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NOUVELLE

TTC7A, un acteur essentiel
de homéostasie de l’intestin
et du systeme immunitaire

Roxane Lemoinel?, Amélie Bigorgnel'z, Henner Farin®,

Geneviéve de Saint Basilel?

> Les cellules épithéliales constituent des
barrieres (épithéliums) qui séparent les
milieux intérieur et extérieur. Ce sont des
cellules polarisées présentant une orien-
tation fonctionnelle et morphologique
préférentielle. Les cellules épithéliales
de I’intestin sont connues pour étre hau-
tement polarisées avec un pdle apical
bien différencié qui assure une activité
d’échange avec la lumiére intestinale,
et un pdle baso-latéral interagissant
avec les cellules avoisinantes et avec
la matrice extracellulaire sous-jacente.
Des interactions spécifiques ont lieu par
I'intermédiaire de protéines transmem-
branaires, principalement I’€-cadhérine
et les intégrines, reliées aux constituants
du cytosquelette intracellulaire. U'éta-
blissement et le maintien de la fonction
des tissus épithéliaux multicellulaires
nécessitent que chaque cellule soit cor-
rectement orientée, polarisée et inter-
connectée. C’est en particulier ce qui
détermine la formation de la lumiére
intestinale [1].

Latrésie intestinale multiple

associée a un déficit immunitaire
combiné sévere

U'atrésie intestinale multiple (MIA) est
une maladie congénitale grave, caracté-
risée par une obstruction de la lumiere de
I'intestin qui présente des rétrécissements
étagés pouvant s’étendre de 'estomac au
rectum [2]. Uatrésie est déja détectable
en période anténatale par échographie.
Uatrésie intestinale multiple peut étre
associée @ un déficit immunitaire combiné
sévere, caractérisé par une lymphopénie
T et B et une hypogammaglobulinémie
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(MIA-CID)[3]. Les patients atteints de
MIA-CID présentent une susceptibilité
accrue aux infections, en particulier aux
germes opportunistes. Cette pathologie
nécessite une intervention chirurgicale
rapide pour réséquer les parties atro-
phiées et établir une dérivation. La mise
sous nutrition parentérale, une substi-
tution par des immunoglobulines et une
antibioprophylaxie adaptée ne changent
pas le pronostic tres sombre de cette
affection.

Depuis longtemps, une des questions
soulevées était de savoir si une méme
anomalie pouvait directement pertur-
ber le développement et/ou la fonction
des cellules de I'intestin et du systeme
immunitaire, ou si I'atrésie intestinale
était la conséquence d’une attaque pré-
coce de 'intestin par un systeme immu-
nitaire défectueux. Trés récemment,
la protéine tetratricopeptide repeat
domain-7A (TTC7TA) a été montrée res-
ponsable de cette affection [4-7]. TTC7TA
est exprimée de fagon ubiquitaire, et sa
fonction n’est pas connue. Nous nous
sommes attachés a essayer de com-
prendre par quel(s) mécanisme(s) un
déficit en TTC7A pouvait rendre compte
de la pathologie observée.

TTC7A est nécessaire a la polarité
apico-basale des cellules épithéliales
L'étude histologique des biopsies issues
du tractus gastrointestinal des patients
a révélé une architecture de I’épithélium
trés perturbée [4]. Les cellules épi-
théliales forment des amas cellulaires
répartis en multicouches désorganisées,
associés a des images d’apoptose et a

une destruction partielle ou totale des
glandes. Les villosités sont rares voire
absentes, et un infiltrat inflammatoire
constitué de polynucléaires éosinophiles
et de macrophages est présent.
L'établissement d’un modele de culture
3D d’organoides (mini-intestins) a par-
tir de biopsies d’intestin [8] a permis
d’approcher les mécanismes en cause
dans cette affection. Contrairement aux
organoides contréles dont les cellules
proliférent et s’organisent pour former
des cryptes et une lumiére centrale,
les organoides déficients en TTC7A ont
une croissance tres ralentie et ne par-
viennent jamais a ce stade de différen-
ciation (Figure 1). lls forment des amas
cellulaires sans lumiere centrale, qui ne
peuvent étre maintenus en culture. Cette
désorganisation cellulaire a fait soup-
conner une anomalie de polarisation des
cellules épithéliales qui a pu étre mise
en évidence a I'aide de différents mar-
queurs spécifiques. Dans les organoides
déficients en TTC7A, I’expression basola-
térale de I’intégrine alpha 6 est partiel-
lement perdue et I'intégrine s’accumule
au niveau des jonctions intercellulaires
dans les amas cellulaires (Figure 1). A
I’inverse, I’actine, un marqueur apical
de la bordure en brosse, est délocali-
sée en périphérie dans les organoides
dérivés de ces patients (Figure 1), alors
que le marqueur des jonctions serrées
zonula occludens (Z0-1) est anormale-
ment localisé aux deux poles de la cellule
épithéliale. Ainsi, I’étude des organoides
dérivés de I’intestin a clairement mis
en évidence un role de TTC7A dans la
polarisation des cellules épithéliales.
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Figure 1. Les organoides intesti-
naux dérivés de patients MIA-CID
présentent des défauts de proli-
fération, de différenciation et de
polarité épithéliale. A. Modele de
culture 3D des organoides déri-
vés de I'iléon humain. Les orga-
noides de patient forment des
amas cellulaires condensés sans
développer de lumiére centrale ni

de cryptes. B. Analyse par immu-

nofluorescence des marqueurs de polarité apico-basale, I’intégrine-oté (en vert, pole basal) et I’actine-F (en rose, pdle apical), les noyaux (en

bleu, DAPI) dans les organoides contrdles et d’un patient. Les pointes de fleche blanches désignent les anomalies de localisation de ces marqueurs.

