophages et cellules dendritiques (Trottein et al., 2009). Cette fucosyltransférase est donc
bien exprimée au niveau des macrophages et pourrait avoir un role dans la variation de la

fucosylation en a1,3.
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Des études de transcriptomique ont montré que lors d’une infection par M. tuberculosis,
I’expression des génes des macrophages infectés est modifiée (Elass-Rochard et al., 20123;
Kumar et al., 2010; Silver et al., 2009b). L'infection par les souches H37Rv et H27Ra de M.
tuberculosis induit une sous-expression de la fucosidase FUCA1 (Silver et al., 2009b). Cette
fucosidase a la capacité de cliver les différentes liaisons osidiques liant des résidus de fucose
(Cao et al., 2014; DiCioccio et al., 1982). Une diminution de cette activité fucosidasique est
souvent associée a différentes conditions pathologiques. Plusieurs études ont montré que des
cellules cancéreuses de sein ou de cbélon sous-expriment la fucosidase FUCA1 (Cheng et al.,
2015; Otero-Estévez et al., 2013). Il a été montré aussi sur des souris souffrant de polyarthrite
rhumatoide que les tissus enflammés surexpriment les al,3-fucosyltransférases et que cela
maintient un phénotype pro-inflammatoire des macrophages. L’utilisation d’inhibiteurs de la
fucosylation empéche la synthése d’épitopes glucidiques, induit la sécrétion d’IL-10 et oriente

les macrophages vers une polarisation M2 (Li et al., 2014).

La fucosidase FUCA1l est une enzyme lysosomale impliquée dans la dégradation des
glycoprotéines et des glycolipides. Son expression est contrdlée par le facteur de transcription
p53, connu pour avoir une activité anti-tumorale en régulant la croissance et la survie des
cellules cancéreuses (Ezawa et al., 2016). De plus, il a été montré que ce facteur de
transcription était actif sous condition inflammatoire en présence de TNF-a, qui est lui-méme
sécrété lors de l'infection des macrophages par M. bovis BCG (Holla et al., 2014). Par contre,
il s’agit d’'une enzyme lysosomale et son expression a la membrane n’est pas connue. |l existe
une seconde fucosidase, la FUCA2, qui est sécrétée a la membrane. Cette enzyme a été
montrée comme impliquée dans les infections par Helicobacter pylori, ou lors du processus

infectieux, sa sécrétion est plus importante (Liu et al., 2009).

L'augmentation de la fucosylation en al,3 au niveau de la membrane plasmique des
macrophages exposés a M. bovis BCG correle avec I'augmentation de structures multi-
fucosylées en spectrométrie de masse. Nous avons précédemment détaillé que les motifs
Lewis X sont impliqués dans le recrutement cellulaire. Le gain de structures multi-fucosylées
a la surface des cellules permet la mise en place de la réponse immunitaire et le recrutement
de ces effecteurs cellulaires, notamment par interaction avec les sélectines qui reconnaissent

les épitopes glucidiques de type Lewis X (Silva et al., 2011).
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Dans des fibroblastes de types HEK-293, il a été prouvé qu’'un inhibiteur des
métalloprotéinases, la protéine TIMP-1, était N-glycosylé. De plus, lorsque les antennes des
N-glycannes portent des résidus de fucoses en al,3, cela a pour conséquence de réduire le
pouvoir inhibiteur de la protéine TIMP-1. En parallele, lors d’une infection par M. tuberculosis,
la métalloprotéinase MMP-1 est surexprimée ce qui conduit a une augmentation de la matrice
extracellulaire (Sathyamoorthy et al., 2015). Ensemble, ces données nous aménent a penser
qgue l'infection mycobactérienne conduit a une dégradation de la matrice régulée par la

fucosylation de la protéine TIMP-1.

L'infection par M. bovis BCG peut induire I'apoptose des macrophages infectés (Riendeau and
Kornfeld, 2003; Wojtas et al., 2011). Or des expériences d’épigénétique ont montré que
I'inhibition de la méthylation de 'ADN perturbe le métabolisme de la fucosylation en
augmentant I'expression du transporteur du GDP-fucose au niveau de I'appareil de Golgi et
celle de la fucosyltransférase FUT4. Ces phénomenes sont accompagnés d’une augmentation
de I'apoptose induite par le récepteur de mort TRAIL-1 (Moriwaki et al., 2010). Nous avons vu
gue ce récepteur est N-glycosylé et que la perte de la N-glycosylation de ce récepteur inhibait
I’'apoptose (Dufour et al., 2017). On peut supposer qu’une infection par M. bovis BCG peut
avoir un impact sur les flux de GDP-fucose au niveau de 'appareil de Golgi. Cela aurait pour
conséquence d’augmenter la disponibilité de substrat pour les al,3-fucosyltransférases. Afin
de suivre la dynamique de substrat au sein des macrophages lors d’une infection, il est
possible d’utiliser des monosaccharides activés marqués comme le GDP-FucAz permettant
ainsi d’observer par microscopie a fluorescence les flux de fucose a travers les différents
compartiments cellulaires. 1l a été montré précédemment que le GDP-FucAz pouvait
permettre de marquer les glycannes membranaires portant du fucose (Dehnert et al., 2011).
L'utilisation de GDP-FucAz couplée a de la tunicamycine, un inhibiteur de la N-glycosylation,
permettrait d’observer si les taux de fucose dans I'appareil de golgi sont plus important apres
infection par M. bovis BCG. Cette technique de marquage, appelée click-chemistry ou chimie
bio-orthogonale, a déja fait ses preuves, notamment dans I'étude du métabolisme de I'acide

sialique, mais également son recyclage (Gilormini et al., 2015 ; Gilormini et al., 2018).

Mais a I'"heure actuelle, nous ne pouvons conclure si ces variations de glycosylation sont
induites par l'agent pathogene pour favoriser l'infection ou par I'héte pour faciliter la

protection contre I'infection mycobactérienne. Afin d’étudier si la fucosylation est impliquée
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dans I'apoptose induite par M. bovis BCG, il faudrait étudier I'apoptose des macrophages en
surexprimant I’expression des fucosyltransférases. L’utilisation de fucosidase et d’inhibiteur
de la fucosylation tel que le 2-fluoro-L-Fucose permettrait également de voir si la fucosylation
favoriserait la réponse immunitaire ou le processus infectieux. L'emploi de cet inhibiteur a
d’ores et déja permis de mettre en évidence une perte de la prolifération et de la migration
de cellules cancéreuses hépatiques (Zhou et al, 2017). Récemment, il a été montré que le 6-
alkinyl-fucose, un monosaccharide marqué, était également capable d’inhiber la fucosylation
(Kizuka et al., 2017). De plus, ce nouvel inhibiteur peut étre utilisé a des concentrations
élevées, puisqu’il posseéde une faible cytotoxicité (Kizuka et al., 2016). L'utilisation de ces
inhibiteurs pourra permettre la quantification des cellules apoptotiques suite a I'infection par
cytométrie en flux. Puis en utilisant un marquage fluorescent spécifique des mycobactéries, il
sera possible également d’observer si les variations de fucosylation peuvent impacter la

phagocytose des mycobactéries par les macrophages.
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Chapitre 3: Etude des variations de
glycosylation lors de l'infection des cellules
dendritiques murines par Mycobacterium

bovis BCG

| - Introduction

A linstar des macrophages, les cellules dendritiques sont des cellules phagocytaires,
présentatrices d’antigenes et des membres de I'immunité innée. Les cellules dendritiques sont
classées comme des cellules présentatrices d’antigenes professionnelles, et participent au
passage entre limmunité innée et adaptative. Des différences phénotypiques et
morphologiques existent entre les macrophages et les cellules dendritiques, mais la principale
différence est que les cellules dendritiques vont migrer des différents tissus vers les ganglions
par le systeme lymphatique ou elles présentent les antigenes aux cellules T naives (Randolph

et al., 2005; Shortman and Naik, 2007).

Les cellules dendritiques présentent au niveau de leur membrane plasmique les mémes
récepteurs que ceux retrouvés au niveau des macrophages, comme les TLRs, le MR ou le DC-
SIGN (Kerrigan and Brown, 2009). De plus, comme ce sont des cellules présentatrices
d’antigenes professionnelles, elles arborent de nombreuses molécules du CMH. Nous avons
vu précédemment que lorsque la N-glycosylation des molécules du CMH ou du TCR est
affectée, la présentation d’antigéne au directement impactée. Il a été montré qu’une perte
d’expression de la sialyltransférases ST6Gall au niveau des DCs conduit a une activation

aberrante des lymphocytes T (Erbacher et al., 2009; Hennet et al., 1998; Jenner et al., 2006).

Comme les macrophages, les cellules dendritiques sont en premiére ligne lors d’une infection
bactérienne. Dans le cas de linfection par M. bovis BCG, les différents récepteurs
phagocytaires (DC-SIGN; MR ; CR3) de la membrane plasmique interagissent avec les
mycobactéries. Mais de ces récepteurs, le DC-SIGN peut étre impliqué jusqu’a 80% des
interactions avec le pathogene. Cette interaction avec le DC-SIGN se fait au niveau du
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ManLAM, et plus précisément au niveau de la cape mannosylée (Maeda et al., 2003). Cette
activation du DC-SIGN induit la sécrétion d’IL-10 et inhibe la production d’IL-12 (Gagliardi et
al., 2005; Moliva et al., 2017)

Les DCs immatures humaines peuvent également étre activées au niveau des TLRs (TLR2 ;
TLR4) par M. bovis BCG, ce qui conduit a la production de cytokines inflammatoires (TNFa, IL-
1B, IL-12). Dans des macrophages de souris déficientes en TLR2 et TLR4, cette production de
cytokines pro-inflammatoires est fortement réduite (Oswald et al., 1997; Tsuji et al., 2000).
Chez les DCs de souris, l'infection par M. bovis BCG induit une importante réponse
inflammatoire. La premiére réaction est une synthese importante de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa ; IL-12 ; IL-6), puis a partir de 24h d’infection, la production de cytokines
anti-inflammatoires de type IL-10 et IL-4 apparait plus importante (Zhang et al., 2013). En vue
du contexte inflammatoire, il serait donc plausible que les cellules dendritiques adoptent
également un remodelage de leur glycosylation dans la cadre d’une infection

mycobactérienne.

Afin d’étudier la glycosylation des cellules dendritiques, nous avons entamé une collaboration
avec le Dr. Francgois Trottein, de l'institut Pasteur de Lille. Les cellules dendritiques ont été
isolées de moelle osseuse de souris, a partir de laquelle des cellules progénitrices sont
récoltées. L'étape de différenciation s’effectue en deux semaines, dans un milieu
complémenté en GM-CSF. L'isolement, la différenciation et l'infection des cellules
dendritiques ont été effectués a l'institut Pasteur, tandis que les étapes d’extraction et

d’analyse des différents glycoconjugués ont été réalisées dans notre laboratoire.

L’activation des cellules dendritiques a également été effectuée a l'institut Pasteur de Lille.
L'infection par M. bovis BCG induit la sécrétion d’IL-6 et d’'IL-12, comme cela a été précisé ci-
dessus. L’analyse de I'expression de marqueurs de surface par FACS a été effectuée. Comme
décrit dans la littérature, les marqueurs de type CD40, CD86 et le CMH Il sont surexprimés

apres infection des DCs (Banchereau and Steinman, 1998).
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Il — Résultats Préliminaires

A — Analyses des profils de glycosphingolipides apres infection
des cellules dendritiques par M. bovis BCG
Les deux chapitres précédents ont montré I'efficacité de notre méthode d’analyse des
glycosphingolipides, et sa capacité a mettre en avant des variations structurales. Nous avons

suivi le méme protocole pour déterminer la composition en GSLs des cellules dendritiques

(Figure 72 ; Tableau 9).
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Figure 72 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des GSLs perméthylés des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris

Les cellules dendritiques issues de la moelle osseuse de souris présentent un profil de GSLs
riche en gangliosides et sont principalement composées des céramides de type [d18:1 - C16:0
(Cer*)] et [d18:1 - C24:0 (Cer**)]. Les structures de plus bas poids moléculaire représentent
des glycolipides neutres comme le LacCer, Gb3 et un mélange de Gb4/GA1. Contrairement
aux macrophages ou le GM3 est le GSL majoritaire, les cellules n’en présentent pas ou
seulement des traces. Le GM1 est la structure prédominante et les expériences de
fragmentation nous indiquent qu’il s’agit plus précisément de GM1b (Figure 73). La présence
du couple d’ions fils m/z 1109/847 et I'absence de I'ion fils m/z 486 confirment qu’il ne s’agit

pas d’un mélange de GM1a et de GM1b, mais uniquement du GM1b.
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Acides Masse moléculaire mono-isotopique

