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Les glycosyltransférases sont impliquées dans de nombreux phénomènes biologiques. 

Elles sont regroupées en familles définies selon leur spécificité et la conformation du glucide 

transféré. Les groupes sanguins A, B et O ont été identifiés en 1901 par Karl Landsteiner et 

ont fait l’objet de nombreuses études vue leur importance lors de transfusions sanguines. Les 

individus de groupe O n’expriment pas les antigènes A et B du fait de la présence d’une 

mutation inactivante au niveau du gène codant les glycosyltransférases A et B, respectivement 

responsables de la synthèse des antigènes A et B. Ces enzymes appartiennent à la famille 6 

des glycosyltransférases (GT6) dont plusieurs autres membres sont connus : l’ 1,3-

galactosyltransférase, responsable de la synthèse du xénoantigène 3Gal ; la Forssman 

synthase et l’iGb3 synthase. 

 

Dans la première partie de ma thèse, je me suis intéressée à l’expression incompatible 

des antigènes de groupe sanguin A et B dans des carcinomes d’individus de phénotype O. Le 

mécanisme permettant la synthèse de ces néo-antigènes n’est pas connu. Des travaux 

antérieurs dans notre équipe ont montré une expression tissulaire différentielle des antigènes 

A et B chez le rat, contrairement à ce qui est observé chez l’Homme. Nous avons émis 

l’hypothèse qu’il existerait plusieurs gènes Abo ou apparentés Abo chez le rat pour expliquer 

cette expression différentielle d’antigènes A et B. Des gènes orthologues humains pourraient 

être impliqués dans la synthèse des antigènes A ou B incompatibles dans les tumeurs. Une 

étude de la famille GT6 chez le rat a donc été réalisée. 

 

Dans un deuxième temps, l’étude de l’expression et du rôle potentiel de l’iGb3 chez 

l’Homme sera présentée. En effet, cet antigène a été récemment identifié comme un ligand 

endogène des lymphocytes NKTi murins mais aucune étude chez l’Homme n’a été conduite à 

ce jour. Nous avons cherché à examiner la possibilité que ce glycolipide constituerait un 

antigène tumoral reconnu par ces lymphocytes non conventionnels ainsi qu’un ligand 

endogène présenté par les cellules dendritiques aux NKTi humains. 
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I- Les Glycoconjugués 

 

Le glycome a été récemment défini au côté du génome et du protéome (Hirabayashi et 

al., 2001). Il s’agit de l’ensemble des chaînes de glucides, ou glycannes, portées par des 

lipides et des protéines que synthétise l’organisme. Le nombre d’isoformes que peut porter 

une seule glycoprotéine est énorme, de sorte que la taille du glycome est parfois de 10 à 10
4
 

fois plus grande que la taille du protéome selon les espèces (Raman et al., 2005). Les 

glycannes ont été impliqués dans de nombreux phénomènes biologiques mais la ou les 

fonctions de beaucoup d’entre eux restent à préciser ou à définir. 

Les glycannes sont formés par l’addition séquentielle de monosaccharides spécifiques 

sur des précurseurs. On distingue deux grands groupes : les glycolipides et les glycoprotéines. 

 

C- Les Glycolipides 

 

Chez les mammifères, les glycolipides sont des glycosphingolipides. Ils se composent 

d’une partie céramide et d’une partie glycosidique (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 1 : Formule simplifiée d’un glycosphingolipide (glucosylcéramide) comportant un 

groupement de type céramide et un résidu glucidique. 

 

La partie céramide dérive d’un amino-alcool, la sphingosine, sur laquelle sont branchés un 

acide gras par une liaison amine et un mono ou un oligosaccharide par une liaison 

glycosidique. La synthèse des céramides se déroule au niveau de la face cytosolique du 

réticulum endoplasmique. Les chaînes oligosaccharidiques sont ensuite synthétisées au niveau 
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de l’appareil de Golgi, par l’action séquentielle de glycosyltransférases (Sandhoff et al., 1992; 

Trinchera et al., 1991). 

On peut distinguer cinq familles de glycosphingolipides : les ganglio, globo, isoglobo, lacto et 

néolactocéramides (Figure 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Voies de synthèse des différentes familles de glycosphingolipides. 

 

D- Les Glycoprotéines 

 

On distingue deux familles de glycoprotéines, selon le type de liaison entre le glucide 

et le corps protéique: 

- les glycannes N-liés, où la structure oligosaccharidique est attachée par un résidu      

N-acétylglucosamine (GlcNAc) sur le groupement aminé d’une asparagine de la chaîne 

protéique. 

- les glycannes O-liés, dont les mucines, qui sont liés au groupement OH d’une sérine 

ou thréonine du peptide. 

 

1- Les glycannes N-liés 

 

 La N-glycosylation est largement impliquée dans la physiologie des protéines : 

adressage des protéines lysosomales par un signal mannose-6-phosphate, qualité de 
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repliement des protéines, interaction avec les lectines de pathogènes pour n’en citer que 

quelques unes (Mouricout, 1997; Trombetta and Helenius, 1998; Varki and Kornfeld, 1980). 

 

Les N glycannes possèdent un corps trimannosylé commun. On distingue trois sous 

groupes selon les résidus glycanniques additionnés (Figure 3): 

- type oligomannosidique, où seuls des résidus mannose s’ajoutent au corps commun. 

- type complexe ou N-acétyllactosaminique, où on ne trouve aucun autre mannose que 

ceux du corps commun. Les antennes oligosaccharidiques branchées sur le corps commun 

sont initiées par l’action de quatre glycosyltransférases chez les mammifères (GnT I, II, IV et 

V) pour former des structures bi, tri ou tétra-antennées. Ces antennes peuvent être allongées 

par l’addition de résidus galactose (Gal), GlcNAc, fucose (Fuc), acide neuraminique (NeuAc), 

sulfate ou encore par l’accrochage d’unités répétitives (Gal 1-4GlcNAc 1-3). 

- type hybride, où les deux types de structures précédents sont présents. 

 

Les glycannes oligomannosidiques et hybrides peuvent subir l’action de la glycosyltransférase 

GnT III sur le mannose du corps commun en . Les N-glycannes présentent une grande 

variété structurale, due au nombre d’antennes variables qui se greffent sur le corps 

trimannosylé, aux différents types de liaisons et aux différents résidus glucidiques constituant 

ces antennes. 
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Figure 3 : Les trois sous-groupes de chaînes N-liées. La structure encadrée représente le 

corps commun de tous les N-glycannes (à l’exception du résidu fucose et du résidu GlcNAc 

en 4 sur le mannose du corps commun). Les structures à l’extérieur de ces lignes peuvent 

varier. 

 

Les différentes étapes de la synthèse des N-glycannes ont lieu dans des compartiments 

cellulaires bien définis. La synthèse des N-glycannes débute par le transfert d’un bloc 

tétradécasaccharide sur un résidu asparagine qui doit être au sein d’un triplet consensus Asn-

X-Thr/Ser où X représente n’importe quel acide aminé sauf la proline. L’accrochage puis 

l’élagage de l’oligosaccharide primaire s’effectuent dans le réticulum endoplasmique et le cis 

Golgi, l’initiation des antennes a lieu dans le Golgi médian et la terminaison des chaînes dans 

le trans Golgi.  

 

2- Les glycannes O-liés 

 

 Les polysaccharides O-liés présentent des différences majeures par rapport aux N-

glycannes. Le premier résidu O-lié sur le squelette peptidique peut-être un Fuc, un GlcNAc ou 
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un mannose (Peter-Katalinic, 2005). Cependant, le plus fréquemment rencontré, 

caractéristique des glycannes de type mucine, est un GalNAc. Le transfert des résidus 

glucidiques lors de la synthèse est séquentiel. Des formes variées de O-glycannes de type 

mucines sont identifiées : 

- monosaccharidiques comme l’antigène Tn (GalNAc -Ser/Thr). 

- disaccharidiques comme les antigènes sialyl-Tn et T 

- formes glycanniques plus complexes caractérisées par la présence de huit cœurs distincts 

(Hounsell et al., 1996; Yamashita et al., 1995) (Tableau 1). 

 

Coeur Séquence 

1 Gal 1-3GalNAc 

2 GlcNAc 1-6(Gal 1-3)GalNAc 

3 GlcNAc  GalNAc 

4 GlcNAc 1-6 (GlcNAc  GalNAc 

5 GalNAc 1-3 GalNAc 

6 GlcNAc 1-6 GalNAc 

7 GalNAc 1-6 GalNAc 

8 Gal 1-3 GalNAc 

 

Tableau 1 : Structure des huit cœurs de O-glycannes complexes de type mucine. 

 

La O-glycosylation est uniquement post-traductionnelle et se déroule dans le Golgi. La 

première étape de la synthèse est le plus souvent un transfert de GalNAc sur une sérine ou une 

thréonine. Il n’existe pas de motif peptidique caractéristique des sites de fixation de O 

glycannes. Les structures secondaires ou tertiaires semblent importantes dans des régions 

peptidiques riches en Ser, Thr et Pro (Julenius et al., 2005). 
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II- Les Glycosyltransférases 

 

E- Caractéristiques communes 

 

Il existe des centaines de glycosyltransférases permettant la synthèse de chaînes 

glucidiques sur des glycolipides ou des glycoprotéines. Chez l’Homme, 250 gènes codant 

pour des glycosyltransférases ont été identifiés. Ces enzymes partagent un certain nombre de 

caractéristiques. 

 

Les glycosyltransférases du réticulum endoplasmique possèdent plusieurs domaines 

transmembranaires (Oriol et al., 2002). Au contraire, les glycosyltransférases golgiennes sont 

des protéines de type II : domaine N terminal cytoplasmique court, domaine d’ancrage 

transmembranaire d’une vingtaine d’acides aminés, tige flexible et domaine catalytique 

COOH terminal (Figure 4). Le domaine d’ancrage oriente le domaine catalytique dans la 

lumière du réticulum endoplasmique ou du Golgi. L’action de protéases au niveau d’un site de 

clivage peut permettre le relargage de ces enzymes dans la salive, le plasma ou le lait 

maternel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique d’une glycosyltransférase insérée dans la membrane 

du Golgi. 

 

Les gènes codant pour ces enzymes présentent deux types d’organisations : mono ou 

poly-exonique. Les glycosyltransférases sont regroupées en famille sur la base d’une même 

spécificité osidique ( 1,4-galactosyltransférases, 1,3-galactosyltransférases, par exemple). 

NH2 

Site de clivage 
protéolytique 

Domaine catalytique 

Région transmembranaire 

Tige d’ancrage 

Cytoplasme 

Membrane du Golgi 

Lumière du Golgi 
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Dans une même famille, l’homologie de séquence entre différentes espèces est importante. En 

revanche, il n’y a pas ou peu d’homologie de séquences entre des gènes codant pour des 

glycosyltransférases de familles distinctes. 

 

 La régulation de l’expression des glycosyltransférases semble se faire essentiellement 

au niveau de la transcription. Une régulation s’exerce également au niveau post-

transcriptionnel, par une stabilité variable de l’ARN messager, ainsi que par sa traduction plus 

ou moins efficace. 

 

F- Classification des glycosyltransférases 

 

Il existe de nombreuses glycosyltransférases. Cette variété d’enzymes tant au niveau 

de leurs caractéristiques enzymatiques, structurales que biochimiques nécessite un classement 

clair. Au cours de ces dernières années, différents modèles de classement ont été proposés. 

L’attribution d’un numéro EC (Enzyme Commission) suivant la nomenclature de 

l’IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) a permis de définir 

six familles, de EC1 à EC6, dans l’ordre : oxidoréductases, transférases, hydrolases, lyases, 

isomérases, ligases. Par la suite, d’autres modes de classement des enzymes ont été établis. 

 

1- Classification de Campbell 

 

Un autre mode de classification des glycosyltransférases a été proposé par Campbell et 

ses collaborateurs en 1997 (Campbell et al., 1997). Il est basé sur la similarité en acides 

aminés entre les différentes glycosyltransférases et s’inspire du classement des hydrolases 

glycosidiques. Vingt sept familles ont été définies, regroupant 600 séquences. Cependant, 

l’essor de la bioinformatique a permis l’identification de nombreuses séquences par 

homologie avec les enzymes déjà identifiées. Un classement basé uniquement sur la similarité 

en acides aminés ne permet pas le classement de toutes ces nouvelles séquences. 
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2- Classification CAZy 

 

En 2003, Couthino et ses collaborateurs proposent un nouveau mode de classification 

des glycosyltransférases, disponible sur le web : la base de données CAZy (Carbohydrate 

Active enZYmes - http://www.afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/). Cette classification regroupe les 

glycosyltransférases permettant une O-glycosylation et libérant une molécule phosphorylée, à 

partir d’un donneur activé. Elle prend en compte toutes les glycosyltransférases, quelque soit 

la spécificité de donneur ou d’accepteur (Coutinho et al., 2003). Les critères de classement de 

ces enzymes sont :  

- la spécificité de donneur ou d’accepteur. Une famille peut comprendre des enzymes 

avec des spécificités différentes. On parle dans ce cas là de famille polyspécifique. 

- le mécanisme moléculaire,  « retaining » ou « inverting », par lequel l’enzyme greffe 

le glucide sur l’accepteur. 

- l’homologie au niveau des acides aminés entre les différentes séquences lors de 

l’analyse bioinformatique. 

- l’organisation structurale, en feuillets 

- le domaine catalytique de l’enzyme 

- la modularité 

 

Lors de sa création, la base de données CAZy comportait 65 familles de 

glycosyltransférases. Actuellement, 82 familles, nommées GT1 à 82 (environ 18500 

séquences) composent cette base de données et 127 séquences ne sont encore classées dans 

aucune famille. Les familles GT 1 à 27 sont celles définies précédemment par Campbell. Le 

classement des enzymes se fait par hiérarchisation. Les glycosyltransférases sont divisées en 4 

clans, selon qu’elles inversent ou conservent la conformation anomérique du glucide donneur, 

et selon leur organisation structurale (Tableau 2). Deux organisations structurales ont été 

décrites dans la base de données : feuillet A ou B. Le feuillet A a été défini suite à 

l’identification de la protéine SpsA chez Bacillus subtilis (famille GT2). Le feuillet B a été 

défini d’après l’organisation de la glycosyltransférase  du phage T4, et du domaine 

catalytique de la phosphorylase du glycogène. 

 

 

 

http://www.afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/
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 Mécanisme moléculaire Organisation structurale 

Clan I inverting feuillet A 

Clan II inverting feuillet B 

Clan III retaining feuillet A 

Clan IV retaining feuillet B 

 

Tableau 2 : Les clans des glycosyltransférases dans la base de données CAZy. 

 

La base de données CAZy permet donc de classer les glycosyltransférases sans que la 

caractérisation complète de l’enzyme soit nécessaire. Les séquences identifiées suite à une 

analyse bioinformatique peuvent être regroupées dans une famille même si leur activité 

enzymatique n’est pas identifiée. De plus, la définition des familles répond à des critères plus 

stringents que ceux de la classification de Campbell. Ceci permet de restreindre la possibilité 

d’action de ces enzymes. Cependant, dans la classification CAZy, il existe des familles 

polyspécifiques. Donc, on ne peut pas prédire les caractéristiques enzymatiques d’une 

glycosyltransférase, uniquement par sa séquence ou par son appartenance à telle ou telle 

famille. 

 

La base de données CAZy est régulièrement mise à jour, elle n’est cependant pas 

exhaustive. Elle regroupe les glycosyltransférases en familles et offre un état des lieux de 

l’identification des glycosyltransférases dans différentes espèces. La classification CAZy 

offre les outils pour une analyse détaillée d’une famille donnée de glycosyltransférase. 

 

 Dans la suite de ce travail, nous nous intéresserons particulièrement aux antigènes de 

groupes sanguins tissulaires, soit les antigènes ABH et apparentés, et donc à la famille des 

glycosyltransférases GT6 qui contribuent à leur synthèse. 

 

G- Les 1,3-galactosyltransférases (famille GT6) 

 

1- Caractéristiques communes 

 

La famille GT6 définie par le classement CAZY se compose de 83 membres, identifiés 

dans 33 espèces différentes. Ce sont des protéines transmembranaires de type II, organisées en 
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GalNAc 1-3 Gal 1-4-R 

Gal 1-3Gal 1-4 Glc 1-R GalNAc 1-3 Gal 1-3-R 

Ganglio 

Gal 1-4 Glc 1-R 

GalNAc 1-3 GalNAc 1-3 Gal 1-4-R 

Gal 1-4 Glc 1-R 

Fuc 1-2 

GalNAc 1-3Gal 1-4 Glc 1-R 

Fuc 1-2 

Gal 1-3Gal 1-4 Glc 1-R 

Fuc 1-2 

Gal 1-4Gal 1-4 Glc 1-R 

Antigène A Antigène B 

Forssman 

iGb3 

feuillet de type GTA. Elle utilisent un donneur activé de type UDP-glucide, et conservent la 

conformation anomérique du glucide accepteur après transfert. Quatre activités ont été 

identifiées dans cette famille et quatre numéros EC leurs ont été attribuées : 1,3-

galactosyltransférase (EC 2.4.1.87); 1,3-N-acétylgalactosaminyltransférase (EC 2.4.1.40); 

galactosyltransférase (EC 2.4.1.37); globoside N-acétylgalactosaminyltransférase (EC 

2.4.1.88). 

Les membres connus de cette famille sont :  

- Les glycosyltransférases A et B. 

- L’ 1,3-galactosyltransférase ( 3GalT). 

- La Forssman synthase. 

- L’iGb3 synthase. 

 

Les voies de synthèse des produits des glycosyltransférases de la famille GT6 sont 

représentés dans la figure 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Synthèse des antigènes par les glycosyltransférases de la famille GT6. R : radical 

glycoprotéique ou glycolipidique. Le xénoantigène est synthétisé par l’ 1,3-

galactosyltransférase sur le Gal 1,4GlcNAc 1-R. 

 

 

 

 

http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?2.4.1.87
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?2.4.1.40
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?2.4.1.37
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?2.4.1.88
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2- Identification des différents membres de la famille 

 

a/ Les glycosyltransférases A et B 

 

 Identification 

 

 Les groupes sanguins ont été identifiés en 1901 par Karl Landsteiner après le constat 

que les globules rouges de différents individus n’avaient pas le même profil 

d’hémagglutination. Ce système est défini par la loi de Landsteiner selon la présence des 

antigènes de groupe sanguins ou des anticorps correspondants chez les individus. 

 

Groupe sanguin Anticorps naturels 

A Anti-B 

B Anti-A 

AB - 

O Anti-A et Anti-B 

 

Tableau 3 : Loi de Landsteiner : les individus n’ayant pas l’antigène A et/ou B possèdent les 

anticorps sériques anti-A et/ou anti-B respectivement dirigés contre ces antigènes. 

 

Après identification des différents groupes sanguins par Landsteiner, Watkins et 

Morgan déterminent la structure chimique des antigènes ABH dans les années 50. Les 

antigènes de groupe sanguins sont des oligosaccharides, portés par des glycolipides ou des 

glycoprotéines. Après une première identification sur des globules rouges, ils ont été 

caractérisés sur des tissus et dans des sécrétions. On parle donc d’antigènes de groupe sanguin 

tissulaires. La compatibilité entre ces groupes sanguins est importante non seulement pour les 

transfusions sanguines, mais aussi lors de greffes d’organes. 

 

En 1924, Bernstein propose le modèle un locus/trois allèles pour expliquer le 

polymorphisme ABO entre les individus. Six génotypes du locus ABO seraient responsables 

des quatre phénotypes identifiés chez les individus. Le caractère O étant récessif par rapport à 

A ou B. En 1959, Watkins et Morgan d’une part, et Cepellini d’autre part présentent le 

modèle selon lequel deux allèles du locus ABO permettent la synthèse des 
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glycosyltransférases A ou B. En 1990, Yamamoto isole l’ADNc codant pour la forme soluble 

de la glycosyltransférase A (Yamamoto et al., 1990). L’isolement ultérieur de l’ADNc codant 

pour la glycosyltransférase B permet de poser les bases moléculaires du polymorphisme 

ABO. Ces deux ADNc diffèrent par seulement sept nucléotides entraînant le changement de 

quatre acides aminés (positions 176, 235, 266, 268).  

 

De nombreux autres polymorphismes du locus ABO ont été identifiés. Il s’agit du 

locus connu le plus polymorphe du génome humain après certains gènes du système HLA. 

Certaines mutations de moindre incidence affectent le phénotype. On distingue actuellement 

onze phénotypes A, six phénotypes B, et quatre phénotypes Cis (AB). Parmi les individus de 

groupe A, deux allèles principaux sont identifiés. Les allèles A1 et A2 (respectivement 80% et 

20% des individus de groupe A). L’allèle A2 présente une délétion d’un nucléotide près de 

son extrémité N-terminale, et possède donc 21 acides aminés supplémentaires par rapport à 

l’allèle A1. Son activité enzymatique est plus faible. Plusieurs mutations responsables du 

phénotype O ont été identifiées. Les allèles O1 et O1 var (respectivement 54% et 40% des 

individus O) présentent une délétion dans la partie N terminale de l’ADNc entraînant un 

changement du cadre de lecture et donc la synthèse d’une protéine tronquée, non 

fonctionnelle. L’allèle O2 (4% des individus O) résulte d’une mutation ponctuelle (G268R) 

inactivant l’enzyme (Figure 6). La présence d’une arginine volumineuse en position 268 

obstrue le site de reconnaissance du donneur glycosylnucléotide. 
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Gly Gly Arg  

Allèles A1 et A2:  

1  354 
268 235 176 266  

Leu  
375 (A2) 

126 81  

Arg (O2) 

81  

Allèles O1 et O2:  

1  354 126 

Val (O1) 

86 268 

Gly 

Allèle B:  

1  354 

Ala Ser Met  

126 81  
268 235 176 266  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Mutations les plus communes du locus ABO. La numérotation correspond à la 

position des codons. 

 

L’ensemble des phénotypes ABH et des allèles du gène ABO est répertorié dans la base de 

données BGAGM (Blood Group Antigene Gene Mutation ; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mhc/xslcgi.fcgi?cmd=bgmut/home).  

 

Le gène ABO est localisé sur le chromosome 9q34 chez l’Homme. Il recouvre dix huit 

kilobases et se compose de sept exons codants. Le domaine catalytique est majoritairement 

codé part les exons 6 et 7. Une étude par mutagenèse du gène ABO permet de déterminer 

l’incidence de chacune des quatre mutations sur l’activité enzymatique de la 

glycosyltransférase. Si les acides aminés 176 et 235 ne semblent pas avoir d’influence 

majeure sur l’activité de l’enzyme, les acides aminés en position 266 et 268 sont critiques 

pour la balance A/B (Yamamoto, 2000). Une analyse plus précise du rôle des différents acides 

aminés dans l’activité catalytique de ces enzymes sera détaillée ultérieurement. 

 

Les glycosyltransférases A et B transfèrent respectivement un groupement                 

GalNac ou Gal sur les antigènes H (Figure 7).  
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Figure 7 : Synthèse des antigènes H, A et B. La synthèse à partir du précurseur de type I est 

représentée. Elle est la même pour tous les autres types de précurseurs. 

 

La synthèse du trisaccharide H est réalisée par une 1,2-fucosyltransférase codée chez 

l’Homme par les gènes FUT1 ou FUT2, qui transfère un fucose sur un précurseur 

disaccharidique. Six précurseurs ont été identifiés (Tableau 4). 

 

Classe des précurseurs Structure 

Type 1 Gal 1,3GlcNAc 1-R 

Type 2 (N-acétyllactosamine) Gal 1,4GlcNAc 1-R 

Type 3 Gal 1,3GalNAc 1-R 

Type 4 Gal 1,3GalNAc 1-R 

Type 5 Gal 1,3Gal 1-R 

Type 6 (lactose) Gal 1,4Glc 1-R 

 

Tableau 4 : Structure des six chaînes précurseurs. R : radical glycoprotéique ou 

glycolipidique. Les précurseurs type 4 et 6 sont uniquement portés par des glycolipides, le 

précurseur type 5 n’a jamais été identifié chez l’Homme. 

 

 Le polymorphisme ABO 

 

L’expression des antigènes de groupe sanguin varie selon les individus et selon les 

populations. Dans la population française 43% des individus sont de groupe O, 45% de 



 16 

groupe A, 9% de groupe B et 3% de groupe AB. Pourquoi un  tel polymorphisme ABO alors 

qu’aucun rôle direct de ces antigènes n’est connu ? Seymour et ses collaborateurs proposent 

une modèle expliquant l’évolution du polymorphisme ABO (Seymour et al., 2004). La 

pression évolutive sur les antigènes ABO serait imposée par deux mécanismes 

complémentaires. Certains pathogènes, principalement des bactéries, tendent à uniformiser les 

pourcentages d’expression des antigènes. En effet, ils utilisent l’antigène A, B ou H le plus 

commun pour infecter le plus d’individus possible, ce qui entraîne une augmentation du 

phénotype rare. Les virus enveloppés privilégient quant à eux le phénotype O. Après infection 

de la cellule hôte, ils produisent des particules virales qui portent les antigènes de groupe 

sanguin sur leur enveloppe (Preece et al., 2002). La présence des antigènes A ou B entraîne 

une protection par les anticorps naturels. Leur absence augmente le spectre d’infection. 

 

Le polymorphisme ABO est donc le fruit de ces deux interactions. Il y a un maintien 

du polymorphisme, principalement dû aux bactéries, mais une plus forte représentation du 

phénotype O due au virus. L’étude des pourcentages d’individus A, B, AB et O dans les 

populations permet de mettre en évidence une forte pression évolutive virale ou bactérienne. 

Ainsi, les populations des îles, se composant majoritairement d’individus de groupe sanguin 

O (54 à 100%), semblent avoir subi une forte sélection virale. Ce modèle ne permet pas 

d’expliquer pourquoi les individus de groupe B sont toujours moins nombreux que les 

individus A, et ne prend pas en compte la co-évolution pathogène / hôte. Une étude des 

populations est nécessaire pour valider ce modèle. 

 

 Expression des antigènes de groupe sanguin ABH chez l’Homme 

 

L’expression des antigènes de groupe sanguin chez l’Homme varie en fonction du 

phénotype de l’individu. En effet, les nombreuses mutations du locus ABO permettent 

d’expliquer l’existence de sous groupes A, B et O. Les individus de groupe A1 ont une 

densité antigénique sur les globules rouges de 10
6
 / globule, contre 2 à 4.10

5
 pour les 

individus A2, du fait de la différence d’efficacité de l’enzyme A2. Les structures A diffèrent 

également selon le phénotype. Les individus de groupe A1 synthétisent des antigènes A types 

1, 2, 3 et 4 alors que les individus de type A2 présentent des antigènes A types 1 et 2. De plus, 

le A répétitif ou A type 3 (Clausen and Hakomori, 1989) présent sur les lipides est 

prédominant et caractéristique des individus A1. A partir d’une structure A type 2, l’ajout 

d’un fucose permet la formation de l’antigène H type 3, puis celle de A type 3 (Figure 8). 
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GalNAc 1 3Gal 1 3GalNAc 1 3Gal 1 4GlcNAc 1 3Gal 1 4Glc 1 1Cer 

Fuc 1,2 Fuc 1,2 

A type 3 A type 2 

H type 3 H type 2 

Phénotype O (H type 2) 

Phénotype A2 (H type 3) 

Phénotype A (A type 2) 

Phénotype A1 (A type 3) 

L’antigène Globo A (ou A type 4) n’est présent que chez les individus A1. Il constitue un 

composant mineur de la membrane des cellules érythrocytaires.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Structure des antigènes H type 2, A type 2, H type 3, A type 3. 

 

Les individus de groupe A faible et B faible présentent une densité antigénique 

inférieure à celle des groupes A2 et B. Il s’agit des groupes A3, Ax, Aend, Am Ael, B3, Bx, 

Bm, Bel, Bmos (Yamamoto, 2000). Les individus CisAB et B (A) possèdent des antigènes A 

et B, transmis simultanément, contrairement aux phénotypes AB classique. Ce phénotype 

correspond à des allèles codant pour des enzymes possédant la double activité enzymatique 

Gal / GalNAc transférase. 

 

En plus des globules rouges, les antigènes de groupe sanguins ABH sont exprimés 

dans la plupart des cellules épithéliales et endothéliales. En revanche, ils ne sont pas présents 

sur les cellules musculaires, dans le tissu conjonctif, dans le cerveau, et dans le parenchyme 

hépatique. Leur expression varie au cours du développement. Vers cinq semaines de 

gestation, la plupart des tissus expriment les antigènes ABH dans les compartiments 

épithéliaux et endothéliaux et ce de façon équivalente, quelque soit le statut sécréteur. A partir 

de neuf semaines, l’expression épithéliale diminue alors que l’expression endothéliale persiste 

(Szulman, 1964). Dans certains tissus, ce déclin coïncide avec l’apparition de fonction 

d’organes spécifiques comme la sécrétion de mucines dans le tractus digestif. Plus tard, les 

antigènes ABH seront retrouvés dans les sécrétions exocrines sous la dépendance des gènes 

ABO et FUT1. Selon Oriol et ses collaborateurs, le contrôle génétique de leur expression 

suivrait leur origine embryonnaire. Les tissus d’origine ecto et mésodermique expriment ces 
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antigènes indépendamment des gènes FUT2 et FUT3, majoritairement sur des structures de 

type 2. Les tissus d’origine endodermique expriment des antigènes de type 1 et 2 sous le 

contrôle de ces gènes. La majorité des tissus suivent ce schéma général. Il peut cependant y 

avoir une double régulation de l’expression des antigènes ABH, soit parce que les tissus 

possèdent une double origine embryonnaire, soit parce qu’ils sont des exceptions à la règle. 

C’est par exemple le cas pour les glandes profondes de l’estomac et du duodénum, ainsi que 

pour les cellules des glandes sudoripares et mammaires. Pour rendre compte de ces 

exceptions, Ravn et Dabelsteen ont proposé que le type et le degré de différenciation des 

cellules déterminerait le mode d’expression des antigènes ABH (Ravn and Dabelsteen, 2000). 

 

L’expression des antigènes ABH varie selon l’état des cellules. Mandel confirme ces 

observations en montrant l’apparition séquentielle du précurseur H lors de la maturation des 

cellules de la muqueuse buccale. Seule la structure précurseur est présente sur les cellules 

germinales, l’antigène H apparaît sur les cellules des couches intermédiaires et l’antigène A/B 

sur les cellules superficielles (Mandel et al., 1992). 

 

 Expression des antigènes de groupe sanguin dans d’autres espèces 

 

Les antigènes ABH ont été identifiés dans un premier temps chez l’Homme. 

Cependant, ils sont présents dans de nombreuses espèces avec une expression tissulaire 

variable (Tableau 5). Au cours de l’évolution, l’expression des antigènes de groupe sanguin 

s’est étendue à des tissus de plus en plus nombreux. Seuls les globules rouges des grands 

singes et de l’Homme portent des antigènes ABH, cette expression est donc un phénomène 

évolutif récent. 
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Tableau 5 : Présence des antigènes tissulaires de groupe sanguins chez différentes espèces de 

vertébrés (Oriol et al., 1992). 

 

 En 1992, Kominato utilise une l’ADNc humain codant pour l’enzyme A comme sonde 

afin d’étudier son expression dans plusieurs espèces. Il montre ainsi une forte expression chez 

la souris et d’autres mammifères. Par contre une faible expression est mise en évidence chez 

le poulet, et aucune chez les organismes plus éloignés tels que la bactérie, la mouche et la 

grenouille (Kominato et al., 1992). 

Chez la souris, un allèle particulier, Cis(AB), est identifié (Yamamoto et al., 2001). Il code 

pour une glycosyltransférase qui possède les deux activités A et B. Cet allèle est largement 

représenté dans différentes espèces de souris. Au niveau de sa séquence primaire, il présente 

respectivement une glycine et une alanine aux positions 245 et 247 (équivalents des acides 

aminés 266 et 268 chez l’Homme). Chez l’Homme, on trouve une méthionine à la position 

266 et une alanine à la position 268 sur l’allèle B. La glycine en position 245 est moins 

volumineuse et permettrait la fixation du GalNAc, pour la synthèse de l’antigène A. 

L’ADNc codant pour la glycosyltransférase A de rat a été cloné par notre équipe en 2000 

(Cailleau-Thomas et al., 2002). Cette étude chez le rat BDIX a montré une expression 

différentielle, selon les tissus, des antigènes A et B qui peut difficilement s’expliquer par une 

variation allélique du même locus ABO (voir plus loin).  
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Les études chez les primates montrent que l’expression des antigènes ABH dans les sécrétions 

est possible. Par contre, il semble que tous les phénotypes A, B et O ne soient pas présents 

chez tous les primates. Par exemple, les chimpanzés ne possèdent que le phénotype A ou O, 

alors que les gorilles ont uniquement le phénotype B ou O. 

 

    b/ L’ 1,3-galactosyltransférase 

 

 L’ 1,3-galactosyltransférase est responsable de la synthèse du 

Gal 1,3Gal 1,4GlcNAc-R. Ce trisaccharide est présent dans toutes les espèces, exceptées 

l’Homme et les singes de l’ancien monde. Sa synthèse se fait selon la réaction suivante :  

 

UDP-Gal + Gal 1,4GlcNAc-R      Gal 1,3Gal 1,4GlcNAc-R + UDP 

 

 Identification 

 

 L’ 1,3-galactosyltransférase a été purifiée en 1985, par WM. Blanken et DH. Van den 

Eijnden, à partir de thymus de veau (Blanken and Van den Eijnden, 1985). Elle transfère le 

galactose préférentiellement sur une glycoprotéine plutôt qu’un glycolipide. En 1989, l’équipe 

de NL. Shaper purifie l’ 1,3-galactosyltransférase pour produire des anticorps monoclonaux 

(Joziasse et al., 1989). L’ADNc de l’ 1,3-galactosyltransférase bovine est isolé par criblage 

d’une banque de phages. L’étude de l’ADNc dans des cellules COS et MCF7, par Northern 

blot, ne montre pas d’expression de l’ARN dans ces cellules alors qu’un Southern blot permet 

sa détection. 

 

Deux gènes homologues à l’ 1,3-galactosyltransférase bovine ont été identifiés chez 

l’Homme : un pseudogène sur le chromosome 12, et un gène non fonctionnel sur le 

chromosome 9 (Figure 9). 
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Chromosome 12 
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Figure 9 : Schématisation des gènes humains homologues de l’ 1,3-galactosyltransférase. 

A : pseudogène rétrotransposé situé sur le chromosome 12. Cette séquence correspond au 

clone HGT 2 identifié par Joziasse. Elle est flanquée de deux séquences ALU de 21 acides 

aminés (boîtes rayées). Les délétions sont indiquées en vert et les insertions en rouge. B : 

pseudogène situé sur le chromosome 9. La notation des exons se fait par homologie avec la 

notation des exons de marmouset. Les délétions (changement du cadre de lecture) sont 

indiquées en vert et les mutations entraînant l’insertion d’un codon STOP précoce en bleu. 

D’après (Joziasse et al., 1991; Koike et al., 2002). 