Le défaut de polarité relie TTC7A

a la voie RhoA

U'activation des intégrines au contact de
la matrice extracellulaire induit I'acti-
vation de différentes voies de signalisa-
tion. Une précédente étude avait montré
que le blocage de 'intégrine béta-1 dans
des cellules épithéliales rénales induisait
une inversion de la polarité apico-basale
des cellules en activant la voie RhoA.
Ce phénotype pouvait étre modifié et la
polarité restaurée par I'ajout de Y27632,

un inhibiteur de la kinase de RhoA (ROCK)
[9]. De méme, nous avons pu montrer
que les organoides déficients en TTC7A,
cultivés en présence de cet inhibiteur de
ROCK, retrouvaient une polarité normale.
De plus, en "absence de TTC7A, les orga-
noides expriment des niveaux anormale-
ment élevés des protéines phosphorylées
ezrine/radixine/moesine (P-ERM) et de
la chaine Iégére de la myosine I (P-MLC),
toutes des cibles effectrices de ROCK
[10]. Le niveau de phosphorylation de

ces protéines est normalisé par le traite-
ment des organoides déficients en TTC7A
avec Y27632. Une activation exagérée
de la voie RhoA est également observée
dans des cellules non épithéliales comme
des fibroblastes issus de biopsies de
peau des patients. Dans ces cellules, un
role direct de TTC7A dans la voie RhoA
est confirmé par la réintroduction d’une
forme fonctionnelle de TTC7A, qui nor-
malise la phosphorylation des cibles de
ROCK.
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Figure 2. Fonction de TTC7A dans la voie de signalisation RhoA. TTCTA apparait comme étant un acteur majeur de la voie de signalisation de RhoA

en régulant négativement I’activité de la kinase de RhoA (ROCK). ROCK active par phosphorylation ses cibles ezrine/radixine/moesine (ERM) et la

chaine légere de la myosine Il (MLC) qui modulent I’organisation du cytosquelette d’actine.
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Ainsi, TTC7A régule négativement 'acti-
vité de ROCK et de ses cibles qui parti-
cipent au réarrangement du cytosque-
lette d’actine.

Quelle fonction de TTC7A

dans le systéme immunitaire ?
Comment relier le déficit en TTC7A au
déficit immunitaire qui caractérise les
patients MIA-CID ? La lymphopénie
observée chez ces patients peut résulter
d’un défaut de différenciation, de pro-
lifération et/ou de survie des lympho-
cytes. Les patients MIA-CID présentent
une hypoplasie thymique, associée a
une mauvaise démarcation entre les
zones médullaire et corticale [4, 6].
Lutilisation de marqueurs spécifiques
de ces deux zones dans lesquelles se
déroulent les différentes phases de la
différenciation lymphocytaire nous a
permis de mettre en évidence une dis-
tribution en partie ectopique de ces
marqueurs, suggérant que le défaut
fonctionnel de TTC7A dans I’épithélium
thymique pourrait participer a la lym-
phopénie observée [4]. Le trop petit
nombre de lymphocytes circulants chez
les patients MIA-CID n’a pas permis
d’étudier cette population. Cependant,
nous avons récemment pu mener une
étude fonctionnelle sur les lymphocytes
de patients présentant des mutations
hypomorphes de TTC7A (manuscrit sou-
mis). Ces patients ont une expression
beaucoup moins sévére de la maladie,

caractérisée par une diarrhée chronique
précoce et une lymphopénie T tres pro-
gressive ([6, 7] et manuscrit soumis).
L'étude des lymphocytes de ces patients
suggere que TTC7A intervient dans le
contréle de "homéostasie des lympho-
cytes en régulant des fonctions telles
que I"adhésion, la migration et la proli-
fération, également en lien avec I'acti-
vation de la voie RhoA et la réorganisa-
tion du cytosquelette d’actine.

Conclusion

TTC7A est donc un acteur majeur de la
voie de signalisation RhoA: il inter-
vient en régulant négativement I’acti-
vité de ROCK et de ses effecteurs cibles
comme les protéines ERM et la myosine
[I. €n interagissant avec ces différents
régulateurs du cytosquelette, I'activité
de TTC7A interfere avec des fonctions
essentielles a "lhoméostasie des cellules
épithéliales et du systeme immunitaire
comme la différenciation, la proliféra-
tion et la survie cellulaires. Néanmoins,
il reste a comprendre le lien molécu-
laire entre TTC7A, la voie de signalisa-
tion RhoA et d’autres voies impliquant
également cette protéine [7]. 0

TIC7A, a critical effector

for the intestinal and immune system
homeostasis
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