GSLs Composition
Gras Théorique  Témoins + M. bovis BCG
C16:0 LacCer  1010.8 v v Hex,-Cers®
C24:0 lacCer  1122.9 v v Hex,-Cer®®®
C16:0  Gbs 1214.9 v v Hexs-Cers*s
C24:0 G 1326.9 v v Hexs-Cer®®®
C16:0 Gps/Ga1 1460.0 v v HexsHexNAc;-Cer>*8
C24:0 Gpa/Ga1 15721 v v HexsHexNAc;-Cer®®
C16:0  Gmiap 1821.2 v v NeuAc;HexsHexNAc;-Cer>*®
C24:0 Gmiap 1933.3 v v NeuAc;HexsHexNAc;-Cer®®°
C24:0 g;‘l':Ac' 2066.2 Y Y NeuAciHexsHexNAc-Cers®
C16:0  Goua 2182.3 v v NeuAc;HexsHexNAci-Cer*®
C24:0  Gora 2294.4 v v NeuAc,HexsHexNAci-Cers®®

Tableau 9 - Affectation des ions moléculaires ([M + Na] +) observés dans les spectres
MALDI-TOF de glycosphingolipides perméthylés des cellules dendritiques dérivées de la
moelle osseuse de souris témoins et infectées par M. bovis BCG
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Figure 73 - Analyse MS/MS de I'ion m/z 1933 du GSL perméthylé GM1b des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris

Des structures di-sialylées de type GD1 sont également détectées. Dans la premiére partie de
nos travaux, nous avons évoqué qu’il pouvait y avoir quatre isomeéres différents formant du
GD1:le GD1a, le GD1b, le GD1c et le GD1a. L’analyse MS/MS effectuée sur I'ion parent m/z

2182.8 met en évidence la présence d’'un mélange de deux isoméres du GD1 : Le GD1la et le
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GD1a (Figure 74). Le couple d’ions fils m/z 847/1358 confirme la présence de I'isomére GD1a.
Le couple d’ion fils m/z 1208/997 confirme quant a lui la présence de I'isomére de la série a.
Aucun ion fils m/z 759 n’est détecté, ce qui exclut les isomeres GD1b et GD1c. L’ion fils m/z

759 est caractéristique d’un fragment poly-sialylé (Neu5Aca2,8Neu5Ac).
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Figure 74 - Analyse MS/MS de I'ion m/z 2182 des GSLs perméthylés GD1a/GD1a des
cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris.

Les cellules dendritiques ont suivi le méme protocole d’infection par M. bovis BCG que les

macrophages. Aprées infection, les cellules présentent le méme profil de GSLs que les cellules

témoins.
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Figure 75 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des GSLs perméthylés des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris infectées par M. bovis BCG
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L’expérience n’a été réalisée qu’une seule fois, mais ces résultats préliminaires nous indiquent
qgue l'infection par M. bovis BCG ne modifierait pas non plus la composition globale en GSLs

des cellules dendritiques (Figure 75).

B — Analyses des profils de N-glycosylation apreés infection des

cellules dendritiques par M. bovis BCG.

Comme pour I'étude de la N-glycosylation chez les macrophages primaires, nous avons utilisé
I’extraction au Triton X-100 des glycoprotéines pour notre analyse. Les glycannes libérés des
cellules dendritiques controles et infectées sont purifiés sur cartouche de C18 et perméthylés

avant analyse MALDI-TOF.

Les cellules dendritiques présentent, comme les macrophages, un fort taux de N-glycannes de
type oligomannosidique composés de cing a neuf résidus de mannose (m/z 1579.7, 1783.8,
1987.9, 2192.0 et 2391). Les autres glycannes détectés sont des glycannes de type complexe
bi- et tri-antennés. Tous les N-glycannes complexes détectés sont mono-fucosylés avec au
moins un résidu d’acide sialique. Par contre, on remarque sur certaines structures, la présence

de motifs Gal-Gal comme sur le NeuAciFuciHexsHexNAca a m/z 2809.2 (Figure 76A).

Apreés infection par M. bovis BCG, les cellules dendritiques présentent un profil similaire a celui
des cellules témoins. Les structures les plus abondantes sont toujours les glycannes de type
oligomannosidique, et peu de structures complexes sont détectées (Figure 76B). Les quelques
glycannes détectés sont, comme pour le témoin, des structures bi- et tri-antennées mono-
fucosylées. Deux nouvelles structures tri-antennées sont détectées mais en trés faible
guantité. Ces deux structures présentent des résidus de galactose supplémentaires, ce qui
indiquerait une augmentation du motif Gal-Gal. Mais les trés faibles signaux de ces structures

ne semblent pas significatifs. Pour confirmer ce résultat, I'expérience devra étre répétée.

190

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

1783.8"‘é

100

3054.4$0é'§’ <

% Intensity
(3]
o

3

MMM s b s \ "
2907.6 3611.4 4315.2

: 1987 9*":5
2809.2 g as
2966.3 m

100

1579.7-'4(::

% Intensity
L3
o

1937.7"{’

0

vy

2192
2396.1

——zaossm
st

9o
e

S ©
3 © o ©
2 o 2 ¥
& 2 9 @
0 A} kel A A s A sl 2 2
1500.0 2203.8 2907.6 3611.4 4315.2

Figure 76 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des N-glycannes perméthylés des
cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris témoins (A) et infectées par
M. bovis BCG (B)

C — Analyses des profils de O-glycosylation apres infection des

cellules dendritiques par M. bovis BCG.

Les peptides N-déglycosylés sont récoltés lors de la purification sur cartouche de C18,
lyophilisés, et beta-éliminés. Apres libération des O-glycannes, ces derniers sont purifiés sur

une colonne de Dowex 50x2 et perméthylés.
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Figure 77 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des O-glycannes perméthylés des

cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris

Les cellules dendritiques de souris présentent des O-glycannes de noyau de type 1

(GalB1,3GalNAc) et de type 2 (GalB1-3[GIcNAcB1-6]GalNAc). Excepté I'ion m/z 983.5, tous les

O-glycannes détectés en spectrométrie de masse sont sialylés avec au minimum un résidu

d’acide sialique. Par contre, aucune de ces structures ne posséde de résidu de fucose. La

fragmentation de I'ion m/z 1548.8 confirme la présence d’un motif Gal-Gal, comme au niveau

des N-glycannes (Figure 78). La fragmentation de I'ion parent m/z 1548 donne le couple d’ion

m/z 690/881, qui indique la présence de ce motif.
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Figure 78 - Analyse MS/MS de I'ion m/z 1548 des O-glycannes des cellules dendritiques

dérivées de la moelle osseuse de souris

Nous avons ensuite comparé les profils de O-glycannes des cellules dendritiques infectées par

M. bovis BCG, et comme pour les GSLs et les N-glycannes, nous n’avons pas observé de
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variation entre les cellules controles et les cellules infectées (Figure 79). Cependant,

I’expérience ayant été réalisée une seule fois, ces résultats sont a confirmer.
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Figure 79 - Spectre de masse MALDI-TOF représentatif des O-glycannes perméthylés des
cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris infectées par M. bovis BCG.
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Il - Discussion

Dans cette derniére partie, nous avons mis en lumiere le glycome complet des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris. Les profils de GSLs montrent une riche
teneur en gangliosides, en particulier du GM1, mais également du GalNAc-GM1. De plus, les
analyses MS/MS ont révélé que ces cellules présentaient un isomére rare du GD1, le GD1a. La
présence de gangliosides de la série alpha a déja été mise en évidence au niveau des
macrophages, de lymphocytes T et B de souris mais pas au niveau des cellules dendritiques
(Yohe et al., 1997). Par la suite, le GD1a a été montré comme étant impliqué dans I'adhésion
des cellules métastatiques de lymphome aux cellules épithéliales (Taki et al., 1997). Plus
récemment, il a été montré sur des lignées cancéreuses de cancer du sein que les gangliosides
de type GD1a diminuaient I'interaction des cellules métastatiques avec I'endothélium de la
barriere hémato-encéphalique (Drolez et al., 2016; Vandermeersch et al., 2015 ; Annexe 1 et
2). Concernant le GaINAc-GM1b, il a déja été identifié dans des tissus lymphoides murins mais

son réle n’a pas été identifié (Kovacic et al., 2000).

L'analyse des N-glycannes nous révele une nouvelle fois que les cellules immunitaires
présentent un fort taux de glycannes de type oligomannosidique. Les glycannes de type
complexe observés sont tous fucosylés et sialylés, mais ils présentent également des motifs
Gal-Gal. Ce motif Gal-Gal est également retrouvé sur des structures de O-glycannes. Les O-
glycannes détectés présentent un fort taux de sialylation, mais aucun résidu de fucose n’est
présent sur les différentes structures observées. Cette perte de fucosylation peut étre
associée a la différenciation des cellules progénitrices en cellules dendritiques. Julien et al. ont
montré que lors de la différenciation des monocytes sanguins humains en cellules
dendritiques, il y avait une nette diminution de la fucosylation des O-glycannes. Bax et al. ont
décrit les profils de N- et O-glycosylation des cellules dendritiques humaines lors de leur
maturation par le LPS. Ils présentent un nombre important de structures de N-glycannes avec
des structures multi-fucosylées plus importantes lors de la maturation. Nos résultats ne
montrent pas de nouvelles structures aprés infection, mais les signaux des structures
oligomannosidiques sont si intenses qu’ils peuvent masquer ceux des différentes structures
complexes. Les structures de O-glycannes ne présentent pas de résidu de fucose, comme nous
le retrouvons sur les souris. Par contre, les différents glycannes (N- et O-) ne présentent pas

de motifs Gal-Gal (Bax et al., 2007).
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Au niveau des cellules murines, il est également connu que les glycannes qu’elles arborent
peuvent étre porteurs d’un autre type d’acide sialique que le Neu5Ac, le Neu5Gc (acide N-
glycolylneuraminique). Cet acide sialique particulier a d’abord été retrouvé au niveau des
gangliosides murins (Mithing et al., 1994), mais on retrouve du Neu5Gc chez les autres
mammiféres a I'exception de 'homme. Cependant, aucune trace de Neu5Gc n’a été relevée
sur les analyses des différents glycoconjugués des cellules dendritiques murines. Bax et al. ont
également effectué des analyses sur ces mémes cellules, et ils n‘ont également pas détecté
de Neu5Gc. En 2011, des travaux ont montré que l'activation des lymphocytes T murins
conduit a une diminution du taux de Neu5Gc, balancée par une augmentation du taux de
Neu5Ac (Redelinghuys et al., 2011). On peut émettre I'hypothése que la maturation des
cellules dendritiques conduit a une perte de la production de Neu5GC. Pour répondre a cette
qguestion, il faudrait étudier le glycome lors des différentes étapes de différenciation des

cellules dendritiques a partir du précurseur myéloide.

Cependant, pour I'ensemble des glycoconjugués, l'infection par M. bovis BCG des cellules
dendritiques ne conduit pas aux mémes résultats que ceux observés sur les macrophages. A
I’heure actuelle, il ne s’agit que de résultats préliminaires et les expériences ont besoin d’étre
répétées. Mais dans tous les cas, nous avons mis en évidence I'ensemble du glycome des

cellules dendritiques murines, expérience qui n’a pas été réalisée jusqu’a maintenant.
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Conclusion

géneérale
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Au cours de ma thése, nous avons dans un premier temps voulu mettre au point une
méthodologie pour l'analyse de la glycosylation des cellules immunitaires. Cette étape
technique mais indispensable nous a permis d’élaborer une stratégie basée en grande partie
sur la spectrométrie de masse, la cytométrie en flux et I'analyse qPCR. Dans le cadre de la
glycosylation lors de I'infection mycobactérienne, il nous a fallu choisir un modele d’étude. La
lignée leucémique monocytaire THP-1 a permis d’appliquer la stratégie développée, et de
mettre en évidence les variations du glycome lors de la différenciation des monocytes THP-1
en macrophages, mais également de mettre en lumiére la glycosylation totale de ce modele
cellulaire. En combinant différentes approches analytiques telles que I'analyse structurale des
glycannes par spectrométrie de masse, la détection d'épitopes glucidiques et la quantification
de l'expression de genes codant des glycosyltransférases, nous avons démontré que la
différenciation des cellules THP-1 monocytaires en macrophages conduit tout d’abord a un
remodelage des profils de glycosphingolipides, et plus particulierement a une production
beaucoup plus importante de gangliosides. Cette augmentation de structures sialylées est en
grande partie la conséquence d’'une surexpression de la ST3GAL5 ou GM3 synthase, la
premiére enzyme spécifique a la voie de biosynthése des gangliosides. Son action permet la
synthése de GM3 qui va servir de substrat pour la synthése des autres structures de type GM1,
GM2, GD3 et GD1. Cette différenciation induit également des variations des profils de N-
glycosylation des cellules THP-1, dont principalement une hausse du taux de N-glycannes de
type complexe. Cette augmentation de N-glycannes de type complexe s’accompagne d’une
hausse de I'antennarisation de ces glycannes, corrélée a une augmentation de I'expression
des enzymes impliquées dans I'antennarisation telles que la MGAT1, MGATS et B4GALT1.
Nous avons détecté des N-glycannes de type complexe principalement mono-fucosylés et une
diminution des structures multi-fucosylées aprés traitement par le PMA. Ce résultat est
conforté par I'augmentation du taux d'ARNm codant FUT8 et la diminution du niveau d'ARNm
de FUT4. Enfin, cette différenciation induit une perte d’expression de Sialyl Lewis X a la
membrane des macrophages, en accord avec une surexpression de la sialidase NEU1, connue

pour étre surexprimée lors de la différenciation macrophagique.