 

Le pseudogène situé sur le chromosome 12 a été identifié par Joziasse et ses 

collaborateurs (Joziasse et al., 1991). Il recouvre 1,5 kilobases et est organisé comme un 

pseudogène issu de l’insertion d’un rétrovirus. De nombreuses mutations ont été identifiées 

dans ce clone. Au niveau du nucléotide 392, une insertion entraîne un changement de cadre de 

lecture et un codon STOP prématuré en position 417 ce qui entraîne la synthèse d’un peptide 

de 96 acides aminés, beaucoup plus court que l’ 1,3-galactosyltransférase bovine complète 

(368 acides aminés). De plus, d’autres insertion/délétions sont identifiées au niveau des 

nucléotides 539, 656, 1097 (délétions) et 1175 (insertion). Les séquences encadrant HGT2 

possèdent des motifs répétés de 21 paires de bases, caractéristiques des pseudogènes. La 

datation de ce pseudogène permet de situer son apparition il y a 25-30 millions d’années, soit 

au moment de la divergence entre les singes du nouveau et de l’ancien monde. 
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Le gène localisé sur le chromosome 9 a été en partie identifié par Joziasse et ses 

collaborateurs (clone HGT10) (Joziasse et al., 1991). Une étude plus récente par l’équipe de 

M. Trucco montre que ce pseudogène situé sur le chromosome 9 présente une organisation 

exonique similaire au gène Ggta1 de marmouset. Il présente plusieurs délétions entraînant un 

changement du cadre de lecture aux positions 81, 256 et 284 et deux codons STOP 

prématurés. Ce gène n’est pas fonctionnel chez l’Homme (Koike et al., 2002). 

 

 Expression tissulaire chez l’Homme 

 

 De nombreuses études ont été menées pour identifier un groupement galactose en 

liaison 1,3 sur des tissus humains avec la lectine Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia 

isolectine B4 (GS1-B4), spécifique des groupements galactose terminaux en anomérie . La 

lectine GS1-B4 reconnaît préférentiellement la liaison 1,3, mais peut également reconnaître 

un galactose terminal en position 1,4. Cependant, son absence de fixation sur des tissus ou 

des cellules exprimant le Gb3 suggère qu’elle peut être considérée comme spécifique des 

résidus 3 Gal. Aucune fixation de GS1-B4 à la surface des cellules humaines n’a été 

observée. En parallèle, 1% des anticorps circulant chez l’Homme sont des IgM et IgG 

spécifiques du galactose en position  3. Il semble donc que l’antigène 3 Gal ne soit pas 

présent chez l’Homme.  

 

 Expression dans d’autres espèces 

 

L’ 1,3-galactosyltransférase a été identifiée dans un premier temps chez les bovins 

puis dans d’autres espèces : souris, cochon, chien (Eto et al., 1968; Spiro and Bhoyroo, 1984). 

L’ 1,3-galactosyltransférase a été identifiée chez le rat en 2003, par Taylor et ses 

collaborateurs.  Le gène est organisé en 9 exons, dont 6 exons codants, et présente une large 

région 3’, non traduite. L’ADNc, isolé à partir de la rate d’un rat (Sprague Dawley), code 

pour une protéine de type II de 337 acides aminés, présentant 90% d’homologie avec l’ 1,3-

galactosyltransférase de souris. Un comparaison de cette enzyme avec l’iGb3 synthase de rat 

montre 42% d’homologie voire 51% dans le domaine catalytique. L’ARNm de ces deux 

enzymes est exprimé dans les mêmes types cellulaires : cœur, cerveau, rate, poumon, rein, 

avec néanmoins une plus forte expression de l’ 1,3-galactosyltransférase et de l’iGb3 

synthase dans la rate ou dans les poumons, respectivement (Taylor et al., 2003). 
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L’étude de l’expression de l’ 1,3-galactosyltransférase dans différentes espèces a 

permis d’établir une corrélation entre l’activité enzymatique et la présence d’anticorps. En 

effet, de même que pour le système ABO, où les individus n’exprimant pas l’antigène A 

développent des anticorps anti-A, les espèces n’exprimant pas l’ 1,3-galactosyltransférase 

produisent des anticorps naturels, dirigées contre l’épitope 3 Gal (Tableau 6). 

 

Espèces Activité 3GT Antigène 3 Gal Anticorps anti- 3 Gal 

Vertébrés non mammifères - - ? 

Marsupiaux + + - 

Mammifères non primates + + - 

Prosimiens + + - 

singes NM (Amériques) + + - 

singes AM(Afrique/Asie) - - + 

Humains - - + 

 

Tableau 6 : Expression de l’ 1,3-galactosyltransférase, de son antigène et des anticorps anti-

3 Gal, dans différentes espèces. D’après (Galili, 2005). NM : Nouveau Monde, AM : Ancien 

Monde, 3GT : 1,3-galactosyltransférase. 

 

D’après les études de l’équipe de Galili, une 1,3-galactosyltransférase active serait 

apparue il y a 125 millions d’années, avant la divergence entre les mammifères placentaires et 

marsupiaux. Cependant, une pression de sélection différente lors de l’évolution aurait conduit 

à une inactivation de cette enzyme chez les singes de l’ancien monde et les Hommes, et à une 

conservation de sa fonctionnalité chez les autres mammifères. Les singes du nouveau et 

ancien monde ont été séparés géographiquement lors de la séparation des continents 

américain (« nouveau monde ») et africain (« ancien monde »). Une hypothèse avancée par 

Galili serait l’apparition d’un agent infectieux, il y a 25-30 millions d’années, exprimant 

l’épitope 3 Gal dans la population africaine (singes de l’ancien monde). La perte de 

l’expression de l’ 3 Gal par une mutation du gène a entraîné une perte de tolérance à 

l’antigène et l’apparition d’anticorps dirigés contre cet épitope. Ces anticorps naturels auraient 

servi de moyen de défense contre le pathogène, permettant une résistance de la population à 

l’agent infectieux. Les singes du nouveau monde (sur le continent américain) n’ont pas subi 

cette pression de sélection, et n’ont donc pas perdu l’ 1,3-galactosyltransférase (Galili, 2005).  
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    c/ La Forssman synthase 

 

 La Forssman synthase transfère un groupement N-acétylgalactosamine par une liaison 

1,3 sur une glycoprotéine ou un glycolipide selon la réaction :  

 

 

UDP-GalNAc + Gal 1,3Gal 1,4Gal 1,4Glc -Cer 

 

GalNAc 1,3Gal 1,3Gal 1,4Gal 1,4Glc -Cer + UDP 

 

 Identification 

 

Cette enzyme a été identifiée en 1996 chez le chien par Haslam et Baezinger. Après 

clonage, une comparaison de séquence montre son appartenance à la famille GT6. Trois 

membres de cette famille sont identifiés à cette époque. La Forssman synthase présente 42 % 

d’homologie avec la glycosyltransférase A et 35% d’homologie avec l’ 1,3-

galactosyltransférase (Haslam and Baenziger, 1996). 

En 1999, la même équipe identifie le gène codant pour la Forssman synthase humaine 

(Xu et al., 1999). Il est localisé sur le chromosome 9q34 et est organisé en 7 exons, comme les 

autres gènes de la famille GT6. L’analyse protéique de la Forssman synthase humaine montre 

une similarité de 86% avec la séquence canine, surtout au niveau du domaine catalytique, 

42% avec la glycosyltransférase A, 38% avec l’ 1,3-galactosyltransférase de souris. L’étude 

des propriétés enzymatiques de la Forssman synthase  humaine a été réalisée en comparaison 

avec l’enzyme canine. Aucune activité enzymatique n’a pu être mise en évidence. La 

construction de protéines chimériques homme - chien a montré qu’une mutation dans le 

domaine catalytique de l’enzyme humaine était responsable de son inactivation expliquant 

pourquoi l’antigène Forssman n’est pas exprimé chez l’Homme. Par contre, le précurseur 

glycolipidique ou glycoprotéique est présent dans de nombreux organes :placenta, ovaire, 

leucocyte périphériques, et dans une moindre mesure : thymus, foie et testicule. Cependant, il 

semblerait que l’antigène Forssman ait été identifié dans certains carcinomes pulmonaires 

(Ono et al., 1994; Taniguchi et al., 1981; Uemura et al., 1989). Aucune caractérisation 

biochimique n’ayant été réalisée, ces résultats sont à prendre avec précaution. 
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 Expression dans d’autres espèces 

 

La Forssman synthase est exprimée dans d’autres espèces : mouton, cheval 

(Yamamoto et al., 1999), cochon d’inde, souris, poulet. Chez la souris, l’expression de 

l’antigène Forssman est tissu spécifique et son expression est régulée au cours du 

développement. L’expression de l’antigène Forssman a été suivie durant le développement 

embryonnaire de la souris. Les cellules du blastocyte expriment l’antigène de même que 

l’épiblaste et l’endoderme primaire qui en dérivent. Au cours du développement, l’épiblaste 

perd l’expression de Forssman lors de sa différenciation en ectoderme, alors que l’endoderme 

la conserve. Après 14 jours, l’expression de l’antigène Forssman est observée dans des 

cellules ne dérivant pas de tissus qui le présentaient antérieurement. Il semblerait que ce soit 

des cellules de Sertoli, car elles expriment l’antigène Forssman dans le testicule adulte 

(Stinnakre et al., 1981). Par ailleurs, les travaux de Krupnick et ses collaborateurs montrent 

une expression de l’antigène Forssman sur des cellules F9 (issues d’un carcinome 

embryonnaire de souris) ainsi que sur les tissus embryonnaires de souris normales (Krupnick 

et al., 1994). 

 

Un étude de Sadahira et ses collaborateurs montre l’expression de l’antigène Forssman 

dans des sous populations de macrophages du stroma des foci hématopoïétiques chez la souris 

(Sadahira et al., 1991). 

Par ailleurs, cet antigène est exprimé dans les tératocarcinomes non différenciés. Cette 

expression diminue lors de la différenciation alors qu’on assiste à une augmentation en 

parallèle de l’expression de l’antigène 3 Gal. 

 

d/ L’isoglobotrihexosylcéramide synthase 

 

 L’isoglobotrihexosylcéramide (iGb3) synthase transfère un groupement galactose sur 

le lactosylcéramide, en liaison 1,3, selon la réaction : 

 

UDP-Gal + Gal 1,4Glc 1-Cer  Gal 1,3Gal 1,4Glc 1-Cer + UDP 
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 Identification 

 

L’iGb3 synthase a été identifiée chez le rat en 2000 par Keusch et ses collaborateurs. 

L’ADNc a été isolé à partir d’une banque de placenta de rat. Au niveau protéique, l’iGb3 

synthase présente 39% d’homologie avec les autres membres identifiés de la famille, jusqu’à 

51% si on considère uniquement le domaine catalytique. Au niveau enzymatique, l’iGb3 

synthase peut transférer du galactose sur le globotrihexosylcéramide ou sur le 

lactosylcéramide. L’iGb3 synthase est largement exprimée dans les tissus de rat, mais surtout 

dans la rate, le thymus et les muscles squelettiques (Keusch et al., 2000b). 

 

 Aucune étude approfondie de l’iGb3 synthase humaine n’a été réalisée. Un homologue 

du gène de l’iGb3 synthase est présent chez l’Homme, sur le chromosome 9q34, mais on ne 

sait pas s’il code pour une enzyme fonctionnelle. Les études de Taylor et Milland suggèrent 

que l’ADNc codant pour l’iGb3 synthase humaine ne serait pas fonctionnel, suite à un 

problème dans la région promotrice et lors de l’épissage (Milland et al., 2006). Aucun détail 

concernant ces études n’est disponible. A l’heure actuelle, l’iGb3 n’a pas été caractérisé chez 

l’Homme, on ignore s’il est synthétisé dans cette espèce.  

 

 Expression dans d’autres espèces 

 

L’iGb3 a été identifié dans différentes espèces : rat, cochon, souris, chien, vache, 

cochon (Keusch et al., 2000b; Milland et al., 2005; Slomiany et al., 1974; Sung and Sweeley, 

1979). A ce jour, le rôle de cet antigène n’est pas connu. 

Cependant, des études récentes de l’équipe d’A. Bendelac montrent que les 

lymphocytes CD1d restreints à TCR invariant (V 14J 18 / V 8 chez la souris, et V 24J Q / 

V 11 chez l’Homme) reconnaissent spécifiquement l’iGb3 (Zhou et al., 2004b).  Le rôle de 

l’iGb3 dans ce contexte sera détaillé plus loin.  

 

3- Structure des membres de la famille GT6 

 

 Les glycosyltransférases de la famille GT6 utilisent des donneurs et des accepteurs 

différents (donneur : UDP-Gal ou UDP-GalNAc, accepteur : Gb4, antigène H, 

lactosylcéramide, …). Cependant, certaines caractéristiques structurales sont conservées entre 



 27 

les différents membres. Cette famille appartient au clan III selon la classification CAZy. 

Toutes les enzymes conservent la conformation du glucide donneur lors du transfert et sont 

organisées en feuillet GTA. Elles possèdent donc un canal central formé d’au moins 8 

feuillets .  

 

 L’organisation structurale de trois membres de la famille GT6 a été détaillée : les 

glycosyltransférases A et B, et l’ 1,3-galactosyltransférase. Ces études structurales seront 

présentées, avec une généralisation de certaines caractéristiques aux autres membres de la 

famille GT6. 

 

a/ Les glycosyltransférases A et B 

 

 En 1990, Yamamoto a posé les bases de l’implication des acides aminés de ces 

enzymes dans leur fonction. Il a ainsi défini le rôle critique des acides aminés en position 266 

et 268 dans la liaison au donneur UDP-glucide (GalNAc ou Gal pour les glycosyltransférases 

A ou B, respectivement), et à l’accepteur (antigène H) (Yamamoto and Hakomori, 1990). La 

cristallographie de ces enzymes a permis de préciser ces données. 

 

 Topologie générale 

 

Le domaine catalytique des glycosyltransférases A et B est organisé en deux sous-

domaines : un domaine N terminal (feuillet Rossman) qui reconnaît et lie le nucléotide 

donneur ; et un domaine C terminal, qui porte le site de liaison à l’accepteur. Ces deux 

domaines sont séparés par un sillon de 13 Ǻ, où se trouve le site actif dans lequel se fait le 

transfert du glucide du donneur vers l’accepteur. Les quatre acides aminés critiques définis 

par Yamamoto et le motif DVD, commun à de nombreuses glycosyltransférases, sont 

localisés dans ce sillon. Une dernière caractéristique structurale de ces enzymes est la 

présence de deux boucles ne présentant pas de densité aux électrons, nommées boucles 

« désordonnées ». La première boucle se compose des acides aminés 176 à 194. Elle est 

proche du domaine N terminal et du premier acide aminé critique (176). La seconde boucle 

(acides aminés 345 à 354) est proche du domaine C terminal. Le rôle de ces boucles dans 

l’activité catalytique de l’enzyme n’est pas encore clairement défini. En effet, les études de 

Patenaude ne montrent pas de changement de conformation des boucles quand les enzymes 
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sont complexées avec le donneur et l’accepteur par rapport à l’état natif (Patenaude et al., 

2002). Au contraire, en 2005, Yazer et Palcic mettent en évidence une organisation des 

boucles désordonnées lors du transfert du glucide du donneur vers l’accepteur. Ceci 

permettrait l’expulsion d’une molécule d’eau du site actif afin de faciliter la réaction. Ensuite, 

les boucles reprennent leur conformation initiale. Une mutation dans les boucles 

désordonnées entraîne un phénotype B faible dû à une diminution importante de l’activité B et 

une affinité plus faible pour le donneur et l’accepteur (Yazer and Palcic, 2005). L’implication 

des boucles désordonnées dans le transfert du glucide reste donc à préciser. 

 

 Transfert du glucide donneur vers l’accepteur 

 

 L’implication des quatre acides aminés critiques définis par Yamamoto dans la 

réaction enzymatique a été largement étudiée (respectivement Arg/Gly 176, Gly/Ser 235, 

Leu/Met 266 et Gly/Ala 268 dans les glycosyltransférases A et B). L’acide aminé Arg/Gly 

176 est situé le plus loin du site de liaison du substrat dans la première boucle désordonnée. 

Bien que sujet à controverse, le rôle de cette boucle dans la catalyse du transfert du glucide 

donneur vers l’accepteur expliquerait l’importance de cet acide aminé. Le second acide aminé 

(Gly/Ser 235) n’est pas non plus au contact direct du donneur. Cependant, la présence d’une 

glycine ou d’une sérine à cette position ne permet pas de fixer la même conformation de la 

chaîne aliphatique de l’antigène H accepteur. Il est donc possible que cet acide aminé ait un 

rôle dans la sélection de l’accepteur H. 

L’interaction avec le donneur glycosylnucléotide impliquerait donc deux des quatre 

acides aminés : Leu/Met 266 et Gly/Ala 268. L’acide aminé en position 266 intervient dans 

une reconnaissance directe du donneur. Il est le seul des quatre acides aminés à être en contact 

direct avec le groupement OH/N-acétyl du Gal/GalNAc, et serait important pour la 

discrimination entre les deux glycosylnucléotides donneurs (Patenaude et al., 2002; Yazer and 

Palcic, 2005). La substitution L268M sur la glycosyltransférase A permet l’obtention d’une 

enzyme avec une forte activité A et B. Cependant, cet acide aminé est au contact du même 

résidu quelque soit le donneur. Des études complémentaires ont montré que la taille et la 

charge des acides aminés en position 266 et 268 sont déterminantes selon le glucide transféré. 

En effet, l’encombrement stérique dû à la méthionine 266 et à l’alanine 268 dans la 

glycosyltransférase B entraîne une élévation du plancher du sillon contenant le site actif, et 

donc un rejet de la N-acétylgalactosamine, trop volumineuse. Par contre, le sillon des 

glycosyltransférases A, avec un plancher moins élevé, accepte la N-acétylgalactosamine et le 
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galactose. La sélection positive de la N-acétylgalactosamine serait permise par la formation 

d’un pont hydrogène entre le groupement N-acétyl et l’histidine en position 233 de la 

glycosyltransférase A (Patenaude et al., 2002; Yazer and Palcic, 2005). 

 

Patenaude et ses collaborateurs proposent un mode d’action de l’enzyme lors de la 

réaction catalytique. L’interaction de l’enzyme avec le donneur serait la première étape clé 

pour la liaison de l’accepteur. Ensuite, le transfert du Gal/GalNAc de l’UDP vers l’antigène H 

se ferait en 2 étapes. Dans un premier temps, le Gal/GalNAc serait transféré vers un acide 

aminé nucléophile, situé dans le site catalytique de l’enzyme, pour ensuite être déplacé vers 

l’accepteur. L’acide aminé nucléophile candidat est le glutamate en position 303. Le 

chargement du glucide sur cet acide aminé permet de placer le glucide donneur près des 

acides aminés 266 et 268 pendant la première et la deuxième étape de transfert (Patenaude et 

al., 2002). Ceci augmente donc la sélectivité envers le glucide donneur. Ce modèle de 

« double inversion » a cependant été remis en cause.  

 

b/ L’ 1,3-galactosyltransférase 

 

 L’ 1,3-galactosyltransférase est responsable de la synthèse du xénoantigène et a donc 

fait l’objet de plusieurs études structurales. Notamment deux analyses cristallographiques, 

d’une précision de 2,3 Ǻ (Gastinel et al., 2001) et de 1,3 Ǻ (Boix et al., 2001) ont été publiées 

la même année, et permettent de définir les caractéristiques de cette enzyme.  

 

 L’ 1,3-galactosyltransférase a une structure globulaire formée de dix feuillets , six 

hélices alpha, et six hélices 310. Le feuillet  8 forme le plancher de la poche catalytique. Huit 

résidus de ce feuillet sont conservés dans la famille GT6 et seraient impliqués dans la liaison à 

l’UDP. Comme pour les glycosyltransférases A et B, le transfert du glucide du donneur vers 

l’accepteur par l’ 1,3-galactosyltransférase se ferait en deux étapes, par l’intermédiaire du 

glutamate 317 (position dans l’ 1,3-galactosyltransférase bovine). Cet acide aminé se trouve 

également dans le feuillet  8 et est strictement conservé dans l’ensemble de la famille GT6. 

Cependant, l’implication du glutamate 317 dans ce mécanisme est remise en cause car sa 

mutation n’empêche pas l’action de l’ 1,3-galactosyltransférase. 
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Lors du transfert du galactose vers le lactose, le glucide donneur se niche dans la 

poche catalytique, où se trouvent les résidus His 280 et Ala 282, équivalents des acides 

aminés critiques 266 et 268 des glycosyltransférases A et B. L’histidine n’interagit pas 

directement avec le galactose. Cependant, il est possible qu’un changement de cet acide aminé 

entraîne une modification de la forme ou la taille de la poche catalytique et donc altère 

l’activité enzymatique. L’alanine permet l’entrée du galactose dans la poche catalytique et 

empêche celle de la N-acétylgalactosamine. Dans la poche catalytique se trouve également le 

motif DVD, commun à de nombreuses glycosyltransférases. 

  

L’ 1,3-galactosyltransférase a été cristallisée sous forme monomérique et dimérique. 

La structure observée est la même mais, dans la forme dimèrisée, les dix derniers acides 

aminés recouvrent le site catalytique et gênent ainsi son accessibilité. Il semble donc que la 

partie N terminale de cette enzyme soit impliquée dans son activité. 

 

c/ Motifs protéiques conservés dans la famille GT6 

 

 En parallèle des études par cristallographie, une analyse de la séquence en acides 

aminés des membres de la famille GT6 par Heissigerová et ses collaborateurs en 2003 a 

permis la mise en évidence des motifs impliqués dans la fonctionnalité de l’enzyme 

(Heissigerova et al., 2003). Les domaines catalytiques des membres de la famille GT6 de 

différentes espèces alignés dans cette étude présentent 44% à 55%  d’homologie (Figure 10). 

L’étude de Heissigerová porte sur un petit nombre d’espèces. Un représentant de chaque 

membre de la famille est étudié et permet la caractérisation de motifs impliqués dans 

l’interaction de l’enzyme avec le donneur ou avec l’accepteur. L’extension de cette étude à 

d’autres séquences de la famille GT6 sera détaillée par la suite. 
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Figure 10 : Alignement de séquences de la famille GT6 de différentes espèces ( 1,3-

galactosyltransférase bovine, Forssman synthase canine, glycosyltransférases A et B -GTA et 

B- humaines, iGb3 synthase de rat). Les éléments de structure secondaire de l’ 1,3-

galactosyltransférase sont indiqués au dessus de la séquence. Les acides aminés conservés 

sont sur surlignés en noirs, les acides aminés similaires en gris. Les régions impliquées dans la 

liaison au ligand sont encadrées. Les étoiles indiquent les quatre acides aminés différents 

entre les glycosyltransférases A et B. D’après (Heissigerova et al., 2003). 

 

 Neuf régions de liaison au ligand (LBR : Ligand Binding Region), notées de A à I, ont 

été définies. Elles se lient soit à l’UDP, soit à l’accepteur. Deux LBR sont particulièrement 

conservées : LBR-A et LBR-C (motif DVD).  

Dans un premier temps, décrivons les LBR impliquées dans la liaison au nucléotide 

UDP. Le motif DVD (LBR-C) permet la liaison au Mn
2+

, cofacteur de l’ 1,3-

galactosyltransférase et des autres enzymes de la famille GT6. C’est surtout la seconde 

asparagine qui est impliquée dans cette interaction. Le Mn
2+

 permet la stabilisation de 

l’interaction du motif DVD avec le donneur par son interaction avec les groupements 

phosphates de l’UDP. LBR-A interagit avec l’uridine et le ribose, de même que LBR-B et C 

pour ce dernier. LBR-H et I sont en contact avec les groupements phosphate de l’UDP. Dans 

ces deux régions, deux acides aminés sont conservés dans presque tous les membres de la 

famille : la lysine 359 pour LBR-H et l’arginine 365 pour LBR-I (numérotation de l’ 1,3-
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galactosyltransférase bovine). En ce qui concerne la reconnaissance du glucide, quatre LBR 

sont impliqués. LBR-B, C et F permettent la mise en place de ponts hydrogènes entre le 

glucide et la protéine (quatre sont conservés dans presque toute la famille, mais il peut y en 

avoir jusqu’à sept, selon l’enzyme). Les acides aminés concernés sont la première asparagine 

du motif DVD, l’acide aminé acide de LBR-F, et la serine de LBR-B. La spécificité 

Gal/GalNAc est assurée par le LBR-E. Ce motif contient les deux acides aminés critiques en 

position 266 et 268 des glycosyltransférases A et B humaines. Enfin les motifs LBR-H et I 

permettent un changement conformationnel bloquant le glycosylnucléotide dans le site de 

liaison. 

 La liaison à l’accepteur met en jeu quatre LBR. Le tryptophane de la région LBR-F ne 

varie quasiment jamais. Il est en contact avec le galactose accepteur. Le LBR-H jouerait un 

rôle dans la reconnaissance d’une substitution éventuelle au niveau du carbone C2 du résidu 

galactose. Le tryptophane présente dans l’ 1,3-galactosyltransférase et l’iGb3 synthase ne 

tolère pas de substitution, alors que l’alanine ou la thréonine, situées respectivement dans les 

glycosyltransférases A/B ou dans la Forssman synthase, accepte le fucose ou le N-acétyl en 

position C2. Le LBR-G interagirait lui aussi avec le fucose ou le N-acétyl du carbone C2 de 

l’accepteur de ces enzymes. Le LBR-D reconnaît la partie réductrice de l’accepteur. 

 L’ensemble des domaines LBR interagissant avec le donneur, l’accepteur et le Mn
2+

 

est représenté sur la figure 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Représentation graphique d’une modélisation de la glycosyltransférase A, en 

interaction avec Mn
2+

, le glycosylnucléotide donneur et l’accepteur. Les domaines de liaison 

au ligand (LBR) sont représentés en couleur. D’après (Heissigerova et al., 2003). 
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 L’étude de l’ensemble de ces motifs sur une nouvelle séquence de la famille pourrait 

permettre de prédire quel serait son donneur potentiel, voire si une substitution de l’accepteur 

en C2 est possible ou non. Cependant, le contrôle par l’expérimentation doit toujours 

confirmer ces hypothèses. 

 

d/ Caractéristiques des membres de la famille GT6 

 

 A la vue des études menées sur les enzymes de la famille GT6, des caractéristiques 

communes à tous les membres de la famille peuvent être mises en avant (Breton et al., 1998). 

 

 Le premier critère commun, non seulement aux membres de la famille GT6 mais à 

presque toutes les glycosyltransférases, est la présence du motif DXD (DVD dans les 

enzymes GT6). Il faut noter que la première asparagine est mieux conservée dans les enzymes 

qui conservent la conformation du glucide donneur par rapport à celles qui l’inversent dans 

lesquelles seule la deuxième asparagine intervient. 

 

 Le site de liaison à l’UDP se situe entre deux feuillets  centraux, et deux hélices 

alpha. Il est recouvert par l’extrémité C terminale. Le site de liaison à l’accepteur se trouve à 

proximité, dans une crevasse. Ces deux sites de liaison sont formés par les neuf LBR 

identifiés par Heissigerová et ses collaborateurs. 

 

 Les études par cristallographie des galactosyltransférases ont été conduites sur les 

formes globulaires des enzymes et ne prennent pas en compte l’implication de la tige et du 

domaine transmembranaire dans la fonction enzymatique. Cependant, l’étude d’une forme 

tronquée de l’ 1,3-galactosyltransférase montre que l’absence de la partie N-terminale 

n’affecte pas l’activité catalytique (Henion et al., 1994). 

 

H- Fonctions physiologiques des antigènes synthétisés par 

les enzymes de la famille GT6 

 

Les antigènes de groupe sanguin sont exprimés à la surface des cellules. Ils ont donc la 

possibilité d’intervenir dans des phénomènes de reconnaissance cellule-cellule ou cellule-

matrice ainsi que dans les interactions avec des pathogènes. 
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Une variation de l’expression des antigènes ABH est observée sur des cellules en 

apoptose. Une étude de Rapoport et Le Pendu montre que l’expression des antigènes ABH sur 

les corps apoptotiques issus de cellules d’adénocarcinome colique diminue, quel que soit le 

mode d’induction utilisé (TNF- , UV, anti-Fas) (Rapoport and Pendu, 1999). Un phénomène 

impliquant une apoptose massive des cellules est l’involution des glandes mammaires après 

l’allaitement. Chez le rat, les cellules épithéliales mammaires non apoptotiques présentent une 

forte expression de l’antigène B. Cet antigène participerait donc à la régulation de ce 

phénomène en ralentissant l’entrée en apoptose des cellules épithéliales (Mengwasser and 

Sleeman, 2001). 

 

Le tractus digestif est tapissé de mucines, sur lesquelles se trouvent les antigènes de 

groupe sanguin tissulaires. S’ils peuvent jouer le rôle de barrière protectrice contre des 

bactéries ou des virus pathogènes, ils constituent une source énergétique pour la flore gastro-

intestinale normale vivant en symbiose avec son hôte. Les bactéries qui composent cette flore 

possèdent des activités alpha-galactosidase, fucosidase, sialidase ou N-

acétylgalactosaminidase permettant le clivage des antigènes de groupe sanguin tissulaires 

présents sur les mucines. Ainsi, une bactérie se nourrissant d’ -galactose utilisera son activité 

alpha-galactosidase pour dégrader les antigènes B. Elle sera présente en plus grande quantité 

chez des individus de phénotype B (Hoskins and Boulding, 1976a; Hoskins and Boulding, 

1976b).  L’équipe de Gordon a contaminé des souris élevées sur un milieu riche en 

polysaccharides avec des bactéries du tractus digestif humain. Les bactéries utilisent les 

polysaccharides comme source énergétique, et inversement, permettent la formation de 

mucine si les souris sont élevées sur milieu sans glucides complexes, établissant ainsi un 

équilibre (Sonnenburg et al., 2005). 

 

 Les antigènes H type 1 et A sont présents sur le récepteur à l’EGF. Ils auraient un rôle 

décisif tant dans la liaison de l’EGF que dans la cascade de transduction qui en découle 

(Defize et al., 1988). 
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I- Antigènes synthétisés par les enzymes de la famille 

GT6 et pathologies 

 

1- Infections par des microorganismes 

 

a/ Infections bactériennes 

 

Helicobacter pilori est une bactérie responsable d’ulcères gastriques et duodénaux, 

d’atrophie des glandes gastriques et même de cancers gastriques, qui infecte de façon 

chronique plus de 50% de la population mondiale. Un grand nombre d’isolats de cette bactérie 

possèdent l’adhésine BabA qui permet l’attachement aux structures Le
b
 (Boren et al., 1993). 

Plusieurs études contradictoires quand à l’association entre les groupes sanguins et le profil 

d’infection par H. pilori ont été publiées. Certaines ne montrent aucune corrélation entre 

l’infection et les groupes sanguins (Gerhard et al., 1999; Oberhuber et al., 1997). Plus 

récemment, il a été montré que l’adhésine BabA de certaines souches, dites généralistes, se 

fixe sur Le
b
, ALe

b
 et BLe

b
. Au contraire, pour d’autres souches, dites spécialistes, BabA ne 

reconnaît que la structure Le
b
 ou ALe

b
 (Aspholm-Hurtig et al., 2004). L’utilisation de ces 

différentes adhésines pourrait expliquer les résultats contradictoires mentionnés ci-dessus. La 

bactérie H. pilori synthétise des antigènes de groupe sanguin sur ses lipopolysaccharides 

(LPS) : Le
x
, Le

y
, Le

a
, Le

b
, A. L’expression de ces antigènes est sujette à des variations 

réversibles et fréquentes (Wang et al., 2000). Ces changements phénotypiques et la diversité 

des antigènes présents sur le LPS pourraient jouer un rôle dans la pathogénicité de la bactérie. 

Trois fonctions biologiques de ces antigènes ont été proposées : 

- Le mimétisme moléculaire dû à l’expression des antigènes de groupe sanguin à la surface 

des bactéries permettrait un échappement au système immunitaire, et ainsi une persistance de 

l’infection. Ainsi, les études de Zheng et de Wirth rapporte des corrélations entre le phénotype 

de la souche infectante et celui de l’hôte (Wirth et al., 1997; Zheng et al., 2000). Cette 

hypothèse n’a cependant pas toujours été vérifiée (Heneghan et al., 2000; Taylor et al., 1998). 

- Un autre rôle, restant à démontrer, est la genèse d’anticorps anti-Le
x/y

 par l’hôte au contact 

du pathogène. Les anticorps se fixeraient sur les cellules épithéliales et engendreraient des 

lésions via la fixation du complément (Appelmelk et al., 1997). 
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- La troisième fonction proposée pour les antigènes de groupe sanguin, présents à la surface 

des LPS bactériens, serait leur intervention dans l’adhérence et la colonisation de l’hôte par H. 

Pilori. Plusieurs études présentent l’implication des antigènes Le
x/y

 dans l’adhérence 

bactérienne (Heneghan et al., 2000; Osaki et al., 1998). Cela permettrait la fixation sur les 

cellules hôtes des bactéries dépourvues de BabA ou de celles colonisant des individus Lewis 

négatifs. 

 

Certaines souches d’Escherichia coli ainsi que de Shigella, pathogènes pour l’Homme, 

produisent des Shiga toxines, ou vérotoxines, qui se fixent sur les glycolipides de la série 

globo, entraînant des diarrhées et des colites hémorragiques. Ces toxines se fixent sur le 

globoside Gb4. Une étude de Elliott et ses collaborateurs a montré que l’expression de la 

Forssman synthase fonctionnelle de chien ou de souris dans des cellules Vero (sensibles aux 

Shiga toxines) diminuait leur sensibilité en bloquant la fixation de la toxine. En parallèle, 

l’expression de l’enzyme humaine (non fonctionnelle) n’apporte pas de variation à la 

sensibilité (Elliott et al., 2003). L’inactivation de la Forssman synthase au cours de l’évolution 

pourrait donc avoir entraîné une augmentation de la sensibilité de l’Homme aux Shiga 

toxines. 

 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogène opportuniste pouvant causer de 

sérieuses infections dans la plupart des tissus et des organes humains. Les deux lectines PA-I 

et PA-II, importantes dans l’adhérence de la bactérie, montrent une forte affinité pour les 

antigènes B et ABH, respectivement. De plus, des dérivés sialylés ou sulfatés de Le
x
 sont 

reconnus par des protéines flagellaires de certaines souches de P aeruginosa (Scharfman et 

al., 2001; Scharfman et al., 2000). Par ailleurs, la souche 60 de cet organisme, responsable 

d’otites externes, possède une lectine spécifique de l’antigène A et infecte préférentiellement 

les individus A et AB (Steuer et al., 1995). 

 

Le Plasmodium falciparum est responsable de 50% des cas de malaria (ou paludisme) 

et de 80% des cas mortels. Le cycle de vie de ce parasite est complexe. Après transmission 

par une piqûre de moustique anophèle femelle, il prolifère dans le foie, puis dans le sang. La 

lyse des érythrocytes infectés libère la forme mérozoïte du parasite, qui peut ensuite infecter 

d’autres globules rouges qui formeront des rosettes avec des globules rouges sains. Ceci 

augmente le degré de sévérité de la maladie en obstruant la microvascularisation du cerveau, 

du foie, des poumons et du placenta (Carlson et al., 1990; Rowe et al., 1995). Les antigènes 
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ABH seraient impliqués dans ce processus en jouant le rôle de corécepteurs (Barragan et al., 

2000). 