Aprés avoir décrypté le glycome de la lignée THP-1, nous avons voulu I'étudier lors de
I'infection par M. bovis BCG. En plus du modele THP-1, nous avons étendu notre étude a un

second modele, les macrophages dérivés de monocytes de sang humain. Lors de cette
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infection mycobactérienne, nous avons prouvé que la N-glycosylation est modifiée, et que les
taux de fucosylation des glycannes augmentaient. De plus, I'utilisation de lectines végétales
fluorescentes démontre que cette augmentation de fucosylation est spécifique de la
fucosylation en al,3. Cependant, I'étude des différentes al,3-fucosyltransférases exprimées
au niveau des cellules immunitaires semble indiquer que cette augmentation ne serait pas

dépendante de leur expression génique.

Enfin, nous avons commencé une étude sur la glycosylation des cellules dendritiques de souris
infectées par M. bovis BCG. Ces résultats préliminaires ne nous indiquent pour I’heure aucun
changement de glycosylation suite a I'infection par les mycobactéries. Cependant, cela a
permis de mettre en lumiére I'ensemble du glycome des cellules dendritiques murines. Méme
si I'infection mycobactérienne n’induit pas de changements structuraux de la glycosylation,
ces données pourront servir a une meilleure compréhension du réle de la glycosylation dans

certains phénomenes immunitaires impliquant les cellules dendritiques.
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| — Cultures cellulaires et Mycobactériennes

A - Culture cellulaire de lignée THP-1

Les cellulesissues de la lignée cellulaire monocytaire humaine THP-1 (ECACC n°88081201) sont
ensemencées a une densité de 3x10° cellules par ml dans du milieu RPMI-1640 supplémenté
de 10% de SVF (sérum de veau fcetal) décomplémenté, 2 mM de L-glutamine, 20 uM de B-
mercaptoethanol et maintenues dans une atmosphére humide avec 5% de CO; a 37°C. La
différenciation des THP-1 en macrophages est réalisée par resuspension des cellules THP-1 a
4.5x10° cellules par mL dans du milieu de culture supplémenté de 20 nM de phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA) pendant 72h. Le traitement par le PMA induit I'adhésion des
macrophages THP-1 au plastique contrairement aux cellules monocytaires non différenciées
quirestent en suspension. La viabilité cellulaire est évaluée grace a I’exclusion hors des cellules
du colorant bleu-trypan ou grace a la cytométrie en flux (FACSCalibur flow cytometer) en

utilisant l'iodure de propidium.

B — Purification des monocytes issus de sang humain et

différenciation en macrophages primaires (MDMs)

Les échantillons de sang humain provenant de donneurs sains sont collectés au centre de
transfusion sanguin local (Etablissement Francais du Sang, Lille). Les PBMCs (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) sont isolées par une centrifugation sur gradient de Ficoll (Lymphoprep,
AbCys). Les monocytes sont purifiés a partir des PBMC grace a des billes magnétiques couplées
au CD14, selon les instructions du fabricant (Miltenyi Biotech). La préparation des monocytes
est a un degré de pureté de plus de 95% comme vérifié par cytométrie en flux. Les MDMs sont
obtenus en incubant les monocytes fraichement isolés (10° cellules/ml) dans du milieu RPMI
1640 complet supplémenté de 10% de sérum de veau fecetal (SVF) et de 10 ng/ml) de GM-CSF
(Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) pendant 6 jours comme précédemment
décrit dans la littérature (Ohradanova-Repic et al., 2016). Du milieu frais contenant du GM-

CSF est ajouté apres 2 et 4 jours.
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C — Culture des mycobactéries de la souche Mycobacterium

bovis BCG

La souche Mycobacterium bovis BCG est obtenue de I'Institut Pasteur (Lille, France). Les
mycobactéries sont cultivées dans du milieu Sauton en agitation a 37°C. Le milieu Sauton est
préparé comme décrit par Larsen et al (Larsen et al., 2007). Une coloration de type Ziel-Neesen

a permis la détection des bacilles acido-alcoolo-résistants.

D - Infection ou activation des macrophages

Six jours apres la différenciation des monocytes en My, les macrophages adhérents sont
infectés avec Mycobacterium bovis BCG a un MOI 5:1 dans du milieu complet sans
antibiotiques et maintenus dans une atmosphére humide avec 5% de CO; a 37°C pendant 48
h. L'activation des macrophages avec 0.5 pg/ml de lipopeptide mycobactérien Lp19 est
réalisée dans les mémes conditions. Le lipopeptide synthétique mycobactérien mimétique de
la lipoprotéine 19-kDa de M. tuberculosis (Pam3CYS-SSNKSTTGSGETTTA appelé PAMsLP1g) est

produit par GmbH EMC microcollection (Allemagne).

Il — Purifications et analyses des glycoconjugués

A - Extraction et purification des glycolipides

Les cellules THP-1 et les MDMs sont détachées des flasques T175 avec la solution de
dissociation cellulaire non enzymatique et lavées trois fois au PBS. Les cellules (2x107) sont
lyophilisées et les glycolipides sont extraits trois fois avec un mélange CHCl3/CH3OH (2:1, v/v)
et une fois avec du CHCl3/CH3OH (1:2, v/v) en utilisant des centrifugations intermédiaires a
2500 g pendant 20 min. Ces fractions organiques sont rassemblées, séchées sous flux d’azote
et saponifiées en condition douce avec une solution de NaOH 0.1M dans du CHCI3/CH3sOH (1:1,
v/v) pendant 2 h a 37°C. Aprés évaporation, les glycolipides sont repris dans un mélange
CH30H/0.1% TFA (1:1, v/V) et finalement purifiés sur colonne C18 (Waters, Milford, MA, USA)
équilibrée dans le méme solvant. Aprés lavage avec un mélange de CH3OH/0.1% TFA (1:1, v/v),
les GSLs sont élués par un mélange CH3OH, CHCI3/CHsO0H (1:1, v/v) et CHCl3/CHsOH (2:1, v/v).

Les fractions éluées sont séchées sous azote avant les futures analyses structurales.
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B - Libération séquentielle et purification des N- et O-

glycannes

Les cellules sont resuspendues dans 6 M de chlorure de guanidium et 5 mM EDTA dans 0.1 M
de Tris/HCI, pH 8.4 et agitées pendant 4 h a 4°C. Ensuite, le dithiothréitol est ajouté a une
concentration finale de 20 mM et incubé pendant 5 h a 37°C, suivi par I'addition de 50 mM
d’iodoacétamide toute la nuit dans le noir a température ambiante. Les glycoprotéines
réduites et alkylées sont dialysées contre I'eau a 4°C pendant 72 h et lyophilisées. Les
échantillons sont incubés avec de la trypsine TPCK (Sigma-Aldrich) a un ratio 20 :1 (w/w) dans
50 mM de NH4HCOs3, pH 8.5, pendant 24 h a 37°C. La digestion est arrétée par I'incubation a
100°C pendant 5 min, suivie par une chromatographie sur colonne C1s Sep-Pak (Waters Corp.,
Guyancourt, France). La colonne Cig Sep-Pak est équilibrée dans 5% d’acide acétique et lavée
dans le méme solvant. Les échantillons sont chargés sur la colonne et les peptides fixés sont
élués avec 20%, 40% et 60% (v/v) de propanol dans 5% d’acide acétique, poolés et lyophilisés.
Les N-Glycannes sont relargués par une digestion grace a 10 U de N-glycosidase F (Roche) dans
50 mM de tampon NH4HCOs3 pH 8.4 sur la nuit a 37°C. Les N-glycannes et les O-glycopeptides
sont séparés sur une colonne Cigs Sep-Pak puis soumis au méme protocole que décrit

précédemment.

Les fractions propanoliques contenant les O-glycopeptides sont poolées puis congelées. Pour
libérer les O-glycannes, les peptides sont soumis a une B-élimination réductive dans 1 M de
NaBH4 et 0.1 M NaOH a 37°C pendant 72 h. La réaction est arrétée par I'addition d’une résine
échangeuse de cations Dowex 50x8 jusqu’a ce que le pH 6.5 soit atteint. Aprés évaporation,
I'acide borique est co-distillé en présence de méthanol. Le matériel total est ensuite soumis a
une chromatographie échangeuse de cations sur une colonne Dowex 50x2 pour éliminer les

peptides résiduels.

C - Libération des N-glycannes sur membrane de PVDF

Les cellules dénaturées (dans 5.8 M de GuHCl et 5 mM de DTT) sont platées et incubées
pendant 30 min a 60°C sur une plaque 96 puits HTS préconditionnée avec une membrane
hydrophobe Immobilon-P PVDF. La plague est mélangée pendant 5 min puis centrifugée 1 min
a 500 g. Les puits sont lavés 2 fois avec 200 ul d’eau mQ, centrifugés puis lavés une fois avec
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200 pl de 100 mM de NaHCOs (1 min, 500 g). Les N-glycannes sont relargués grace a une
incubation sur la nuita 37°Cavec 1 mU de PNGase F (Roche) dans 50 pl de 100 mM de NaHCOs.
Les glycannes sont récupérés dans les puits par centrifugation a 1000 g pendant 2 min. Les N-
glycannes sont éthyl-esterifiés comme décrit par (Reiding et al., 2014), en ajoutant 0.25 M de
HOBt et 0.25 M d’EDC dans I’éthanol et en incubant 1 h a 37°C. Pour finir, 'ACN est ajouté et
les échantillons sont placés a -20°C pendant 30 min. Les échantillons sont purifiés par coton

HILIC SPE, et élués avec de I'eau et directement déposés sur plaqgue MALDI TOF

D — Relargage et purification des N-glycannes apreés extraction

au Triton X-100

Les cellules sont resuspendues dans un tampon d’extraction Triton X-100 (1% de Triton X-100
dans du PBS). Pour lyser les cellules, la suspension est placée au bain a ultrasons pendant 30
min. Les débris et la fraction insoluble sont retrouvés dans le culot par centrifugation a 13 000
rpm pendant 10 min a 4°C et le supernageant est gardé. 1/10 de volume de 0.1 M de DTT est
ajouté a une concentration finale de 10 mM et incubé a 37°C pendant 1 h, puis 1/10 de volume
de 0.5 M d’iodoacétamide est ajouté pendant 1 h a 'obscurité a 37°C. Les glycoprotéines
réduites et alkylées sont précipités par 1/9 de volume d’acide trichloroacétique a une
concentration finale de 10% a -20°C pendant 30 min. Le culot est précipité par centrifugation

a 13 000 rpm pendant 10 min a 4°C puis le surnageant est éliminé.

Le culot est remis en suspension, lavé par 1 ml d’acétone froid et centrifugé a 13 000 rpm
pendant 10 min a 4°C. Ces étapes sont répétées trois fois. Les échantillons sont incubés avec
de la trypsine (Sigma-Aldrich) dans 50 mM de NH4HCOs, pH 8.4 sur la nuit a 37°C. La réaction
est arrétée en étant portée a ébullition a 100°C pendant 5 min. Les N-glycannes sont relargués
grace a une digestion par la N-glycosidase F (BioLabs) réalisée a 37°C pendant 1 jour et les N-
glycannes et O-glycopeptides sont séparés par chromatographie sur colonne Cig Sep-Pak.
Cette colonne est équilibrée au préalable dans 5% d’acide acétique et lavée dans le méme
solvant. Les échantillons sont chargés sur la colonne et les N-glycannes relargués sont élués
avec 5% d’acide acétique et les peptides fixés avec 20%, 40% et 60% (v/v) de propanol dans

5% d’acide acétique, poolés et lyophilisés.
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E — Analyse des glycannes par spectrométrie de masse

Les glycannes et les glycolipides sont perméthylés selon la méthode de Ciucanu and Kerek (I
Ciucanu and Kerek, 1984) avant 'analyse par spectrométrie de masse. Brievement, les
échantillons sont repris par un mélange DMSO/NaOH/ICH3 puis incubés 2 h au bain a
ultrasons. La réaction est arrétée par I'ajout d’eau et les composés perméthylés sont extraits

par le CHCls et lavés 7 fois avec de I'eau.

Les glycannes éthyl-esterifés et perméthylés sont solubilisés dans le CHCl3 ou I'eau, mélangés
a une matrice d’acide 2,5-dihydrobenzoique (10 mg/mg dissout dans un mélange
CHCI3/CH30H (1:1, v/v)) puis déposés sur une plaqgue MALDI. Les analyses sont réalisées sur
un spectrométre de masse MALDI-TOF Voyager Elite DE-STR (Perspective Biosystems,
Framingham, MA, USA) ou par spectrométre 4800 MALDITOF/TOF (Applied Biosystems,
Framingham, MA, USA). Les spectrométres opérent en mode réflectron positif avec une
tension d’accélération de 20 kV et un délai d’extraction de 200 ns. Pour chaque spectre, 5000

impacts laser sont réalisés et accumulés.