 

Il existe trois espèces de Schistosoma infectant l’Homme : S. Haematobium, touchant 

d’abord le système urinaire, S. mansoni et S. japonicum qui sont des parasites intestinaux. 

Une infection par ces parasites se caractérise par des maux de ventre, des diarrhées, des 

hépatomégalies et des splénomégalies. Une sensibilité particulière des enfants de phénotype B 

sécréteur à l’infection par S. mansoni a été observée (Trangle et al., 1979). Par ailleurs, 

l’étude de Ndamba et ses collaborateurs montre que les espèces S. mansoni  et S.  

Haematobium infecteraient plus particulièrement les enfants de groupe A au Zimbabwe 

(Ndamba et al., 1997). 

b/ Infections parasitaires 

 

Gardiana est un parasite intestinal trouvé le plus souvent dans le duodénum et 

l’intestin grêle, où il interfère avec l’absorption des graisses, entraînant une carence en 

vitamines liposolubles. L’association entre les groupes ABO et ce parasite n’est pas 

clairement définie. En effet, si deux études ont montré une augmentation de la fréquence du 

groupe A parmi les enfants infectés par Gardiana lamblia (Barnes and Kay, 1977; Zisman, 

1977), l’étude de Adungo et Ondijo ne permet pas d’associer ces deux paramètres (Adungo 

and Ondijo, 1987). L’étude de Sotto et ses collaborateurs trouve une corrélation entre le 

groupe A et les infections récurrentes à Gardiana lamblia (Sotto et al., 1983). 

 

2- Infections virales 

 

L’interaction potentielle du virus VIH avec les antigènes de groupe sanguin a été 

étudiée. Des tests d’inhibition ont montré que l’utilisation d’anticorps anti-A1 bloquait la 

fixation du virus sur les lymphocytes T (Hansen et al., 1990). De plus, ces anticorps 

permettent l’immunoprécipitation de la glycoprotéine virale gp120, impliquée dans 

l’adhérence du virus aux lymphocytes T. Les antigènes A1 pourraient donc jouer un rôle dans 

la dissémination virale (Glinsky, 1992). Cette hypothèse n’a pas été confirmée. 

 

 

 



 38 

 

 

3- Maladies non infectieuses 

 

a/ Maladies pulmonaires 

 

La broncho-pneumopathie obstructive chronique (COPD) est caractérisée dans un 

premier temps par une destruction protéolytique du parenchyme pulmonaire avec une 

augmentation de la taille des espaces aériens. Ensuite, l’inflammation, l’hyper sécrétion de 

mucus et l’œdème provoquent un rétrécissement des aires périphériques, ce qui entraîne une 

augmentation de la résistance pulmonaire et une diminution du volume respiratoire. 

L’association entre la COPD et les antigènes de groupe sanguin a été initialement décrite par 

Cohen et ses collaborateurs, montrant une corrélation entre les individus de groupe sanguin A 

et le déclin de la fonction pulmonaire (Cohen et al., 1977). 

L’étude de Kauffmann et ses collaborateurs de 1996 présente le même profil de 

susceptibilité des individus à l’asthme selon leur phénotype ABH que pour la COPD 

(Kauffmann et al., 1996). 

 

b/ Maladies cardio-vasculaires 

 

 La sensibilité à l’infarctus du myocarde semble être corrélée avec le patron 

d’expression des antigènes de groupe sanguin. En effet, les individus de groupe sanguin A 

semblent plus sensibles à cette maladie. Ils présentent un taux de cholestérol et de LDL (sa 

lipoprotéine porteuse) plus élevé (George et al., 1987; Gillum, 1991; Whincup et al., 1990). 

En fait, chez les individus de groupe A, le taux de cholestérol est augmenté d’environ 4 mg/dl 

(Wong et al., 1992). Il se pourrait que l’antigène A altère la fixation des LDL sur leurs 

récepteurs cellulaires, ce qui entraînerait une augmentation de la quantité de LDL dans le 

sang. Une modulation de la fixation de l’EGF à son récepteur, dépendante des antigènes 

ABH, a été décrite précédemment (Defize et al., 1988), ce modèle pourrait s’appliquer dans 

ce cas. 

 

 Les antigènes ABH interviennent dans le phénomène de coagulation. Le facteur von 

Willebrand (vWf) est une glycoprotéine. Les antigènes ABH sont portés par des N-glycannes 
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de la boucle A1 de la protéine, qui intervient dans l’interaction de vWf avec la glycoprotéine 

Ib des plaquettes. De plus, le vWf porte le facteur VIII, ces deux protéines étant liées 

fonctionnellement. Le vWf est impliqué dans les thromboembolies, les maladies artérielles et 

coronariennes, tandis que le facteur VIII est associé au risque coronarien, à l’ischémie 

cérébrovasculaire et aux thromboses veineuses. Les individus de groupe sanguin A, B et AB 

présentent un niveau plasmatique de ces deux facteurs plus élevé que celui des individus O, ce 

qui est un facteur de risque pour ces maladies. La corrélation entre les groupes sanguins et le 

niveau plasmatique de vWf et du facteur VIII a été démontrée au niveau génotypique et 

phénotypique (Souto et al., 2000). La suppression des antigènes A ou B sur le vWf entraîne 

une sensibilisation de ce facteur à la dégradation protéolytique, et par conséquent une 

diminution de sa durée de vie dans la circulation, et une diminution de l’agrégation 

plaquettaire en présence du cofacteur ristocetine (Moeller et al., 2001; Sarode et al., 2000). Il 

semblerait que ce soit l’expression de l’antigène H qui médie l’effet ABO sur la concentration 

plasmatique de vWf (O'Donnell et al., 2002). 

 

c/ Maladies du foie 

 

La cholangite primaire sclérosante (PSC) est une maladie chronique du foie qui évolue 

fréquemment en cirrhose et cancer hépatique mortel. Elle est associée à des maladies 

inflammatoires de l’intestin dans 50% à 75% des cas. Dans l’étude de Bloom et ses 

collaborateurs, 95% des patients de phénotype O montrent une expression anormale de A ou 

B sur leur épithélium biliaire et leurs hépatocytes (Bloom et al., 1993). Cette expression 

anormale, fréquemment rencontrée dans certains cancers, peut être prise en compte dans le 

risque d’évolution de la maladie vers un cancer hépatique. 

 

d/ Maladies auto-immunes 

 

L’implication des anticorps dirigés contre l’épitope 3 Gal dans l’auto-immunité a été 

discutée. Il semblerait en effet que les bactéries de la flore intestinale, portant l’ 3 Gal, soient 

une source antigénique constante pour ces anticorps. Si des bactéries adhèrent à des cellules, 

elles permettrant un contact des anticorps avec ces mêmes cellules, entraînant ainsi un 

processus inflammatoire, qui dégénèrerait ensuite en maladie auto-immune (Galili et al., 

1988). 
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4- Xénogreffes 

 

Devant les difficultés à obtenir des organes humains en vue d’une greffe, de nombreux 

chercheurs se sont intéressés aux organes de porc, très proches par leur structure des organes 

humains. Cependant, le problème de la présence des anticorps naturels anti- 3 Gal s’est 

rapidement posé. Un essai de greffe d’un organe de porc à un singe s’est soldé par le rejet du 

greffon en 30 minutes (Platt, 1994). Les anticorps IgM de l’hôte dirigés contre l’épitope 3 

Gal reconnaissent l’endothélium vasculaire du greffon et activent la cascade du complément. 

Ceci entraîne une destruction de l’endothélium vasculaire et un rejet hyperaigu du greffon. 

Des études complémentaires ont également montré une implication des IgG. Différentes 

stratégies sont mises en place dans le but de discriminer la réponse immunitaire dirigée contre 

l’antigènes 3 Gal chez le porc. Cependant, l’identification récente de l’iGb3 synthase qui 

semble non fonctionnelle chez l’Homme pose un nouveau problème quand à la présence de 

l’iGb3 sur les cellules porcines et la réponse immunitaire dirigée contre ce dernier. Cet aspect 

sera discuté plus loin. 

 

5- Cancer 

 

De nombreuses modifications de l’expression des antigènes ABH ont été observées 

dans les cellules tumorales. Le tableau 7 résume les différentes altérations de l’expression de 

ces antigènes dans différents tissus. 
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Tissus Changement d’expression des Ag ABH Références 

Estomac Perte des antigènes A et B 

Expression incompatible d’Ag A 

(Hirohashi et al., 1984) 

(David et al., 1993; Ernst et al., 1984) 

Côlon proximal Perte des antigènes A et B 

Expression incompatible d’Ag A et B 

(Schoentag et al., 1987) 

(Ernst et al., 1984) 

Côlon distal Apparition des antigènes A, B et H 

 

 

Expression incompatible d’Ag A et B 

(Blasco et al., 1989; Cordon-Cardo et al., 1986; 

Ernst et al., 1984; Schoentag et al., 1987) 

{Itzkowitz, 1992 #174; Itzkowitz, 1992 #175; 

Itzkowitz, 1990 #173 ;; Clausen, 1986 #138; 

Dabelsteen, 1988 #143Kim, 1990 

Pancréas Perte des antigènes A, B et H 

Expression incompatible d’Ag A et B 

(Itzkowitz et al., 1987) 

(Pour et al., 1988) 

Foie Apparition focale des Ag A, B et H 

Expression incompatible d’Ag A et B 

(Okada et al., 1987) 

Poumon Perte des antigènes A, B 

 

Expression incompatible d’Ag A et B 

(Hirohashi et al., 1984; Lee et al., 1991; 

Matsumoto et al., 1993) 

(Kawai et al., 1993) 

Vessie Perte des antigènes A, B et H (Coon et al., 1985; Orntoft et al., 1987; Orntoft 

et al., 1989) 

Prostate Perte des antigènes A, B 

Augmentation de H type 2 

(Perlman and Epstein, 1990) 

(Perlman and Epstein, 1990) 

Sein Perte des antigènes A, B 

 

Augmentation de H 

(Nakagoe et al., 1991; Nakagoe et al., 1998; 

Vowden et al., 1986) 

(Ura et al., 1992) 

Endomètre Perte des antigènes A, B 

Augmentation de H type 2 

(Griffin and Wells, 1993; Skovlund, 1997) 

(Memon et al., 1990) 

Ovaire Perte des antigènes A, B 

Expression incompatible d’Ag A 

(Metoki et al., 1989; Welshinger et al., 1996) 

(Metoki et al., 1989) 

Tête et cou Perte des antigènes A, B 

 

Expression incompatible d’Ag A 

(Dabelsteen et al., 1988a; Stenersen and 

Dabelsteen, 1992) 

(Yokota et al., 1994) 

Thyroïde Apparition des Ag A, B et H (Gonzalez-Campora et al., 1998; Vierbuchen et 

al., 1992 ; Vowden et al., 1986) 

 

Tableau 7 : Altérations de l’expression des antigènes tissulaires ABH dans différents types de 

cancers chez l’Homme. 

 

Trois types d’altérations de l’expression des antigènes ABH ont été observées dans les 

carcinomes : la perte, l’expression oncofœtale, et l’expression incompatible. 
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a/ Perte d’expression des antigènes ABH 

 

 La perte d’expression des antigènes ABH est la modification d’expression des 

antigènes ABH la plus fréquemment rencontrée. Deux cas de figures sont à considérer : 

- la perte des antigènes A et B peut être accompagnée d’une surexpression de l’antigène H, 

chez des patients de groupe sanguin A, B ou AB. Ce phénomène est dû à une altération des 

galactosyltransférases A ou B entraînant un démasquage de l’antigène H. Cette situation a été 

observée dans les cancers de l’utérus (Griffin and Wells, 1993), de la prostate (Perlman and 

Epstein, 1990) et du sein (Vowden et al., 1986).  

- La perte des antigènes A et B peut s’accompagner d’une diminution, voire d’une disparition 

de l’antigène H. Cette situation est rencontrée dans les cancers du pancréas (Itzkowitz et al., 

1987; Pour et al., 1988), de la vessie (Coon et al., 1985; Orntoft et al., 1989), de l’épithélium 

buccal (Dabelsteen et al., 1988a; Yokota et al., 1994) et de l’ovaire (Welshinger et al., 1996). 

 

Il semblerait que la perte d’expression des antigènes AB soit due à une perte de 

l’activité enzymatique, et à l’absence du messager correspondant (Mandel et al., 1992; 

Meldgaard et al., 1994; Orntoft et al., 1996). Deux mécanismes peuvent expliquer ce 

phénomène : une perte d’hétérozygotie du chromosome 9 (Orlow et al., 1998), ou un blocage 

de la transcription du gène ABO, dû à une hyper-méthylation (Iwamoto et al., 1999; Kominato 

et al., 1999). Dans le cancer de la vessie, la perte d’expression de l’antigène A a été constatée 

et semble due à une perte ou à une hyper méthylation du gène selon les cas (Chihara et al., 

2005). 

 

b/ Néoexpression des antigènes ABH 

 

 Dans les cancers colorectaux, une néoexpression des antigènes ABH est observée 

(Dabelsteen et al., 1988b; Itzkowitz, 1992). Chez les foetus, les antigènes H, A et B sont 

présents de façon homogène tout au long du colon, mais ils se maintiennent uniquement dans 

le colon proximal à partir de la naissance (Yuan et al., 1985). L’expression des antigènes 

ABH dans le colon distal lors de la cancérogenèse explique la qualification d’antigène 

oncofœtal (Itzkowitz, 1992). La réexpression de ces antigènes est un évènement précoce dans 

la carcinogenèse colorectale qui a lieu au stade des polypes précancéreux (Itzkowitz et al., 

1986). La synthèse des antigènes ABH dans ces cellules cancéreuses est due à l’apparition 



 43 

d’une activité 1,2-fucosyltransférase (Yang et al., 1994), produit des gènes FUT1 et FUT2 

(Nishihara et al., 1999). Il y a ainsi synthèse de l’antigène H puis des antigènes A et B. En 

effet, des glycosyltransférases A et B fonctionnelles sont présentes dans le colon sain mais 

l’absence de l’antigène H empêche la synthèse des antigènes A et B. L’activité 

fucosyltransférase permet la synthèse du substrat de ces deux enzymes et donc l’expression de 

H, A et/ou B selon le génotype de l’individu. L’expression oncofoetale des antigènes A, B et 

H apparaît également dans les cancers thyroïdiens (Gonzalez-Campora et al., 1998) et dans les 

hépatocarcinomes (Okada et al., 1987). 

 

c/ Expression incompatible des antigènes ABH 

 

 L’expression incompatible d’antigènes de groupe sanguin concerne un nombre limité 

de patients, de 1% à 15% selon le type de cancer. Elle concerne des carcinomes du sein, de 

l’ovaire (Metoki et al., 1989), de l’estomac (David et al., 1993; Hattori et al., 1987), du côlon 

(Clausen et al., 1986; Yuan et al., 1985), du pancréas (Itzkowitz et al., 1987; Pour et al., 

1988), du foie (Okada et al., 1987) et du poumon (Kawai et al., 1993). Bien que le 

tétrasaccharide A type 1 ait été parfaitement identifié (Clausen et al., 1986) et l’activité 

glycosyltransférase A mise en évidence dans des tumeurs gastriques (David et al., 1993), le 

mécanisme moléculaire permettant la synthèse d’antigène A chez des individus homozygotes 

pour l’allèle O n’est toujours pas connu. 

 

III- Reconnaissance des glycolipides par une population 

particulière de lymphocytes : les NKTi 

 

Dans la population lymphocytaire, on distingue les lymphocytes T conventionnels, 

dont l’activation dépend de l’interaction d’un TCR (T cell Receptor)  avec le complexe 

majeur d’histocompatibilité de classe I ou II (CMH I / II) et le peptide, et les lymphocytes T 

non conventionnels, qui se distinguent soit par leur TCR (TCR ), soit par la molécule 

présentatrice d’antigène reconnue (CD1). Les NKT (Natural Killer T cells) à TCR invariant 

(NKTi) forment un sous-groupe de lymphocytes non conventionnels. Ils sont activés suite à la 

reconnaissance d’un glycolipide présenté au TCR par la molécule présentatrice d’antigène 

CD1d. La première molécule activatrice des NKTi identifiée est l’  galactosylcéramide 

purifiée à partir d’une éponge marine. 
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 Lors de ma thèse, je me suis intéressée aux cellules NKTi humaines. La plupart des 

études sur les NKTi ont été conduites dans le modèle murin ; les données connues chez 

l’Homme et la souris seront présentées. 

 

D- Présentation des NKTi 

 

1- Reconnaissance d’un glycolipide dans le contexte du CD1d 

 

a/ CD1d : molécule présentatrice d’antigènes glycolipidiques 

 

 Structure génomique et protéique  

 

 Le gène CD1D humain est situé sur le chromosome 1q23.1. La souris possède deux 

gènes Cd1d1 et Cd1d2, issus d’une duplication récente, localisés sur le chromosome 3 

(Bradbury et al., 1988; Calabi et al., 1989). Le gène CD1D présente une organisation introns / 

exons similaire à celle des gènes des molécules présentatrices d’antigènes CMH I et code 

pour la protéine de type I CD1d constituée de trois domaines 1, 2 et 3, d’une partie 

transmembranaire et d’un court domaine cytoplasmique. Après glycosylation, la protéine 

CD1d de 50 kDa est exprimée à la surface de la cellule sous forme hétérodimèrique, associée 

de façon non covalente à la 2 microglobuline ( 2m) (Roark et al., 1998). Il semblerait que 

l’association avec la 2m soit nécessaire à la localisation membranaire de CD1d. Des 

molécules CD1d non couplées à la 2m ont été identifiées à la surface membranaire mais leur 

fonction n’est pas connue (Balk et al., 1994). La molécule CD1d permet la présentation d’un 

ligand lipidique à la surface de la cellule (Koch et al., 2005).  

 

 Distribution tissulaire 

 

 Une comparaison de la distribution tissulaire chez l’Homme et la souris est présentée 

dans le tableau 8. 
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 Homme Souris 

Thymocytes corticaux + 
1
 + 

5
 

Lymphocytes T + /- (après stimulation PHA)
 2

 + 
5
 

Lymphocytes B + (LB circulant) 
1
 + 

5
 

Monocytes, Macrophages + 
1,3

 + 
5,6

 

Cellules Dendritiques +
1, 3

 + 
7
 

Foie + (hépatocytes) 
4
 + (hépatocytes) 

8
 

Pancréas + (cellules acineuses) 
4
 - 

Rein +
4
 - 

Utérus + (épithélium) 
4
 - 

Muscles lisses (vaisseaux sanguins) + 
4
 - 

Peau + (kératinocytes, DC dermiques) 
5, 10

 - 

Intestin + (épithélium) 
 4

 - 

 

Tableau 8 : Expression tissulaire de CD1d chez l’Homme et la souris. 

  1 : (Exley et al., 2000)   6 : (Roark et al., 1998)  

  2: (Salamone et al., 2001)   7 : (Brossay et al., 1997) 

  3 : (Spada et al., 2000)   8 : (Mandal et al., 1998) 

  4 : (Canchis et al., 1993)   9 : (Bleicher et al., 1990) 

  5 : (Bonish et al., 2000)   10 : (Gerlini et al., 2001) 

 

 Si les lymphocytes B (LB) expriment de façon constitutive le CD1d chez l’Homme et 

la souris, seuls les lymphocytes T (LT) murins présentent le CD1d à leur surface en absence 

d’activation. Cependant, même chez la souris, l’expression de CD1d dans les LT 

périphériques est nettement plus faible que dans les LT CD4
+
 CD8

+
 (Roark et al., 1998). Par 

ailleurs, de nombreuses cellules épithéliales humaines expriment le CD1d, ce qui n’est pas le 

cas chez la souris. 

 

 Chargement du glycolipide sur le CD1d et présentation à la surface 

 

 Les molécules CD1d nouvellement synthétisées sont dirigées vers le réticulum 

endoplasmique (RE) et repliées grâce à l’action de deux protéines chaperones (calnexine et 

calréticuline) et de la thiol oxydoréductase ERp57, ce qui permet la liaison à la 2m (Kang 
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and Cresswell, 2002). Le sillon CD1d est alors bloqué par la chaîne invariante Ii (qui bloque 

le site de liaison à l’antigène de CMH II) ou par un phospholipide endogène non antigénique 

jusqu’à ce que la molécule CD1d soit au contact d’un glycolipide antigénique (Joyce et al., 

1998; Park et al., 2004). Ensuite, on peut distinguer deux voies d’expression de CD1d à la 

surface cellulaire. Ou bien les molécules CD1d sont directement dirigées vers l’endosome 

après chargement avec la chaîne invariante Ii, sans transiter par la membrane plasmique ; ou 

bien elles sont rapidement exprimées à la surface après chargement d’un glycolipide non 

antigénique. Ensuite, les molécules CD1d de surface sont endocytées (la moitié des molécules 

CD1d sont internalisées en une heure) et subissent plusieurs cycles d’internalisation Ŕ 

réexpression entre l’endosome de recyclage et la membrane plasmique (Jayawardena-Wolf et 

al., 2001). L’internalisation et l’aiguillage vers l’endosome précoce sont sous le contrôle des 

protéines de la famille des adaptines (AP : Adaptor Protein) (Lawton et al., 2005). 

 

 Dans l’endosome, la libération du sillon CD1d et le chargement du glycolipide 

immunogène se font en même temps. Cette étape est catalysée par les LTP (Lipid Transfer 

Protein) qui captent le lipide de manière spécifique, le solubilisent et le transportent dans 

l’espace intra-cellulaire aqueux. La saposine est une protéine LTP indispensable à la sélection 

positive des NKTi, les souris invalidées saposine -/- n’ayant pas de NKTi (Zhou et al., 2004a). 

Enfin, les molécules CD1d chargées avec le lipide immunogène et associées à la 2m sont 

exprimées à la surface de la cellule. 

 

 Il semble que le ligand lipidique chargé sur les molécules CD1d soit apprêté par les 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA) de façon similaire aux ligands protéiques, par des 

enzymes endosomiales. Les lipides antigéniques mycobactériens sont internalisés soit par DC-

SIGN (sur les DCm) soit par le récepteur mannose (sur les macrophages) (Lawton et al., 

2005). Récemment, une voie exogène de présentation des antigènes bactériens a été décrite. 

La CPA sécrèterait un complexe lipide exogène / apoprotéine E qui serait capté puis 

internalisé par les DC, avant que le lipide exogène ne soit présenté à leur surface par le CD1d 

(van den Elzen et al., 2005). L’apprêtement du glycolipide endogène présenté par les cellules 

nécessite également l’action d’enzymes endosomiales. Par exemple, l’hexosaminidase clive 

l’iGb4 en iGb3 avant son chargement sur le CD1d (Zhou et al., 2004a). 
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b/ Les ligands des cellules NKTi 

 

 L’antigène chargé dans le sillon de la molécule CD1d est un lipide qui doit présenter 

certaines caractéristiques. Tant la queue lipidique que la tête polaire du lipide sont 

importantes pour l’activation de NKTi. Le sillon de CD1d se compose de deux poches 

impliquées dans des interactions hydrophobes, la queue lipidique doit donc se composer de 

deux chaînes acyles pour être chargée dans le CD1d (Zeng et al., 1997). Par ailleurs, la tête 

hydrophile est impliquée dans la reconnaissance par les NKTi (Fischer et al., 2004). 

 

 L’  galactosylcéramide 

 

 L’ galactosylcéramide a été purifié à partir d’une éponge marine, Agelas mauritanus. 

Sa forme synthétique est le KRN7000 ((2S,3S,4R)-1-O-(alpha-D-galactopyranosyl)-2-5N-

hexacosanoylamino)-1,3,4-octadecanetriol) (Figure 12). 

 

 

 

 

Figure 12 : Structure du KRN7000 

 

Le KRN7000 a été utilisé dans un premier temps pour ses propriétés anti-tumorales. 

Son administration a des souris inoculées avec les cellules tumorales B16 ou EL4 prolonge 

leur survie (Kobayashi et al., 1995). Par la suite, la reconnaissance du KRN7000 dans le 

contexte du CD1d par les cellules NKTi a été mise en évidence et a permis l’étude de 

l’interaction des NKTi avec les cellules cibles (Burdin et al., 1998; Kawano et al., 1997). 

Cependant, du fait de sa structure, ce glycolipide ne peut pas être le ligand naturel des NKTi 

humaines car chez les mammifères, le premier glucide est toujours greffé sur le céramide par 

une liaison . 

 

 Lipides du soi 

 

 Les cellules NKTi présentent une activité anti-tumorale en absence d’antigène 

exogène (Smyth et al., 2001). De plus, le phénotype mémoire des NKTi du sang de cordon 
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humain sous-entend une activation antérieure, ce qui montre l’existence d’un antigène 

endogène pour ces cellules (D'Andrea et al., 2000).  

 

 Les phosphatidylinositols sont les principaux ligands du CD1d dans le RE mais ne 

sont pas antigéniques pour les NKTi (Joyce et al., 1998; Kang and Cresswell, 2004; Park et 

al., 2004). In vitro, des phospholipides reconnus par des hybridomes des cellules NKTi ont été 

identifiés, mais aucune population NKTi spécifique n’a pu être identifiée in vivo. Cependant, 

le développement des NKTi n’a pas lieu chez les souris dépourvues de la glucosylcéramide 

synthétase, ce qui suggère que le ligand endogène est un glycolipide ayant pour précurseur le 

glucosylcéramide, lui-même non reconnu par les NKTi (Stanic et al., 2003). 

 

 Récemment, l’équipe de A. Bendelac a identifié un antigène endogène potentiel des 

cellules NKTi. Après avoir montré que l’absence de glycolipides de la série des gangliosides 

n’affectait pas le développement des NKTi, la reconnaissance de l’iGb3 dans le contexte du 

CD1d par des NKTi murins et humains a été mise en évidence (Zhou et al., 2004b). L’iGb3 

synthase étant un membre de la famille GT6, nous nous intéresserons plus particulièrement à 

l’antigène iGb3 dans la suite de notre étude.  

 

 Le GD3 est un ganglioside fortement exprimé sur les mélanomes humains et 

faiblement sur les tissus sains humains et murins. Wu et ses collaborateurs ont montré que 

suite à l’immunisation de souris avec un mélanome humain exprimant le GD3, une réponse 

NKTi dépendante du CD1d se développait. Après une production rapide d’IFN- , d’IL-4 et 

d’IL-10, seules les deux dernières cytokines se maintiennent après 14 jours, orientant la 

réponse anti-tumorale vers une un profil Th2 (Wu et al., 2003). 

 

 Lipides microbiens 

 

 Deux glycosphingolipides, l’ galacturonylcéramide et l’ glucuronylcéramide, ont 

été isolés de la paroi d’ protéobactéries Gram
-
. Leurs structures biochimiques sont très 

proches de celle de l’ galactosylcéramide et ils activent les cellules NKTi (Kinjo et al., 2005; 

Mattner et al., 2005). La structure similaire de l’ galactosylcéramide et des glycolipides 

bactériens pose la question de l’origine de l’ galactosylcéramide dans les éponges marines. Il 



 49 

est possible que son expression dans les éponges marines soit due à leur contamination par 

des  protéobactéries. 

 

 Les mycobactéries produisent du phosphatidylinositoltétramannoside (PIM4) dans 

leurs membranes interne et externe. Le chargement des CPA avec ce glycolipide active 

spécifiquement des NKTi et induit la production d’IFN- , cytokine impliquée dans l’immunité 

anti-microbienne (Fischer et al., 2004). 

 

2- Interaction des NKTi avec le glycolipide 

 

a/ Caractéristiques phénotypiques des NKTi 

 

 TCR invariant 

 

 Le TCR des cellules NKTi présente des caractéristiques structurales très conservées 

chez les mammifères, compatibles avec la reconnaissance d’un ensemble restreint 

d’antigènes. 

Les lymphocytes T conventionnels expriment à leur surface un TCR présentant une 

grande variabilité, indispensable à la reconnaissance d’un large spectre antigènique. Dans un 

premier temps, la recombinaison somatique entre les segments V et J du gène codant pour la 

chaîne du TCR, ou V,D et J du gène codant pour la chaîne , est génératrice de diversité du 

fait de la recombinaison aléatoire entre les segments (diversité jonctionnelle). Le deuxième 

niveau de diversité réside dans l’association aléatoire entre une chaîne et une chaîne  pour 

former le TCR (diversité combinatoire). 

  Le TCR des cellules NKTi a la particularité de ne présenter ni diversité combinatoire 

ni diversité jonctionnelle. Chez la souris, la chaîne TCR invariante, V 14J 18, est associée 

à V 8, V 7 ou V 2. Chez l’Homme, on retrouve une population similaire avec un chaîne 

V 24J 18 (orthologue de V 14J 18 de la souris) associée à V 11 (orthologue de V 8 

murin) (Kashiwase et al., 2003; Lantz and Bendelac, 1994). De plus, chez la souris, la boucle 

CDR3  ne présente pas de variation dans sa région N terminale. Il n’y a donc aucune 

diversité combinatoire ou jonctionnelle au niveau de la chaîne  du TCR (Lantz and 

Bendelac, 1994). Cependant, si le répertoire TCR V  est réduit, les cellules NKTi présentent 

une diversité considérable des jonctions CDR3  (Matsuda et al., 2001). 
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 Profil d’expression membranaire des NKTi 

 

 Les cellules NKTi présentent un phénotype intermédiaire entre les lymphocytes T et 

les cellules NK. Il semble que les cellules NKTi acquièrent un phénotype mémoire activé 

avant la naissance caractérisé par la forte expression de CD44 et de CD69 (Brigl and Brenner, 

2004; D'Andrea et al., 2000; van Der Vliet et al., 2000). Ce phénotype mémoire est associé à 

une augmentation de l’expression des marqueurs des cellules NK : CD161, CD122, récepteurs 

de la famille des NKC (Natural Killer Complex) et Ly49 chez la souris (NK1.1 par exemple); 

récepteurs NKC (type lectine C) et KIR (Killer cells Ig like Receptor) chez l’Homme. 

 

 Les NKTi murins peuvent ou non exprimer le CD4 à leur surface, mais n’expriment 

pas le CD8 (Matsuda et al., 2000). Le rôle de la molécule CD4 sur les fonctions des NKTi, 

qui ne dépendent pas du CMH II, n’est pas connu. De même, les NKTi humains 

sont CD4
+
/CD8

-
 ou CD4

-
/CD8

-
. Cinquante pour cent des NKTi humains expriment la sous 

unité du CD8, mais aucun n’exprime la sous unité  (Gumperz et al., 2002). 

 

b/ Interaction du TCR avec le complexe CD1d-glycolipide 

 

 L’interaction du TCR avec la molécule CD1d, présentant un antigène glycolipidique, 

permet une activation rapide des cellules NKTi. Pour reconnaître l’antigène chargé sur le 

CD1d, le TCR s’oriente en diagonale par rapport à l’axe longitudinal du CD1d, de façon 

comparable à l’interaction du TCR des lymphocytes T conventionnels avec le CMH I (Burdin 

et al., 2000). Des études de l’interaction du TCR avec l’  galactosylcéramide ont montré une 

implication majoritaire du TCR  (Gumperz et al., 2000). Cependant, à la vue de la grande 

variabilité de réponse des hybridomes V 14J 18 vis-à-vis du soi, il semblerait que la chaîne 

 participe à la spécificité de reconnaissance des antigènes du soi par les NKTi. 

 

 L’interaction du TCR avec le complexe CD1d/glycolipide dure plus longtemps que 

celle d’un TCR  conventionnel avec le complexe CMH/peptide et est de plus forte affinité, 

ce qui pourrait être dû à la structure même de l’antigène reconnu, mais aucune étude n’a 

apporté de réponse à cette hypothèse (Sidobre et al., 2002; Sim et al., 2003). 
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E- Physiologie des NKTi 

 

1- Développement intrathymique 

 

La différenciation des précurseurs hématopoïétiques en NKTi a lieu dans le thymus 

(Figure 13) (Gapin et al., 2001). Jusqu’au stade de cellules CD4
+
/CD8

+
 (double positif = DP), 

le développement suit celui des lymphocytes T conventionnels. Il y a un réarrangement au 

hasard des segments géniques des loci du TCR , puis du TCR . 

 

Ensuite, les cellules DP précurseurs des NKTi sont sélectionnées par les thymocytes 

corticaux exprimant à leur surface un glycolipide du soi chargé sur le CD1d (Coles and 

Raulet, 2000; Dao et al., 2004). Les souris invalidées pour l’hexosaminidase, permettant la 

transformation de l’iGb4 en iGb3, n’ont pas de NKTi. Il est donc possible que l’iGb3 soit 

impliqué dans la sélection des NKTi murins, mais cela n’a pas été confirmé chez l’Homme 

(Zhou et al., 2004b). Le rôle du CD1d dans la sélection positive a été montré par l’absence de 

NKTi chez des souris n’exprimant pas CD1d. La sélection négative des NKTi (élimination 

des NKTi trop affins) se ferait  par la présentation d’un antigène de forte affinité par les CPA 

CD1d
+
 ou par la surexpression de CD1d (Chun et al., 2003; Pellicci et al., 2003). 

 

Après sélection, les thymocytes NKTi précoces sont CD4
+
 ou CD4

-
/CD8

-
 (double 

négatif), CD44
-
, NK1.1

-
. Dans le thymus, les NKTi deviennent CD44

+
, ce qui s’accompagne 

de l’acquisition de l’immunocompétence, c'est-à-dire qu’ils peuvent synthétiser de l’IL-4 et de 

l’IFN-  suite à une stimulation antigénique (Benlagha et al., 2002; Pellicci et al., 2002). 

 

Enfin, l’expression des marqueurs de cellules NK (NK1.1, Ly49, CD122) et l’arrêt de 

la prolifération marque la maturation des cellules NKTi qui a lieu en périphérie pour la 

majorité des NKTi ou bien dans le thymus (Benlagha et al., 2002; Pellicci et al., 2002). 
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Figure 13 : Développement intra-thymique des NKTi chez la souris. D’après (Brigl and 

Brenner, 2004). 

 

2- Localisation cellulaire, fréquence et recrutement 

 

Chez la souris, les NKTi représentent 0,5% à 1% des LT dans le thymus, 1 à 2% dans 

la rate, 0,5% dans les ganglions lymphatiques, 35% dans le foie, 0,5% dans la mœlle osseuse, 

et 1% des lymphocytes épithéliaux (Matsuda et al., 2000). Chez l’Homme, la répartition et la 
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proportion des NKTi sont semblables, sauf dans le foie où les NKTi sont moins nombreux 

que chez la souris (Gumperz et al., 2002). 