Il — Quantification de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires apres infection

Aprés 8 h ou 24 h d’activation, le surnageant cellulaire est récupéré et analysé afin de détecter
la quantité de TNF-a et d’IL-13 par sandwich ELISA selon les instructions du fabricant (Ozyme
S.A.). Les concentrations en cytokines sont déterminées en utilisant des droites standards
obtenues grace au TNF-a et a I'lL-1p recombinantes humaines. Les significativités statistiques
sont déterminées grace au test t-Student (seules les valeurs de p<0.05 sont considérées

comme étant significatives).

206

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Clément Delannoy, Lille 1, 2017

IV — Expression des marqueurs de surfaces et des

r 4

épitopes glucidiques.

A — Analyse des marqueurs de surface par cytométrie en flux

1- Lors de la différenciation des cellules THP-1 par le PMA

La différenciation phénotypique des cellules THP-1 en macrophages est contrblée par
I’'analyse en cytométrie en flux des niveaux d’expression d’une molécule d’adhésion présente
a la surface cellulaire, le CD11c, dans les cellules non traitées et dans les cellules traitées au
PMA. Les cellules adhérentes traitées au PMA sont détachées grace a une solution de
dissociation cellulaire non enzymatique (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) puis lavées trois
fois au PBS. La détection du marqueur a la surface cellulaire est réalisée par fixation d’un

anticorps anti-CD11c de souris couplé a la FITC (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France).

2 - Lors de l'activation des macrophages par M. bovis BCG

L’activation des cellules THP-1 par le PMA et |'activation des MDMs soit par une infection par
BCG ou par la stimulation au lipopeptide est controlée en mesurant I'expression des antigenes
a la surface cellulaire (CD80, CD40, ICAM-1) par cytométrie en flux. Pour cela, les cellules sont
pré-incubées 20 min a 4°C avec la solution de blocage Fc-recepteur (Innovex Biosciences,
Richmond, CA, USA) pour diminuer la fixation non spécifique d’immunoglobulines sur les
cellules. La surface cellulaire est directement marquée pendant 40 min a 4°C dans du
PBS/0.1% BSA avec des anticorps produits chez la souris conjugués a la fluorescéine dirigés
contre le CD80 et le CD40 humains ou avec des anticorps couplés au PE dirigés contre ICAM-
1 (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Deux isotypes contréles IgG de souris couplés au
FITC ou au PE (BD Biosciences) sont utilisés comme controle négatif. Les données sont
obtenues grace au cytofluorimetre en flux (FACSCalibur, BD Biosciences) et analysées avec le

logiciel CellQuest (Mountain View, CA).

B — Détection des épitopes glucidiques par cytométrie en flux

Pour détecter les variations des épitopes glucidiques a la surface cellulaire durant I'infection

par BCG et la stimulation au lipopeptide des macrophages, la fixation des lectines de plantes
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conjuguées au FITC (SNA, MAA, LTA, UEA-I, PHA-L) est analysée par cytométrie en flux sur les
cellules non traitées ou activées. La lectine SNA (Sambucus nigra agglutinin) reconnait
spécifiguement les résidus terminaux de Neu5Ac(a2-6) alors que la MAA (Maackia amurensis
agglutinin) fixe le Neu5Ac(a2-3) (Geisler and Jarvis, 2011; Shibuya et al., 1987). La LTA (Lotus
tetranologobus agglutinin) et UEA-I (Ulex europaeus | agglutinin) préferent interagir avec le
a-L-fucose (Sughii et al., 1982; Yan et al., 1997). La PHA-L (Phaseolus vulgaris leukoagglutinin)
est une lectine spécifique des résidus de D-galactose et N-acétylgalactosamine (Schwarz et al.,
1996). Les cellules (250 000/puits) sont incubées avec ces lectines a 15 pug/ml pendant 40 min
a 4°C dans du PBS avec du calcium et du magnésium, contenant 0.05% de BSA prétraitée avec
du metaperiodate de sodium. De plus, la fixation non spécifique des lectines LTA et UEA-I aux
cellules est évaluée en présence de a L-fucose. Pour déterminer si les interactions entre la
SNA, la MAA et les cellules stimulées ou non sont régulées par les motifs glucidiques, la
glycoprotéine fétuine sialylée ou déglycosylée est préincubée avec la SNA ou la MAA avant
I'incubation avec les cellules. Apres lavage, I'analyse de la fluorescence est effectuée sur le
FACSCalibur comme décrit préalablement. Le log de l'intensité de la fluorescence en unité
arbitraire est représenté en fonction du nombre de cellule. Pour chaque lectine, le ratio de la
moyenne de l'intensité de fluorescence des cellules stimulées par rapport aux cellules non
traitées est déterminé a partir de trois expériences indépendantes réalisées en triplicat avec
les THP-1 traitées au PMA et les MDMs obtenus a partir de sang de trois donneurs différents.
Les significativités statistiques sont déterminées grace au test t-Student (seules les valeurs de

p<0.05 sont considérées comme étant significatives).

Brievement, 250 000 cellules sont pré-incubées 20 min a 4°C avec une solution de blocage Fc-
receptor (Innovex Biosciences, Richmond, CA, USA) afin de diminuer la fixation non spécifique,
lavées au PBS et incubées pendant 40 min a 4°C avec 7 ul d’un anti-CD11c conjugué au FITC
dans du PBS contenant 0.1% de BSA. Des IgGs contrdles de souris couplées au FITC (BD
Biosciences) sont utilisées comme controle négatif. L'expression des épitopes Lewis X et Sialyl-
Lewis X est déterminée durant la différenciation des cellules THP-1 par cytométrie en flux en
utilisant un anticorps monoclonal anti CD15 humain BB515 (BD Biosciences) spécifique du
motif Lewis X et un anticorps monoclonal anti sCD15 humain couplé a I’Alexa Fluor 488 (BD
Biosciences) spécifique du motif Sialyl-Lewis X. La fixation non-spécifique des anticorps est

mesurée grace a l'utilisation d’isotype contrbles. Les données sont obtenues grace au
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cytometre en flux (FACSCalibur, BD Biosciences) et analysées grace au logiciel CellQuest

(Mountain View, CA, USA).

V — Analyse des enzymes de la glycosylation par gPCR
(Quantitative Real-Time-PCR)

Les ARNSs totaux sont extraits a partir des cellules THP-1 (3x10°) grace au kit Nucleospin RNA
Il kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) selon les instructions du fabricant. Les concentrations
en ARN sont déterminées grace au spectrophotométre NanoDrop 2000 (Thermo Scientifics,
Wilmington, USA). Ensuite, la transcription inverse est effectuée comme décrit dans le kit (The
Maxima" First Strand cDNA Synthesis Kit). Les séquences nucléotidiques (Eurogentec, Seraing,
Belgium) utilisées comme amorces pour les réactions de PCRs sont rassemblées dans le
Tableau 10. Les paires d’amorces ont été soit décrites précédemment soit sélectionnées grace

au logiciel primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) en collaboration avec le Dr Sophie

Groux-Degroote de I'UGSF (équipe « Régulation de la glycosylation terminale »).

Les variations d’expression des différents génes sont quantifiées par gPCR par le systeme
Mx4000 Multiplex Quantitative PCR (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Chaque réaction de PCR
(25 pl) contient 12.5 ul de SYBRGreen (Thermo Fischer Scientific, Rockford, USA), 300 nM
d’amorces et 4 ul de cDNA (1 :40). L'amplification de I’ADN est réalisée grace au programme
suivant : une dénaturation initiale a 94°C pendant 30's, 40 cycles d’amplification (dénaturation
a 94°C pendant 30 s, hybridation a la température correspondante au Tm des amorces
pendant 30 s et I’élongation a 72°C pendant 30 s) et une extension finale a 72°C pendant 5
min. Le Tm est de 60°C pour toutes les réactions de PCR sauf pour HPRT : 58°C. La fluorescence
est mesurée a la fin de chaque cycle. Pour chaque paire d’amorces, la spécificité de
I'amplification est vérifiée grace aux courbes de dissociation, a la visualisation des produits
amplifiés par électrophoréese sur gel d’agarose et par le séquengage des produits obtenus.
L'efficacité de I'amplification est vérifiée grace aux dilutions sériées des cDNA obtenus a partir
des cellules THP-1 et est comprise entre 95 et 105%. Le gene codant HPRT (Hypoxanthine-
guanine PhosphoRibosylTransferase) est utilisé pour normaliser |'expression des génes
d’intérét. Toutes les expériences sont réalisées a partir de trois échantillons biologiques

différents. La quantification est réalisée par la méthode décrite par Pfaffl (Pfaffl, 2001).
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Amorces Séquence 5’ >3’ Référence

HPRT F GCCAGACTTTGTTGGATTTG (Cazet et al., 2010)

HPRT R CTCTCATCTTAGGCTTTGTATTTTG

ST3GALA F ATAAGAAGCGGGTGCGAAAGGG (Garcia-Vallejo et al., 2006)
ST3GAL4A R TCCGTGGCTGTTGCATTGGC

ST3GALS F ATCGGTGTCATTGCCGTTGT (Cazet et al., 2010)
ST3GAL5 R TTCATAGCAGCCATGCATTGA

B4GALNT1 F CAGCGCTCTAGTCACGATTGC' (Cazet et al., 2010)
BAGALNT1 R CCACGGTAACCGTTGGGTAG

GnTV F GATGTGCTTTTCTGAATCCCAAGT (Garcia-Vallejo et al., 2006)
GnTVR GGGACTTGCTGACCATGTTT

ST6GAL1 F CATCCAAGCGCAAGACTGACG (Groux-Degroote et al., 2008a)
ST6GAL1R TGTGCCCTGGTTGAGATGCTTC

FUT4 F GAGCTACGCTGTCCACATCACC (Groux-Degroote et al., 2008a)
FUT4R CAGCTGGCCAAGTTCCGTATG

FUT7 F ACCACCACTACCTATCCAA (Groux-Degroote et al., 2008a)
FUT7 R GTGAGTGGAGGGATGTAGA

FUT8 F TCTTCATCCCCGTCCTCCA (Garcia-Vallejo et al., 2006)
FUT8 R GAGACACCCACCACACTGCA

B4GalT1 F AACTTGACCTCGGTCCCAGTGC (Garcia-Vallejo et al., 2006)
B4GalT1R GGCCGCCCATCTTCACATTTG

BGalT3 F TAGTGGGTCCTGTGTCGGTGTC (Garcia-Vallejo et al., 2006)
BGalT3 R AGGCACAATGATGGCTGTTCG

MGAT1 F GGTGATTCCCATCCTGGTCAT (Garcia-Vallejo et al., 2006)
MGAT1R TCAGCCGAGGGCCGATA

MGAT2 F TCCGGTTCTGCAGGTGTTC (Garcia-Vallejo et al., 2006)
MGAT2 R CAATCTCTAGGGTCACTACCTGGAA

MGAT4A F CTGTGGAAGTTTTGCCTTTTAAGAG (Garcia-Vallejo et al., 2006)
MGAT4AR TGAAATGGGATTGAGACTTGGA

NEU1F TGTGACCTTCGACCCTGAGC (Cross et al., 2012)

NEU1R TCGCAGGGTCAGGTTCACTC

© 2017 Tous droits réservés.

Tableau 10 - Séquences des différentes amorces utilisées en qPCR.
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Abstract: Alpha-series gangliosides define a particular sub-class of glycosphingolipids
containing sialic acid o2,6-linked to GalNAc residue that was isolated as a minor com-
pound from the brain. The sialyltransferase ST6GalNAc V was cloned from mouse brain
and showed o2,6-sialyltransferase activity almost exclusively for Gyp, to form Gp,, and is
considered as the main enzyme involved in the biosynthesis of a-series gangliosides. Re-
cently, ST6GALNACS was identified as one of the genes over-expressed in breast cancer
cell populations selected for their ability to produce brain metastasis. However, the capaci-
ty of Human breast cancer cells to produce o-series gangliosides has never been clearly
demonstrated. Here, we show by stable transfection and MS-MS analysis of total glyco-
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sphingolipids that STOGALNACS expressing MDA-MB-231 breast cancer cells accumulate
Gpi. ganglioside (IV*Neu5Ac; III°Neu5Ac; Ggs-Cer).

Keywords: ST6GalNAc V; Breast cancer; MDA-MB-231; a-gangliosides; GD1a

Abbreviations: BSA: Bovine Serum Albumin; Cer: ceramide; DMEM: Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium; FBS: Fetal Bovine Serum; GFP: green fluorescent protein;
GSL: glycosphingolipid; HPRT: Hypoxanthine PhosphoRibosylTransferase; LacCer:
Lactosylceramide; MALDI-TOF: matrix assisted laser desorption-ionization time-of-flight;
MS: Mass Spectrometry; PBS: Phosphate Buffered Saline; PCR: Polymerase Chain
Reaction; qPCR: Quantitative real-time PCR; SNA: Sambucus nigra agglutinin; WT: Wild

Type.