 

La localisation des NKTi est contrôlée par l’expression de récepteurs de chimiokines 

permettant le recrutement des NKTi sur le site inflammatoire. Ainsi, chez l’Homme, 50% à 

90% des NKTi expriment CCR5, CXCR3, CXCR6 associés à la migration sur des sites 

inflammatoires. Au contraire, seuls 20% des NKTi expriment CCR7 et pratiquement aucun 

n’exprime CCR5. Ces deux récepteurs sont nécessaires à la migration dans les zones T et B 

des organes lymphoïdes (Gumperz et al., 2002; Kim et al., 2002; Lee et al., 2002; Thomas et 

al., 2003). Le recrutement des NKTi sur le site infectieux ou inflammatoire est rapide mais le 

mécanisme n’est pas connu. Il semble que le CD1d ne soit pas mis en jeu (Mempel et al., 

2002). 

 

3- Activation et fonctions effectrices 

 

a/ Profil d’expression cytokinique et activité cytotoxique 

 

 Chez l’Homme et chez la souris, les cellules NKTi sécrètent de grandes quantités de 

cytokines quelques minutes après la stimulation : IFN- , IL-4, IL-2, TNF- , IL-5, IL-10, IL-

13 et GM-CSF (Arase et al., 1993b ; Gumperz et al., 2002; Yoshimoto and Paul, 1994). En 

fait, les cellules expriment constitutivement l’ARN messager codant pour l’IL-4 et l’IFN- . 

Ceci pourrait expliquer la sécrétion rapide de cytokines après stimulation (Matsuda et al., 

2003 ).  

 

 Les cellules NKTi ont un rôle de lyse vis à vis des cellules exprimant leur antigène 

cible. Leur cytotoxicité est médiée par les récepteurs FasL et TRAIL (TNF- Related 

Apoptosis Inducing Ligand) ou bien par l’exocytose de granules contenant de la perforine, des 

granzymes, ou même de la granulysine chez l’Homme (peptide anti-microbien) (Gansert et 

al., 2003; Kawano et al., 1998; Metelitsa et al., 2001; Nieda et al., 2001). La cytotoxicité 

directe des cellules NKTi est amplifiée par l’IL-2 et l’IL-12 (Arase et al., 1993a ; Hashimoto 

et al., 1995). 
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b/ Implication dans la balance Th1 et Th2 

 

 La réponse in vivo des cellules NKTi semble être influencée par l’environnement 

cytokinique local au moment de l’activation. La présence d’IL-12 augmente la production 

d’IFN-  et oriente les NKTi vers une réponse Th1 (Kawamura et al., 1998). Au contraire, les 

cytokines IL-7 et IL-18 favorisent la sécrétion de cytokines de type Th2 (Hameg et al., 1999; 

Leite-De-Moraes et al., 2001; Yoshimoto et al., 2003).  

 

 La nature du ligand ou la dose d’antigène utilisée influence l’orientation de la réponse. 

Il semblerait que la longueur de la chaîne lipidique influe sur la sécrétion cytokinique des 

cellules NKTi. Ainsi, l’utilisation d’un glycolipide dérivé de l’  galactosylcéramide portant 

une chaîne sphingosine tronquée ou un acide gras substitué par une chaîne plus courte non 

saturée oriente l’expression cytokinique des NKTi vers un profil Th2 (Yu et al., 2005). Par 

ailleurs, l’administration à des souris d’une ou plusieurs doses d’  galactosylcéramide induit 

respectivement la production soit d’IFN-  et d’IL-4, soit de cytokines de type Th2 (Matsuda 

et al., 2003) ; (Burdin et al., 1999; Singh et al., 1999). Au contraire, lors de la stimulation de 

cellules NKTi avec PIM4, on assiste à la production d’IFN-  et donc à une orientation de la 

réponse vers un profil Th1 (Fischer et al., 2004). 

 

 L’expression du corécepteur CD4 intervient également dans l’orientation de la réponse 

cytokinique. Les cellules CD4
-
 produisent des cytokines de type Th1 et de la perforine après 

activation. Au contraire, les cellules CD4
+
 produisent des cytokines de type Th1 et Th2 

(Gumperz et al., 2002 ; Lee et al., 2002; Sandberg et al., 2003). 

 

c/ Interaction avec d’autres types cellulaires 

 

 Les cellules NKTi ont une activité immunomodulatrice du fait de leur sécrétion rapide 

de cytokines qui activent en cascade de nombreux types cellulaires : DC, macrophages, 

cellules NK, LT, LB, polynucléaires neutrophiles (Figure 14). 
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Figure 14 : Interaction des cellules NKTi avec d’autres types cellulaires suite à leur 

activation par l’ galactosylcéramide. D’après (Brigl and Brenner, 2004). 

 

La présentation de l’  galactosylcéramide aux NKTi entraîne la production par ces 

dernières d’IFN-  et l’augmentation de l’expression de surface de CD40-L qui interagit avec 

CD40 sur les DC. Ces deux phénomènes induisent la maturation des DC et leur sécrétion 

d’IL-12 (Fujii et al., 2003; Kitamura et al., 1999; Vincent et al., 2002). L’IL-12 produite par 

les DC et les cytokines sécrétées par les NKTi activent les cellules de l’immunité innée et 

acquise, comme indiqué sur la figure. 

 

4- Devenir des NKTi après activation 

 

Après leur activation, il semble que les cellules NKTi meurent par apoptose, mais 

l’importance de cette AICD (Activation Induced Cell Death) est controversée (Fujii et al., 

2002). Au contraire, des études ont montré une persistance des NKTi après activation, mais 
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ces cellules présentent une diminution de l’expression de CD161 et du TCR à leur surface 

(Wilson et al., 2003). 

 

F- NKTi et pathologies 

 

1- NKTi et infections bactériennes 

 

Lors d’une infection bactérienne, les NKTi interviennent principalement par la 

production d’IFN- . Les NKTi peuvent être activés soit par un antigène bactérien exogène, 

soit par un antigène endogène situé dans un contexte particulier (Mattner et al., 2005). Lors 

d’une infection avec des alpha-protéobactéries Gram
-
 LPS

-
 telles que Ehliria muris et 

Sphingomonas capsulata, les NKTi sont activés suite à la reconnaissance des 

glycosphingolipides de la paroi des bactéries (Kinjo et al., 2005; Mattner et al., 2005). Au 

contraire, en présence de bactéries Gram
-
 LPS

+
, telle que Salmonella thyphimurin, les DC 

sont activées par le LPS, via les TLR (Toll Like Receptor) et activent les NKTi par la 

présentation de l’iGb3. Dans ce cas, la production d’IL-12 par les DC, suite à l’activation par 

le LPS, permet d’amplifier l’activation des NKTi par le lipide endogène (Brigl et al., 2003) 

(Figure 15). 
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Figure 15 : Réponse anti-bactérienne des NKTi dépendante ou non du LPS. D’après (Mattner 

et al., 2005). 

 

Bien que fortement suggérée, l’implication des cellules NKTi dans la réponse à une 

infection par Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium bovis n’a pas été clairement 

démontrée. Un ligand des cellules NKTi murines et humaines, PIM4, a été identifié sur la 

paroi des mycobactéries (Fischer et al., 2004). De plus, l’injection sous cutanée de lipides de 

la paroi des mycobactéries chez des souris sauvages entraîne la formation de granulomes, 

alors que les souris NKTi-/- n’en développent pas (Apostolou et al., 1999). Chez l’Homme, 

les NKTi  activés in vitro par l’  galactosylcéramide libèrent de la granulysine au contact de 

phagocytes infectés par M. tuberculosis. Cette lyse est dépendante de CD1d (Gansert et al., 

2003). 

 

La défense des souris contre les infections avec Pseudomonas aeruginosa met en jeu 

les cellules NKTi. En effet, les souris KO CD1d-/- sont plus sensibles à l’infection, alors que 

l’administration d’  galactosylcéramide à des souris sauvages avant l’infection augmente la 

clairance vis-à-vis de la bactérie (Nieuwenhuis et al., 2002). 
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2- NKTi et infections virales 

 

Lors de l’herpès, l’absence de cellules NKTi semble être un facteur aggravant de la 

maladie. En effet, les souris KO NKTi-/- sont plus sensibles au virus de l’herpès simplex 

(HSV-1) (Grubor-Bauk et al., 2003). Par ailleurs, les souris KO CD1d-/- montrent une 

mortalité accrue face au virus de l’herpès génital (HSV-2). Il semble que la production rapide 

d’IFN-  en réponse au virus soit nécessaire pour mettre en place l’immunité anti-virale 

(Ashkar and Rosenthal, 2003). 

 

 Au contraire, l’infection de souris par le virus respiratoire syncitial (VRS) montre un 

rôle délétère des lymphocytes CD1d restreints. En effet, les symptômes de cette maladie sont 

plutôt dus à la réponse immunitaire dirigée contre le VRS plutôt qu’à l’effet cytopathogène 

direct du virus. L’intensité de la réponse des LT CD8+ contre ce virus est liée à la présence de 

lymphocytes CD1d retreints. Chez des souris invalidées pour le CD1d, la pathologie est moins 

marquée (Johnson et al., 2002). 

 

 Le virus VIH-1 entraîne une immunodéficience par l’infection des cellules du système 

immunitaire exprimant le récepteur CD4. Les cellules NKTi CD4
+
 sont donc sensibles à cette 

infection. La quantité de lymphocytes CD1d restreints diminue fortement dès la première 

année suivant la séroconversion (Motsinger et al., 2002). Par ailleurs, les protéines Nef et 

gp120
env

 de VIH-1 interagissent avec le CD1d et causent une nette réduction du niveau de son 

expression membranaire (Cho et al., 2005 ; Hage et al., 2005). 

  

 Les NKTi sont également impliqués dans la réponse dirigée contre le virus d’Epstein-

Barr (EBV). Les individus déficients pour la protéine SAP et les souris KO SAP -/- présentent 

une sensibilité particulière au virus, associée à un défaut de développement des NKTi 

(Pasquier et al., 2005). 

 

Des rôles différents des cellules NKTi dans l’immunité anti-virale ont donc été 

démontrés. Les cellules restreintes par le CD1d sont impliquées tant dans la mise en place de 

la réponse immunitaire innée que de la réponse immunitaire acquise (HSV). Par ailleurs, le  

rôle inflammatoire des cellules NKTi peut être un facteur aggravant de la maladie (comme 



 59 

c’est le cas pour les VRS), alors qu’elle peuvent présenter une activité immunomodulatrice 

dans le cas de la réponse à l’EBV. 

 

3- NKTi et infections parasitaires 

 

La lignée murine BALB/c est naturellement résistante au paludisme. Après infection 

par des globules rouges parasités par Plasmodium berghei, des souris BALB/c KO CD1d-/- 

développent un neuropaludisme létal associé à une augmentation des niveaux sériques de 

cytokine proinflammatoires IFN-  et TNF-  (Hansen et al., 2003). 

 

Lors d’une infection par Schistosoma mansoni, la présentation de glycoconjugués 

parasitaires indéterminés par les molécules CD1d amplifie la réponse T de type Th2. Les 

lymphocyte T de souris CD1d-/- produisent moins de cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 et 

d’anticorps IgG1 (Faveeuw et al., 2002). Il n’y a cependant pas d’influence de l’expression ou 

non du CD1d sur la survie des vers ou sur leur fécondité. 

 

Les cellules NKTi semblent également être impliquées dans la réponse à Leishmania 

donovani, par la sécrétion rapide d’IFN-  car des souris KO CD1d-/- montrent une 

susceptibilité accrue à l’infection (Amprey et al., 2004). 

 

4- NKTi et autoimmunité 

 

Les cellules NKTi jouent un rôle bivalent dans l’auto-immunité. D’une part elles 

maintiennent la tolérance aux antigènes du soi, et d’autre part elles sécrètent des cytokines 

inflammatoires qui peuvent entraîner le développement d’une réponse auto-immune. 

 

 Les souris NOD (NonObese Diabetic) développent naturellement un diabète auto-

immun qui se rapproche du diabète de type 1 chez l’Homme et sont utilisées pour l’étude de 

cette maladie auto-immune. Il semblerait que ces souris présentent un déficit en NKTi (Baxter 

et al., 1997 ; Godfrey et al., 1997; Gombert et al., 1996). De plus, des souris NOD CD1d-/- 

présentent une forme plus grave de la maladie (Naumov et al., 2001; Wang et al., 2001) qui 

est améliorée par le transfert adoptif de cellules CD1d restreintes (Baxter et al., 1997). La 

protection contre le diabète par les NKTi serait conférée par le basculement de la réponse 
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immunitaire vers un profil Th2 dans les îlots pancréatiques (Hammond et al., 1998), et par 

une inhibition de la transformation des cellules T autoréactives en cellules effectrices 

(Beaudoin et al., 2002). Chez l’Homme, deux études montrent que les NKTi sont moins 

nombreux et présentent une fonctionnalité réduite chez les individus souffrant d’un diabète de 

type 1 (Kukreja et al., 2002; Wilson et al., 1998 ). Ces données sont cependant sujettes à 

controverses (Lee et al., 1998; Oikawa et al., 2002). 

 

 Les souris SJL développent de façon chronique des EAE (Experimental Autoimmune 

Encephalomyelitis), un modèle murin de la sclérose en plaque. Ces souris présentent une 

déficience numéraire en cellules T CD161
+
, de façon similaire à ce qui a été observé chez les 

souris NOD (Yoshimoto et al., 1995) qui sont également sensibles à cette maladie. 

L’expression transgénique de NKTi dans ces souris diminue la sécrétion d’IFN-  due à la 

reconnaissance spécifique d’un autoantigène et protège ces souris de la maladie (Mars et al., 

2002). Cette protection est indépendante de l’IL-4. Par ailleurs, l’administration d’  

galactosylcéramide protège les souris de l’EAE (Singh et al., 2001) Il semblerait que la 

protection à la maladie soit assurée par la capacité des NKTi à moduler la balance des 

cytokines IL-4 / IFN-  (Yoshimoto et al., 2003).  

 

5- NKTi et cancer 

 

a/ Chez la souris 

 

 Réponse anti-tumorale induite 

 

 L’activation des cellules NKTi par l’IL-12 et l’  galactosylcéramide permet le 

développement d’une réponse anti-tumorale. Dans ce cas, il semble qu’il y ait une inter-

dépendance entre l’IL-12 et les cellules NKTi. En effet, si les cellules NKTi sont nécessaires à 

l’activité  de l’IL-12 (Cui et al., 1997; Shin et al., 2001) la réciproque est vraie (Hayakawa et 

al., 2001); (Nakagawa et al., 2001). Après activation par l’ galactosylcéramide, les cellules 

NKTi produisent de l’IFN- , et augmentent l’expression de CD40L à leur surface. Ces deux 

phénomènes activent les DC qui vont ensuite produire de l’IL-12 nécessaire à l’activité anti-

tumorale et anti-métastatique des NKTi par l’activation d’autres effecteurs de l’immunité anti-

tumorale (Figure 16). Il semble que l’activité anti-tumorale des cellules NKTi soit médiée 
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principalement par la synthèse d’IFN- et d’IL-12. L’efficacité du rejet de la tumeur est 

augmentée quand les cellules NKTi sont activées suite à l’injection de DC directement 

chargées avec l’ galactosylcéramide plutôt que par l’implication du glycolipide seul (Fujii et 

al., 2002; Toura et al., 1999). 

 

 Les cellules NKTi participent également à l’immunité anti-tumorale suite à une 

vaccination. En effet, l’immunisation de souris KO NKTi -/- avec un antigène spécifique de 

tumeur ou avec des cellules tumorales irradiées ne permet pas de réponse efficace contre la 

tumeur. La maturation incorrecte des DC dans les souris KO NKTi -/- serait responsable de ce 

phénomène (Gillessen et al., 2003; Stewart et al., 2003). 

 

 Immunosurveillance naturelle 

 

 L’étude de tumeurs induites par le méthylchlorantrène (MCA) a montré un rôle anti-

tumoral des NKTi en l’absence de stimulation exogène par l’  galactosylcéramide ou l’IL-12. 

Dans ce cas, il semble que les cellules NKTi produisent de l’IL-12 et de l’IFN- , mais pas de 

perforine (Smyth et al., 2001). Leur rôle serait donc l’activation des effecteurs anti-tumoraux 

tels que les cellules NK et les LT CD8
+
 (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Implication des cellules NKTi dans l’immunosurveillance naturelle. D’après 

(Brigl and Brenner, 2004). 
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L’intervention des cellules NKTi nécessite leur reconnaissance d’un antigène 

endogène, exprimé par la tumeur. Par exemple, les mélanomes humains expriment le GD3 qui 

pourrait être un ligand des cellules NKTi murines. Les cellules tumorales n’exprimant pas 

toujours le CD1d, une présentation croisée du GD3 par des cellules présentatrices d’antigènes 

CD1d+ est mise en jeu (Wu et al., 2003). Cette étude a été réalisée chez la souris avec des 

cellules tumorales humaines, il n’est pas certain que les NKTi humains réagissent de façon 

similaire face au mélanome. 

 

b/ Chez l’Homme 

 

 Après activation par l’  galactosylcéramide, les NKTi humains ont une activité anti-

tumorale directe ou indirecte. Les NKTi peuvent tuer directement la cellule tumorale par la 

sécrétion de perforine et de granzyme, ou bien par l’intermédiaire de TNF- , FasL, ou TRAIL 

(Gansuvd et al., 2002; Nicol et al., 2000). Par ailleurs, la production d’IL-2 et d’IFN-  par les 

NKTi permet l’activation des cellules NK (Ishihara et al., 2000; Metelitsa et al., 2001). De 

même que chez la souris, les cellules NKTi activent la sécrétion d’IL-12 par les DC, ce qui 

contribue à leur propre activité anti-tumorale (Vincent et al., 2002). 

 

Des essais cliniques d’activation de la réponse NKTi par l’  galactosylcéramide ont 

été réalisés. Un essai de phase I a été effectué, par l’injection d’ galactosylcéramide chez des 

patients présentant des tumeurs solides. Le glycolipide synthétique a été toléré et une réponse 

cytokinique a été observée chez certains patients. Cependant, aucune réponse clinique n’a été 

enregistrée (Giaccone et al., 2002). Une seconde étude clinique de phase I a été réalisée avec 

des cellules dendritiques chargées avec l’ galactosylcéramide. Le traitement a été bien toléré 

et dans deux cas sur onze, une réponse significative des NKTi a été observée (Ishikawa et al., 

2005). Une autre étude réalisée par l’équipe de Steinman a montré que l’injection de cellules 

dendritiques matures chargées avec le KRN7000 permettait une augmentation du taux de 

NKTi d’un facteur 100 jusqu’à six mois après l’injection. Cette étude est encourageante car 

tous les patients traités ont présenté la même réponse. Il semble donc que l’amplification, in 

vivo, des NKTi soit réalisable (Chang et al., 2005). 
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L’activation des cellules NKTi par l’  galactosylcéramide ou l’IL-12 permet la mise 

en place d’une réponse anti-tumorale. Cependant, aucune donnée ne permet d’évaluer 

l’implication des cellules NKTi dans l’immunité anti-tumorale naturelle chez l’Homme et 

l’intérêt thérapeutique reste à évaluer par des essais de phases plus avancées.
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I- Présentation de l’étude 

 

J- Antigènes A et B incompatibles dans les cancers 

 

 La  modification de l’expression des antigènes de groupe sanguin est un phénomène 

souvent observé dans les cancers (Le Pendu et al., 2001). Nous nous intéressons plus 

particulièrement à l’expression incompatible des antigènes A et B (1 à 15% des carcinomes), 

identifiés dans des carcinomes colorectaux, gastriques, pancréatiques, bronchiques, 

mammaires, et ovariens (Hattori et al., 1987; Kawai et al., 1993; Metoki et al., 1989; Nakagoe 

et al., 1991; Pour et al., 1988; Yuan et al., 1985). Ils peuvent être considérés comme des 

alloantigènes très immunogènes dans le cadre d’une transfusion sanguine ou d’une 

transplantation tissulaire. Il semble qu’il y ait un plus forte incidence des adénocarcinomes 

gastriques et ovariens chez les individus de groupe sanguin A. Hakomori a donc supposé que 

l'expression de l'antigène A incompatible, hautement immunogénique, dans les tumeurs des 

individus de groupe O et B entraînait une réponse anticorps et empêchait ainsi leur croissance 

(Hakomori et al., 1967). Si l'enzyme synthétisant cet antigène A incompatible était 

effectivement exprimée uniquement dans ces tumeurs, cet antigène constituerait une cible 

d'immunothérapie spécifique.  

 

Le mécanisme permettant la synthèse des antigènes A et B incompatibles n’est pas 

connu. Après avoir pensé qu’il s’agissait d’un phénomène artéfactuel (réaction croisée avec 

des antigènes apparentés comme Tn ou Forssman), les structures antigéniques A et B ont 

clairement été identifiées par spectrographie de masse et RMN chez des individus 

homozygotes pour l’allèle O (Metoki et al., 1989). Par la suite, une activité enzymatique 

spécifique, synthétisant l’antigène A, a été détectée à partir d’un carcinome gastrique de 

patient génotypé O / O (David et al., 1993). Les auteurs ont alors suggéré qu’un épissage 

alternatif de l’ARN messager codant pour la glycosyltransférase A permettrait la restauration 

d’une activité GalNAc transférase dans ces cellules. Cependant, l’épissage de l’exon 6 

(portant la mutation responsable de l’inactivation de l’allèle O1) entraîne un changement du 

cadre de lecture. De plus, l’exon 6 code pour une partie du domaine catalytique indispensable 

pour l’activité de la glycosyltransférase A (Yazer and Palcic, 2005). Ces observations 

invalident donc l’hypothèse de l’épissage alternatif. De son côté, Yamamoto a suggéré que 

des mutations ou des corrections du cadre de lecture des gènes B ou O pourraient également 
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permettre d'expliquer la présence de cet antigène A incompatible mais cette hypothèse n’a pas 

été confirmée (Yamamoto, 1995). 

 

Des études antérieures ont montré l’expression tissulaire différentielle des antigènes A 

et B chez le rat (Cailleau-Thomas et al., 2002). Nous proposons donc une nouvelle hypothèse 

permettant d’expliquer l’existence des antigènes A et B incompatibles. Il existerait un gène 

autre que le gène ABO codant pour une enzyme responsable de la synthèse des antigènes A et 

B incompatibles. C’est pourquoi nous cherchons tout d’abord à identifier le gène responsable 

de cette synthèse dichotomique des antigènes A et B chez le rat, afin d’étudier par la suite la 

présence éventuelle d’un gène orthologue chez l’Homme. 

 

K- Présentation de la famille GT6 chez le rat 

 

Plusieurs membres de la famille GT6 ont été caractérisés chez le rat : l’iGb3 synthase 

(Keusch et al., 2000b), l’ 1,3-galactosyltransférase (Taylor et al., 2003) et la 

glycosyltransférase A (Cailleau-Thomas et al., 2002). Ce sont des protéines 

transmembranaires de type II avec un court domaine cytoplasmique, un domaine 

transmembranaire, une tige et un large domaine catalytique. Leur appartenance à la famille 

GT6 a été définie par l’alignement de leurs  séquences protéiques (Figure 17). 
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 Alpha3GalT       1 MVTMPQDLHVKVSMSRSKSETSLLSSRSGSQEKIMNVKGKIILSVLMVSTVLVVFWEYVN 

 iGb3s            1 -----------------------------MALEGLRAKKRLLWRLFLSAFGLLGLYHYWF 

 Enz A            1 -----------------------------MDLRGRPKCYSLHLGILPFIVLVLVFFGYGF 

 

 Alpha3GalT      61 RTHSYQEEDIERAREKGRNGDSIVEPQLWDWFNPKNRP--------EVLTVTPWKAPIVW 

 iGb3s           32 KIFRLFEVFIPMG-ICPMAIMPLLKDNFTGVLRHWARP--------EVLTCTSWGAPIIW 

 Enz A           32 LSHKIQEFRNPGGETCMATRQTDVQKVVSVPRMAYPQPNVLTPIRNDVLVFTPWLAPIIW 

 

 Alpha3GalT     113 EGTYDTALLEKYYARQKITVGLTVFAVGKYIEHYLEDFLESANKYFMVGHRVIFYVMMDD 

 iGb3s           83 DETFDPHVAEREARRQNLTIGLTVFAVGRYLEKYLEHFLVSAEQYFMVGQNVVYYVFTDR 

 Enz A           92 EGTFNIDILNEQFKLQNTTIGLTVFAIKKYVV-FLKLFLETAEQHFMVGHKVIYYVFTDR 

 

 Alpha3GalT     173 TSRMPAVHLSPLHSLQVFEIRSEKRWQDISMMRMKTIGEHILDHIQHEVDFLFCMDVDQV 

 iGb3s          143 PEAVPHVALGQGRLLRVKPVRREKRWQDVSMARMLTLHEALGGQLGREADYVFCLDVDQY 

 Enz A          151 PSDVPQVPLGAGRKLVVLTVRNYTRWQDVSMHRMEMISHFSEQRFQHEVDYLVCGDVDMK 

 

 Alpha3GalT     233 FQDNFGVETLGQLVAQLQAWWYKASPDEFTYERRELSAAYIPFGEGDFYYHAAVFGGTPV 

 iGb3s          203 FSGNFGPEVLADLVAQLHAWHFRWPRWMLPYERDKRSAAALSLSEGDFYYHAAVFGGSVA 

 Enz A          211 FSDHVGVEILSALFGTLHPGFYRSRRESFTYERRPKSQAYIPRDEGDFYYAGGFFGGSVV 

 

 Alpha3GalT     293 HILNLTRECFKGILQDKKHDIEAQWHDESHLNKYFLFNKPTKILSPEYCWDYHIG-LPSD 

 iGb3s          263 ALLKLTAHCATGQQLDREHGIEARWHDESHLNKFFWLSKPTKLLSPEFCWAEEIG-WRPE 

 Enz A          271 EVHHLTKACHQAMVEDQANGIEAVWHDESHLNKYLLYHKPTKVLSPEYVWDQKLLGWPSI 

 

 Alpha3GalT     352 IKNVKIAWQTKEYNLVRSNV 

 iGb3s          322 IHHPRLIWAPKEYALVRT-- 

 Enz A          331 MKKLRYVAVPKNHQAIRN-- 

 

Figure 17 : Alignement des trois membres de la famille GT6 connus chez le rat. 

 

Les gènes codant pour l’iGb3 synthase, l’ 1,3-galactosyltransférase et la 

glycosyltransférase A sont polyexoniques, les deux derniers exons codant pour le domaine 

catalytique. Le cadre ouvert de lecture couvre environ 1000 bases. Les locus ABO et 1,3-

galactosyltransférase sont localisés sur le chromosome 3q11-q12, orthologue du chromosome 

9q34 humain. Le gène iGb3 synthase est quant à lui localisé sur le chromosome 5. 

 

 L’identification de la glycosyltransférase A a permis de mettre en évidence 

l’expression différentielle des antigènes A et B chez le rat BDIX (Tableau 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 67 

Tissu Antigène A Antigène B 

Caecum +++ +++ 

Cerveau - - 

Estomac ++ ++ 

Foie - - 

Glande parathyroïdienne +++ - 

Glande parotide +++ - 

Glande sous-maxillaire ++ ++ 

Glande thyroïdienne +++ - 

Gros intestin +++ ++ 

Intestin grêle - - 

Langue +++ - 

Muscle - - 

Nœud lymphatique - - 

Œsophage ++ - 

Ovaire - - 

Pancréas +++ ++ 

Peau - - 

Poumon - - 

Rate - - 

Rein - ++ 

Testicule - - 

Thymus ++ - 

Trachée - - 

Utérus - - 

Vésicule séminale +++ - 

Vessie - - 

 

Tableau 9 : Expression tissulaire des antigènes A et B chez le rat BDIX (d’après Cailleau-

Thomas et coll., 2002). 

 

Cette étude met en évidence l’expression tissulaire différentielle des antigènes A et B. 

De plus, quand ces antigènes sont localisés dans les mêmes tissus, leur localisation cellulaire 

n’est pas la même, sauf dans les pancréas où ils sont coexprimés. Par ailleurs, si l’antigène A 
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est exprimé sur des glycoprotéines et des glycolipides, l’antigène B par contre ne semble être 

exprimé que sur des glycolipides. La lignée de rats BDIX est consanguine et a été établie au 

Max Planck Institute de Berlin. L’expression des antigènes A et B ne peut donc pas être due à 

deux allèles Abo. Il semble par conséquent qu’un autre gène soit responsable de la synthèse 

des antigènes B chez ce rat. 

 

 D’autres études ont montré une expression différentielle de A et B lors du 

développement des cellules olfactives et des cellules ciliées de la cochlée (Gil-Loyzaga et al., 

1989). 

 

 Le dernier membre de la famille GT6, la Forssman synthase, n’est pas fonctionnelle 

chez le rat. En effet, lors de la xénogreffe d’un organe de souris (Gustavsson et al., 1996; 

Gustavsson et al., 2001) ou de hamster (Brouard et al., 2000) sur un rat, des anticorps anti-

Forssman dirigés contre les greffons sont produits. Ceci dénote l’absence de ces antigènes 

dans les tissus normaux de rat. Une séquence similaire au gène codant pour cette enzyme est 

présente sur le chromosome 3q12, mais il semble que ce soit un pseudogène. Pourtant, des 

études portant sur des tumeurs de rat ont montré la présence de glycolipides similaire à 

l’antigène Forssman dans des adénocarcinomes coliques (Falk et al., 1986) et dans des lignées 

tumorales de rat (Shigyo et al., 1986). Le mécanisme de synthèse de ces antigènes dans les 

tumeurs n’est pas connu. 

 

 Chez le rat, tous les membres connus de la famille GT6 ont été identifiés. Aucun ne 

permet la synthèse de l’antigène B. Il semble donc qu’il existe au moins un autre gène de cette 

famille remplissant ce rôle. Il est possible que son identification nous aide à comprendre les 

mécanismes moléculaires impliqués dans la synthèse des antigènes A et B incompatibles. 

 

II- But de l’étude et résultats 

 

Suite à l’identification du gène ABO codant pour la glycosyltransférase A de rat dans 

notre équipe, notre étude a permis d’identifier quatre nouveaux gènes de la famille GT6 : un 

deuxième locus Abo chez le rat, et trois gènes GT6m5, GT6m6, et GT6m7, également présents 

dans d’autres espèces. Ce travail a donné lieu à la rédaction de deux articles : 
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 Article 1 : Lors de la caractérisation  de la glycosyltransférase A de rat dans 

notre laboratoire (Cailleau-Thomas et coll., 2002), l’expression tissulaire différentielle des 

antigènes A et B a été mise en évidence. L’étude du polymorphisme ABO chez le rat a permis 

de montrer l’existence de plusieurs gènes Abo et d’identifier la glycosyltransférase B 

responsable de la synthèse de l’antigène B. 

 

  Article 2 : L’étude de la famille GT6 chez le rat a permis la caractérisation de 

nouveaux membres : GT6m5, GT6m6, et GT6m7. Ils sont présents dans plusieurs espèces et 

leur étude phylogénétique nous montre une évolution de la famille GT6 selon le modèle de 

« naissance et mort ». 
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L- Article 1 : Clonage d’un gène codant pour l’enzyme 

synthétisant l’antigène de groupe sanguin B de rat : les rats ont plus 

d’un gène ABO. 

 

Le polymorphisme ABO chez le rat a été décrit à partir de lignées consanguines 

exprimant l’antigène A (Bouhours et al., 1995; Breimer et al., 1980). L’antigène B a été 

caractérisé dans ces même lignées sur des glycolipides (Hansson et al., 1987). L’identification 

de la glycosyltransférase A de rat dans notre équipe a montré une expression tissulaire et 

cellulaire différente des antigènes A et B chez le rat BDIX (Cailleau-Thomas et al., 2002). 

Ces différentes observations nous on conduits à étudier le mode de synthèse de l’antigène B 

dans ces animaux. 

 

L’utilisation d’amorces PCR spécifiques de la séquence A1 de rat (AF264018) nous a 

permis d’amplifier une séquence de 630 pb dans 29 rats issus de 5 souches différentes : 

Wistar, Sprague Dawley, BN, Lewis et une souche d’un laboratoire japonais. Vingt-quatre de 

ces séquences se sont révélées identiques à l’allèle A1, mais 5 ont présenté des différences 

significatives avec celui-ci. Le clonage des séquences issues de 4 de ces souches montre 

l’existence de 4 séquences A différentes : A1, A2, A3 et A4. 

Un alignement BLAST est réalisé avec la séquence A1, sur des EST de rat (Expressed 

Sequence Tag). Des séquences similaires à celle de la glycosyltransférase B sont isolées. Elles 

sont ensuite utilisées pour définir des amorces spécifiques afin d’isoler l’ADNc complet de ce 

gène, nommé Abo2 (la séquence A1 étant nommée Abo). 

Le gène Abo2, localisé sur le chromosome 3q11-q12 près du locus Abo, comporte un 

cadre ouvert de lecture de 1005 pb. Il est organisé en 6 exons. L’absence de l’exon 

correspondant à l’exon 4 du locus Abo pourrait expliquer la faible expression de l’antigène B. 

De plus, cet antigène n’a été mis en évidence, chez le rat, que sur des glycolipides. La tige 

plus courte de cette enzyme pourrait entraîner une spécificité différente de l’enzyme et donc 

la synthèse d’antigènes B glycolipidiques plutôt que glycoprotéiques. 

 L’activité catalytique de la protéine codée par le gène Abo2 est mise en évidence par 

des tests enzymatiques avec des donneurs UDP-Gal ou UDP-GalNAc, et des accepteurs libres 

(2’fucosylactose) ou biotinylés (H type 3 Ŕsp-biot). De plus, la transfection des ADNc Abo et 

Abo2 dans des cellules CHO exprimant l’antigène H permet la synthèse respective des 
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antigènes A et B à la surface de ces cellules. Le gène Abo2 code donc pour une 

glycosyltransférase B fonctionnelle. 

 L’expression tissulaire de l’antigène B a été décrite précédemment. Dans cette étude, 

nous démontrons que l’ARN messager de cette enzyme est présent de façon ubiquitaire dans 

la plupart des tissus cependant que l’antigène est exprimé ponctuellement dans quelques tissus 

(estomac, pancréas, rein, caecum, gros intestin, glande sous maxillaire). Deux hypothèses 

peuvent expliquer l’absence de l’antigène B dans des cellules où l’ARN messager est présent : 

- Absence de l’antigène H, précurseur nécessaire à la synthèse de l’antigène B. 

- Régulation post-traductionnelle de la glycosyltransférase dans les tissus où l’antigène H et 

l’ARN messager sont présents (intestin grêle par exemple). 

 

 Cette étude a donc mis en évidence l’existence de plusieurs gènes codant pour les 

glycosyltransférases A et B chez le rat. A la vue des résultats présentés ici, les rats possèdent 

tous au moins un gène Abo mais leur nombre peut varier selon les souches. Par contre, 

quelque soit l’espèce de rat, le gène Abo2, codant pour la glycosyltransférase B, est présent en 

un seul exemplaire. Ceci pourrait expliquer pourquoi aucun rat de phénotype O n’a été 

identifié à ce jour. 
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Article 2 : Evolution à long terme des gènes de la famille ABO des 

poissons aux mammifères: un modèle évolutif de « naissance et 

mort ». 

 

La famille 6 des glycosyltransférases (GT6) se compose de quatre membres connus : 

les glycosyltransférases A et B du groupe sanguin (Abo), l’ 1,3-galactosyltransférase (Ggta1) 

responsable de la synthèse du xénoantigène, la Forssman synthase (FS) et l’iGb3 synthase 

(iGb3s). Toutes ces enzymes partagent des motifs caractéristiques nommés LBR (site de 

liaison au ligand) identifiés par Heissigerová et ses collaborateurs (Heissigerova et al., 2003). 

Nous nous sommes intéressés à l’identification de nouveaux membres de la famille. 

 

Un alignement BLAST est réalisé avec la séquence Ggta1 sur le génome de rat. Cela 

nous permet d’identifier trois nouveaux membres de la famille nommés GT6m5, GT6m6, 

GT6m7. Après obtention et clonage des séquences complètes, nous avons cherché à identifier 

leurs fonctions enzymatiques, sans succès. 

Le gène GT6m5 est constitué de 5 exons codants et code pour une protéine 

transmembranaire de type II, qui présente 49% d’homologie avec Ggta1. L’analyse de sa 

séquence protéique montre qu’il ne possède ni les cystéines conservées décrites par Shetterly 

(Shetterly et al., 2001), ni le motif DVD, ni les motifs LBR. 

Le gène GT6m6 est quant à lui réparti sur 5 exons codants et code pour une protéine 

transmembranaire de type II, qui présente 57% d’homologie avec Ggta1. Contrairement à 

GT6m5, il possède le motif DVD, les cystéines caractéristiques et les motifs LBR. 

Le gène GT6m7 est réparti sur 6 exons et code pour une protéine de type II aux 

caractéristiques protéiques similaires à GT6m5. 

Une localisation chromosomique a montré que GT6m5 et GT6m6 sont situés sur le 

chromosome 3p11 de rat, proche de Ggta1. Le gène GT6m7 est quant à lui localisé sur le 

chromosome 3p13, proche des gènes Abo et FS. Ce chromosome est orthologue du 

chromosome humain 9q34, qui porte les gènes de la famille GT6. Chez l’Homme, seul le 

gène GT6m7 est identifié, mais il présente un codon STOP précoce. 

L’identification de ces nouveaux gènes nous a amené à réaliser une analyse 

phylogénétique de la famille GT6, qui suivrait le modèle évolutif de naissance et mort décrit 

par Nei et Rooney (Nei and Rooney, 2005). La famille GT6 peut être divisée en deux sous 

groupes principaux : Abo et FS d’une part, et Ggta1, iGb3S, GT6m5, GT6m6 et GT6m7 
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d’autre part. Chez les poissons, un troisième sous-groupe, GT6m8 qui ne semble pas avoir 

d’orthologues chez les autres vertébrés est mis en évidence. 

 

L’étude des nouveaux membres de la famille GT6 ne nous a pas permis d’identifier 

leur fonction enzymatique, si elle existe. L’étude de l’évolution de la famille à travers 

différentes espèces (du poisson à l’Homme) nous permet d’établir son modèle évolutif selon 

le principe de « naissance et mort ». L’évolution rapide de GT6m5, GT6m6 et GT6m7, en 

comparaison avec les autres membres de la famille laisse supposer qu’ils ont subi une 

moindre pression de sélection purifiante et qu’ils auraient perdu leur activité enzymatique. 
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ABSTRACT 

 

Glycosyltransferase family 6 (GT6) identified members catalyse the transfer of 1,3-linked 

galactose or N-acetylgalactosamine to give several antigens related to the histo-blood group 

family, the A and B antigens, the Forssman antigen, the Gal xenoantigen and the iGb3 

glycolipid. We have identified three new mammalian genes encoding putative proteins 

belonging to the GT6 family. Of the three proteins, only one, GT6m6, possesses all features 

characteristic of active enzymes of this family, while the other two, GT6m5 and GT6m7, 

display major alterations of GT6 motifs involved in divalent cation and substrate binding. The 

three new genes are present in the rat, mouse, dog, and cow genomes. Human and chimpanzee 

genomes lack GT6m5 and GT6m6. The GT6m7 human sequence presents a premature stop 

codon that is not observed in macaques. Based on protein sequence comparison, gene 

structure and syntheny, GT6 homologous sequences were also identified in non mammalian, 

bird, fishes and amphibian, vertebrate genomes. Strikingly, the number and type of GT6 genes 

varied from species to species, even within phylogenetically related groups. Human, mouse, 

and cow have only one ABO gene, but rat and dog have several. With the exception of some 

alleles at the ABO locus, the other GT6 genes are either absent or lost from the human 

genome. Only one member of the family, Forsman synthase-like, was found in the chicken. 

Five Forsman synthase-like genes were found in zebrafish but absent from three other fishes 

(fugu, puffer fish and medaka). Two iGb3 synthase-like genes were found in the latter fish 

species that are absent from zebrafish. Fugu, puffer fish and medaka have an additional GT6 

gene that we termed GT6m8 which is absent from all other species analysed. These 

observations indicate that individual GT6 genes have expanded and contracted by repeated 

duplications and deletions during vertebrate evolution, in accordance with a model of birth-

and-death evolution.  
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INTRODUCTION 

 

Glycosyltransferases form a functional family of intracellular membrane bound enzymes. 

They participate coordinately in the biosynthesis of carbohydrate moieties of glycoproteins 

and glycolipids, which play an important role in various cellular functions (Varki, 1993). 

Glycosyltransferases have been classified into families, on the basis of sequence similarities, 

in the CAZY database (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/GT.html) and most often, within a 

given family, the various enzymes transfer the same sugar residue. Enzymes of the 

glycosyltransferase family 6 (GT6) contribute to the synthesis of histo-blood group-related 

antigens. These enzymes are type II transmembrane proteins localized in the Golgi, with a 

cytoplasmic tail, a transmembrane domain of about twenty amino acids, and a large luminal 

catalytic domain. All glycosyltransferases within the CAZY database GT6 family transfer 

either a galactose or an N-acetylgalactosamine in 1,3 linkage from a UDP nucleotide sugar, 

retaining the  configuration of the transferred Gal or GalNAc (Hennet, 2002). Their activity 

requires the presence of the divalent cation, Mn
2+

. It has been shown that a conserved DVD 

motif interacts with both the nucleotide-sugar and the divalent cation (Boix et al., 2001; Boix 

et al., 2002,; Gastinel et al., 2001; Patenaude et al., 2002). Conserved cysteines have 

additionally been identified within the GT6 family (Shetterly et al., 2001). Moreover, analysis 

of the crystal structure of the Ggta1 enzyme and of the A and B histo-blood group enzymes 

together with molecular modelling allowed caracterisation of conserved amino acids regions 

involved in the substrate binding sites. These regions were called LBR for ligand binding 

regions by Heissigerova et al. Additionally, the carboxylic terminal amino acids have to be 

acidic and seem to play a role in the enzyme function (Heissigerova et al., 2003). 

Among the presently known enzymes in the family, the histo-blood group A and B enzymes 

transfer either a GalNAc or a Gal synthesizing the A or B histo-blood group antigens 
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respectively. In human, they are products of the A and B alleles at the ABO locus and both use 

as accpetor substrate the H histo-blood group antigen characterised by the presence of a 

fucose in C2 position of the Gal residue of the acceptor, which thus corresponds to the H 

histo-blood group antigen. The products of the various O alleles of the ABO gene are inactive 

leaving unchanged the H antigen, thus characteristic of the O blood group (Yamamoto, 2000). 

The 3-galactosyltransferase enzyme or Ggta1, which is responsible for the synthesis of the 

-Gal epitope found in most mammalian species with the exception of all apes and Old World 

monkeys, transfers a galactose on an N-acetyllactosamine unit (Galili, 2001). The Forssman 

synthase (FS) transfers a GalNAc on a glycolipid, the globotetraosylceramide (Haslam and 

Baenziger, 1996). From species to species, the Forssman gene seems to be active or inactive. 

Thus, mouse is Forssman positive while rat is Forssman negative, chicken is Forssman 

positive but pigeon is Forssman negative. The last functional member of the GT6 family, the 

isogloboside 3 synthase (iGb3S) transfers a galactose on lactosylceramide. This gene is a 

pseudogene in human but is active in several other mammals (Keusch et al., 2000).  

Searching for new GT6 family members by blast in human, rat and mouse genomes, we 

identified three putative genes encoding proteins displaying significant homology with GT6 

functionally identified enzymes and observed that in the human, rat and mouse genomes, the 

corresponding genes were either present or absent. We thus sought to explore the variation in 

GT6 gene members in various vertebrate species for which significant genome sequence data 

are available in databanks. For this aim, we searched databanks for genomic GT6 segments 

and putative GT6 enzyme sequences. Although it has not been possible to define the enzyme 

activity of all proteins displaying significant homology with GT6 functional members, the 

analysis allows us to propose a scheme of long term evolution for this glycosyltransferase 

gene family. 
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RESULTS 

 

New mammalian GT6 family members 

A blast search in the rat genome with the mouse Ggta1 cDNA sequence as a query revealed 

the existence of putative genes displaying homology with the GT6 family. They were termed 

GT6m5, GT6m6 and GT6m7 for glycosyltransferase family 6 member 5, 6 and 7, respectively 

since four members of the family were already known (ABO, FS, Ggta1 and iGb3S). The 

complete rat cDNA sequences of GT6m5 and GT6m6 were obtained by reverse transcription 

and RACE-PCR. Transcripts for GT6m5 and GT6m6 were detected in small amounts in some 

rat tissues: olfactory bulb, lung, kidney and salivary glands. The highest expression was found 

in the olfactory bulb (see additionnal material, Tables 2 and 3). The human and macaque 

GT6m7 cDNAs were also cloned. 

The coding sequences of both GT6m5 and GT6m6 are comprised within 5 exons, whereas that 

of GT6m7 is comprised within 6 exons. One and two additional transcribed non coding exons 

were identified upstream of the start codon for GT6m5 and GT6m6, respectively. Three 

GT6m5 mRNA isoforms were characterised during the amplification of the complete coding 

sequence: a long 966 bp isoform and two shorter isoforms of 828 bp and 744 bp which result 

from alternative splicing since they lack either exon 4 only or exons 2, 3 and 4, respectively. 

The reading frame is conserved in the splice variants. Sequence comparison with known 

members of the GT6 family indicate that exon 4 encodes part of the catalytic domain. The 

short putative GT6m5 isoforms are thus expected to lack enzyme activity. At the protein 

level, rat GT6m5, GTm6 and GT6m7 show 49%, 57% and 51% identity with rat Ggta1, 

respectively. Their general structure correspond to that of most glycosyltransferases with a 

short N-terminal cytoplamic domain, a transmembrane domain followed by a stem region and 

a catalytic domain. However, comparison with other members of the GT6 family reveals 

significant characteristics. Neither the DxD motif, which interacts with the divalent cation and 
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is conserved in almost all glycosyltransferases, nor the typical cysteine residues of the GT6 

family, identified by Shetterly et al. (Shetterly et al., 2001), are present in GT6m5 and 

GT6m7. Yet, they are present in GT6m6. Likewise, the ligand binding regions (LBR) 

characterised by Heissigerova et al (Heissigerova et al., 2003). are either clearly altered or 

absent from both GT6m5 and GT6m7 putative proteins but not from GT6m6 (Fig. 1). Nine 

LBRs have been identified and named from A to I. All are quite well conserved in the GT6m6 

putative protein, except for the arginine or lysine residue of LBR-A which is replaced by a 

serine in the rat sequence. The arginine or lysine of LBR-A makes contact with the uridine or 

ribose of the donor in the human A and B enzymes as well as in the bovine Ggta1. Notably, in 

other mammalian species, the arginine at this position of GT6m6 is conserved (Fig. 1). 

Likewise, LBR-A, as well as LBR-D and LBR-E, which interact with the Gal or GalNAc of 

the donor substrate or the oligosaccharide acceptor, are partly conserved in GT6m5 and 

GT6m7. In contrast, the LBR-B, LBR-C (the DxD motif), LBR-F, LBR-G LBR-H and LBR-I 

are completely absent from the GT6m5 and GT6m7 sequences. Amino acids of these motifs 

are crucial for interactions with the divalent cation, the nucleotide, the pyrophosphate or the 

sugar of the donor substrate.  

 

Assay of the enzyme activities 

The full coding sequence of  rat GT6m5 and GT6m6 were cloned in a eukaryotic expression 

vector and transfected into CHO cells either expressing an 1,2fucosyltransferase or not. 

Analysis of cell surface glycosylation using a set of lectins and monoclonal antibodies 

following transfection did not reveal any change. In contrast, control transfection with the A 

rat enzyme cDNA of 1,2fucosyltransferase-expressing CHO cells led to A antigenic 

expression. Likewise, control transfection with the rat Ggta1 cDNA allowed expression of 

GS1-B4 lectin binding sites (see additionnal material, Fig. 1). Soluble forms of the rat GT6m5 
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and GT6m6 enzymes lacking the intracytoplasmic and transmembrane domains were 

produced in COS cells using the pSecTag2 vector. The acceptor substrate specificity of both 

potential enzymes was tested on a series of oligosaccharides. Since the known enzymes of the 

GT6 family catalyse the transfer of either a galactose or an N-acetylgalactosamine, UDP-Gal 

and UDP-GalNAc were used as donor substrates. No enzyme activity could be detected in 

conditions were the soluble rat A enzyme prepared in the same manner showed clear activity 

(see additionnal material Table 1). Thus, we were unable to demonstrate any 

glycosyltransferase activity for these two new members of the GT6 family. 

 

Chromosome localisation and structure of the GT6 genes 

The three new genes are localised on rat chromosome 3 like most members of the gene 

family. The most telomeric member of the the GT6 family is GT6m7, localised in 3p13 at 

1.25 Mb and thirty loci apart from the rat Abo genes. Depending on  the strain two or more 

Abo genes are present in rat genomes, representing paralogues located at the border between 

3p13/3p12 (Iwamoto et al., 2002; Turcot et al., 2003). Further centromeric, 1.7 Mb and 

twenty five loci apart, lies a FS pseudogene in 3p12. In rat, this gene lacks all small 5’ exons 

and retained the two last exons only, in line with the absence of Forssman glycolipid in that 

species. Much further centromeric, 6.9 Mb apart, in 3p11, lies GT6m5 separated by only one 

locus (similar to spermidine synthase) from GT6m6 and Ggta1 which are contiguous (Fig. 2). 

The iGb3S locus is on rat chromosome 5. In addition, two fragments of probable processed 

Abo pseudogenes are found at 1q21 and 15q11 in the rat genome. A comparison with the 

human genome revealed a general similar organisation of the GT6 genes. The human genome 

region orthologous to rat chromosome 3p11-3p13 is chromosome 9q34. The most telomeric 

GT6 family member on this chromosome is GT6m7 like in the rat genome, then come the 

ABO and FS loci and further centromeric the GGTA1 locus. However, the GT6m5 and GT6m6 
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genes are not found in the human genome. A further difference between the rat and human 

genomes is the existence of a single ABO gene in human (Fig. 2). The human iGb3S gene is 

localised on chromosome 1 in a region orthologous to that of the rat genome where the rat 

iGb3S gene lies. Two processed pseudogenes are found in the human genome, a pseudo 

GGTA1 on chromosome 12 and a fragment of ABO on chromosme 19. The organisation of the 

GT6 family is similar in the mouse genome, with most members in a genomic region of 

chromosome 2, orthologous to rat 3p11-3p13 and to human 9q34. Like in the rat and human 

genomes, the iGb3S locus is unlinked to the other members, located on chromosome 4 in a 

region orthologous to rat 5q36 and human 1p35. A processed Abo pseudogene is present on 

chromosome 7. Similar to the rat genome, the mouse genome contains the GT6m5 and 

GT6m6 genes and like the human genome it presents one Abo gene only (not shown). Surfeit 

gene cluster (Surf1, Surf2, Surf4, Surf5, Surf6) is closely linked to Abo in mammalian 

genomes. In Xenopus, Surf6 is found on the same scaffold about 50 kb upstream of ABO-L3. 

In zebrafish, it is on the same chromosome and there are about 13.7 Mb between Surf5 and 

the Abo cluster. This shows a conserved synteny between Surfeit genes and the GT6 family 

members throughout vertebrates evolution. 

The organisation of the coding regions in the rat GT6 genes is shown on Fig. 3A. The two last 

exons are the largest and code for the catalytic domain. The intracytoplasmic domain, the 

transmembrane domain and the stem region are encoded by three to five small exons 

depending upon the gene. The size of introns is also variable from gene to gene. These 

characteristics are found in all GT6 family members of other species as shown for a few 

selected examples on Fig. 3B. Sequence comparisons indicate that nearly all homologies are 

concentrated in the two last exons that correspond to the known or potential catalytic 

domains, almost no homologies exist between sequences of the 5’ exons.  
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Evolution of the GT6 gene family 

In order to get insights into the long term evolution of the GT6 family, data banks were 

searched for sequences presenting clear homologies to the known members described above. 

Sequences clearly belonging to the family were retrieved from various mammalian species, a 

bird, a frog and four bony fishes species. A related gene could also be found in bacteria but 

none were obtained from invertebrates. In order to make comparisons possible between the 

different species, we only used sequences retrieved from genomes from which a high 

coverage, assembled or not, was available. Individual GT6 family members can be found 

from various other species. Yet, the absence of other GT6 sequences in those species may 

simply indicate a lack of information rather than an absence of the corresponding gene. The 

retained species were thus, Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus musculus, Canis familiaris, 

Bos taurus and Monodelphis domestica for mammals, the domestic fowl Gallus gallus as the 

only bird species, the frog Xenopus tropicalis, and the fishes Takifugu rubripes (Fugu), 

Tetraodon nigroviridis (puffer fish), Danio rerio (zebrafish) and Oryzias latipes (medaka). 

Sequence alignments generate two major subgroups as shown on Fig. 1A and Fig. 1B, 

respectively. The first one contains the ABO and FS-related sequences and the second one the 

Ggta1, iGb3S, GT6m5, GT6M6 and GT6m7 related sequences. Many primates GT6 

sequences can be found and the chimpanzee genome is now fully sequenced, but since our 

aim was to analyse the long term evolution of the family, we decided to present only human 

sequences in the present analysis as representative of the primates group. With the exception 

of human, chimpanzee, and opposum, GT6m5 and GT6m6 were found in all mammalian 

species for which sufficient genomic data are available. GT6m7 is present in all mammals, 

except opposum. Yet, the human sequence contains a premature stop codon in the last exon. If 

the corresponding protein has a biological activity it is certainly lost in humans. Orthologues 

to GT6m5, GTm6 and GT6m7 could not be found outside the mammalian group. 
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A phylogenetic analysis was performed using the catalytic domain or potential catalytic 

domain sequences, as shown on Fig. 4A and B. The two major branches with the ABO and 

FS-related sequences on one side and the Ggta1, iGb3S, GT6m5, GT6m6, GT6m7 on the 

other side are clearly visible. As expected, among mammals, the opposum sequences are more 

distant, but can be clearly ascribed to an orthologous group. The only exception is a sequence 

which lies between Ggta1 and GT6m6. Since GT6m5, GT6m6 and GT6m7 could not be 

found in opposum, this gene could be their ancestor. Alternatively, it could result from an 

independant duplication of Ggta1 in the opposum lineage. Within the first main branch, 

mammalian Abo sequences are grouped. Some species, such as man, mouse, pig and cow, 

present a single Abo gene, while others, such as rat and dog present several. Eight xenope 

(Xenopus tropicalis) sequences related to Abo are found. Since it is not yet known if they 

correspond to active enzymes with either an A or B activity, they have been termed Abo-like. 

The other subgroup of this main branch corresponds to Forssman or Forssman-like synthase. 

The only GT6 member found in the chicken genome, belongs to that subgroup. The zebrafish 

genome has five distinct Forssman-like sequences, at variance with the other fishes which 

have none. The second main branch of the tree shows an iGb3S subgroup with all the 

mammalian sequences and two sequences from each of the three fishes fugu, tetraodon and 

medaka. The latter were termed iGb3S-like since the enzyme activity has not been described 

for any of these fish sequences. Surprisingly, no such sequence was found in the zebrafish 

genome. Of the three new genes GT6m5, GT6m6 and GT6m7 described above, GT6m6 is the 

most closely related to Ggta1. In addition to the iGb3S-like sequences, each of the three fish 

species, medaka, fugu and tetraodon possesses one more sequence of the GT6 family that 

cannot be unambiguously ascribed to one of the two main branches. These new sequences 

cannot be considered orthologous to one of the other GT6 family member and we called them 

GT6m8 for GT6 family member 8. Finally, the Escherichia coli sequence is used as an 
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outgroup. Its region corresponding to the catalytic domain shows 11% identity with rat Abo1 

and clearly belongs to the GT6 family as judged from its homology with all other members of 

the family. This is unambiguously confirmed by the recent demonstration of its B blood group 

enzyme activity (Yi et al. 2006).  

It appears that irrespective of whether they correspond to active enzymes or not, the number 

of GT6 members largely differ from genome to genome even within phylogenetically related 

subgroups like mammals or bony fishes. Individual genes of the GT6 family have thus 

expanded or contracted by duplications and deletions in the course of their evolution. 
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DISCUSSION 

 

Three new mammalian GT6 members were descrided, but it is not clear if they are functional 

in any species. Both GT6m5 and GT6m7 lack several motifs that appear essential for catalytic 

activity, in particular for binding to the donor substrate and the divalent cation. Not so 

surprisingly, we were unable to demonstrate any enzyme activity for rat GT6m5 and 

preliminary assays using a limited number of subtrates on macaque GT6m7 were negative as 

well (data not shown). GT6m5 and GT6m7 could thus correspond to pseudogenes. 

Phylogenetic analysis indicated that GT6m5, GT6m6 and GT6m7 evolved faster than the 

other mammalian GT6 members since they formed longer branches within the mammalian 

group. This would suggest that they benefit from lower structural constraints to maintain a 

biological function or more likely, that they are easily dispensable so that less negative 

selection was excerted in the past on these three GT6 genes as compared to the others. Yet, 

their conservation without gross alterations in distant mammalian genomes is surprising. It 

contrasts with the accumulation of nonsense mutations or deletions in Ggta1 of apes on a 

much shorter period of time (Koike et al., 2002). Whether they have any function at all thus 

remains to be seen. Unlike the two previous sequences, GT6m6 shows a good conservation of 

all essential motifs. Yet, we were unable to demonstrate enzyme activity of rat GT6m6. Our 

data indicate that it does not possess a redondant activity with the previously known GT6 

enzymes. If it has an enzyme activity, it may not correspond to the addition of a Gal or a 

GalNAc in 1,3 linkage like other GT6 members. Even though within a glycosyltransferase 

family, the various enzymes generally transfer the same sugar residue, there are exceptions 

such as 3GnT1, 3GnT3 and 3GnT5 which belongs to a galactosyltransferase family but 

catalyse the transfer of a GlcNAc or 4GalT which closest homologue is an 4GlcNAc 

transferase (Shiraishi et al., 2001,; Steffensen et al., 2000; Togayachi et al., 2001; Zhou et al., 
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1999). It is thus possible that GT6m6 transfers a sugar other than Gal and GalNAc. 

Alternatively, it may be non functional in rat but functional in other species like human 

Forssman synthase that is inactive even though it does not show obvious sequence alterations 

(Xu et al., 1999).  

Phylogenetic studies are limited by the large divergence of orthologous sequences when a 

long phylogenetic scale is considered. They are also limited by the lack or partial nature of 

data from many important species and by the difficulty in genome reconstruction from crude 

sequences. Thus, distinguishing allelic sequences from paralogues is not necesserally 

straighforward. Considering these limitations, we concentrated on sequences unambiguously 

belonging to the GT6 family because of important homologies with well known GT6 

members characterised by the presence of at least some of the previously defined functional 

motifs, by the overall conservation of the gene structure and by their syntheny in the genome.  

Sequences with clear features characteristic of the GT6 family were found in all vertebrates 

species for which data are available but could not be unambiguously detected in invertebrates. 

Peptide sequences showing weak homologies with GT6 members were found in anopheles, 

but it is not clear if they correspond to GT6 proteins since they do not present any of the 

conserved motifs characteristic of the family in vertebrates. Nevertheless, some invertebrate 

species express carbohydrate antigens related to histo-blood group antigens. The A antigen or 

A-like antigen has recently been detected in oysters with anti-A mAbs or the HPA lectin. It is 

recognized by human norovirus strains that use it as a ligand both in oysters, concentrating the 

virus, and in human where the virus replicates, causing gastroenteritis (Le Guyader et al., 

2006). Likewise, HPA binding sites have been found in species belonging to other 

invertebrates orders, indicating the presence of terminal GalNAc residues (Evangelista et al., 

2002; Fang and Welsch, 1995). The enzymes involved in the synthesis of these invertebrates 

carbohydrate structures may be phylogenetically too distant to allow unambiguous 
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classification in the GT6 family. Alternatively, they may be unrelated enzymes or they may 

be absent from data banks. The presence of bacterial sequences clearly belonging to the GT6 

family, is probably due to lateral transfer (Yi et al., 2006).  

Although it was not possible to find an orthologue of the common GT6 ancestor, a scenario of 

the GT6 family evolution in vertebrates can be proposed (Fig.5). Three GT6 subfamilies, 

likely deriving from a common ancestor, are already present in teleost fishes, FS-like, iGb3S-

like and a member with no clear mammalian orthogue, GT6m8. The latter has probably been 

lost from all terrestrial vertebrates. In this scenario, FS-like would be the ancestor of both FS 

and ABO through a duplication that occured in an ancestor of amphibians. IGb3S-like would 

have been duplicated in a mammalian ancestor giving rise to iGb3S and Ggta1. Since then, 

the latter has been duplicated twice, first to generate an ancestor of GT6m5 and GT6m7 and 

more recently to generate GT6m6. Considering the long time scale, chromosome localisations 

in mammals are compatible with this model since Abo and FS are close from each other, 

Ggta1, GT6m6 and GT6m7 are next to each other, whereas iGb3S is on a distinct 

chromosome. According to the species considered, some gene members have been further 

duplicated or inversely have been lost. The chicken genome, which is the only bird species for 

which near complete genomic information is available, has only one GT6 member with high 

homology to Forssman synthase. Consistent with the absence of A or B antigens as well as of 

the Gal xenoantigen in chicken and the presence of Forssman glycolipid in chicken and 

ostrich (Bouhours et al., 1999, Oriol et al., 1999), it indicates that the evolutionary branch 

leading to birds has lost the genes of at least two GT6 subfamilies. The single amphibian 

genome (Xenopus tropicalis) available for analysis presents eight genes related to the ABO 

subfamily and none to the other subfamilies. Since these genes are located in tandem in the 

genome they probably occured by repeated duplications from a common ancestor. 

Surprisingly, none of the other GT6 subfamilies were represented in Xenopus, although they 
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were found in mammals. The large number of ABO-like genes in Xenopus tropicalis is 

compatible with the large number of A and B blood group typical and unusual structures 

characterised from the jelly coat of various frogs eggs (Coppin, et al., 2003; Delpace et al., 

2002; Strecker et al., 1995). Opposum is a representative of marsupial mammals which 

diverged from placental mammals about 170 million years ago. Four GT6 members were 

found in its genome. An Abo gene, a FS gene, a Ggta1 gene and a gene related to Ggta1 that 

could correspond either to an oppossum specific duplication or that could be an ancestor of 

GT6m5, GT6m6 or GT6m7. All GT6 members derived from the ancestors of FS and iGb3S 

are represented in mammals. Yet, important differences exist among species in this group 

with the expansion of the Abo gene in some species and the complete loss or the loss of 

function of other genes in other speices. Thus, of all GT6 family members, only the products 

of the A and B alleles at the ABO locus are functional in human. GGTA1 is inactivated, FS is 

inactivated, iGb3S appears inactivated because of promoter alterations and of aberrant 

splicing (Milland et al., 2006; Taylor et al., 2003), GT6m7 is inactivated and both GT6m5 and 

GT6m6 are lacking. This situation of expansion or deletion of genes of a given family in 

distinct species is typical of the model of birth-and-death evolution descrided by Nei and 

colleagues at variance with models of divergent evolution or concerted evolution (Nei and 

Rooney, 2005). Birth-and-death evolution of a multigene family is characterised by the 

creation of new genes by duplication that can be maintained in the genome for long periods of 

time whereas some duplicates are deleted or inactivated through mutations. This model of 

evolution seems to apply particularly well to gene families involved in interactions with the 

environment since the selective pressures exerted on species living in different environments 

will not be identical. They include gene families of the immune system, such as the MHC, the 

NK receptors and defensins, or of the sensory systems, such as the taste and olfactory 

receptors (Conte et al., 2003; Hao and Nei, 2004; Hao and Nei, 2005; Lynn et al., 2004, Nei et 
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al., 1997; Niimura and Nei 2003). Although the biological roles of the GT6 family members 

are not well defined as yet, evidence has accumulated suggesting that they play roles in 

interactions with pathogens and in innate immunity. The A and B antigens are ligands for 

some pathogens and this correlates with sensitivity to the pathogen as recently shown for 

some norovirus strains (Le Pendu et al, 2006; Tan and Jiang, 2005). The Forssman antigen is 

a ligand of pathogenic Escherishia coli strains. Its absence from some species prevents cross-

species transmission of these pathogenic bacteria (Xu et al., 1999). Natural antibodies against 

the A and B antigens as well as against the Gal xenoantigen synthesised by Ggta1 may 

respectively restrict the intraspecies or transspecies spread of viruses expressing the 

corresponding antigens (Neil et al., 2005, Rother et al., 1995, Seymour et al., 2004, Takeuchi 

et al., 1996). The iGb3 glycolipid was recently shown to be an endogenous ligand for mouse 

iNKT lymphocytes (Zhou et al., 2004). These nonconventional lymphocytes recognise 

glycolipids presented by the CD1d molecule to an invariant T cell receptor. They play 

essential roles at the interface between the innate and adaptative immune responses and are 

involved in anti-bacterial responses in the control of autoimmunity as well as in the immunity 

against cancer cells (Godfrey and Kronenberg, 2004). They can directly recognise some 

bacterial glycolipids or regulate immune responses after recognition of an endogeneous 

glycolipid (Mattner et al., 2005). The B blood group antigen is a developmentally regulated 

marker of some sensitive neurons, suggesting that it could be involved in hearing and 

olfaction (Astic et al., 1989, Mollicone et al., 1985). In this respect it is interesting to note that 

a main site of expression of GT6m5 and GT6m6 was the olfactory bulb. It has also been 

suggested that oligosaccharides synthesised by members of the GT6 family could participate 

in gametes interaction, although this is debated (Johnston et al., 1998; Litscher et al., 1995). 

Amphibians show a large repertoire of such oligosaccharides on their jelly coat that differ 

from species to species. They could play a role in species specific gametic interaction (Coppin 
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et al. 2003). Such a role would be highly compatible with the birth-and-death evolution 

character of the GT6 family since a distinct set of genes in different species would be 

required.  

In conclusion, we have shown that the GT6 family has more members than previously 

appreciated although it is not clear if the new genes described are functional in any species. 

Likewise, the biological activities of the ABO, Forssman synthase and iGb3 synthase found in 

fishes, frog or bird remain to be demonstrated. A long term phylogenetic analysis of the GT6 

family in vertebrates shows a clear mode of birth-and-death evolution consistent with the 

putative biological functions of the various members of the family. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Cloning of rat GT6m5, GT6m6 and 3GalT (Ggta1) 

Cloning of these cDNAs was performed before the release of the rat genome sequences in 

data banks and the sequence were deposited on the NCBI site.  

Identification and cloning of GT6m5: Briefly, a BLAST search using the mouse 3GalT 

sequence (M 85153) revealed the existence of unknown rat expressed sequence tags (EST). 

Screening by RT-PCR of various rat cell lines and tissues showed that a corresponding 

sequence could be amplified from the mammary carcinoma cell line MT450 and from testis. 

The complete coding sequence was obtained by RACE-PCR using the Marathon cDNA 

Amplification kit (Clontech) from the MT450 and the testis cDNA libraries. It was then 

amplified from the rat testis cDNA library. Three isoforms were identified (966 bp, 828 bp, 

744 bp). The longest isoform was then cloned in the pCR3.1+ vector (Invitrogen) and 

sequenced.  

Identification and cloning of GT6m6: In order to search for new members of the GT6 family, 

degenerated primers (MotAB2 and MotAB3i), deduced from the then available sequences of 

the ABO and Ggta1 genes in various mammalian species, were used to amplify a fragment of 

200 bp. New primers were designed from this fragment. Elongation in the 3’ direction was 

performed on rat Genome Walker cDNA library (Clontech). Elongation in the 5’ direction 

was performed on a rat stomach cDNA. The complete coding sequence was obtained from the 

rat testis cDNA library and the product was cloned in pcDNA3.1+.  

Cloning of the rat Ggta1: The degenerated primers used to obtain the GT6m6 sequence 

allowed to isolate a second fragment of 200 bp. Both 3’ and 5’ direction elongations were 

performed on a rat stomach cDNA library by RACE-PCR using the Marathon cDNA 
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Amplification kit (Clontech). The complete coding sequence was obtained from the rat testis 

cDNA library. The product was cloned in the pCR3.1+ vector.  

 

Sequence analysis, chromosome localisation and phylogenic analysis 

Sequences belonging to the GT6 family were searched using BLASTN, TBLASTN and 

BLAT with default parameters from all genomic and EST sequences available in the NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), ENSEMBL (http://www.ensembl.org/index.html), MEDAKA 

project (http://dolphin.lab.nig.ac.jp/medaka/index.php) and FlyBase 

(http://flybase.bio.indiana.edu/blast/) databases. Human and rat sequences were used as 

queries in the first round of search. The retrieved chicken, xenopus and fish sequences were 

used as queries in a second round of search to ensure completeness of the search process. 