1. Introduction

Gangliosides, the glycosphingolipids (GSL) carrying one or several sialic acid residues, are
essentially located on the outer leaflet of the plasma membrane where they form lipid rafts with
cholesterol and other sphingolipids. Gangliosides were demonstrated to be essential molecules in the
modulation of signal transduction pathways by their interactions with signal transduction molecules
including receptors tyrosine kinases. Gangliosides are therefore involved in cell adhesion, proliferation
and recognition processes [1]. GSL from the ganglio-series are usually classified in four series (0-, a-,
b- and c-series) according to the presence of 0 to 3 sialic acid residues linked to lactosylceramide [2].
Normal human tissues mainly express gangliosides from O- and a-series whereas more ’complex’
gangliosides from b- and c-series are mainly restricted to the nervous system [3]. The expression of
complex gangliosides increases under several pathological conditions including neurodegenerative
disorders [4], immune diseases [5] and cancers [6]. For example, Gps and Gp; are over-expressed in
neuroectoderm-derived tumors such as melanoma, neuroblastoma and triple-negative breast cancer, in
which they mediate cell proliferation, migration, tumor growth and angiogenesis [6].

Alpha-series gangliosides define a particular sub-class of GSL containing Neu5Ac o2,6-linked to
the GalNAc residue of the gangliopentaosyl backbone Neu5Aca2-3Galf1-3GalNAcB1-4Galf1-4Glc
(IV3Neu5Ac|Gg4). The typical a-series ganglioside Gpiq (IV3 Neu5AcI.III(’NeuSAchg4-Cer) was first
isolated as a minor compound from rat ascites hepatoma AH 7974F cells [7] and from bovine brain
[8], with an expression restricted to particular cell populations of the forebrain, the midbrain and the
cerebellum [9]. Three members of the CMP-NeuSAc: [-N-acetylgalactosaminide o2.6-
sialyltransferase family (ST6GalNAc III, V and VI) were shown to catalyze in vitro the transfer of a
sialic acid residue onto Gyp (IV3Neu5Ac|Gg4-Cer) to form Gpq [10]. However, according to its sub-
strate specificity and expression pattern, ST6GalNAc V is generally considered as the main Gp,, Syn-
thase. ST6GalNAc V ¢cDNA was cloned from mouse brain [11, 12] and st6galnac5 gene is specifically
expressed in brain tissues, mostly in forebrain and cerebellum [12]. When expressed as a soluble re-
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combinant protein, the mouse ST6GalNAc V showed o2,6-sialyltransferase activity almost exclusively
for Gy, while being inactive toward glycoproteins [11]. The recombinant mouse ST6GalNAc VI was
also shown to convert in vitro Gy, Gpia. and Gryy, into a-series gangliosides Gpia. Griae. and Goines
respectively [13]. However, this enzyme was lately demonstrated to be responsible for the synthesis of
disialyl-Le" but not for o-series gangliosides in human colon tissues [14]. To our knowledge, the en-
zymatic activity of human ST6GalNAc V was never thoroughly investigated. However, it was shown
that transfection of Human ST6GalNAc V into U373MG glioma cells produced the unusual o2,6-
monosialoganglioside, Gumaq (NeuSAca2-6GalNAcB1-4Galp 1-4Gle-Cer, lll“NcuSAchg:«,-Ccr) instead
of Gpq [15].

To date, little is known concerning the specific function of a-series gangliosides. It has been
proposed that Gpy, could play a role in Purkinje cell functions in the cerebellum [9] and that Gp,q
could serve as an adhesion molecule for high-metastatic murine lymphosarcoma cell line RAWI117-
H10 in the adhesion to hepatic sinusoidal endothelial cells [16]. STOGALNACS gene was also shown
playing a role in HeLa cell adhesion [17, 18] and recently, STOGALNACS was identified as one of the
genes over-expressed in breast cancer cell populations selected for their ability to produce brain
metastasis [19]. ShRNA inhibition of STOGALNACS expression reduced the capacity of breast cancer
cells to produce brain metastasis whereas the expression of ST6GALNACS in parental cell lines
promoted brain metastasis formation [19]. Moreover, ST6GALNACS was demonstrated as the only
gene specifically correlated with brain metastasis of breast cancer and up-regulated in human brain
metastasis samples [20]. However, the capacity of Human breast cancer cells that express
ST6GALNACS to produce a-series gangliosides has never been clearly demonstrated. Here, we show
by MS analysis of total GSL that STO6GALNACS expressing MDA-MB-231 breast cancer cells

accumulate Gp),, ganglioside.

2. Results and Discussion

2.1. Quantitative Real-Time-PCR (gPCR) analysis of STOGalNAc V expression in transfected MDA-
MB-231 cells

MDA-MB-231 cells were transfected with the pIRES2-AcGFP1 expression vector containing the
full-length ¢cDNA of human ST6GalNAc V or the empty vector as control. pIRES2-AcGFP1 is a
bicistronic expression vector designed for the simultaneous expression of green fluorescent protein
(GFP) and a protein of interest in mammalian cells. Transfected cells were cultured 14 days in the
presence of 1 mg/mL G418. Eighteen individual G418-resistant colonies were isolated by limiting
dilution and analyzed for the expression of ST6GalNAc V transcripts. No amplification was obtained
for thirteen of the resistant clones (not shown) and of the 5 clones showing over-expression of
ST6GalNAc V mRNA compared to control cells, the clone #13 displayed the highest level (317-fold)
(Fig. 1). In parallel, the G418-resistant cell population was sorted for GFP expression and 5.5% of the
cell population was selected (Fig. 2). The resulting GFP-positive cell population was analyzed for the
expression of ST6GalNAc V and shown a high level of ST6GalNAc V mRNA expression compared to
ronteal ralle (1ART_fald) (Ria 13
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Figure 1. QPCR analysis of ST6GalNAc V expression in control and transfected MDA-
MB-231 cells. Quantification of ST6GalNAc V expression was performed by the method
described by Pfaffl [21] and normalized to HPRT. The expression of ST6GalNAc V was
relative to wild-type (wt), which was regarded as 1. Ctrl, control cells transfected with the
empty vector; GFP+, GFP-positive cell population.
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Figure 2. . Cell sorting for GFP expression of the G418-resistant cell population. The
G418-resistant cell population was sorted for GFP expression on an ARIA SORP flow
cytometer.
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2.2. Flow Cytometry Analysis of a2,6-sialylation using Sambucus nigra agglutinin (SNA)

The a2,6-sialylation of clone #13 and GFP-positive cell population was analyzed by flow cytometry
using SNA lectin that binds to Neu5Aca2-Gal/GalNAc sequence [22]. No change in SNA binding was
observed for clone #13 compared to control cells whereas a slight increase of SNA binding was
observed for the GFP-positive cell population (Fig. 3). Control cells showed no change in SNA
binding compared to wild-type MDA-MB-231 (data not shown).

Figure 3. Flow cytometry analysis of a2,6-sialylation in ST6GalNAc V transfected MDA-
MB-231 cells. Detection of a2.6-sialylation was performed using Biotin-labeled SNA and
revealed with PE-conjugated streptavidin. Black line, PE-streptavidin alone; grey line,
MDA-MB-231 wild type; blue line, control cells transfected with the empty vector; green
line, ST6GalNAc V transfected cells.
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2.3. MS Analysis of GSL in ST6GalNAc V transfected MDA-MB-231 cells

Total glycosphingolipids were extracted from control and ST6GalNAc V expressing cells, purified
by reverse phase chromatography and permethylated prior to MS analysis. As previously shown [23].
wild type or empty vector-transfected MDA-MB-231 (not shown) cells expressed neutral globosides
Gp3 and Gy and monosialylated gangliosides, mainly Gyz (Fig. 4A). The precursor lactosylceramide
was also detected, as well as a monosialoganglioside at m/z 1933, which was confirmed to correspond
to Gvip by MALDI-TOF/TOF fragmentation analysis (data not shown). Two ceramide isoforms are
commonly expressed in human tissues due to the substitution of the sphingosine moiety by palmitic
acid C16:0 (Cer*) or lignoceric acid C24:0 (Cer**) (Fig. 4).

As shown in Figures 4B and 4C, the composition in GSL of clone #13 and GFP-positive cell
population was very similar to control cells with the notable expression at an additional signal at m/z
2294.5 that was tentatively identified as an isomer of Gp, ganglioside (Gpia, Gpib, Gpic or Gpie) With 3
hexoses, one N-acetylhexosamine and 2 N-acetylneuraminic acid residues.
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Figure 4. Comparison of MS profiles of permethylated glycosphingolipids purified from
MDA-MB-231 wt, clone #13 and GFP+ ST6GalNAc V transfected cells. GSL are present
as d18:1/C16:0 (Cer*) and d18:1/C24:0 (Cer**) isomers. O, Gal; @, Glc; [, GalNAc;
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MALDI-TOF/TOF fragmentation analysis established that this signal corresponded to Gpie, as
shown in Figure 5. Indeed, the [M+Na]™ B/Y-ions at m/z 1208/1108 attested the presence of a terminal
HexNAc;Hex;Neu5Ac; tetrasaccharide, excluding Gpj. and Gp, isomers in which at least one N-
acetylneuraminic acid residue is linked to the internal galactose residue and characterised by B/Y-ions
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at m/z 847/1469 and m/z 486/1830, respectively [24]. Then, the presence of [M+Na] ™ secondary ion at
m/z 629 testified the presence of an internal HexNAcNeu5Ac disaccharide unit, characteristic from
the a-series gangliosides. Finally, the absence of [M+Na]™ B-ions at m/z 759, which corresponds to a
disialylated sequence finally excluded Gp;. isomer. Altogether, these data clearly demonstrate that the
additional signal at m/z 2295 that appeared in the GSL composition of clone #13 and GFP-positive cell
population corresponded exclusively to Gpjq.

Figure 5. MS/MS sequencing of permethylated Gp; at m/z 2295 with ceramide moieties
d18:1/C24:0 (Cer**). All fragments are observed as [M+Na] ™ adducts. Fragment ions were
annotated according to nomenclature of Domon and Costello [25]. The nature of
monosaccharides was deduced from known biosynthesis of gangliosides. O. Gal; @. Glc;
L1 GalNAc; ’ Neu5SAc.
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3. Experimental Section
3.1. Cell Culture and transfection

The breast cancer cell line MDA-MB-231 was obtained from the American Type Cell Culture
Collection. Cell culture reagents were purchased from Lonza (Levallois-Perret, France). Cells were
routinely grown in monolayer and maintained at 37°C in an atmosphere of 5% CO,, in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-
glutamine, and 100 units/mL penicillin-streptomycin. The full-length human ST6GalNAc V cDNA
[11] was amplified by PCR from the Mammalian Gene Collection (MGC) clone 3356535 using sense
5’-gtagctagetcgagatgaagaccetgatgegecatgg-3’ and antisense 5’-atatatagatctgaattctcagtgtetcggtgtetga-
tge-3” primers containing EcoRI and Xhol restriction sites, respectively (underlined) and inserted into
the EcoRI and Xhol sites of the bicistronic pIRES2-AcGFP1 expression vector designed for the
simultaneous expression in mammalian cells of green fluorescent protein (GFP) and the protein of
interest (Clontech, Mountain View, CA, USA). The resulting plasmid was purified using NucleoSpin
purification kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) according to manufacturer’s instructions and fully
sequenced. Transfection was performed by lipofection using Lipofectamine® 2000 (Invitrogen). After
transfection, cells were maintained for 48 h in DMEM at 37°C in an atmosphere of 5% CO; and then
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cultured in the presence of 1 mg/mL G418 (Invitrogen). After 14 days in the selective medium,
individual G418-resistant colonies were isolated by limit dilution. Alternatively, the G418-resistant
cell population was sorted for GFP expression on an ARIA SORP flow cytometer (BD Biosciences, Le
Pont de Claix, France). Control cells (empty vector transfected) and ST6GalNAc V positive cells were
cultured in the presence of 1 mg/mL G418 (Invitrogen).

3.2. QPCR analysis of ST6GalNAc V

Total RNA was extracted using the Nucleospin RNA II kit (Macherey Nagel), quantified using DS-
11 spectrophotometer (Denovix, Wilmington, DE, USA) and the purity of the preparation was checked
by ratio of the absorbance at 260 and 280 nm. The cDNA was synthesized with 2 pg of RNA using the
Maxima first strand cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, Germany). PCR
primers for Hypoxanthine PhosphoRibosylTransferase (HPRT) were previously described [26].
Primers for ST6GalNAc V (sense: 5'-ggatcccaatcacceticag-3', antisense: 5'-tagcaagtgattciggtiicca-37)
were designed using Primer 3 software. QPCR reactions (25 pL) were performed using Maxima
SYBR Green Fluorescein gPCR MasterMix (Thermo Fisher Scientific), with 2 uL of ¢cDNA solution
and 300 nM final concentration of each primer in a Mx3005p qPCR System (Stratagene, La Jolla, CA,
USA). PCR conditions were: 95 °C for 30 s, 51 °C for 45 s, 72 °C for 30 s (40 cycles). Assays were
performed in triplicate and ST6GalNAc V transcript expression level was normalized to HPRT using the
method described by Pfaffl [21]. Serial dilutions of the appropriate positive control cDNA sample were
used to create standard curves for relative quantification and negative control reactions were performed
by replacing cDNA templates by sterile water.

3.3. Flow Cytometry Analysis

Cells were washed in cold PBS and detached by: 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA).
Cells were incubated at 4 °C during 1 h with 10 pg/mL Biotin-labeled SNA (Vector Laboratories,
Burlingam CA, USA) diluted in phosphate buffered saline (PBS) containing 1% bovine serum albumin
(PBS-BSA) (Sigma-Aldrich). After washing with PBS-BSA, cells were incubated 30 min on ice with
phycoerythrin (PE) conjugated streptavidin (Life Technologies) and analyzed by flow cytometry
(FACScalibur, BD Biosciences).

3.4. Extraction and Preparation of Glvcolipids

Twenty dishes (10 cm diameter) of cultured cells were washed twice with ice-cold PBS and cells
were sonicated on ice in 200 pL of water. The resulting material was dried under vacuum and
sequentially extracted by CHCI3/CH30H (2:1. v/v), CHCI3/CH30H (1:1, v/v) and CHCI3/CH3:0OH/H,O
(1:2:0.8, v/v/v). Supernatants were pooled, dried and subjected to a mild saponification in 0.1 M NaOH
in CHCI3/CH3OH (1:1) at 37 °C for 2 h and then evaporated to dryness [27]. Samples were
reconstituted in CHsOH/H-O (1:1, v/v) and applied to a reverse phase C;g cartridge (Waters, Milford,
MA) equilibrated in the same solvent. After washing with CH3;OH/H,O (1:1. v/v), GSL were cluted by
CH;0H, CHCI3/CH30H (1:1, v/v) and CHCI3/CH30H (2:1, v/v).
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3.5. Mass Spectrometry Analysis of GSL

Prior to mass spectrometry analysis, GSL were permethylated according to Ciucanu and Kerek [28].
Briefly, compounds were incubated 2 h in a suspension of 200 mg/mL NaOH in dry DMSO (400 pL)
and CHjsl (200 pL). The methylated derivatives were extracted in CHCl; and washed several times
with water. The reagents were evaporated and the sample was dissolved in CHCl; in the appropriate
dilution. MALDI-MS and MS/MS analyses of permethylated GSL were performed on 4800 Proteomics
Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) mass spectrometer, operated in the positive
reflectron mode. For MS acquisition, 5 pL of diluted permethylated samples in CHCl3; were mixed
with 5 uL of 2.5-dihydroxybenzoic acid matrix solution (10 mg/mL dissolved in CHCl;/CH3;0H (1:1,
v/v)). The mixtures (2 pL) were then spotted on the target plate and air dried. MS survey data
comprises a total of 50 sub-spectra of 1,500 laser shots. Peaks observed in the MS spectra were
selected for further MS/MS. CID MS/MS data comprises a total of 100 sub-spectra of 3000 laser shots.
Two or more spectra can be combined post-acquisition with mass tolerance set at 0.1 Da to improve
S/N ratio. The potential difference between the source acceleration voltage and the collision cell was
set to 1 kV and argon was used as collision gas.

4. Conclusion

The o-series gangliosides define a rare subclass of GSL essentially restricted to some area of
mammalian brain. a-gangliosides biological function, however, remains mostly unknown. Based on
the substrate specificity of soluble recombinant enzymes, the o2,6-sialytransferase ST6GalNAc V is
considered as the main Gpi, synthase. Strikingly, ST6GalNAc V expression is also restricted to the
brain. The identification of ST6GALNACS as one of the genes involved in breast cancer brain
metastasis [19] raised the question of the capacity of breast cancer cells to synthesize o-series
gangliosides. Here, we show for the first time that the expression of Human ST6GalNAc V ¢cDNA in
Human cancer cells (MDA-MB-231) results in the accumulation of Gp,,. However, the question of the
role of o-series gangliosides in breast cancer brain metastasis remains open. To our knowledge, no
recognition protein was identified to date to specifically bind o-series gangliosides [29].
ST6GALNACS gene was previously identified playing a role in controlling the degree of cell adhesion
in Hela cells. It was shown that higher STOGALNACS transcription correlated with a lower degree of
adhesion, siRNA inhibition of ST6GALNACS transcription being followed by enhanced adhesion [18].
Furthermore, the expression of ST6GALNACS, presumably increasing the expression of c-series
gangliosides in breast cancer cells could promote their capacity to form brain metastasis. Although the
authors showed STOGALNACS over-expression increased transmigration through a brain-like
endothelial barrier, the in vitro model using HUVEC endothelial cells may be questionable. Further
investigation are required in order to delineate the molecular mechanism that allows the recognition of

a-series gangliosides and the role of these glycolipids in the brain metastasis cascade.
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Abstract: STEGGALNACS gene that encodes an o2,6-sialyltransferase involved in the biosynthesis of
a-series gangliosides, was previously identified as one of the genes that mediate breast cancer
metastasis to the brain. We have shown that the expression of STOGALNAC5 in MDA-MB-231 breast
cancer cells resulted in the expression of Gow. ganglioside at the cell surface. By using a human
blood-brain barrier in vitro model recently developed, consisting in CD 34* derived endothelial cells
cocultivated with pericytes, we show that STEGALNACS expression decreased the interactions
between the breast cancer cells and the human blood-brain barrier.

Keywords: breast cancer; blood-brain barrier; gangliosides; Goiy; ST6GALNACS; sialyltransferase;
brain metastasis.

1. Introduction

The modification of cell surface glycosylation is one of the most important phenotypic
rearrangements that occur during carcinogenesis. It mainly affects the terminal part of the
carbohydrate moiety of glycoproteins and glycolipids, leading to the expression of tumor-associated
carbohydrate antigens (TACA). Most of TACA are sialylated and changes in sialylation were clearly
demonstrated to affect cellular recognition, cell adhesion and signaling, and consequently the cell's
behavior. Gangliosides are glycosphingolipids (GSLs) carrying one or several sialic acid residues.
They are essentially located on the outer leaflet of the plasma membrane where they can interact with
transmembrane receptors or signal transducers involved in cell proliferation, adhesion and motility.
In adult, complex gangliosides from b- and c-series are normally restricted to the nervous system but
are-expression of complex gangliosides is observed in a variety of cancers including neuro-ectoderm-
derived cancers, non-small cell lung carcinoma and breast cancer [1]. In particular, Gos and Goz are
considered as melanoma- and neuroblastoma-associated antigens playing a key role in tumor
development, and are used as targets for cancer immunotherapy [2]. However, the mechanisms by
which tumor-associated gangliosides induce invasive and metastatic phenotypes of tumor cells
remain to be clarified.

Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, x; doi:10.3390/ www.mdpi.com/journal/ijms
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a-Series gangliosides define a particular sub-class of GSLs containing Neu5 Ac a2,6-linked to the
GalNAc residue of the gangliopentaosyl backbone Neu5Aca2-3Galp31-3GalNAcB1-4GalB1-4Gle
(IV3Neu5AciGgs). The typical a-series ganglioside Goia (IViINeu5Ac, [TI°Neu5AciGga-Cer) was first
isolated as a minor compound from rat hepatoma cells [3] and from bovine brain [4], with an
expression restricted to particular cell populations of the brain and cerebellum [5]. Three members of
the CMP-Neu5Ac: 3-N-acetylgalactosaminide a2,6-sialyltransferase family (ST6GalNAc III, V and
VI) were shown to catalyze in vitro the transfer of a sialic acid residue onto Guyi (IV3Neub AciGgs-Cer)
to form Goia [6]. However, according to its substrate specificity and expression pattern, ST6GalNAc
V is considered as the main Goia synthase. STEGALNAC5 cDNA was cloned from mouse brain [7, 8]
and stogalnacs gene is specifically expressed in mouse brain tissues, mostly in forebrain and
cerebellum [8]. When expressed as a soluble recombinant protein, the mouse ST6GalNAc V showed
a2,6-sialyltransferase activity almost exclusively for G, while being inactive toward glycoproteins
[7]. The enzymatic activity of human ST6GalNAc V was never investigated in details but we recently
shown that transfection of human ST6GalNAcV cDNA into MDA-MB-231 breast cancer cells resulted
in the expression of Goiaat the cell surface [9].

To date, the specific function of a-series gangliosides is poorly understood. It has been proposed
that Goix could play a role in Purkinje cell functions in the cerebellum [5] and that Goia could serve
as an adhesion molecule for high-metastatic murine lymphosarcoma cells in the adhesion to hepatic
endothelial cells [10]. Recently, ST6eGALNACS was identified as one of the genes over-expressed in
breast cancer cell populations selected for their ability to produce brain metastases [11]. ShRNA
inhibition of STEGALNACS expression reduced the capacity of breast cancer cells to produce brain
metastases whereas the expression of STOGALNACS in parental cell lines promoted brain metastases
formation [11]. Moreover, STOGALNACS was shown to improve the capacity of breast cancer cells to
transmigrate across a human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) in vitro model of the blood-
brain barrier [11].

The blood-brain barrier (BBB), localized at the level of brain capillary endothelial cells (ECs),
controls and restricts the exchanges between the blood and the brain tissues. The BBB presents a
specific architecture where the capillary ECs share a split basement membrane with pericytes and are
surrounded together by astrocyte end-feet. The BBB forms with pericytes, neurons, glial cells and the
extracellular matrix, the neurovascular unit (NVU). The interplays and communications between the
different components of NVU allow the BBB-specific differentiation of ECs, which exhibit a network
of tight junctions, express efflux pumps and specific receptors and transporters. These specific and
restrictive properties control and limit the access to the brain parenchyma of many cells and
substances. During the last decades, most in vitro BBB models were developed using animal cells
(mouse, rat, bovine, pig) isolated from brain microvessels as primary culture or immortalized [12]
whereas human culture models commonly use HUVECs, which display only a limited tightness and
not a BBB phenotype.

In vitro approaches are required to identify cellular and molecular interactions between cancer
cells and BBB endothelium. However, while numerous studies were performed with in vitro models,
the heterogeneity and the quality of BBB models used is a limitation to the extrapolation of results to
in vivo context, showing that the choice of a model that fulfills the properties of human BBB is
essential.

In that context, we recently developed a human BBB in vitro model consisting in CD34*
hematopoietic stem cells derived endothelial cells cocultivated with brain pericytes [13, 14] and
displaying improved BBB properties closed to those observed in vivo. The model proved valuable in
the study of cancer cells tropism as the adhesion and transmigration capacities of breast cancer cells
were found to be in accordance with the cancer cell molecular subtypes, fitting well with their
propensity to form brain metastases [15, 16]. We have used this CD 34* derived human BBB model to
investigate the role of Goia in adhesion and transmigration of breast cancer cells and contrary to what
was observed on HUVECs in vitro model, STOGALNACS5 cDNA expression resulted in a decrease of
the interactions between MDA-MB-231 breast cancer cells and the CD 34* derived human BBB model.
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96 2. Results

97 2.1. Brain targeting cells interaction analysis on the human in vitro BBB model

98 In order to investigate the mechanisms of brain tropism during the initial steps of breast cancer

99 brain metastases formation, the interactions of breast cancer cells with the BBB were analyzed using
100 anin vitro approach. For that purpose, adhesion and transmigration assays of brain targeting breast
101 cancer cells were performed on a human BBB in vitro model named Brain-Like endothelial Cells
102 (BLECs) that we recently developed [13, 14]. BLECs model consists in endothelial cells derived from
103 CD34* hematopoietic stem cells cocultivated with brain pericytes. The BLECs model displays
104 improved BBB properties closed to those observed in vivo such as low permeability to BBB integrity
105 marker, continuous localization at the cell border of tight junction proteins (Claudin-5, occludin, ZO-
106 1), expression of functional efflux pumps (P-gP, BCRP) [13, 14].
107 The adhesion and transmigration of MDA-MB 231 BrM2 cell line (BrM2) was compared to the
108  parental cell line MDA-MB-231 wt. The BrM2 cell line was previously generated by 2 rounds of in
109  wivo selection in mouse, and showed a significant increase in brain metastases formation [11]. As
110 shown in Figure 1a, after two hours of incubation, the adhesion rate of BrM2 on the BBB ECs was
111 63.4% lower than the parental cells and no increase in BBB permeability to LY was observed for MDA
112 and BrM2(0.57 + 0.08. 10~ cm.min"' and 0.66 + 0.1 x 10 cm.min respectively) compared to the control
113 condition before adhesion (Pe = 0.58 + 0.07 x 10° ecm.min). As the adhesion of breast cancer cells on
114 the BBB EGCs is required but not enough to reach the brain parenchyma, the transmigration was
115 quantified and revealed that the BrM2 transmigrate at the same rate compared to the parental cell
116 line MDA-MB-231 wt (Figure 1b). No increase in BBB permeability to LY was measured following
117  transmigration of MDA and BrM2 (0.73 = 0.03 x 10° cm.min?' and 0.78 +0.01 x 10° cm.min”
118  respectively) compared to the control condition without transmigration.
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119 Figure 1. Adhesion (a) and transmigration (b) of MDA-MB-231 wt and BrM2 breast cancer cell lines
120 on the human BLECs model. The number of adherent or transmigrated MDA-MB-231 wt cells was
121 set up to 100% and equal to, respectively, 579 and 98 cells. Results are mean of triplicate and
122 representative of two independent experiments N.S: not significant; ***: p<0.001.
123 2.2. Molecular characterization of MDA-MB-231 BrM2 cells.
124 The BrM2 cell line was previously described to over-express a set of genes potentially involved

125 in brain metastasis, includingCOX2, HBEGF and ST6GALNACS5 [11]. The expression of these genes
126 was quantified by qPCR. As shown in Figure 2, a 23-fold increased expression of ST6GGALNACS and
127 10-fold increase of COX2 were measured in BrM2 compared to parental MDA-MB-231 wt. However,
128  no difference of expression was measured for HB-EGF in BrM2 compared to parental MDA-MB-231
129 wt.