Since we aimed at analyzing the long-term evolution of GT6 family, only human sequences 

were considered for primates. All genomic sequences allowing to generate a complete 

catalytic domain, thus a potentially functional enzyme, were considered. The only exception 

was the human GT6m7 gene which contains a stop codon that should lead to a truncated 

catalytic domain. Since this nonsense codon is not present in the chimpanzee orthologous 

sequence and that a single nucleotide change could generate a full coding peptide sequence, 

the corrected human sequence was used. The human Forssman synthase sequence was also 

included since it corresponds to a full-length protein although it is known to be a non 

functional enzyme. Processed pseudogene were excluded from the analysis. Since no 

sequence fullfilling the above criteria could be retrieved from invertebrate genomic data, the 

study was restricted to vertebrates. All sequences and their accession numbers used in the 

study are listed in Table 1. Approximate localisation of transmembrane regions were 

determined using the TMHMM program available from CBS prediction servers 

(http://www.cbs.dtu.dk/services). Multiple alignments were performed with ClustalW 1.8 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ensembl.org/index.html
http://dolphin.lab.nig.ac.jp/medaka/index.php
http://flybase.bio.indiana.edu/blast/
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(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-search/nucleic_acid-search.html). Phylogenetic trees 

were constructed by using the Neighbor-Joining method with p distances and 1000 bootstrap 

replicates using the MEGA3 program (www.megasoftware.net/ ). 
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TABLE 1 

Protein sequences used in the phylogenetic analysis 

Specie Name Acces number 

Cow ABO XP_593344 

Dog ABO XP_548386 
Dog ABO-2 XP_848530 

Dog ABO-3 XP_533698 

Dog ABO-4 XP_94983 
Human ABO AAD26572 

Opossum ABO ENSMODP00000015895 
Rat ABO-1 AAF74758 

Rat ABO-2 NP_075582 

Rat ABO-3 XM_215986 
Mouse CisAB BAB20560 

Cow FS XP_875942 
Dog FS NP_001003193 

Human FS NP_068836 

Mouse FS AAI06832 
Opossum FS ENSMODP00000015847 

Chicken FS-L CAG31389 
Zebrafish FS -L1 NP_956623 

Zebrafish FS-L2 XP_694848 

Zebrafish FS-L3 NP_001004620 
Zebrafish FS-L4 NP_956419 

Zebrafish FS -L5 XP_692352 
Cow Ggta1 NP_803477 

Dog Ggta1 XP_548478 

Mouse Ggta1 AAH06810 
Opossum Ggta1 ENSMODP00000012258 

Rat Ggta1 AAM74957 
Cow iGb3S XP_875093 

Dog iGb3S XP_544424 

Human iGb3S XP_060537  
Mouse iGb3S NP_001009819 

Rat iGb3S AAH61714 
Tetraodon iGb3S-L1 CAG07026 

Tetraodon iGb3S-L2 CR693289 

Fugu iGb3S-L1 CAAB01000779.1 
Fugu iGb3S-L2 CAAB01009124.1 

Medaka iGb3S-L1 GOLWno1009_b18.g1  
Medaka iGb3S-L2 GOLWno7215_e08.b1  

Cow GT6m5 XP_603445 

Dog GT6m5 ENSCAFP00000005504 
Mouse GT6m5 BAB30163 

Rat GT6m5 AAS92273 
Cow GT6m7 XP_608420 

Dog GT6m7 XP_548383 

Human GT6m7 NP_892019 
Mouse GT6m7 NP_001034184 

Rat GT6m7 XP_231076 
Cow GT6m6 XP_605800 

Dog GT6m6 ENSCAFP00000005509 

Mouse GT6m6 XP_130219 
Rat GT6m6 AAS92274 

Xenopus ABO-L1 to be submited 
Xenopus ABO-L2 CR761276 

Xenopus ABO-L3 NP_001017104 

Xenopus ABO-L4 to be submited 
Xenopus ABO-L5 to be submited 

Xenopus ABO-L6 to be submited 
Xenopus ABO-L7 CR760204 

Xenopus ABO-L8 to be submited 

Opossum Opos 4 ENSMODP00000024525 

Medaka GT6m8 GOLWno1871_l18.g1  

Fugu GT6m8 CAAB01000119.1 
Tetraodon GT6m8 CAG01398 

Escherichia coli GT6 AAO37716 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=84875495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=37528731
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1: A/ ClustalW alignment of the peptide sequences corresponding to the catalytic or 

putative catalytic domains of GT6 family members related to the A or B enzymes and to 

Forssman synthase. White letters on black background represent highly conserved positions 

and white letters on grey background represent less well conserved positions. The two GT6 

conserved cysteins are marked with asterisks. The ligand binding regions determined by 

Heissigerova et al. (Heissigerova et al. 2003), labeled from A to I, are underlined.  

B/ ClustalW alignment of the peptide sequences corresponding to the catalytic or putative 

catalytic domains of GT6 family members related to iGb3synthase and Ggta1. 

 

Figure 2: Chromosome localisation of the clustered GT6 family members in the rat, human, 

Xenopus tropicalis and Zebrafish genomes. Processed pseudogenes and the human and rat 

iGb3S gene located independentlly on chromosomes 1p35.1 and 5q36, respectively are not 

shown. Each GT6 family member is represented by a black arrow head and the direction of 

arrow head shows transcriptional orientation. A Surfeit locus, shown by a white arrow head, is 

used as a synthenic marker in each genome. The lenght of the gene clusters is given in 

megabases (Mb). Note that the scale bar is 1 Mb for human and rat and 0.1 Mb for xenopus 

and zebrafish. In the zebrafish genome, Surf5 is 15 Mb apart from FS-L5. 

 

Figure 3: Genomic organisation of the coding determining regions of GT6 rat genes (A) and 

of selected GT6 genes (B) from other vertebrate species. Exons are represented by boxes, 

their size in bp is marked above them. The size of introns is indicated in bp below the line. All 

genes conserved the last two exons in 3’ that encode the catalytic or putative catalytic 
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domains. The size and number of the exons in 5’ as well as the size of introns are more 

variable. The scale bar is given in kilobases. 

 

Figure 4: Neighbour-joining tree of GT6 protein sequences corresponding to the catalytic or 

putative catalytic domains from vertebrate species. The bootstrap value based on 1000 

replications is shown for each interior branch wherever greater than 65%. The Escherichia 

coli blood group B enzyme (GT6 E coli) was used as the outgroup. Rattus= Rattus norvegicus 

(rat); Mus= Mus musculus (mouse); Homo= Homo sapiens (human); Bos= Bos taurus (cow); 

Canis= Canis familiaris (dog); Opos= Monodelphis domestica (Opossum); Gallus= Gallus 

gallus (chicken); Xenopus= Xenopus tropicalis (Xenopus); Fugu= Takifugu rubripes (fugu); 

Tetra= Tetraodon nigroviridis (puffer fish); Danio= Danio rerio (zebrafish); Meda= Ozyria 

latipes (medaka). 

 

Figure 5: Evolutionary scenario of the GT6 family in vertebrates. Genes showing expansions 

(at least two members in a species) are shown by asterisks. GT6 members represented in bony 

fishes, amphibians, birds, marsupials and placental mammals are shown. The analysis was 

based on 4 species of fishes, 5 species of placental mammals and a single species of 

amphibians, birds, marsupials for which complete or near complete genomic sequences are 

available in data banks.  
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FS_Canis       1 ---LLTLTPWLAPIVSEGTFNPELLQHIYQPLNLTIGLTVFAVGKYTRFVQHFLESAEQFFMQGYQVYYYIFTNDPAGIP--RVPLGPGRLLSIIPIQR-HSRWEEISTRRMETISRHIAQRAHREVDYLFCVDVDMVFRNPWGPETLGDLVAAIHPGYYAVPRQQFPYERRHISTAFVA 

FS_Mus         1 ---LLTLTPWLAPIVSEGTFDPELLKSMYQPLNLTIGVTVFAVGKYTCFIQRFLESAEEFFMRGYQVHYYLFTHDPTAVP--RVPLGPGRLLSIIPIQG-YSRWEEISMRRMETINKHIAKRAHKEVDYLFCVDVDMVFRNPWGPETLGDLVAAIHPGYFAVPRRKFPYERRQVSSAFVA 
FS_Homo        1 ---LLTLTPWLAPIVSEGTFNPELLQHIYQPLNLTIGVTVFAVGKYTHFIQSFLESAEEFFMRGYRVHYYIFTDNPAAVP--GVPLGPHRLLSSIPIQG-HSHWEETSMRRMETISQHIAKRAHREVDYLFCLDVDMVFRNPWGPETLGDLVAAIHPSYYAVPRQQFPYERRRVSTAFVA 

FS_Bos         1 ---LLTLTPWLAPIVSEGTFNAELLHHIYQPLNLTIGLTAFAVGKYTRFVQHFLESAERFFMQGYRVHYYIFTHDPQAIP--QVPLGPGRRLSVIPVPG-PSQWEEASMRRMEAISVHIAKRAHREVDYLFCLDVDMAFRNPWGPETLGDLVAAIHPDYFTVPRHQFPYERRPVSTAFVA 
ABO_Homo       1 RKDVLVVTPWLAPIVWEGTFNIDILNEQFRLQNTTIGLTVFAIKKYVAFLKLFLETAEKHFMVGHRVHYYVFTDQPAAVP--RVTLGTGRQLSVLEVRA-YKRWQDVSMRRMEMISDFCERRFLSEVDYLVCVDVDMEFRDHVGVEILTPLFGTLHPGFYGSSREAFTYERRPQSQAYIP 

CisAB_Mus      1 RKDVLVLTPWLAPIIWEGTFNIDILNEQFRIRNTTIGLTVFAIKKYVVFLKLFLETAEQHFMVGHKVIYYVFTDRPADVP--QVILGAGRQLVVLTVRN-YTRWQDVSMHRMEMISHFSERRFLREVDYLVCADADMKFSDHVGVEILSTFFGTLHPGFYSSSREAFTYERRPQSQAYIP 

ABO_Bos        1 RVDVLVMTPWFAPVVWDGTFDSALLDVQFR--NTTIGLTVFAIKKYVVFLRLFLETAEKYFMVGHKVIYYVFTDRPADVP--QIALQDGRQVVVLHVGN-YRRWQDISMHRMEMISNFSRRRFLREVDYLVCLYVDMKFSDHVGVEILAPLFGTLHPGFYAADRQSFTYERRPLSRAYIP 
ABO_Canis      1 RSDVLVLTPWLAPVVWEGTFNTDVLNEQFRLWNATIGLTVFAIRKYMVFLELFLQTAEKYFMVGHRVTYYVFTDRPADVP--HVPLREGRRVEVLKVPG-ALSWQEVSMHRMEMISNFSQQRFLREVDYLVCMDVDMKFCDHVGVEILSPRFGTLHPGFYGAAREAFTYERRPQSQAYIP 

ABO2_Canis     1 ------------------------MNEQFRLRNTTIGLTVFAIRKYVVFLELFLQTAEKHFMVGHRVTYYVFTDQPADVP--HVPLREGRRVEVLKVPS-APSWQ-VSMHRMEMISNFLQQRSLHEVDYLVSY---------------PPLFGTLHPGFHGAAREAFTYELQPQSQAYIL 

ABO3_Canis     1 -KDVLVVTPWLAPIIWEGTFNTDILNEQFSLQNATVGLTVFLTEQETFYLNVFLQSAEMYFMVGHRVIYYIFTDKPEYVP--YLNIQKGRQIIILEVESYYDHWQDISMQRMEMISNFSQQRFHQEVDYLVCADVHMRFSDHVGVEILSSLFGTLHLRYYRLNRTDFPYERRPQSQAHIP 
ABO4_Canis     1 -----------------------------------MPSEVVEVHAYLPAAEP-LQTHK----TGSSTTS-LLTG--ADVP--RVPLAEGRQIVVLEVRN-YARWQEVSMHRMEMISNFSQQRFLREVDYLVCMDVDMKFCDHVGVEILSPLFGTLHPGFYGAAREAFTYERRPQSQAYIP 

ABO1_Rattus    1 RNDVLVFTPWLAPIIWEGTFNIDILNEQFKLQNTTIGLTVFAIKKYVVFLKLFLETAEQHFMVGHKVIYYVFTDRPSDVP--QVPLGAGRKLVVLTVRN-YTRWQDVSMHRMEMISHFSEQRFQHEVDYLVCGDVDMKFSDHVGVEILSALFGTLHPGFYRSRRESFTYERRPKSQAYIP 

ABO2_Rattus    1 RNDVLVFTPWLAPIIWEGTFNIDILNEQFKLQNTTIGLTVFAIKKYVVFLKLFLETAEQHFMVGHKVIYYIFTDRPADVP--QVPLGAGRRLVVLTVRN-YTRWQDVSMHRMEMISHFSEQRFQHEVDYLVCGDVDMKFSDHVGVEILSALFGTLHPGFYRSRRESFTYERRPKSQAYIP 
ABO3_Rattus    1 RTDVLVLTPWLAPIIWEGTFDIDTLNEQFRLRNTTIGLTVFAVKKYVVFLKLFLETAEQHFMVGHKVIYYVFTDRPADVP--QVPLGAGRRLVVLTVRN-YTRWQDVSMHRMEVISHFSEQRFRHEVDYLVCADVDMKFRDHVGVEILSALFGTLHPGFYRSRRESFTYERRPQSQAYIP 

FS-L1_Danio    1 ---VVTLTPWLAPVVWTGTFDSKMIDSIYKHQNITVATTVFALGKYTRFLKDFLESAEEHYFDGFRVHYYLFTDQPEAVP--EVKMGENHRLTVRKVPS-LDRWQDISMGRMEILEKLIADELMHEANYIFCLDVDTKFYGRWGSETLGNLVGVIHPWFFDYPRESFTYERRPESKAFIA 
FS-L2_Danio    1 ---VAHVTPWLAPIVWEGTFDPTLIDPVYKQQNITIATTVFALGKYTVFLKDFMESAEQNYFVGFHVHYYIFTDHPEEVP--DVKLGEGHQLTVMTVGS-SNRWQEMTLRRMERLEKLIESRLVNEADYVFSLDVDSKFYARWGVETLGRLVGAIHPGYFKAQREHLPYERRPESQAFIP 

FS-L3_Danio    1 ---VGPLAPWLAPIVSEGSFDPTLIDAIYKQQNITVATTIFALGKYTVFLKDFLESAEQHFFVGFRVHYYVFTDHPEQVP--DVNLGEEHELTVMTVNS-SSRWQDMSLGRMKRLEMLIESGLVNDADYLFSLDVDTKFYGRWGAETLGDLIGVIHAWYYYTPREQFPYERRPESQAFIP 

FS-L4_Danio    1 ----VPVTPWLAPIVWEGTFDPTLIDSVYKQQNVTIATTVFALGKYTVFLKEFLESAEQNYFVGFHVHYYIFTDHPEEVP--DVKLGEGHQLTVMTVDS-SNRWQEMTLRRMERLEKLIESRLVKEADYVFSLDVDTKFYARWGAETLGRLVGVLHPGYYQTPREQFPYERRPESQAFIP 
FS-L5_Danio    1 ---QAELTPWLAPIVWEGTFDPKLIDSIYKKQNITVATTVFALGKYTVFLKDFLESAERYYFVGFRVHYYVFTDHPEQVP--VVKLGVERKLTVMTVKS-SNRWQEMTLRRMERVEKLIESRLVKEADYVFSLDVDTKFYGRWGAETLGDLIGVIHPGYYHTRREQFPYERRPESQAFIP 

FS-L_Gallus    1 ---VLTVTPWLAPIVWEGTFSPEILDSAYMPLNLTIGVTAFAVGKYTRFVSRFLKSAEMHFMKGYRVNYYIFTDNPKMIP--DVQLQPGRRFDVVHIKK-YSSWQEISVRRMEAINLHIAERSHREVDYLFCLDIDMVFHNAWGAETLGDMVAAIHPGYFNVPRSQFPYERRSSSAAYIP 

FS_Opos        1 RKDVLTLTPWLAPIVSEGTFNSELLNNAYRPLNLTIGVTAFAVGKYTRFVRRFLESAEEFFMQGFQVNYYIFTDDPEAIP--HVPLRPGRNLSVIPIQG-FSHWEEISMRRMESINKFIASRGHREVDYLYCLDIDMVFWNPWGAETLGDLVAAIHPGYFTVPRWQFPYERRPLSTAFVA 
ABO_Opos       1 RIDVPLLTPWLAPIVWDGTFDEDILNEQFQGRNITIGVTIFAIKKYVIFLKLFLETAEKHFMVGYKVNYYVFTDRPNDVP--KIPLQEGRKIITLVVQN-YSRWQDISMHRMEMISNYCHQLFFKDVDYLVCLDVDMKFNDHVGVEMLSDLVGTLHPGFYGASRETFTYERRPKSQAYIP 

ABO-L1         1 KTSFTTLTPWLAPIIFEGTYNLNILNALFHQRGVRIGLTVFAVRKYNIFVKTLIETAEQFFMAGHKVSYYVFTDDIDAIP--KVPLKEGRSLLIIKIPG-YKRWQDITMRRMQLIRDYISQRLINEVDYLACLDADMKFTDDVGVEILSDLFGVIHHGYFGKPREEFTYERRNNSEAYIP 

ABO-L2         1 RTDVLTITPWLAPIVWNGTYNIDVLNAQFHKRGVRVGLTIFAIKKYTVFVQTFVETAEKFFMVGHKVNYYVFTDRPNDIP--NITLAEGRQLVVLIVPS-YQRWQEVSMRRMEMIRDFSSQRFINEVDYLVCVDVDMRFSDEVGVEILSDVFGTLHPGFYGAGRQGFTYERRPESQAFIP 
ABO-L3         1 RTDVLTITPWFAPIVWNGMYNSDILNAHFLQRGVRIGLTVFAIKK---------------------VNYYVYTDRPSDIP--NITLAEGRRLVILNVPS-YQRWQEVSMRRMEMIRDLSHQRFNKEVDYLVCVDVDMQFSDEVGVEILSDVFGTLHPGFYGSDRQSFTYERRPESQAFIP 

ABO-L4         1 RTNVLSVSPWLAPIVWEGNFNIDILNELFRQENVRIGLTVFAIKKYIRFLKTFIETAEKFFMVGYPVNYYIFTDLVSNVTNFNMTVGPRKQLIFLEVPS-YKRWQDVTMRRMQMIRDFTKQRFASEVDYLVCVDVDMRFQDHVGVEILSDVFGTLHPAFFVKGRDKFTFERRPESQAYIP 

ABO-L5         1 RTNVLSVSPWLAPIVWEGNFNIDILNELFRQENVRIGLTVFAIKKYIRFLKTFIETAEKFFMVGYPVNYYIFTDLVGNVTNFNMTVGPRKQLIFLEVPS-YERWEDVTMRRMQMIRDFTKQRFASEVDYLVCLDVDMIFQDHVGVEILSDVFGTLHPAFFVKGRDKFTYERRPESQAYIP 
ABO-L6         1 RSDVMVLTPWLAPIIWNGTYNINILNELFHLRRVRIGLTVFVIRKYKIFIKTLLQTAERFFMAGHKVHYYVFTDDVKAIP--NITLKEGRHLVILNISG-YRRWQDITMRRMQLIRDYISQKLIDEVDYLVCLDADLKFRDDVGVEILSDVFGVIHPGFFSKSRDSFTNERRNYSAGYIP 

ABO-L8         1 RTDVMIATPWQAPIVWDGTYNLDILNELFHLRGARIGLSVFVIRKYKVFINDFLQSAEEFFMAGHKVHYYVFTDDVSGIP--NITLKEGRNMEVVKISG-YKRWQDITMRRMQLIRDYISQKLINEVDYLVCLDADLKFMDHIGVEILGDVFGVIHPGFFGESRTAFTHERRNYSAGYIP 
ABO-L9         1 RTDVLTVSPWLAPIVWEGSFNTEILNNQFRQKGWRVGLTTFAIKKYIRFLKPFIETAEKFFMVGLPVNYYVFTDQASNVTDLNIIVGTGRQIIILEVPS-YERWQDVTMRRMQMISDVCQQRFASEVDYLVCVDVDMRFQDHVGVEILSDVFGTLHPAFFVKGRDKFTYERRPESQAYIP 

ABO-L14        1 RTDVLTITPWFAPIVWNGMYNSDILNAHFLQRGVRIGLTVFAIKKYTVFVKTFIETAEKFFMVGHRVNYYVYTDRPNDIP--NITLAEGRQLVILNVPS-YQRWQEVSMRRMEMIRDLSHQRFNKEVDYLVCVDVDMQFSDEVGVEILSDVFGTLHPGFYGSDRQSFTYERRPESQAFIP 

GT6_E_coli     1 ---------------------------------MVINIFYICTGEYKRFFDKFYLSCEDKFIPEFGKKYYVFTDS------DRIYFSKYLNVEVINVEK—NCWPLNTLLRFSYFLKVIDKLQTNSYTFFFNANAVIVKEIPFSTFMESDLIGVIHPGYKNRISILYPWERRKNATCYLG 
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FS_Canis     175 ENEGDFYYGGAVFGGRVAKVYEFTTGCHMAILADKANGIMAAWQEESHLNRRFISHK-PSKVLSPEYL--------WDDR-KPQPPSLKLIRFSTLDKATSWLRS---------- 
FS_Mus       175 DNEGDFYYGGALFGGRVARVYEFTRACHMAILADKANSIMAAWQEESHLNRHFIWHK-PSKVLSPEYL--------WDER-KPRPRSLKMIRFSSVKKNANWLRT---------- 

FS_Homo      175 DSEGDFYYGGAVFGGQVARVYEFTRGCHMAILADKANGIMAAWREESHLNRHFISNK-PSKVLSPEYL--------WDDR-KPQPPSLKLIRFSTLDKDISCLRS---------- 
FS_Bos       175 DGEGDFYYGRAVFGGRVARVYEFTRGCHMGILADKANGIMAACQEESHLNRRFLSHK-PSKVLSPEYL--------WDDR-KPQPPSLKLIRFSTLNKDTARLRS---------- 

ABO_Homo     178 KDEGDFYYLGGFFGGSVQEVQRLTRACHQAMMVDQANGIEAVWHDESHLNKYLLRHK-PTKVLSPEYL--------WDQQLLGWPAVLRKLRFTAVPKNHQAVRNP--------- 

CisAB_Mus    178 WDRGDFYYGGAFFGGSVLEVYHLTKACHEAMMEDKANGIEPVWHDESYLNKYLLYHK-PTKVLSPEYL--------WDQQLLGWPSIMKKLRYVAVPKDHQAIRN---------- 
ABO_Bos      176 RDEGDFYYAGGFFGGSVPEVYRLTTACHQAMTADQAQGIEAVWHDESHLNRYLLSHK-PSKVLSPEYL--------WDEQMLQRPPLLRKLRYVAVPMNHTEIRSR--------- 

ABO_Canis    178 RDEGDFYYAGGFFGGSVVEVLQLTTACHQAMVVDQANGLEAVWHDESHLNRYLLDHK-PTKVLSPEYL--------WDRQKLGWPPVMKKLRFVAVPKGHLDIRGS--------- 

ABO2_Canis   138 RNEGDFYYSGGFFGGSVVEVLQLTTARHQAMVVDQANGLEAVWHDESHLNRYLLDHK-PTKVLSPEYL--------WDRQKLGWPPS---------------------------- 
ABO3_Canis   178 EDEGDFYYAGALFGGSVPEVYKLTKACHEAMMVDQANHIEAIWHDESHLNKYLLYHK-PSKVLSPEYMCNNTLKKIWDHQGVDFSSNIKRIRLVTTE------------------ 

ABO4_Canis   135 RDEGDFYYAGGFFGGSMVEVLQLTTACHQAMVVDQANGLEAV------------------------------------------------------------------------- 

ABO1_Rattus  178 RDEGDFYYAGGFFGGSVVEVHHLTKACHQAMVEDQANGIEAVWHDESHLNKYLLYHK-PTKVLSPEYV--------WDQKLLGWPSIMKKLRYVAVPKNHQAIRN---------- 
ABO2_Rattus  178 RDEGDFYYAGGFFGGSVLEVHHLTKACHKAMVEDKANGIEAVWHDESYLNKYLLYHK-PTKVLSPEYV--------WDQKLLGWPSIMKKLRYVAVPKNHQAIRN---------- 

ABO3_Rattus  178 WDQGDFYYMGAFFGGSVVEVHHLTKACHQAMVEDQANGIEAVWHDESHLNKYLLYHK-PTKVLSPEYM--------WDQQLLGWPSIMKKLRYVAVPKNHQAIRN---------- 

FS-L1_Danio  175 VGEGDYYYTAAAFGGTLEEIHRLTKTCREQLNADHENSIEAIWHEESHLNKYFLYNK-PTKLLSPEYL--------WRDI-NISAGQIRIVRFSHVAKNNAEVRPNL-------- 
FS-L2_Danio  175 YSDGDYYYGGAVLGGAVKDVYEVAKTCREQLDIDAAKSIEAAWQEESHLNKYFLYNK-PSKLLSPEYL--------WQAH-LPQPKEVKIIRSCHVIKNYAAVRPNP-------- 

FS-L3_Danio  175 YSEGDYYYGGAVLGGSVKCVYQLAKACREQLDIDAAKSIEAAWQEESHLNKYFLYNK-PSKLLSPEYS--------WDDK-KSKPDQIKIIRYSHIPKNYADVRPNKQKLL---- 
FS-L4_Danio  174 YSEGDYYYGGAVLGGAVKDVYEVAKTCREQLDIDAAKSIEAAWQEESHLNKYFVYNK-PSKLLSPEYL--------WQDF-KPQTNEVKIIRFSQVIKNYAAVRPNP-------- 

FS-L5_Danio  175 YSEGDYYYCGAVLGGKVKDVHEVAKTCREQLDIDAAKSIEAAWQEESHLNKYLLYNK-PSKLLSPEYM--------WQDL-VPQANRVKIIRFSQVIKNYADVRPNP-------- 

FS-L_Gallus  175 DGEGDFYYGGAVFGGLVKKVYEFTKICHMTILADKANGIMAAWQEESHLNRHFLTHK-PSKLLSPEYL--------WDDR-KPKPPEIFLIRFSTVDKNYQEVRN---------- 
FS_Opos      178 DGEGDFYYGGAVFGGRVERVYEFTGGCHMAILADKANGIMAAWQEESHLNRRFISHK-PSKVLSPEYL--------WDDR-KPQPPSLKLIRFSTLDKDSMNLKN---------- 

ABO_Opos     178 RGKGDYYYMGGFFGGKVQQVYKLTKACHEAMLIDKSNRIEAVWHDESHLNKYLFLHK-PTKVLPPEYM--------WDKQLLGWPAFLRKMRMLAVPKNHAKIRNK--------- 

ABO-L1       178 VDEGDFYYTGCFFGGSVVEVYRLTNFCHNVMLADKARNIEALWHDESYLNKYFLHHK-PTKLLSPEYA--------WND--YGPGHLAKKRRIVHVPKDYNVIRD---------- 
ABO-L2       178 GDEGDFYYAGGYFGGTIEEVYKLTNFCHNAMMTDRENKLEAVWHDESYLNKYFLYHK-PTKILSVEYL--------WDNG-FGVPDILKRRRFVAVPKNHNAIRNKRSIRRLRNA 

ABO-L3       157 ADEGDFYYAGGFFGGTVEEVYKLTDFCHYAMMTDKEHNIEAIWHDESYLNKYFLYHK-PTKILSIEYL--------WDNS-FGVPDLLKRRRFVAVPKNHEAIRN---------- 

ABO-L4       180 EDEGDFYYAGGYFGGKVEEVYKLTNHCHHAMLTDKANNIEAIWHDESYLNNYFLYYKKPTKILSPEYL--------WNER-DGTAFYLRKRRLISLHKNADEVRN---------- 
ABO-L5       180 EDEGDFYYAGGYFGGKVEEVYKLTNHCHHAMLTDKANNIEAIWHDESYLNNYFLYYKKPTKILSPEYL--------WNER-DGTAFYLRKIRFIALHKNMDEVRT---------- 

ABO-L6       178 KDEGDFYYTGCFFGGTVEEVYKLTDFCHNAMMEDKAKNIEALWHDESYLNKYFLYHK-PTKLLSPEYA--------WNDY-YGSPVVVKRKRLVHVPKDYKKVRD---------- 

ABO-L8       178 EDEGDFYYTGCFFGGTVEEVYKLTNFCHNAMMEDKAKNIEALWHDESYLNKYFLYHK-PTKLLSPEYA--------WNDY-YGSPVVVKRKRLVHVPKDYNAVRD---------- 
ABO-L9       180 EDEGDFYYAGGYFGGKVEEVYKLTNHCHHAMLTDKANNIEAIWHDESYLNSYFLYNKKPTKILSPEYL--------WNEM-DGTAFYLRKIRFIALQKNMAEVRT---------- 

ABO-L14      178 ADEGDFYYAGGFFGGTIEEVYKLTDFCHNAMMTDKEHNIEAIWHDESYLNKYFLYHK-PTKILSIEYL--------WDNS-FGVPDLLKRRRFVAVPKNHEAIRN---------- 
GT6_E_coli   140 YLKKGIYYQGCFNGGKTASFKRLIQICNMMTMADLKKNLIAKVHDESYLNYYYYYNK--PLLLSELYS--------WPEKYGENKDAKIIMRDKERESWYGNIKK---------- 
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GT6m7_Rattus      1 RLDVITTTDWLAPVIWEGTFDRKVLEKYYHKQNITMGLTVFAV-SSFNGQYLDPFLQSASKFFMPGYRVIFYIMV--DKSLKLPEMGHNPLQSFQVLVVSQERQW-SDFDLMRMTVLSKHIREHIRFEVDFLFVMSVNMVFQNVFGVETLSTSVAQLHAWWYFRKTTHLPYERRPTSAAY 

GT6m7_Mus         1 RLDVITTTDWLAPIIWEGTFDRKVLETYFRKQNITVGLAVFAV-GSLTDKYLDPFLQSASKFFMPGYRVIFYIMV--DKYLQLQEMEHNPLQSFQVLKIGKERWW-SNFDLMRMKILSEHIRDHIRYEVDFLFSMNINMVFQSEFGVETLSTSVAQLHPWWYFRKRTNLPYERKPTSVAH 
GT6m7_Homo        1 RPDVITKTDWLAPVLWEGTFDRRVLEKHYRRRNITVGLAVFAT-GRFAEEYLRPFLHSANKHFMTGYRVIFYIMV--DAFFKLPDIEPSPLRTFKAFKVGTERWW-LDGPLVHVKSLGEHIASHIQDEVDFLFSMAANQVFQNEFGVETLGPLVAQLHAWWYFRNTKNFPYERRPTSAAC 

GT6m7_Canis       1 RPDVVTTTDWLAPVIWEGTFNRRVLEEYYRGQDLTIGLAVLAT-GRIADQYLELFIQSANKHFMTGYRVIFYIMV--DAMCRLPNLEPGPLQTFQVFTIRED-SR-EDFHLMHMKNLASHILGHIQDEVDFLFSMTANRVFQNDFGVETLGTSVAQLHAWWYFKDIKDFPYERRFRSAAC 
GT6m7_Bos         1 RPDVITTTSWLAPVVWEGTFSRKMLEKHYRRQNFTTGLAVFAT-GRLADPYLELFLNSANKYFLTGYRVIFYIMM--DTFIKLPQIKWEPLRQFKVFIVTESRWW-DN-DVVRMKSLAKHIIWDIQGEVDFLFSMTVTQIFQNNVGVEVLGELVAQLHGWWYFKDRASFPYERRPKSAAY 

Ggta1_Bos         1 RPEVVTMTKWKAPVVWEGTYNRAVLDNYYAKQKITVGLTVFAV-GRYIEHYLEEFLTSANKHFMVGHPVIFYIMV--DDVSRMPLIELGPLRSFKVFKIKPEKRW-QDISMMRMKTIGEHIVAHIQHEVDFLFCMDVDQVFQDKFGVETLGESVAQLQAWWYKADPNDFTYERRKESAAY 

Ggta1_Canis       1 RPEVVTVTRWKAPVVWEGTYNSTILENYYAKQKITIGLTVFAV-GRYIEHYLEEFLISANRYFMVGHKVIFYIMV--DDVSRMPLVELGPLRSFKVFEIEPEKRW-QDISMMRMKTIGEHIVAHIQHEVDFLFCMDVDQVFQDSFGVETLGQSVAQLQAWWYKADPDEFTYERRKESAAY 
Ggta1_Rattus      1 RPEVLTVTPWKAPIVWEGTYDTALLEKYYARQKITVGLTVFAV-GKYIEHYLEDFLESANKYFMVGHRVIFYVMM--DDTSRMPAVHLSPLHSLQVFEIRSEKRW-QDISMMRMKTIGEHILDHIQHEVDFLFCMDVDQVFQDNFGVETLGQLVAQLQAWWYKASPDEFTYERRELSAAY 

Ggta1_Mus         1 RPDVLTVTPWKAPIVWEGTYDTALLEKYYATQKLTVGLTVFAV-GKYIEHYLEDFLESADMYFMVGHRVIFYVMI--DDTSRMPVVHLNPLHSLQVFEIRSEKRW-QDISMMRMKTIGEHILAHIQHEVDFLFCMDVDQVFQDNFGVETLGQLVAQLQAWWYKASPEKFTYERRELSAAY 

GT6m5_Mus         1 RPDVIATTGWLAPVLWEGTYNREVLEQYYKRLNITIGLAVFAT-GNFSKEPLRRFIKSTDKYFMVGYNVIFYILA--DSTYNLPYFELGPLRTLKTWRLFEEEMC-QDCNLRNMNNMHSKIIQCVQYEVNFLFMMAVNQTFKNNFGVETLGKSVAQLHAWWYFKKPRDFPYERRTKSAAF 
GT6m5_Rattus      1 RPDVIATTGWLAPVLWEGTYDREVLEQYYKRLNITVGLAVFAT-GNFSSESLRRFIKSANKYFMVGYNVIFYILA--DGTSNLPYLELGPLRTLKMWRLSGEEMTYEDSNLRNMNNMRYKIMEHIQYEVNFLFVMTANQIIKSHFGVETLGRSVAQLHAWWYFKQPREFPYERRRKASAF 

GT6m5_Bos         1 RPDVITTTNWLAPVIWEGTYNRPVLEKYYKRLNITIGLAIICVPGKFSNQSLTEFIQSANKHFMFGYNVIFYILL--DGFSTMPSIVLGPLRTFKLFLLVKSGIE-KDFYFTYMTNLFNYIISHIQYEVNFLFVMNADQIFKDDFGVETLGKSVAQLSAWWYFKDGDTFPYERRSKSAAF 

GT6m5_Canis       1 RPDVKTT-DWFAPIIWEGTYNRQVLENYYKRLNITIGLAVFAM-GKFVDQYLQQFIHSANKHFMKGYSVIFYILM--DDFSKLPPIKLGPLRTLKLCIIFKQHTW-KDLNYIYMRNFNVYILEHIQYEVDFLFSMSVNQIFKNDFGVENLGKSVAQLHAWWYFGHAKNFPYERRSKSAAF 
GT6m6_Mus         1 ----MRATNWSAPIVWTNTYNELVLASYYKKHPVTVGLIVFAV-GRYLLYYLGHFLESADRFFMVNQKVIIYIML--DDFSYMPWVDLSRHRTLKIFKIKQERRW-QDISMVRMKVISEHIAGHIQHEVDYVFCMDVDQIFKAKYGLETLGDSVAQLHTYWYKESPSKVPYERNKSSEAY 

GT6m6_Rattus      1 ----LRATNWSAPIVWTGTYNELVLANYYEKHPVAVGLIVFAV-GSYIWYYLGRFLESANMFFMVNQKVIIYVML--DDFSSMPWIDLSRHRTLKIFRVKQERRW-QDISMMRMKIISEHIADHIQYEVDYVFCMDVDQIFKAKYGLETLGDSVAQLHTYWYKESPNKVPYERNEASEAY 
GT6m6_Bos         1 ----ITTTSWAAPVVWHGTYDEVVLENYYANHKITVGLTVFAV-GRYIDHYLHTFIASADKYFMVDQKVIIYILT--DNFSKVPWVQLSPLRTLKVFEIKQEKRW-QDISMMRMKTISEHVVDHIQYEVDFLFCMDVDQIFVKKYGLETLGESVGQLHAHWYKASLTELPYERSQLSEAY 