130 ST6GALNACS gene encodes a GalNAc «2,6-sialyltransferase involved in the biosynthesis of a-
131 Series gangliosides, mainly Goia. According to the fact that Gpia could serve as an adhesion molecule
132 for breast cancer cells in the adhesion to BBB endothelial cells and promote brain metastasis, the GSL
133 composition was analyzed to determine the impact of the increased STEGALNACS5 expression on the
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glycosylation of MDA-MB-231 BrM2 cells. Total GSLs were extracted from MDA-MB-231 wt and
BrM2, purified by reverse phase chromatography and permethylated prior to MALDI-MS analysis.

ST6GalNAc V COX2 HB-EGF
35 35 35
* %k

30 | 30 30
5 5 s
g 25 { -g 25 3 25
: s g
! 20 - ! 20 - § 20
= ® *okok E
Eis E1s - 515
c c :
o L3
£ 10 - £ 10 g 10
2 & E:

0 o 0 | = 0 —— ;

MDA BrM2
MDA BrM2 MDA BrM2

Figure 2. qPCR analysis of COX2, HB-EGF and ST6GALNAC5 inMDA-MB-231 wt and BrM2.
Quantification was performed by the method described by Pfaffl [17] and normalized to Actin. N.S:
Non Significant; ***: p<0.001

As previously shown [18] MDA-MB-231 wt expresses neutral globosides Grs and G and
monosialylated gangliosides, mainly Gus (Figure 3a). The precursor lactosylceramide (LacCer) was
also detected, as well as a monosialoganglioside at m/z 1933, which was confirmed to correspond to
Gu by MALDI-TOF/TOF fragmentation analysis (data not shown). Two ceramide isoforms are
commonly expressed in human tissues due to the substitution of the sphingosine moiety by palmitic
acid C16:0 (Cer*) or lignoceric acid C24:0 (Cer**). As shown in Figure 3b, the composition in GSLs of
BrM2 cells was similar to wt cells and no expression of Goi. was detected as indicated by the absence
of signal at m/z 2293.9, which was identified in MDA-MB-231 GFP+ cell population (Figure 3c) by
MALDI-TOF/TOF fragmentation analysis (Fig. S1).

2.3. Involvement of Goia over-expression in interaction processes of breast cancer cell lines with the BBB

In order to specifically identify the effect of STOGALNACS over-expression on the adhesion and
transmigration of breast cancer cells, two cell populations were generated, Clone #13 and a polyclonal
GFP-positive cell population in which STOGALNAC5 cDNA was 10-fold and 60-fold over-expressed
compared to control MDA-MB 231 wt, respectively [9]. These two cell populations were previously
demonstrated to express Gpi« ganglioside by MALDI-TOF/TOF fragmentation analysis (Fig. S1). The
adhesion and transmigration capacities of these two cell populations were determined using the
human BBB in vitro model. As shown in Figure 4a, the results obtained were similar to those obtained
with BrM2 cells as adhesion of the Clone #13 and GFP+ cell population were 40% and 50% decreased
compared to MDA-MB-231 wt, respectively. A 55% and 50% decrease of transmigration rate was also
observed for Clone #13 and the GFP+ cell population, respectively. Following adhesion and
transmigration assays, no increase in BBB permeability was measured for Clone #13 and GFP+ cell
population (0.87 + 0.03 x 10-* cm.min! and 0.92 + 0.07 x 10-* cm.min"! respectively) compared to the
control condition before transmigration (Pe = 0.90 +0.04 x 10° cm.min™).
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Figure 3. Comparison of MS profiles of permethylated glycosphingolipids purified from MDA-MB-
231 wt, BrM2 and GFP+ cell population. GSL are present as d18:1/C16:0 (Cer*) and d18:1/C24:0 (Cer™)
isomers. O, Gal; @, Glc; [, GalNAc; ’, NeubAc.

2.4. Does the specificity of interactions depend on cells species?

As the BrM2 cells were generated and selected according to their increased brain metastatic
activity in immunodeficient mice, a mouse-specific molecular mechanism of interaction could take
place between human breast cancer cells and murine brain endothelial cells. Hence, in order to
determine if the capacity of interaction could be modified according to the species, we measured
adhesion of breast cancer cells on a mouse BBB in vitro model. As shown in Figure 5, after two hours
of incubation, a significant 25% increase in adhesion was observed for BrM2 cells compared to control
MDA-MB-231 wt. However, no increase of adhesion was measured for ST6GalNAc V over-
expressing cells, clone #13 and GFP+ cell population. Following adhesion assay of cancer cell
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176 populations, no increase in BBB permeability was measured (0.47 + 0.1 x 102 em.min"') compared to
177  the control condition before adhesion (Pe = 0.36 + 0.12 x 103 cm.min?).
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178 Figure 4. Adhesion (a) and transmigration (b) of MDA-MB-231wt, Clone #13 (STé6 cl. 13) and GFP+
179 breast cancer cell population (ST6 GFP+) on the human BLECs model. The number of adherent or
180 transmigrated MDA-MB-231 wt cells was set up to 100% and equal to, respectively, 533 and 117 cells.
181 Results are mean of triplicate and representative of two or three independent experiments. N.S: not
182 significant; *: p<0.01; **: p<0.005; **: p<0.001.
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184 Figure 5. Adhesion of MDA-MB-231wt, BrM2, Clone #13 and GFP+ breast cancer cell populations on
185 a mouse BBB model. The number of adherent or transmigrated MDA-MB-231 wt cells was set up to
186 100% and equal to 286 cells. Results are mean of triplicate and representative of two independent
187 experiments. N.S: not significant; * p<0.1.
188 3. Discussion
189 With the improvement of cancer therapeutic strategies to treat systemic disease, the incidence of

190  brain metastases has raised. Brain metastases (BM) represent the most frequent intracranial tumors
191 in adults. Breast cancer is after lung cancer, the second type of cancer which has the highest incidence
192 to develop metastasis in the brain; about 30% of women with breast cancer developing metastases to
193 the brain. To form metastases in distant organs, cancer cells from the primary tumor have to
194 successfully achieve the multistep process of metastatic cascade that includes the escape from the
195 primary tumor, the survival in the circulation, the interactions with the vascular wall of the targeted
196  organ, the extravasation through the endothelial cell layer and finally the adaptation to the host
197 environment.
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In the case of brain metastases, the cancer cells have also to interact and cross the highly
restrictive and specific BBB, localized at the level of brain capillary endothelial cells. This barrier
maintains the brain homeostasis thanks to specific properties that limit the access to the brain
parenchyma. In the therapeutic strategy against BM, besides the surgical resection and radiotherapy,
the chemotherapy plays an underlying role with a limited efficacy mainly attributed to the BBB. In
this context, the understanding the biology is prime of important for both the prediction of patients
with high risk to develop BM and the discovery of new drug targets [19].

For breast cancer patients, the risk to develop BM is associated with the breast cancer molecular
subtypes, which are described to have different clinical behaviors. In this context, analyses of cellular
and molecular events are performed during the metastatic cascade in order to better understand the
behavior of breast cancer cells and to identify a molecular signature that could predict the risk of
brain metastases. The widely used experimental strategy consists of the transcriptional profiling of
cancer cells following multiple cycles of injection in rodents and a comparison with the molecular
profile obtained from brain metastases clinical samples. This experimental procedure was used by
Bos et al. [11] in order to generate a brain targeting breast cancer cell line named BrM2, deriving from
the triple negative breast cancer cell line MDA-MB-231. The gene encoding the ganglioside specific
sialyltransferase ST6GalNAc V was one of the genes whose expression was up-regulated in BrM2
and was identified as a potential mediator for cancer cells transmigration through an endothelial in
vitro barrier model using HUVECs. Here, using our well characterized human BBB in vitro model, we
clearly demonstrate a decreased adhesion and no change in transmigration of BrM2 cells compared
to control. These results are not line with the data from Bos et al. who previously showed that the
expression of STEOGALNAC5 cDNA was sufficient to increase the transmigration activity of MDA-
MB-231 BrM2 cells through HUVECs BBB in vitro model [11].

As a matter of fact, the phenotype of endothelial cells used in the in vitro approach is of prime
importance to study cellular and molecular interactions occurring at the level of the BBB, in order to
specifically identify the mechanisms occurring at this particular interface as previously described
[15]. Hence, the use of endothelial cells without a validated BBB phenotype, can generate data that
cannot be correlated with the in vivo situation.

In vitro, ST6GalNAc V is known to catalyze the transfer of a sialic acid residue onto G to form
Goia [6] and is considered as the main enzyme for the biosynthesis of a-Series gangliosides, the
expression of which being normally restricted to the brain [5]. Interestingly, it has been recently
shown that Gua could serve as an adhesion molecule for high-metastatic murine lymphosarcoma
cells in the adhesion to hepatic endothelial cells [10]. Similarly, the expression of Gpia at the cell
surface of breast cancer cells could improve their capacity to interact with brain capillary endothelial
cells. We also used a cell line deriving from parental MDA-MB-231 by transfection of human
ST6GALNACS cDNA and over-expressing ST6GalNAc V. Our experiments have revealed that the
over-expression of the active form of ST6GalNAc V associated with the expression of Gouw, at the cell
surface display a reduced capacity of interaction and transmigration on the human BBB in vitro
model. These results were similar to those we obtained with BrM2 cells indicating that the over-
expression of ST6GalNAc V decreased the amount of breast cancer cells able to interact with the BBB
EGCs.

Nevertheless, as STEGALNAC5gene encodes a sialyltransferase involved in the biosynthesis of
gangliosides and should therefore modify the cell surface glycosylation, mass spectrometry analysis
was performed on BrM2 cells in order to identify a change in GSLs composition potentially involved
in the interaction of breast cancer cells with the BBB. Surprisingly, no difference in GSLs content was
observed compared to the parental MDA-MB-231 cells whereas BrM2 cells express the substrate of
ST6GalNAc V. These results allowed us to assume that the expression of STEGALNACS in BrM2 does
not lead to a functional enzyme that modulates the GSLs content. At least, as the BrM2 cells were
generated in mouse and considering that cancer cell can develop a host adaptation to maximize their
colonizing properties, we analyze the adhesion of BrM2 and ST6GalNAc V over-expressing cells on
a mouse BBB in vitro model. Our results revealed that the adhesion of BrM2 is increased on mouse
BBB endothelial cells compared to the ST6 GFP+ and CL#13, indicating that the cells generated in
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mouse display an increase of interaction contrary to the cells in which ST6GALNAC5 cDNA was
transfected. Environment adaptation is a well-known mechanism and the adaptation of breast cancer
cells to the murine environment could explain at least in part the increased adhesion of BrM2 cells on
a mouse BBB in vitro model. However, this result is difficult to correlate with the fact that the
expression of STOGALNAC5 cDNA in BrM2 MDA-MB-231 increased the transmigration of cells
through HUVECs [11]. Hence our experimental approach highlighted that ST6GalNAc V does not
seem to be a mediator that increases breast cancer cell interaction with the human BBB. In addition,
the expression of ST6GalNAc V in cancer cells is not directly correlated with the expression of its
product Goi. that is depending on the presence of the precursor Gmi. As the expression of
ST6GalNAc V is normally restricted to the brain, the expression of the enzyme in cancer cells seems
particularly suitable for the development of tumors in the brain parenchyma. However, it was
recently shown that using specific monoclonal antibodies reactive with Gpi. or Gais that only few
human cancer cell lines show significant expression of these gangliosides [20]. These antibodies could
be used in a near future to determine the expression of these gangliosides in breast cancer tumors as
well as the implication of Goi« in the formation of breast cancer cell metastases.

4. Materials and Methods
4.1. Human BLECs BBB in vitro model

4.1.1. CD34* cells differentiation from human umbilical cord blood

Endothelial cells were derived from CD34'-cells isolated from human umbilical cord blood
according to the method described by Pedroso et al. [21]. It required the collection of human umbilical
cord blood: infants’ parents signed an informed consent form in compliance with the French
legislation. The protocol was approved by the French Ministry of Higher Education and Research
(CODECOH Number DC2011-1321). All experiments were carried out in accordance with the
approved protocol. CD34+-cells were cultivated on 1% gelatin-coated 24-wells plates (Corning Inc.,
New York, USA) in ECM medium (Sciencell, Carlsbad, CA, USA) containing 20% of heat inactivated
fetal calf serum (FCS from GIBCO, Life Technology, SAS Saint Aubin, France) and 50 ng/mL of
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF from PrepoTech Inc. Rocky Hill, USA). After 5 days, time
necessary for CD34'-cells adhesion, the medium was changed every two days. After 15-20 days,
CD34+-cells started to differentiate into ECs. ECs were treated with trypsin and cultivated on 1%
gelatin-coated 100 mm Petri dish in ECM medium containing 5% heat inactivated FCS and 50 pg/mL
gentamicin (Biochrom AG, Berlin, Germany).

4.1.2. Pericyte culture

Pericytes, isolated from bovine brain capillaries, were cultivated in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) supplemented with 20% heat inactivated FCS, 2 mM L-glutamine (Merck
Chemicals, Darmstadt, Germany), 50 pg/mL gentamicin and 1 ng/mL basic fibroblast growth factor
(bFGF). The pericyte culture, confluent after 2 days, was dissociated using trypsin-EDTA (Ethylene
Diamine TetraAcetic acid) solution (Biochrom AG, Berlin, Germany) and cells were seeded on 12-
wells plates (5 x 10* cells/cm?). The phenotype of the pericytes was characterized according to
Vandenhaute et al. [22].

4.1.3. Co-culture

CD34" derived endothelial cells (CD34'-ECs) were treated with trypsin-EDTA solution and
seeded on Matrigel™ (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) coated filters (Costar Transwell inserts,
pore size 0.4 pm or 3 um, 12-well format, Corning Inc., New York, USA) (8 x 104 cells/cm?). Filters
were firstly cultivated alone during 6 days without medium in the lower compartment. Then, filters
were placed above wells containing pericytes. The co-culture medium, ECM supplemented with 5%
heat inactivated FCS and 50 pg/mL gentamicin, was changed every 2 days. After 6 days of co-culture,
the model was stable and ready for experiment [13].
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4.2. Murine BBB in vitro model

In accordance with the French legislation the animal house of the Université d'Artois get
approval from the protecting population departmental directorate under number B62-498-5. In
compliance with the new European directive (Directive 2010/63/EU), all the procedures were
submitted to the ethics committee (comité d'éthique en experimentation animale Nord - Pas-de-
Calais; C2EA 75) and the French Ministry (ministere de l'enseignement supérieur et de la recherche:
direction générale pour la recherche et I'innovation) for authorization, were approved and referenced
under the number 2015090115412152.

Mice (C57Bl6/]) were supplied by Laboratoire Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France) and housed
in a temperature-controlled pathogen-free room with light from 07:00 to 19:00 (daytime) and had free
access to food and water and live in an enriched environment.

Endothelial cells were extracted from mice brain microvessels using the method described by
Coisne et al. [23] and seeded on Matrigel™-coated filters (Costar Transwell 0.4 um, 12-well format).
All experiments were performed within the framework of the French legislation that controls animal
experimentation. Cells were cultivated until confluence in DMEM medium 5% heat inactivated CS,
2 mM L-glutamine, 50 pg/mL gentamicin and 1 ng/mL bFGF. This medium was changed every day.
ECs form a confluent monolayer and were used for experiment after 5 days.

4.3. Human Breast cancer cell lines culture

Breast cancer cell lines MDA-MB-231 (HTB-26, ATCC®, Manassas, VA, USA), MDA-MB-231
clone #13 and GFP+ ST6GALNACS transfected cells [9] and MDA-MB-231 BrM2 [11] cells were
cultivated in DMEM medium with 4.5 g/L D-glucose, 10% heat inactivated FCS, 2 mM L-glutamine
and 5 pg/mL penicillin-streptomy cin. Cells were cultivated 3 weeks before being used in adhesion or
transmigration experiment.

4.4. Adhesion and transmigration assays

4.4.1. Cancer cells staining

In order to visualize cancer cells at the end of the adhesion and transmigration kinetics, the cells
were previously loaded with a fluorescent CellTracker™ (Invitrogen, Carlbad, USA). The cancer cells
were incubated with the compound (diluted at 10 uM in DMEM) during 40 minutes at 37°C. The
medium was then removed and after one washing step with DMEM, replaced by complete medium
for a minimum of 45 minutes.

4.4.2. Adhesion assay

First, cancer cells were treated with EDTA and mechanically dissociated in complete medium
containing only 1% heat inactivated FCS. Then, the cancer cells were seeded (2 x 10¢) on filters
containing ECs monolayer. After 120 minutes, the supernatant was gently removed and filters were
rinsed with DMEM. Filters were then fixed with 4% paraformaldhehyde solution for 10 minutes.
After the staining of nuclei with Hoechst 33358 (BisBenzimide, MP Biochemicals, Irvine, CA, USA),
the filters were mounted using Mowiol solution containing DABCO (1,4-Diazobicy clo-(2.2.2-octane))
as an anti-fading agent.

4.4.3. Transmigration assay

Using the same protocol, cells were seeded (8x104) on filters containing endothelial monolayers.
After 16 hours, filters were fixed for 10 min using 4% paraformaldehyde at room temperature, the
nuclei were stained with Hoechst 33358 and the filters were placed upside down on glass slides.
Samples were finally mounted under coverslips with Mowiol containing DABCO.

4.4.4. Results and statistics
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341 Adherent and transmigrated cancer cells were manually counted on the total surface of each
342 filter under Leica DMR fluorescence microscope (Leica Microsystem, Wetzlar, Germany). In the
343 interest of clarity, the number of adherent or transmigrated MDA-MB-231 on each model was set to
344 100%. All results were expressed as mean + SEM from two or more independent experiments.
345 Statistical significance was assessed by t-test. All statistical analyses were performed using GraphPad
346 Prism version 5.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA).

347  4.5. BBB permeability measurement

348 BBB ECs permeability was measured according to the method described by Dehouck et al. [24].
349  Diffusion of a hydrophilic molecule, Lucifer Yellow (LY, lucifer yellow CH dilithium salt, Sigma-
350  Aldrich) or [“C]-saccharose (1 pCi/mL, MM = 342) (Amersham Biosciences, Piscataway, USA) that
351 poorly cross the BBB was measured and used as integrity markers. Filters containing ECs were placed
352 in wells containing 1.5 mL Ringer-Hepes solution (RH) (150 mM NaCl, 5.2 mM KCl, 2.2 mM CaCls,
353 0.2 mM MgCl: 6H20, 6 mM NaHCO:, 5 mM HEPES, pH 7.4). After filters transfer, 0.5 mL of RH
354  containing 50 uMof LY or [“C]-saccharose at 0.1 pCi/ mL was added to the upper compartment. After
355 different time points (15, 30, 45 and 60 minutes), filters were placed in a new well containing RH. An
356 aliquot of 200 pL from the lower compartment at each time point and an aliquot of 20 uL from the
357  initial solution of LY (Synergy H1, ThermoLabsystems, Issy-les-Moulineaux, France) or [M4C]-
358 saccharose (liquid scintillation counter Packard Tricarb 2100 TR, Perkin Elmer, Courtaboeuf, France)
359  were used for quantification. The endothelial permeability coefficient of LY and [C]-saccharose were
360  caleulated as described by Siflinger-Birnboim ef al. [25]. To obtain a concentration-independent
361 transport parameter, the clearance principle was used. Briefly, the average volume cleared is plotted
362 versus time, and the slope is estimated by linear regression. Both insert permeability (PSf, for insert
363 only coated with Matrigel™) and insert plus endothelial cell permeability (PSt, for insert with
364  Matrigel™ and cells) were taken into consideration, according to the following formula: 1/PSe =
365 1/PSt-1/PSt. The permeability value for the endothelial monolayer was then divided by the surface
366  area of the porous membrane of the insert (membrane surface 1.12 cm?) to obtain the endothelial
367  permeability coefficient (Pe) of the molecule (in cm/min).

368  4.6. mRNA extraction and PCR analysis

369 Cancer cells were lysed with 500 pL of RLT lysis buffer (Qiagen). mRNA was purified using the
370  RNeasy total RNA extraction kit (Qiagen), following the manufacturer’s instructions. After this step,
371  the mRNA’s purity and concentration were assessed by measuring the absorbance at 260, 280, and
372 320nm using the Take 3 microplate reader protocol (Synergy™ H1, Biotek).

373 For each condition, cODNAs were obtained from 0.5 pg of mRNA using iScript™ Reverse
374  Transcription Supermix (BioRad, Marnes-la-Coquette, France), according to the manufacturer’'s
375  instructions. Real-time PCR experiments were performed using the Sso Fast EvaGreen Master Mix
376 kit (BioRad). Primers for ACTB (sense: 5'-ggagcacagagcctcgectt-3', antisense: 5’ -acatgecggagecgttgteg-
377  3), STGGALNACS (sense: 5'-ggatcccaatcacccttcag-3', antisense: 5'-tagcaagtgattctggttteca-3'), COX2
378 (sense: 5'-tccaccaacttacaatgetgac-3', antisense: 5'-cacaggaggaagggctctagta-3") and HBEGF (sense: 5'-
379  ggttaccatggagagaggtgtc-3’, antisense: 5'-gaccagcagacagacagatgac-3') were designed using Primer 3
380  software. For each primer, amplification was carried out for 40 cycles with an annealing temperature
381 of 60°C in a CFX96 thermocycler (BioRad). The efficiency was calculated for each primer pair (CFX
382  Manager, BioRad). Melting curve analysis was performed after the amplification cycles, in order to
383 check the specificity/purity of each amplification. Gene expression levels were evaluated according
384 to the AACt method and normalized against Actin expression.

385 4.7, Extraction and Preparation of Glycolipids

386 Twenty dishes (10 cm diameter) of cultured cells were washed twice with ice-cold PBS and cells
387  were sonicated on ice in 200 uL of water. The resulting material was dried under vacuum and
388  sequentially extracted by CHCl3/CH>OH (2:1, v/v), CHCl3/CHsOH (1:1, v/v) and CHCls/CH:OH/H20
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380 (1:2:0.8, v/v/v) using intermediary centrifugations at 2.500 g for 20 min. Supernatants were pooled,
390  dried and subjected to a mild saponification in 0.1 M NaOH in CHCIs/CHsOH (1:1) at 37°C for 2 h
391  and then evaporated to dryness [26]. Samples were reconstituted in CH:OH/0.1% TFA in H20 (1:1,
392 v/v)and applied to a reverse phase Cis cartridge (Waters, Milford, MA, USA) equilibrated in the same
393 solvent. After washing with CH:OH/0.1% TFA in H20 (1:1, v/v), GSL were eluted by CHsOH,
394 CHCIs/CHsOH (1:1, v/v) and CHCI:/CH:OH (2:1, v/v). The elution fraction was dried under nitrogen
395 stream.

396 4.8. Mass Spectrometry Analysis of GSLs

397 Prior to mass spectrometry analysis, GSL were permethylated according to Ciucanu and Kerek
398  [27]. Briefly, compounds were incubated 2 h in a suspension of NaOH in dry DMSO (400 uL) and
399 CHal (200 pL). The methylated derivatives were extracted in CHCl: and washed several times with
400  water. The reagents were evaporated and the sample was dissolved in CHCL in the appropriate
401  dilution. MALDI-MS and MS/MS analyses of permethylated GSL were performed on 4800
402 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) mass spectrometer, operated in
403 the positive reflectron mode. For MS acquisition, 5 uL of diluted permethylated samples in CHCls
404  were mixed with 5 pL of 2,5-dihydroxybenzoic acid matrix solution (10 mg/mL dissolved in
405  CHCIs/CHsOH (1:1, v/v)). The mixtures (2 uL) were then spotted on the target plate and air dried.
406  MS survey data comprises a total of 50 sub-spectra of 3.000 laser shots. Peaks observed in the MS
407  spectra were selected for further MS/MS. CID MS/MS data comprises a total of 100 sub-spectra of
408 3000 laser shots. Two or more spectra can be combined post-acquisition with mass tolerance set at 0.1
409  Da to improve S/N ratio. The potential difference between the source acceleration voltage and the
410 collision cell was set to 1 kV and argon was used as collision gas.

411 Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/link, Figure S1: MALDI-
412 TOF/TOF identification of Goi. ganglioside in MDA-MB 231 cell population expressing STEGGALNAC5 cDNA.
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424  BBB: Blood-brain barrier
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426  BM: Brain metastases

427  Cer: Ceramide

428  ECs: Endothelial cells

429  GFP: Green fluorescent protein
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433  MALDI-TOF: Matrix assisted laser desorption-ionization time-of-flight
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