GT6m6_Canis       1 ----LTNTSWSAPIVWEGTFDEEVLEKYYAKHKITVGLTVFAV-GRYIDHYLKKFISSADMFFMAGHKVIIYVLI--DDLSRMPWIQLSRLRTIKVFEIKREKRW-QDISMMRMKTISEHVVNHIQYEVDFLFCMDVDQIFIGKYGLETLGESVAQLHAYWYKEDPKEVPYERNESSEAY 

iGb3S_Mus         1 RPEVLTCTSWGAPIIWDGTFDPHVAQQEARRRNLTIGLTVFAV-GRYLEKYLEHFLVSAEQHFMVGQNVVYYVFT--DRPEAVPYVALGQGRLLRAKPVQRERRW-QDVSMARMPTLHEALGGQLGQEADFVFCLDVDQYFTGNFGPEVLADLVAQLHAWHYRWPRWLLPYERDKRSAAA 
iGb3S_Rattus      1 RPEVLTCTSWGAPIIWDETFDPHVAEREARRQNLTIGLTVFAV-GRYLEKYLEHFLVSAEQYFMVGQNVVYYVFT--DRPEAVPHVALGQGRLLRVKPVRREKRW-QDVSMARMLTLHEALGGQLGREADYVFCLDVDQYFSGNFGPEVLADLVAQLHAWHFRWPRWMLPYERDKRSAAA 

iGb3S_Canis       1 RPDVLTCTSWGAPIIWDGTFDPAVAQQEALQQNLTIGLTVFAV-GRYLEKYLARFLETAEQHFMVGQRVVYYVFT--ELPAAVPRVALGPGRGLRVERVVRERRW-QDVSMQRMRTLHEALHGRLGREAHFVFCMDVDQHFRSSFGPEALAESVAQLHAWHYHRPRWLLPYERDARSAAA 

iGb3S_Homo        1 RPEVLTCTPWGAPIIWDGSFDPDVAKQEARQQNLTIGLTIFAV-GRYLEKYLERFLETPEQHFMAGQSVMYYVFT--ELPGAVPRVALGPGRRLPVERVARERRW-QDVSMARMRTLHAALGGLPGREAHFMFCMDVDQHFSGTFGPEALAESVAQLHSWHYHWPSWLLPFERDAHSAAA 
iGb3S_Bos         1 RPEVLTCTSWGAPIIWDGTFDPDVAQKEAVQWNLTVGLTVFAV-GRYLEKYLERFLETAEQHIMVGQRVVYYVFT--ERPAAVRRVPLGPGRRLRVERVGRERRW-HDVSMARMRALH---------------------HFSGTFGPEALAESVAQLHAWHYRWPRRLLPFERDARSAAA 

GT6m8_Tetra       1 ---MPLETSWGAPLVWGDSRKSAKRRAKLGELEIRTGLAALVV--GTYAKFARRFLSSAEIYFLPDQTVTYYILT-DNPRTLEPPVKLGPGRKLTVIHIAELPGW-SRLAYRRMSLLADAIRDLIGSEVEYVFCADVDQEFVAPVGTEILGDLVATLHPELYGMPRKAFPYQVEESSAAH 

iGb3S-L1_Tetra    1 RGDVQTCTPWKAPIIWEGMFDPELYDRTHQKEGTSVALTVFAV-GRYLEAYLEAFLQSAERHFMVGLPVIYYVFT--DKPDKIPHIELGPRREIKVVQVHRDSRW-QDISMKRMKTIAETIESDIRHHCQYVFCLDVDQVFTGRFGPEALGESVGLLHAYYYRLPKRFYTYDRNPKSVAY 
iGb3S-L2_Tetra    1 ------------------MFNPTLFDDTHKKDRASVALTVFAV-GRYLEAYLNTFLTSAETFFMLGLPVTYYVFT--DQPEMVPKIKLRPWRRVKVIAVEKHSRW-QDISMMRMKTISETIKTDIRYHSQYVFCFDVDQEFKGRFGSEALGDSVALLHAHFYKLPKESFTYEKNPKSRAY 

iGb3S-L1_Fugu     1 RHDVQTCTPWKAPIIWDGMFDPDLYDRTHQREGSSVALTVFAV-GRYLDAYLEAFLQSAERHFMLGLPVTYYVFT--DQPEKIPHIKLGPQRRLKVLQVQRASRW-QDISMMRMKTIADTIESDIRHQSKYVFCFDVDQVFSGRFGPEALGESVALLHAYYYRLPKRLYTYDRNPKSVAY 

iGb3S-L2_Fugu     1 RLEVPTCTPWKAPIIWEEMFDPKLYDQTHAKHSTSVALTVFAV-GRYLEAYLNKFLTSAETFFMPGLPVTYYVFT--DLPEQVPKVQLGPQRTLKVIVVEKHSRW-QDISMMRMKIISETIESDIRHHSRYVFCFDVDQEFKGRFGSEALGKSVALLHAHYYKLPKDRFTYDRNFQSTAY 
iGb3S-L1_Meda     1 -----------------------------------------------------------------------YVFR--ELRRKVQHSRT--FRGTLIFKVERHKRC-QDIFLMGMKSISQLIESDIRNHSTHVFCXDVDQLLLGRFGSEALGDCVALLHAHYYRLPRWLFTYDQNPKSNAY 

iGb3S-L2_Meda     1 --------------------------------------------GRHIE---RLFWFRQEKHFMVGVAVTFYVFS--DQPEKVPNITLAPLRHLNVIKVERYSRR-QDISMMRMKTVLDIIEKELRHNFNYVFCLDEDQELKRRLGCEALGESVAVLHVYYYKLPKTQFTYDRNPKCKAY 
GT6m8_Meda        1 ----------------GDIHKSFMRRDNSWEKGIHMALLVLVV--EPYAQFVHRFLSXAETYFLPDQMITYYILTXQSPAPLDPAIELGLERQIKVIPIAEVPGW-DRLYHRRMALVADTIKNTARSEVEYIFCADVDQAFVGPVGEEILGDLVATLHPELFGMPRSSFPYEATEESSAY 

GT6m8_Fugu        1 ---MPLETSWGAPLVWGDSSKSARRRAKLAEREIRTGLVALVV--GTYAKFVRRFLLSAETYFLPDQMVTYYILT-DNPRTLDPPVKLGPGRKLTVIYITELPGW-SRLTYRRMSLLVDTIRSPISKEVQYVFCADVDQEFVAPVGAEILGDLVATLHPELYGMPRNTFPYQVEEFSVAH 

Ggta1_Opos        1 RPDVLTVTDWLAPVVWEGTYHRKILEDYYTKQKITVGLTVFAV-GRYLDRYLEEFMMSAEKYFMVGQRVIFYIMV--DDSSKIPWIQLGSLRTLKVFEINREKRW-QDISMMRMKIIGEHIIHHIQYEVDFLFCMDVDQIFKDDFGVETLGESVAQLQAWWYKVDPTEFTYERRPESAAY 
Opos_4            1 RPNVRAVTDWFAPIVWERTYHKSFLESYYTRKDITVGLMVFAI-GRYIENYLEKFLSSAEQYFMVGHKSIFYIMM--DNSSKMLLREDLPLRTFKVFHVQEMKRW-QDISTKHMKIIGEHIVNHIQHEVDFLFCMDVGQVFQNDFGVETLGEAVAQLHAWFYKQNPNHYNYERRPFSTAY 

GT6_E_coli        1 -----------------------------------MVINIFYICTGEYKRFFDKFYLSCEDKFIPEFGKKYYVFT------DSDRIYFSKYLNVEVINVEKNCWP—LNTLLRFSYFLKVIDKLQTNSYTFFFNANAVIVKEIPFSTFMESDLIGVIHPGYKNRISILYPWERRKNATCY 

 

 

          _____                 ____    ____         ______   ___ 

 

GT6m7_Rattus    177 IPFGLGDFYYAGAIIGGVPFQVLDFTHQYLKSVILDIENGVNSTY--EKYLNKYFFLNKPTKLLSPEYSWDQTFNIPQQVHYVKVAHYPTDDL------------- 

GT6m7_Mus       177 IPFGLGDFYYAGAIIGGVPFQVLDFAQQYLKGVFLDTENGVNSTY--EKYLNKYFFLNKPTKLLSPEYSWDPTFNLPRHVWFVKIAHHPIDTL------------- 
GT6m7_Homo      177 IPFGQGDFYYGNLMVGGTPHNILDFIKEYLNGVIHDIKNGLNSTY--EKHLNKYFYLNKPTKLLSPAYSWDLAFSPPPQIQYVKVAHDSQRKL------------- 

GT6m7_Canis     176 ILLGEGDFYYDGSVVGGTPLEILDFIQEYLEGMIHDKENGLNSTY--ERYLNKYFFTHKPTKLLSPEYSWDTALQLPAQIWLVKAAQCSHMCLHT----------- 

GT6m7_Bos       176 IPFGQGDFYYDGAFVGGTPQEVLNLAEEYLNGVIHDLGLRLNSSY--EKHLNKYFFLRKPTKLLSPEYNWDADFYPPPQVQYVKVAQQSKRRH------------- 
Ggta1_Bos       177 IPFGEGDFYYHAAIFGGTPTQVLNITQECFKGILKDKKNDIEAQWHDESHLNKYFLLNKPTKILSPEYCWDYHIGLPADIKLVKMSWQTKEYNVVRNNV------- 

Ggta1_Canis     177 IPFGQGDFYYHAAIFGGTPIQVLNITQECFKGILQDKKNDIEAEWHDESHLNKYFLLNKPTKILSPEYCWDYHIGLPSDIKTVKISWQTKEYNLVRNNI------- 

Ggta1_Rattus    177 IPFGEGDFYYHAAVFGGTPVHILNLTRECFKGILQDKKHDIEAQWHDESHLNKYFLFNKPTKILSPEYCWDYHIGLPSDIKNVKIAWQTKEYNLVRSNV------- 
Ggta1_Mus       177 IPFGEGDFYYHAAIFGGTPTHILNLTRECFKGILQDKKHDIEAQWHDESHLNKYFLFNKPTKILSPEYCWDYQIGLPSDIKSVKVAWQTKEYNLVRNNV------- 

GT6m5_Mus       177 IPFEKGDFYYHRAIVGGTPLNVLNLIEQYIKGITDDNTNKLVSTF--ERHLNKYFFINKPARVLSPEYNWDPRFKTPPEIKHIKIAWKP----------------- 

GT6m5_Rattus    178 IAFEEGDFYYHSAIVGGTPLDVLDLIEHYIKGIIDDRTNELSSTY--ERHLNKYFFIKKPVRVLSPEYNWDPRFKTPPEIWHIKVAWQPRIT-------------- 
GT6m5_Bos       178 IPFEEGDFYYHSAIFGGTVEEVLNLIEEYQKGVIQDIENQLSSIY--EHHLNKYLFIKKPTKLLSPEYNWDPSFRTPPQIKCVKIAWQSKNI-------------- 

GT6m5_Canis     176 IPPGEGDFYYHSAIFGGTPGEVLAFTEEYIKGIQNDTRRGLQSTY--ECYLNKYLFINKPTKLLSPEYNWDLNFRTPPQIKRVKIAWQS----------------- 

GT6m6_Mus       173 IAVGEGDFYYHAAVFGGTTTQVFKITKECAKAIMKDKKNNIEAVWHDESHLNKYFFLHRPTKLLSPEYCWDLSKNKTSDIKTVKLAWNFKNYKFLRRRL------- 
GT6m6_Rattus    173 IAVGEGDFYYHAAVFGGTTTQVLKITQDCARAIMKDKKNNIEAVWHDESHLNKYFFLHRPTKLLSPEYCWDLGQNKTPDIKSVKLIWNYKNYNLLRRHL------- 

GT6m6_Bos       173 IPIGKGDFYYHAAVFGGTPIQVLNIAKECFRGIMNDKKNNIEAVWHDESHLNKYFFLHKPTKILSPEYCWDHLGPNRIEHTTFKIFWAIKNYDFLRQSV------- 
GT6m6_Canis     173 IPIGMGDFYYHAAVFGGTPIQVLDIARECLKGIMNDKKNSIEAVWHDESHLNKYFFLHKPTKLLSPEYCWDYGRMNGLYYPNIKLYWAVKDYKNLR---------- 

iGb3S_Mus       177 LSLSEGDFYYHAAVFGGSVAALLKLTAHCATGQQLDHKRGIEALWHDESHLNKFFWLNKPTKLLSPEFCWAEEIIWRREIHHPRLLWAPKEYTLVRN--------- 

iGb3S_Rattus    177 LSLSEGDFYYHAAVFGGSVAALLKLTAHCATGQQLDREHGIEARWHDESHLNKFFWLSKPTKLLSPEFCWAEEIGWRPEIHHPRLIWAPKEYALVRT--------- 
iGb3S_Canis     177 VAPGEGDFYYHAAVFGGSVAALRGLTGHCARALQRDRERGLEARWHDESHLNKFFWLHKPAKVLSPEFCWSPDIGWRAEIRRPRLLWAPKEYALVRD--------- 

iGb3S_Homo      177 MAWGQGDFYNHAAVFGGSVAALRGLTAHCAGGLDWDRARGLEARWHDESHLNKFFWLHKPAKVLSPEFCWSPDIGPRAEIRRPRLLWAPKGYRLLRN--------- 

iGb3S_Bos       156 LGPGEGDFYYHAAVFGGS-----------------------------------------PAKLLSPEFCWSPDIGRRAEIRRPRLLWAPKEYALLRR--------- 
GT6m8_Tetra     174 VEEEEGDYYYTSELYGGAVSEVYRLVRACSLLILQDQANGVVARGLEESYLNRYLIDHRPTCVLSPEYSWWDS-DMATNVPVPRLVSLGRQTRGSG---------- 

iGb3S-L1_Tetra  177 ME--RGDFYYHAAVFGGSWRWVKALTEACYQGIMEDKKNHVEALWHDESHLNKFMLLHKPSRVLSPEYCWDPDIGQRTDIRVARLIWAPKDYEGLR---------- 

iGb3S-L2_Tetra  159 ME--TGDFYYHAAIFGGFWKNVKNLTDTCYMNIMKDKENNIEAVWHDESHLNKYFWLYKPSKVLSPEYCWGETIPVQERGLHHAAHMGTKEL-------------- 
iGb3S-L1_Fugu   177 ME--NGDFYYHAAVFGGSWESVKALTETCYKSIMEDKKNNVEALWHDESHLNKYMLLNKPSRVLSPEYCWDPDIGYRTDIHISRLLWAPKDYSRLRSFEGLR---- 

iGb3S-L2_Fugu   177 ME--TGDFYYHAAIFGGVWENVKNLTDTCYMNIMKDKQSNVEALWHDESHLNKYFWLYKPSKLLSPEYCWDESIVDKSDILVTRLIWGPKDYGALRNKPN------ 

iGb3S-L1_Meda   105 LE--MGDFYYHAAVFGGSWRSVKALADACHRSIMEDKQNNVEALWHDESHLNKYFWLHKPSRILSPEYCWDANLGSRSDIRVRRLMWAPKYYNKLR---------- 
iGb3S-L2_Meda   131 MT--EGDYYYHAAVFGGSCDAVKALVDYCYLSTMEDKLNDVEALWHDESHLNKYFWLNRPSRI------------------------------------------- 

GT6m8_Meda      162 VEENEGDYYYSSELYGGLVSEVYKLARMCSLLILQDRANKVTPRGLEESYLNRYLIDHRPTRVLSPEYSWWDS-TLAGRVPRQRLISIGRQ--------------- 
GT6m8_Fugu      174 VEDDEGDYYYTSELYGGKVSHVYMLAHACSLLILQDQANGVMARGLEESYLNRYLINHRPTRVLSPEYSWWVS-DMAADVPVQRLVSLGRQCGALDQDKRDKIRC- 

Ggta1_Opos      177 IPFGQGDFYYHAAIFGGTPLRVWNLTQECFKGILQDKENDIEAEWHDESHLNKYFLLNKPTKILSPEYCWDYHIGSSSDIRLVKIAWQSKEYNVVRSNP------- 

Opos_4          177 IPYDMGDFYYHAAIFGGTPLQVLKLAQTCEKGILQDKENGIEALWPEETTIQTLTYIRNIIKLMTPKKAAQILVVDTNLEQLVRKMCEEYLNKQEKGQAQ------ 
GT6_E_coli      138 LGYLKKGIYYQGCFNGGKTASFKRLIQICNMMTMADLKKNLIAKVHDESYLNYYYYYNKP-LLLSELYSWPEKYGENKDAKIIMRDKERESWYGNIKK-------- 
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ADDITIONAL MATERIAL 

 

Search of enzyme activity 

CHO cells or CHO FTB cells, which express a rat 1,2 fucosyltransferase cDNA (Cailleau-

Thomas et al, 2002), were transiently transfected with either pCR3.1-GT6m5 or pcDNA3.1-

GT6m6 using lipofectamine
TM

 (Gibco BRL) according to the manufacturer’s instructions. 

pCR3.1- 3GalT and pcDNA3.1-enzyme A were used as transfection controls, for CHO or 

CHO FTB cells, respectively. Forty eight hours after transfection, cells were harvested and 

analyzed by flow cytometry. For this aim, 2.10
5
 cells were incubated with the anti-A mAb 3-

3A or the anti-B mAb ED3 at 10 g/ml in PBS 0.1% gelatin or with biotin labeled BS1-B4 

isolectin (E-Y labs, San Mateo, CA) at 10 g/ml in PBS 0.1% gelatin for 1 h at 4°C. The anti-

A and anti-B mAbs were kind gifts from Dr. J. Bara (Villejuif, France) and Dr. A. Martin 

(Rennes, France), respectively. They recognize all types of A or B antigens. The BS1 isolectin 

B4 recognizes galactose residues in alpha linkage. After washing with the same buffer, a 

second 1 h incubation was performed with a FITC-labeled anti-mouse IgG (Sigma) or with 

FITC-labeled extravidin (Sigma). Following three washes, fluorescence analysis was 

performed on a FACScan (Becton-Dickinson) using the CELLQUEST program.  

To obtain a soluble truncated form of the enzymes, lacking the N terminal putative 

intracytoplasmic domain and transmembrane region, the rat GT6m5 cDNA was digested with 

Xho I which cleaves in the putative stem region at nucleotide 136 (numbering begining at the 

start codon). The truncated cDNA was then cloned in the pSecTag2b vector (Invitrogen). The 

complete rat GT6m6 coding sequence was first isolated from pcDNA3.1+ by digestion with 

Pme I. It was inserted in pSecTag2a through EcoR V. Then, the cDNA was truncated by 

digestion with Pst I, which allows the deletion of the 5’ region coding for the cytosolic and 

transmembrane domain at nucleotide 92. The constructs were then sequenced for verification. 
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A truncated form of the rat A enzyme cDNA (truncation at nucleotide 112) has previously 

been inserted in pSecTag2 for production of a soluble form of the enzyme (Turcot et al. 

2003). COS cells were transfected with either the pSecTag2-GT6m5, the pSecTag2-GT6m6 

or the pSecTag2-rat A enzyme vector using lipofectamine
TM

. After 48 h, the supernatant was 

collected and used as a crude enzyme preparation. The reaction mixtures contained 40 l COS 

supernatant, 3 mM MnCl2, sugar acceptor at a final concentration of 4.5 mM for free, methyl-, 

phenyl-, or benzyl-oligosaccharides or of 0.56 mM for biotinylated substrates, and either 20 

M UDP-D-[
14

C]-N-acetylgalactosamine (55 mCi/mmol, ICN, Costa Mesa, CA, USA) or 20 

M UDP-D-[
14

C]-galactose (278 mCi/mmol, NEN, Chemical center, Dreieichendain, 

Germany) as sugar donors, in a final volume of 50 l, and were incubated at 37°C for 16 h. 

After incubation, the reaction mixture was quenched with 750 l distilled water and applied to 

an AG1-X8 column, chloride form, 100-200 mesh (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) when free 

or methyl-oligosaccharides were used as acceptors or to a Sep-Pak C18 classic cartridge 

(Waters, Millipore) when benzyl-, phenyl-oligosaccharides, or biotinylated oligosaccharides 

were used. The radiolabeled products were then eluted with 1 ml water in the case of AG1-X8 

columns or with 5 ml of methanol in the case of the Sep-Pak C18 classic cartridges and 

counted in 5 ml scintillation liquid (Ready Safe
TM

, Beckman, Palo Alto, CA). Background 

levels were obtained from controls without exogenous acceptor and from supernatants of 

mock-transfected COS cells. Values obtained for the controls were then subtracted from those 

obtained for the assays. 

 

Quantitative real time PCR (Q-PCR) 

The differential expression of the transcripts of GT6m5 and GT6m6 was confirmed and 

quantified in Q-PCR on an Mx4000 apparatus (Stratagene) using SYBRGREEN (Stratagene) 

DNA binding dye. The house keeping gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
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(Gapdh) was used as a reference for relative quantification and to ensure quality and 

efficiency of the PCR reaction. Primers were designed using the program 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) and their sequences are given in 

Table 1. Each primer set showed a single peak in dissociation curves, indicating specificity. 

Additionally, a regular PCR was performed for each gene to control the size of amplicons. 

The Q-PCR mix contained 3 mM MgCl2, 0.8 mM dNTP, 50 or 100 nM of each primer 

(Gapdh or GT6m5 and GT6m6, respectively), 0.375 l of reference dye, 2.5 l of a 1/3000 

SYBRGREEN dilution and 2.5 l 10x buffer, in a total volume of 25 l. The temperature 

cycles were as follows : 10 min at 95°C, 40 cycles (30 sec at 95°C, 30 sec at 60°C, 30 sec at 

68°C). Each reaction was performed in duplicates for all samples. Amplification efficiencies 

were 100% for Gapdh, 92% for GT6m5 and GT6m6. Standards were prepared from known 

copy numbers of Gapdh, GT6m5 and GT6m6 cDNAs inserted the pCR3.1 plasmid. 

Calculation of copy numbers was done from the standards and results expressed as percent 

GT6m5 or GT6m6 copies relative to Gapdh copies.  

 

 

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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Table 1 

 
 UDP-GalNAc UDP-Gal 

Free oligosaccharides    

Gal 1,3GlcNAc - - 

Gal 1,4GlcNAc - - 

Gal 1,3GalNAc - ND 

Gal 1,4Glc - - 

Gal 1,4(Fuc 1,2)Glc - - 

Gal3GlcNAc3Gal4Glc - - 

Fuc2Gal3GlcNAc3Gal4Glc - - 

Methyl-oligosaccharides    

Gal 1,3GlcNAc 1-O-Me - - 

Gal 1,4GlcNAc 1-O-Me - - 

Biotinylated oligosaccharides    

Gal 1,3GlcNAc 1-sp-biot - ND 

Gal 1,3GalNAc 1-sp-biot - - 

Gal 1,3GalNAc 1-sp-biot - - 

Gal 1,4Glc 1-sp-biot ND - 

Fuc 1,2Gal 1,3GlcNAc 1-sp-biot - - 

Fuc 1,2Gal 1,4GlcNAc 1-sp-biot - - 

Fuc 1,2Gal 1,3GalNAc 1-sp-biot - - 

Gal 1,3(Fuc 1,4)GlcNAc 1-sp-biot ND - 

Gal 1,4(Fuc 1,3)GlcNAc 1-sp-biot - - 

HSO3Gal 1,3GlcNAc-sp-biot - - 

Gal 1,4Gal 1,4GlcNAc -sp-biot ND - 

Gal 1,3Gal -sp-biot ND - 

Gal 1,3(Gal 1,4)Gal 1,4GlcNAc -sp-biot ND - 

Gal 1,3Gal (Fuc 1,2)-sp-biot ND - 

Gal 1,2Gal -sp-biot ND - 

Gal 1,3GalNAc -sp-biot ND - 

DGal-sp-biot ND - 

Gal 1,4GlcNAc-sp-biot - - 

Gal 1,3Gal 1,4(Fuc 1,3)GlcNAc 1-sp-biot ND - 

Glc-sp-biot - - 

GlcNAc-sp-biot - - 

GlcNAc 1,4GlcNAc-sp-biot - - 
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Gal 1,4GlcNAc 1-biot ND - 

GalNAc 1,3GalNAc -sp-biot ND - 

GlcNAc 1,4GlcNAc -sp-biot ND - 

GlcNAc 1,6GalNAc -sp-biot ND - 

6-O-Su-GlcNAc -sp-biot ND - 

GlcNAc 1,2Gal 1,3GalNAc -sp-biot ND - 

6-LacNAc-Gal 3GalNAc-sp-biot ND - 

GlcNAc 1,3(GlcNAc 1,6)GalNAc -sp-biot ND - 

GlcNAc 1,4(GlcNAc 1,6)GalNAc -sp-biot ND - 

GlcNAc 1,4GlcNAc 1,4GlcNAc -sp-biot ND - 

GlcNAc 1,4GlcNAc 1,4GlcNAc 1,4GlcNAc -sp-biot ND - 

GlcNAc 1,3Gal 1,3GalNAc -sp-biot ND - 

GlcNAc 1,4GlcNAc -Asn-biot ND - 

GlcNAc 1,6(Gal 1,3)GalNAc -sp-biot ND - 

GlcNAc 1,3(GlcNAc 1,6)GlcNAc 1,4GalNAc -sp-biot ND - 

Benzyl-oligosaccharides    

GalNAc 1-Bz ND - 

Gal 1,4GlcNAc 1-Bz ND - 

Gal 1,3GalNAc 1-Bz ND - 

Gal 1,4Glc 1-Bz ND - 

Phenyl-oligosaccharides    

Gal  ND - 

Fuc  ND - 

 

Acceptor substrates tested for the determination of the enzyme activity of rat Gm5 and 

GT6m6. The acceptors were tested with either UDP-Gal or UDP-GalNAc as donor substrates. 

sp : O-(CH2)3-NH ; biot : biotin ; Bz : benzyl ; Ph : phenyl ; Me: methyl; - : no activity above 

background ; ND : not determined. In parallel transfections of COS cells with pSecTag2 rat 

enzyme A, using the same experimental conditions, UDP-GalNAc as a donor substrate and 

O.56 mM Fuc 1,2Gal 1,3GlcNAc 1-sp-biot as acceptor, from 8000 to 13,000 cpm specific 

activity were recovered according to individual experiments. Background values in absence of 

acceptor were around 500 cpm.  
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 Table 2 

 forward reverse 

 sequence localisation Tm sequence localisation Tm 

GT6m5 TGAGTTGGGTCCTCTTCGGA 410-431 63°C TCTGGTTCGCAGTCATCACG 552-572 63°C 

GT6m6 TTACCACGCTGCTGTCTTTG 726-745 60°C TAGTGGGTCGGTGGAGAAAG 863-884 60°C 

Gapdh CTGGAGAAACCTGCCAAGTAT 738-776 62°C GGAATGGGAGTTGCTGTTG 852-870 63°C 

Primers used for quantitative PCR of rat GT6m5, GT6m6 and Gapdh. The localisations on the 

coding determining regions are defined from the start codon of each cDNA. 
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Table 3 

 GT6-m5 GT6-m6 

Olfactory bulb 0,8 0,9 

Lung 0,2 0,6 

Kidney 0,3 0,4 

Salivary gland 0,1 0,3 

œsophagus ND ND 

Stomach ND ND 

Duodenum ND ND 

Ileum ND ND 

Jejunum ND ND 

Caecum ND ND 

Proximal colon ND ND 

Distal colon ND 0,1 

Liver ND 0,1 

Lymph node ND 0,1 

Brain ND ND 

Heart ND ND 

Striated muscle ND ND 

Ovaire ND ND 

Skin ND ND 

Spleen ND ND 

Thymus ND ND 

Seminal vesicle ND ND 

Urinary blader ND ND 

 

Quantitative analysis of GT6m5 and GT6m6 mRNA in rat tissues. Results are shown as 

percent mRNA copies relative to the number of Gapdh mRNA copies. ND : not detected. 
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Figure 1 Expression of known structures of the ABO family at the surface of transfected 

CHO cells. CHO cells or CHO cells expressing 1,2fucosylated structures after stable 

transfection with rat Fut2 cDNA (CHO-H) were respectively transfected with the rat Ggta1 

cDNA or the rat enzyme A cDNA as positive controls (Ggta1, enzA). Additionnally, both 

types of cells were transfected with either the rat GT6m5 or GT6m6 cDNAs. 48h after 

transfection, cells were harvested and the 3Gal antigen or the A antigen expressions were 
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tested by flow cytometry using either the GS1-B4 isolectin or an anti-A mAb. For each plot, a 

dotted line, which represents cells incubated with the lectin or the mAb, is superimposed on a 

plain line, which represents control cells incubated in PBS. A lack of change in reactivity, 

similar to those shown for GS-B4 and the anti-A, were obtained following transfection with 

GT6m5 and GT6m6 using the following mAbs and lectins : anti-Forssman, anti-P1, anti-P 

and anti-Pk, VVA, ECA, HPA, SJA and DBA. Antibodies and lectins were used at 10 g/ml. 
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III- Conclusions 

 

 Quatre membres de la famille GT6 étaient identifiés avant notre étude : 

- les glycosyltransférases A et B, dont le déterminisme enzymatique dépend du 

polymorphisme au niveau du locus Abo. La variation de l’expression de ces antigènes a été 

mise en évidence dans de nombreux cancers.  

- l’ 1,3-galactosyltransférase, exprimée chez tous les mammifères exceptés les singes de 

l’ancien monde et les Hommes. L’antigène 3 Gal est impliqué dans le rejet des xénogreffes. 

- la Forssman synthase, permettant la synthèse d’un glycolipide qui serait reconnu par les 

Shiga toxines. 

- l’iGb3 synthase, dont le rôle dans la synthèse du ligand endogène des NKTi sera discuté 

plus loin. 

 

 L’étude de cette famille chez le rat nous a permis d’identifier quatre nouveaux gènes : 

Abo2, GT6m5, GT6m6 et GT6m7. 

Le gène Abo2 code pour une glycosyltransférase B fonctionnelle. Elle permet la synthèse de 

l’antigène B, quelque soit le phénotype dû au locus Abo. Par ailleurs, plusieurs gènes codant 

pour la glycosyltransférase A ont été identifiés chez le rat. Il semble donc qu’il y ait eu 

duplication du gène Abo dans cette espèce. 

L’étude des gènes GT6m5, GT6m6 et GT6m7 n’a pas permis la mise en évidence d’une 

activité catalytique spécifique. Leur rôle in vitro, comme in vivo reste donc à démontrer. 

Cependant, l’absence du motif DVD sur les protéines GT6m5 et GT6m7 pose la question de 

la fonctionnalité de ces glycosyltransférases potentielles. 

 

 Le rôle d’un des membres de la famille GT6 va être présenté dans la deuxième partie 

de notre étude. En effet, notre équipe s’intéresse à la physiologie de lymphocytes non 

conventionnels : les NKT (Natural Killer T cells) à TCR invariant. Ces cellules sont activées 

en présence d’  galactosylcéramide issu d’une éponge marine. Une structure similaire est 

retrouvée chez les mammifères : le glycolipide iGb3 qui peut constituer un ligand endogène 

des cellules. 
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Les cellules NKTi (Natural Killer T) humaines sont impliquées dans l’immunité anti-

tumorale naturelle. Elles sont activées par un antigène glycolipidique reconnu par un TCR 

V 24V 11 invariant. A ce jour, le ligand endogène de ces lymphocytes n’est pas connu. 

Néanmoins, les NKTi sont activés par un glycolipide purifié d’une éponge marine : l’  

galactosylcéramide. Cette molécule ne peut pas être le ligand naturel des cellules NKTi 

humaines car les glucides greffés sur un groupement céramide chez les mammifères le sont 

toujours par une liaison de type . Il semble donc qu’un glycolipide plus complexe soit le 

ligand endogène des NKTi humains. 

En 2004, l’équipe de A. Bendelac a démontré que l’iGb3 est le ligand endogène des 

cellules NKTi murines (Zhou et al., 2004b). Dans cette même étude, la reconnaissance de 

l’iGb3 par les cellules NKTi humaines est mise en évidence, sans pour autant démontrer que 

l’iGb3 est le ligand naturel des NKTi humains. Si l’iGb3 est largement exprimé sur les tissus 

murins, sa présence n’a jamais été décrite dans des tissus humains et la fonctionnalité de 

l’iGb3 synthase humaine n’a jamais été démontrée. Au contraire, Taylor et Milland suggèrent 

l’inactivation de l’iGb3 synthase humaine suite à un problème lors de son épissage (Milland 

et al., 2006; Taylor et al., 2003). 

 

 Dans la deuxième partie de ma thèse, je me suis intéressée à la reconnaissance de 

cellules cibles humaines par des lymphocytes NKTi et à la possibilité que l’iGb3 soit 

l’antigène naturel des NKTi exprimé à la surface de ces cellules. Dans ce but, nous avons 

utilisé la lectine GS1-B4 comme marqueur putatif de l’iGb3. La recherche de l’antigène 

endogène des NKTi humains a été menée selon trois axes : 

 

1 - Etude de l’expression de l’iGb3 dans les cellules tumorales et de leur interaction 

avec les NKTi : (a) identification de clones NKTi autoréactifs et non autoréactifs, (b) fixation 

de la lectine GS1-B4 sur les cellules tumorales, (c) amplification de l’ADNc de l’iGb3 

synthase et inhibition de son expression par l’interférence à ARN, (d) recherche d’une relation 

entre la reconnaissance des cellules tumorales par les NKTi et le marquage par la GS1-B4. 

 

2 - Etude des cellules dendritiques : interaction avec les NKTi, expression du ligand de 

la lectine GS1-B4 sur les cellules dendritiques et relation avec la réactivité des NKTi. 

 

3 - Etude de la réactivité de cellules NKTi vis-à-vis de l’iGb3 purifié. 
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Matériel et Méthodes 
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I- Lignées cellulaires 

 

D- Lignées établies 

 

La lignée HeLa a été établie à partir d’un cancer de l’utérus chez une femme de 31 ans 

de groupe sanguin O, Henrietta Lacks, à Baltimore en 1951. Les cellules HeLa-CD1d nous 

ont été données par Mitchell Kronnenberg (La Jolla Institute for Allergy and Immunology, La 

Jolla, CA). Les cellules HEK293 ont été générées en 1977 par la transformation de cellules de 

rein embryonnaires (Human Embryonnic Kidney) avec de l’ADN d’adénovirus 5 clivé. Les 

cellules HEK 293FT contiennent en plus l’épisome T et sont cultivées en milieu sélectif, 

contenant 0,3 mg/ml de néomycine. Toutes ces cellules adhérentes sont cultivées dans un 

milieu DMEM contenant 1000 mg/l de glucose (BioWest) supplémenté de 10% Sérum de 

Veau Foetal (SVF; Eurobio) décomplémenté, 2 mM de L-glutamine (Invitrogen) et 1% de 

pénicilline / streptomycine (solution à 50 UI/ml de pénicilline et 50 g/ml de streptomycine) 

(Invitrogen). 

 

La lignée HD Mar a été établie à partir d’une effusion pleurale d’un patient ayant un 

lymphome de Hodgkin, et la lignée Namalwa et les transfectants Namalwa Gb3 #67 ( données 

par Joëlle Wiels, CNRS, Villejuif) à partir d’un lymphome de Burkitt. Ces trois types 

cellulaires sont en suspension dans le milieu. Les cellules Wehi164, clone 13 sont issues des 

cellules adhérentes issues d’un fibrosarcome de souris Balb/C induit par injection sous 

cutanée de méthylchoranthrène. Ces cellules sont toutes cultivées dans un milieu RPMI 1640 

(BioWest) supplémenté de 10% SVF décomplémenté, 2 mM de L-glutamine, 1% de 

pénicilline / streptomycine (solution à 50 UI/ml de pénicilline et 50 g/ml de streptomycine). 

 

Toutes ces cellules sont cultivées à 37°C dans une atmosphère humide à 5% de 

dioxyde de carbone. Lorsqu'elles arrivent à confluence, les cellules adhérentes sont traitées 

avec de la trypsine : EDTA (1 : 250) (Sigma), sauf les cellules Wehi qui sont décollées par 

grattage. Elles sont ensuite repiquées dans du milieu complet. Les cellules en suspension sont 

directement repiquées dans du milieu complet. L’absence de contamination de ces cellules par 

des mycoplasmes est régulièrement testée par un marquage au réactif de Hoechst. 
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E- Cellules NKTi 

 

 Les lymphocytes NKTi ont été obtenus à partir de différents donneurs. Après 

purification sur un gradient de densité (Eurobio), les PBL (cellules du sang périphérique) sont 

incubés successivement avec un anticorps anti-V 24 de souris (Beckman Coulter) dilué au 

1/10 pendant 30 minutes à 4°C et avec des billes magnétiques Dynabeads M450 (Dynal) 

recouvertes d’anti-IgG de souris pendant 4 heures à 4°C, sous agitation. Ensuite, les cellules 

spécifiquement marquées par l’anticorps anti-V 24 sont isolées par tri magnétique et 

stimulées en présence de leucoagglutinine L, comme décrit plus bas. Quand les cellules sont 

assez nombreuses, un second tri est réalisé dans les mêmes conditions en utilisant un 

anticorps dirigé contre la chaîne V 11, ce qui permet l’amplification d’une population 

polyclonale de NKTi V 24V 11. Les clones NKTi sont ensuite obtenus par un clonage par 

dilution limite. 

 

Les NKTi sont cultivés dans du RPMI 1640 supplémenté de 10% SVF 

décomplémenté, 2 mM de L-glutamine, 1% de pénicilline / streptomycine (solution à 50 

UI/ml de pénicilline et 50 g/ml de streptomycine), et 300 U/ml IL-2 (Chiron). Le milieu est 

régulièrement renouvelé mais jamais dans sa totalité, de façon à conserver les cytokines 

induites par les NKT. Les lymphocytes sont maintenus à une concentration d’environ 10
6 

cellules/ml. 

 

 Après décongélation, les lymphocytes sont stimulés en présence de PBL irradiés 

(monocytes / macrophages, lymphocytes B et T) et de lignées lymphocytaires B (LB) 

immortalisées irradiées issues de trois donneurs différents, avec de leucoagglutinine L 

(Sigma). Les PBL sont obtenus par purification sur gradient de densité de sang irradié à 75 

Grays. Ils sont ensuite rincés dans du milieu RPMI, les plaquettes sont éliminées par 

centrifugation, et les PBL sont remis en suspension dans du milieu RPMI supplémenté de 2 

mM de L-glutamine, 1% de pénicilline / streptomycine, 300 U/ml IL2, et 8% de sérum 

humain, à une concentration de 10
7
 cellules/ml. Les LB immortalisés sont irradiés à 75 Grays 

et remis en suspension dans un milieu identique à celui utilisé pour les PBL à une 

concentration de 10
6
 cellules/ml. Pour stimuler 10

6
 lymphocytes NKT, on utilise 10

7
 PBL 

irradiés, 10
6
 LB irradiés, 1 g/ml leucoagglutinine L dans un volume total de 15ml de RPMI 

supplémenté de 2 mM de L-glutamine, 1% de pénicilline / streptomycine, 300 U/ml IL-2, et 
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8% de sérum humain. Les cellules sont réparties dans une plaque 96 puits, à raison de 150 

l/puits, et incubées 7 à 10 jours dans l’étuve à 37°C. Passé ce délai, les cellules stimulées 

forment des culots au fond des puits. Elles sont alors transférées dans une flasque F75 et 

entretenues comme décrit précédemment. 

 

F- Cellules dendritiques 

 

 Les cellules dendritiques (DC) sont issues de la différenciation de monocytes 

adhérents, en présence de cytokines spécifiques. Il est donc nécessaire d’utiliser de grandes 

quantités de monocytes. C’est pourquoi les PBMC utilisés dans ce but sont purifiés non pas à 

partir de sang total, comme pour la stimulation des lymphocytes NKTi, mais à partir de 

résidus de couches leucoplaquettaires plus concentré en PBMC. Les PBMC sont purifiés sur 

un gradient de densité, rincés dans du milieu RPMI, et mis en suspension dans du SVF, avant 

d’être congelés dans du SVF contenant 10% de diméthylsulfoxide (DMSO) (Sigma), à une 

concentration de 20.10
6
 cellules/ml. Les cellules sont conservées à -80°C pendant au moins 

48 heures, puis stockées dans l’azote liquide. 

 

Pour la production de DC, les PBMC sont mis en suspension dans du milieu RPMI 

1640 supplémenté de 2 mM de L-glutamine, de 1% de pénicilline / streptomycine, et de 5% 

de SVF décomplémenté, à une concentration de 5.10
6 

cellules/ml. Ils sont déposés dans une 

boîte de culture et incubés pendant 90 minutes à 37°C, pour permettre l’adhérence des 

monocytes. Ensuite, cinq rinçages avec du PBS 1X des cellules adhérentes sont réalisés, avant 

d’ajouter du milieu de culture des DC (décrit ci-dessus), complémenté avec 0,1 g/ml 

d’interleukine 4 (IL4) (Abcys) et 0,05 g/ml de GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony 

Stimulating Factor) (Abcys). Après 2 jours, on ajoute de l’IL-4 et du GM-CSF aux mêmes 

concentrations. Après 5 jours, on obtient des DC immatures (DCi). Après avoir ajouté 0,05 

g/ml d’IL-4 et 0,025 g/ml de GM-CSF, une partie des DCi est prélevée pour permettre la 

différenciation en DC mature (DCm). Dans ce but, les cellules sont mises en suspension dans 

le milieu induit à une concentration de 0,5.10
6
 cellules/ml. L’ajout de 1 g/ml de 

lipopolysaccharide (LPS) purifié de Salmonella typhosa (Sigma) et de 10 ng/ml de TNF-

(Tumor Necrosis Factor) (Abcys) dans le milieu permet la maturation des DC en 48 heures. 

La maturation est contrôlée par un marquage des DCi et DCm avec des anticorps dirigés 

contre des marqueurs de différenciation (CD) spécifiques des DCm, couplés soit au FITC soit 
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à de la phycoérythrine (PE) : CD80-PE, CD83-FITC (Immunotech) et CD86-PE (Beckman 

Coulter). La fixation non spécifique des anticorps est controlée par l’utilisation d’isotypes 

IgG. Après incubation de 150 000 DC avec les anticorps dilués au 1/10 dans du PBS 0,1% 

gélatine pendant 15 minutes à 4°C à l’obscurité, les cellules sont analysées par cytométrie en 

flux sur un FACScalibur (Beckton-Dickinson) avec le logiciel CellQuest Pro. 

 

 Les produits sanguins (sang et résidus de couches leucoplaquettaires) utilisés dans 

notre laboratoire nous sont fournis par l’établissement français du sang (EFS). 

 

II- Analyses par cytométrie en flux 

 

C- Marquage des cellules 

 

L’analyse des caractéristiques phénotypiques des cellules se fait par cytométrie en 

flux. 250 000 cellules sont incubées avec l’anticorps ou la lectine à la dilution adéquate dans 

du PBS 1X contenant 0,1% de gélatine, dans un volume total de 25 l, pendant 15 minutes à 

4°C. Ensuite, les cellules sont lavées trois fois. Si les anticorps primaires ne sont pas couplés à 

un fluorochrome, les cellules sont incubées soit avec l’anticorps secondaire soit avec 

l’extravidine couplés à un fluorochrome. Après une seconde incubation dans les mêmes 

conditions que la première, les cellules sont lavées trois fois et analysées sur le FACScalibur. 

Les anticorps, lectines et réactifs utilisés lors de ces études sont listés dans le Tableau 10. 
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Anticorps / Lectine Concentration Fournisseur 

GS1-B4-biot 10 g/ml Vector laboratories 

1A4 (souris) 1/300 donné par J. Wiels, ascite, IgM de souris 

anti-CD90 PerCP 1/10 Beckman Coulter 

anti-CD1d 51.1 (souris) 17 g/ml donné par S. Porcelli 

anti-souris FITC (Fab spécifique) 49 g/ml Sigma 

extravidine FITC 1/200 Sigma 

extravidine PE 1/40 Sigma 

anti-V 24-FITC (souris) 1/10 Beckman Coulter 

anti-V 11-PE (souris) 1/10 Beckman Coulter 

 

Tableau 10 : Anticorps, lectines et réactifs utilisés pour les analyses par cytométrie en 

flux. 

 

D- Inhibition de la fixation de GS1-B4 avec du Gal libre 

 

 250 000 cellules HeLa-CD1d sont incubées pendant 40 minutes à 4°C avec la lectine 

GS1-B4 en présence ou non de galactose ou de glucose libre. La lectine est à une 

concentration de 10 g/ml et les glucides libres sont utilisés à 500 mM dans un volume total 

de 50 l de PBS 1X contenant 0,1% de gélatine. Cette concentration de galactose libre permet 

d’inhiber une fixation spécifique de la lectine GS1-B4 (donnée indiquée par Vector 

Laboratory). Après l’incubation, les cellules sont lavées trois fois avec du PBS 1X 0,1% 

gélatine et incubées 40 minutes avec l’extravidine-FITC (Sigma) diluée au 1/200. Après trois 

lavages, le marquage membranaire des HeLa-CD1d est analysé par cytométrie en flux. 

 Pour l’étude des DC, un protocole différent est utilisé. La lectine GS1-B4 est 

coincubée avec du Gal ou du Glc 300 mM, avant d’être mise en contact avec les cellules DC 

pendant 15 minutes. Les DC sont fragiles et ne supporteraient pas une incubation de 40 

minutes à 4°C. 
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III- Clivage des galactoses terminaux sur les cellules 

 

La spécificité du marquage des résidus Gal terminaux par la lectine GS1-B4 sur les 

cellules HeLa CD1d sera étudiée avec deux galactosidases différentes :  

- galactosidase extraite de grains de café vert (Sigma), 50 unités/ml. 

- 3,6 galactosidase recombinantes produite dans Escherichia coli (Sigma), 410 

unités/ml. 

1,25.10
6
 cellules HeLa CD1d sont ensemmencées dans une plaque 12 puits avec 250 

l de milieu de cultur et incubées à 37°C pendant 1 heure pour permettre leur adhérence. 

Ensuite, le milieu de culture est délicatement retiré et remplacé par 500 l de tampon 

cacodylate 50mM, pH 6,5 plus ou moins l’ ou l’ 3,6 galactosidase à la concentration finale 

de 3 U/ml. Les cellules sont incubées pendant 1 heure à 37°C. Ensuite, le tampon cacodylate 

est transféré dans un tube, dans le cas ou quelques cellules seraient en suspension. Les 

cellules sont décollées du puits avec de la trypsine : EDTA et ajoutées au tampon cacodylate 

déjà présent dans le tube, pour être ensuite centrifugées, remises en suspension dans du PBS 

1X 0,1% gélatine, et analysées en cytométrie en flux après incubation avec la lectine GS1-B4 

selon les conditions habituelles. 

 

 

IV- Inhibition de la synthèse des glycolipides 

 

 L’inhibition de la synthèse des glycolipides dans les cellules en présence de 

PPMP (D,L-thréo-1-phényl-2-hexadécanolamino-3-morpholino-1-propanol) (Sigma) est 

réalisée selon le protocole décrit par Yowler et ses collaborateurs (Yowler et al., 2002). 

10
6
 cellules sont incubées à 37°C dans 10 ml de milieu de culture en présence de 

PPMP à une concentration finale de 7,5 M. Après 48 heures, le milieu de culture + PPMP 

est remplacé par du DMEM sans sérum, ni glutamine, ni pénicilline / streptomycine pendant 

24 heures. Ensuite, les cellules sont analysées en cytométrie en flux comme décrit 

précédemment. 
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V- Tests fonctionnels 

 

Ces tests permettent d’évaluer la réponse des cellules NKT après leur incubation avec 

des cellules cibles. 

La veille des tests fonctionnels, les cellules sont incubées avec le glycolipide à la 

concentration adéquate, afin qu’il soit chargé sur les molécules CD1d exprimées à la surface 

de ces cellules. 

Mis à part le KRN7000, déjà solubilisé dans du DMSO, les glycolipides sont 

réceptionnés sous leur forme solide. Ils sont donc mis en suspension dans du DMSO, et 

solubilisés par deux incubations successives : la première de 10 minutes à 56°C, et la seconde 

d’au moins une heure à 37°C. Ils sont ensuite mis au contact des cellules cibles à la 

concentration adéquate, pendant une nuit à 37°C. Les cellules cibles non chargées avec le 

glycolipide sont préparées dans les mêmes conditions mais incubées avec du DMSO seul.  

Après l’incubation, les cellules sont lavées trois fois dans du milieu de culture afin 

d’éliminer l’excès de glycolipide présent dans le surnageant. 

 

C- Test de cytotoxicité à médiation cellulaire 

 

 Le test de cytotoxicité à médiation cellulaire permet d’évaluer la capacité des 

lymphocytes NKT à lyser une cellule cible. Les cellules cibles incorporent du 
51

Cr et le 

dosage de la quantité de radionucléide relargué permet de mesurer la lyse cellulaire. 

 Après élimination de l’excès de glycolipide, les cellules cibles sont incubées 

pendant 1 heure avec du chrome 51 (
51

Cr), qu’elles vont incorporer. Le 
51

Cr est utilisé en 

excès à une concentration de 5 Ci pour 10
6
 cellules. Ensuite, les cellules sont lavées 3 fois et 

réparties dans une plaque 96 puits à raison de 3 000 cellules/puits dans un volume total de 50 

l. Le relargage spontané (SR) de 
51

Cr est mesuré par l’incubation des cellules cibles dans 50 

l de milieu de culture seul, tandis que le relargage maximum est mesuré par leur incubation 

dans 50 l Triton X100 1%. 

 Les cellules effectrices (lymphocytes NKT) sont lavées trois fois dans du 

milieu RPMI afin d’éliminer toute trace d’IL-2, et réparties dans la plaque 96 puits sur les 

cellules cibles. Trois rapports effecteurs:cibles sont testés : 30:1 ; 10:1 ; et 1:1. La capacité de 

lyse des NKTi est vérifiée par leur incubation avec du phorbol-12-myristate-13-acétate 
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(PMA) (Sigma) et de la ionomycine (Sigma). Cela permet l’activation non spécifique des 

NKTi et la lyse des cellules cibles, qu’elles soient ou non naturellement reconnues. 

Chaque condition est testée en triplicate, sauf les contrôles de relargage spontané ou 

maximum qui sont testés dans 6 puits. Les cellules sont incubées pendant 4 heures à 37°C. 

Ensuite, les cellules sont culotées et 25 l de surnageant est transferé dans une plaque 

96 puits flexible. Après avoir ajouté 100 l de liquide scintillant dans chaque puits, la 

radioactivité est mesurée sur un compteur de radioactivité  (Perkin Elmer). 

Le calcul de la radioactivité spécifique est réalisé comme suit : 

  % cytotoxicité = [(LT-SR)/(MR-SR)] x 100 

LT : moyenne des valeurs obtenues dans chaque puits en triplicate. 

SR : moyenne des valeurs obtenues pour chacun des 6 puits en présence de SVF. 

MR : moyenne des valeurs obtenues pour chacun des 6 puits en présence de 1% Triton 

X100. 

 

D- Test de la production de cytokines par les NKTi 

 

1- Production de cytokines dans le surnageant par les NKTi 

 

Après élimination de l’excès de glycolipide, les cellules cibles sont réparties dans une 

plaque 96 puits, à raison de 30 000 cellules/puits. En parallèle, les NKTi sont lavés 2 fois dans 

du milieu sans IL-2, et répartis sur les cellules cibles (15 000 NKTi par puits). Après une 

centrifugation, qui permet de culoter les NKTi sur les cellules cibles, le milieu est remplacé 

par  100 ou 150 l/puits de milieu de culture, pour les dosages du TNF-  ou de l’IL-4 et de 

l’IFN- , respectivement. 

Après 6 heures d’incubation à 37°C, les surnageants sont récupérés et centrifugés pour 

éliminer les éventuels débris cellulaires. Ensuite, ils sont stockés à -80°C en attendant le 

dosage des cytokines. 

 

2- Dosage du TNF-  

 

 Le dosage de TNF-  utilise une propriété des cellules Wehi164, clone 13 qui sont 

sensibles à cette cytokine sous certaines conditions (Espevik and Nissen-Meyer, 1986). 
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 La veille du test, les cellules Wehi164, clone 13 sont diluées car elles doivent être en 

expansion lors du test (sinon, on observe une diminution de leur sensibilité au TNF- ). Le 

premier jour, les cellules Wehi164, clone 13 sont mises en suspension dans du milieu de 

culture additionné d’actinomycine D (2ng/ l) (Sigma) et de chlorure de lithium (40 mM) et 

réparties dans une plaque 96 puits (30 000 cellules/puits), dans un volume total de 50 l. 

Ensuite, on ajoute soit les surnageants testés précédemment soit du TNF-  à une 

concentration variant de 800 à 12,5 pg/ml de façon à établir une gamme (dilution en cascade 

de deux en deux). Les cellules sont incubées dans ces conditions pendant une nuit, à 37°C. Le 

deuxième jour, 50 l de méthylthiazoletétrazolium (MTT) à 2,5 mg/ml (Sigma) sont ajoutés 

aux cellules. Seules les cellules vivantes permettent la cristallisation du MTT. Après 3-4 

heures d’incubation à 37°C, les cellules sont lysées avec 100 l de tampon contenant du 33% 

de DMSO et de 5% de sodium dodécyl sulfate, et conservées à température ambiante à 

l’obscurité, jusqu’à la lyse complète des cellules. La révélation du test se fait le lendemain par 

la lecture des densités optiques à une longueur d’onde de 470 nm. 

 

3- Dosage de l’IL-4 et de l’IFN-  

 

 La quantité d’IL-4 et d’IFN-  dans les surnageants est dosée par un test ELISA 

(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), avec les kits respectifs BD OptiEIA Human IL-4 

ELISA Set et BD OptEIA Human IFN-  ELISA Set (BD Biosciences). Les tests sont réalisés 

selon les instructions du fournisseur. Les lavages sont toujours réalisés avec 250 l de PBS 

1X contenant 0,05% tween 20, et toutes les incubations se font à température ambiante sauf 

pour la fixation du premier anticorps. 

 La veille du test, 100 l d’anticorps (anti-IL4 humain ou anti-IFN-  humain) à une 

dilution de 1/250 dans du tampon carbonate / bicarbonate 0,1 mM à pH 9,5 sont déposés dans 

les puits des plaques MaxiSorp (Nunc), et incubés en chambre humide à 4°C pendant la nuit. 

Après trois rinçages, les puits sont saturés avec 200 l de PBS 1X contenant 10% de SVF, 

pendant 2 heures. Les puits sont ensuite lavés et les échantillons déposés. Par puits, on dépose 

60 l d’échantillon ou 100 l de chaque point de gamme. Les gammes se situent entre 500 et 

7,8 pg/ml pour l’IL4 et entre 300 et 4,7 pg/ml pour l’IFN- . Elles sont préparées par des 

dilutions en cascade de cytokine recombinante dans du PBS 1X 10% SVF. Après 2 heures, les 

puits sont lavés 5 fois et incubés avec le réactif de détection. Il se compose du deuxième 

anticorps biotinylé (anti-IL-4 humain biotine utilisé à 1/500 ou anti-IFN-  humain biotine 
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utilisé à 1/250) et d’avidine HRP, diluée au 1/250. Après 1 heure, les puits sont lavés 7 fois. 

Lors des 3 derniers rinçages, le PBS 1X 0,05% tween 20 est incubé 1 minute dans les puits. 

Le test est révélé par l’addition de 100 l/puits de TMB Ready to Use (BD). Après 30 minutes 

à l’obscurité, la réaction est arrêtée par l’adition de 50 l/puits d’acide phosphorique 1M. Les 

résultats sont obtenus par la lecture des densités optiques à la longueur d’onde de 450 nm 

 

VI- Immunohistochimie 

 

La fixation de la lectine GS1-B4 est contrôlée sur des coupes de tissus tumoraux 

fixées en paraffine et congelées. L’ensemble des étapes du marquage est réalisé à température 

ambiante, sauf la fixation de la lectine qui se fait à 37°C. 

Les premières étapes sont spécifiques des coupes fixées en paraffine. En effet, deux 

incubations successives, de 10 minutes dans du LMR1 puis du LMR2, permettent le 

déparaffinage de la coupe. Ensuite, elle est réhydratée par des bains successifs de 2 minutes 

dans de l’éthanol 100%, 90%, 70%, et 50%. Enfin, les coupes sont rincées dans du PBS 1X. 

Par la suite, le marquage des coupes suit le même protocole que le tissu soit fixé ou 

congelé. La peroxydase endogène est inhibée par une incubation de 20 minutes à l’obscurité 

dans du PBS 1X contenant 0,3% H2O2. Après deux lavages, les sites non spécifiques sont 

saturés par du PBS 1X contenant 3% de BSA, pendant 30 minutes. Ensuite, les coupes sont 

incubées 2 heures à 37°C avec la lectine GS1-B4-peroxydase (Vector laboratories), utilisée à 

40 g/ml, dans du PBS 1X 1% BSA. Après 3 lavages, le marquage est révélé avec le Kit AEC 

(Vector laboratories) utilisé dans les conditions indiquées par le fournisseur, pendant 15 

minutes à l’obscurité. La contre coloration des coupes est réalisée à l’hématoxyline pendant 

quelques secondes. Les coupes sont ensuite rincées à l’eau distillée, et montées sur lame en 

Aquatex (Merck). 

 

VII- Etude de l’iGb3 synthase humaine 

 

D- Préparation de l’ADNc 

 

 L’extraction de l’ARN est réalisée avec le kit « SV Total RNA Isolation System » 

(Promega). La quantité de cellules utilisées pour l’extraction est adaptée en fonction du type 
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cellulaire : 5.10
6
 cellules pour les HeLa, HEK et lymphocyte (V 5.2) ; 7.10

6 
pour les DCi et 

DCm ; et 10.10
6
 pour les HD Mar. Les cellules sont lavées dans du PBS 1X stérile froid, 

avant d’être mises en suspension dans le tampon de lyse. A cette étape, l’ADN génomique est 

cassé par le passage des cellules dans une aiguille. L’ARN est ensuite extrait selon les 

indications du fournisseur. La concentration et l’absence de contamination protéique de 

l’ARN sont déterminées respectivement par la mesure de la densité optique à 260 nm et par le 

rapport entre la densité optique à 260 et celle à 280. 

 Le mélange réactionnel de la transcription inverse (RT) se compose de 0,5 mM de 

dNTP, 10 mM de DTT, 0,5 M d’un mélange d’hexamères, du milieu tampon et de l’ARN, 

dans un volume total de 20 l. Après 5 minutes d’incubation à 70°C, 40 unités de RNasin 

(Promega) et 200 unités de transcriptase inverse M-MLV (Promega) sont ajoutées. La 

réaction se déroule pendant 1 heure à 42°C, et est arrêtée par une incubation de 5 minutes à 

70°C. A la fin de la réaction, 30 l d’eau ont ajoutés et l’ADNc obtenu est conservé à -80°C. 

La quantité d’ARN varie selon les types cellulaires, et est présentée dans le tableau 11. 

 

Cellules Quantité d’ARN ( g/ml) 

DCi 1 

DCm 1 

HD Mar 0,74 

HEK293 CD1d 1 

HeLa 1 

HeLa CD1d 1 

Lymphocytes 0,5 

 

Tableau 11 : Quantité d’ARN utilisé pour les RT-PCR, en fonction du type cellulaire 

 

 La contamination de l’ADNc par de l’ADN génomique (ADNg) et sa qualité sont 

contrôlées par une PCR avec des amorces spécifiques de la 2 microglobuline humaine. Elles 

sont situées sur deux exons différents, et permettent donc de discriminer l’ADNc par rapport 

l’ADNg. Selon la contamination ou non par de l’ADNg, la PCR permet l’amplification de 

séquences respectives de 725 pb ou 109 pb. 
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E- Détection de l’iGb3 synthase humaine dans les lignées 

 

La présence de l’ADNc de l’iGb3 synthase dans les lignées HD-Mar, HeLa, HEK293, 

Namalwa et dans les cellules dendritiques immatures et matures est déterminée par PCR, en 

utilisant les amorces hiGb3-11s et hiGb3-13as (voir tableau 12). L’efficacité des amorces n’a 

pas pu être contrôlée car l’expression de l’iGb3 synthase chez l’Homme n’est pas 

documentée. Le mélange réactionnel se compose des amorces spécifiques, à une 

concentration de 4 M, 0,2 mM de dNTP, 1 l de Taq Advantage-GC 2 Polymérase Mix 

(Clontech), 5 l du produit de la RT-PCR et du tampon de réaction, dans un volume total de 

50 l. La polymérase utilisée est spécialement conçue pour amplifier des séquences riches en 

nucléotides G et C. La PCR se déroule comme suit : dénaturation initiale à 98°C pendant 3 

minutes, suivie de 35 cycles de 30 secondes à 94°C, 30 secondes à 65°C et 1 minute à 68°C. 

Les produits de la PCR sont ensuite analysés par migration sur gel d’agarose 1%, contenant 

du bromure d’éthidium (BET), un intercalant de l’ADN, utilisé à 50 ng/ml. 

 

F- Amplifications des exons de l’iGb3 synthase 

 

 L’amplification de fragments exoniques de l’ADNc de l’iGb3 synthase est 

réalisée par PCR pour contrôler l’épissage correct de l’ARN messager. Afin d’éviter toute 

contamination génomique, on utilise de l’ADNc de testicule humain commercialisé 

(Clontech). Dans le testicule, une fuite transcriptionnelle a été observée, ce qui permet 

l’expression de nombreux ARNm peu ou pas exprimés dans les autres tissus. Le mélange 

réactionnel de la PCR se compose de 2 M de chaque amorce (sens et inversée), 200 M de 

dNTP, 1 l de Taq Advantage-GC 2 Polymérase Mix (Clontech), 2,5 l d’ADNc de testicule 

humain, du tampon de réaction, dans un volume total de 50 l. La PCR se déroule comme 

suit : dénaturation initiale à 98°C pendant 3 minutes, suivie de 35 cycles de 30 secondes à 

94°C, 30 secondes à 65°C et 1 minute à 68°C. Les produits de la PCR sont ensuite analysés 

par migration sur gel d’agarose 1%, contenant  50 ng/ml  de BET. 

 

L’ensemble des amorces utilisées est présenté dans le tableau 12. 
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Amorce Séquence (5’  3’) Position Tm (°C) 

hiGb3-11 GTTCTGCATGGACGTGGACCAG 585 57°C 

hiGb3-13as CTAGTTCCGCAGCAGCCGGTACCCCTT 997/1023 70°C 

hiGb3-14s ATGGCTCTCAAGGAGGGACTCAGGGCCTGGAA 1/32 71°C 

hiGb3-16as TGCTGTCTAGCCTCTTGCTTGGCC 273/297 65°C 

hiGb3-18as GACATTGTGGCCGAAGGGCAGAC 135/158 66°C 

hiGb3-19s GCCTGTTTCTGTATGGCCTCCCTAA 77/102 64°C 

hiGb3-20as TTAGGGAGGCCATACAGAAACAGGC 77/102 64°C 

2m-1s TTCACCCCACGAAAAAGATGA 268/290 56°C 

2m-2as ACCTCCATGATGCTGATTACA 356/+16 56°C 

 

Tableau 12 : Liste des amorces utilisées dans les réactions de PCR. Les ADNc de l’iGb3 

synthase humaine et de la 2microglobuline humaine sont respectivement de 1023 pb et 360 

pb. 

 

VII- L’interférence à ARN 

 

E- Préparation des siRNA 

 

Trois petits ARN d’interférence (siRNA) seront testés pour l’ADNc de l’iGb3 

synthase et deux pour la glucosylcéramide synthase. Les oligonucléotides les plus 

susceptibles d’interférer avec l’ARN messager ont été sélectionnés à l’aide d’un logiciel 

disponible sur le site : http://rnaidesigner.invitrogen.com/sirna/. Plusieurs siRNA sont édités 

en respectant une taille de 19 bases et un pourcentage en G et C de 35% à 55%. Parmi ces 

siRNA, on sélectionne les quatre répondant le plus fidèlement aux critères suivant : présence 

d’un A en position 3 et 19, présence d’un T en position 10, absence d’un G en position 13, 

absence d’un G ou C en position 19, au moins trois A ou T aux positions 15 à 19. Les siRNA 

choisis sont présentés dans le tableau 13. 

 

 

 

 

http://rnaidesigner.invitrogen.com/sirna/
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siRNA Séquence 

iGb3 synthase  

iGb3s-305 CCATTGGGCTGACTATCTT 

iGb3s-332 GCAGATACCTGGAGAAGTA 

Glucosylcéramide synthase  

gcs-678 CCAGGATATGAAGTTGCAA 

gcs-874 GATACTATATCTCTGCCAA 

gcs-1357 GCGAATCCATGACAATATA 

 

Tableau 13 : Petits ARN d’interférence dirigés contre les ARN messagers de l’iGb3 synthase 

et de la glucosylcéramide synthase. Seuls les siRNA sens sont présentés. 

 

Le vecteur utilisé pour la production de siRNA est le plasmide pSuper (Brummelkamp 

et al., 2002). Pour faciliter leur utilisation par la suite, les oligonucléotides sélectionnés sont 

insérés dans une séquence plus longue, permettant leur hybridation et le clonage dans le 

vecteur pSuper. Les oligonucléotides commandés chez Sigma genosys ont la structure 

suivante : 

 

  Oligonucléotide sens :  gatcccg [siRNA sens] ttcaagaga [siRNA inverse] ttttttggaaa 

 

   

 Oligonucléotide inverse :  agcttttccaaaaaa [siRNA sens] tctcttgaa [siRNA inverse] cggg 

 

 

 

 Les oligonucléotides sens et inverses sont hybridés. 4 g d’oligonucléotide sens et 4 

g d’oligonucléotide inverse sont incubés avec le tampon n°2 (BioLabs) utilisé lors des 

digestions enzymatiques pendant 10 minutes à 94°C, suivies de 1h20 à 70°C au bain-marie. 

Après l’incubation, l’eau du bain-marie est prélevée dans un bécher que l’on entoure de glace 

afin qu’elle refroidisse progressivement jusqu’à atteindre environ 20°C. Cette étape permet 

l’hybridation lente des oligonucléotides. 

 

Site Bgl II boucle Site Hind III 

Site Bgl II boucle Site Hind III 
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 Après hybridation, les oligonucléotides sont insérés dans le vecteur pSuper, 

préalablement ouvert par une digestion enzymatique avec Hind III et Bgl II (Promega). 300 

ng d’oligonucléotides sont mis au contact de 100 ng de vecteur et incubés pendant 48 heures à 

4°C, en présence de 1 unité de ligase (Invitrogen) dans son tampon réactionnel. Avant la 

transformation des bactéries, le produit de ligation est digéré avec l’enzyme Bgl II. 

L’insertion de l’oligonucléotide dans le plasmide pSuper détruit le site de restriction reconnu 

par Bgl II ; seuls les plasmides pSuper vide seront linéarisés, ce qui améliore l’efficacité de la 

transformation bactérienne par les plasmides ayant inséré le nucléotide. Les bactéries TOP10 

(produites dans notre laboratoire) sont transformées par électroporation avec 1 l du produit 

de la digestion, et étalées sur du LB-Agar contenant de l’ampicilline à une concentration de 

100 g/ml (antibiotique de sélection du plasmide pSuper). Après 24 heures, chaque colonie 

est ensemmencée dans 5 ml de milieu 2XTY pendant 24 heures, à 37°C sous agitation. 

L’ADN bactérien est ensuite purifié et digéré avec les enzymes de restriction EcoR I 

(Promega) et Hind III pour contrôler la présence de l’oligonucléotide dans pSuper. La 

migration des produits de digestion sur un gel de 4% d’agarose permet de discriminer des 

séquences d’ADN présentant seulement 60 bases de différence. Les colonies ayant inséré le 

plasmide avec insert sont amplifiées dans du milieu 2XTY et l’ADN plasmidique est purifié 

avec le kit Qiaprep spin miniprep (Qiagen). 

 

F- Contrôle de l’efficacité des siRNA 

 

 L’efficacité d’interférence des siRNA peut être contrôlée de deux façons. La première 

méthode est la transfection transitoire de cellules exprimant l’antigène cible (dans notre cas, 

les cellules HEK) avec le plasmide pSuper contenant le siRNA. Les cellules HEK293 sont 

cultivées dans des boites de Pétri 10 cm (Falcon). Quand elles sont à 90% de confluence, elles 

sont transfectées avec 20 g d’ADN plasmidique en suspension dans 500 l de tampon Hepes 

contenant 6,25 M de CaCl2, dans 10 ml de milieu de culture (transfection au phosphate de 

calcium). Après 6 heures, les cellules sont lavées deux fois dans du PBS 1X, et 10 ml de 

milieu de culture est ajouté. 48 heures après la transfection, les cellules sont analysées par 

cytométrie en flux avec la lectine GS1-B4 biotinylée. 

 

Un autre moyen de contrôler l’efficacité des siRNA est la mesure de l’activité 

luciférase après transfection dans les cellules HEK d’un gène de fusion entre la luciférase et le 
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gène cible des siRNA. Cette technique a été utilisée pour les siRNA ciblant la 

glucosylcéramide synthase (GCS). Dans un premier temps, l’ADNc de la GCS est sous cloné 

dans le plasmide pGL3 control vector linker (Promega, modifié par R. Breatnach, INSERM 

U601, Nantes), par digestion du plasmide pcDNA3.1+-GCS avec l’enzyme de restriction 

EcoR I suivie d’une ligation de l’insert GCS dans pGL3, dans les mêmes conditions que ci-

dessus. Les bactéries TOP10 sont ensuite transformées avec le produit de la ligation, puis 

cultivées et amplifiées en milieu liquide, comme décrit précédemment. Enfin, l’ADN 

plasmidique est purifié avec le kit Qiaprep spin miniprep (Qiagen). 

 Les cellules HEK293 sont ensuite transfectées avec 20 g d’ADN en suspension dans 

du tampon Hepes contenant 6,25 M de CaCl2, ajouté à 10 ml de milieu de culture. Six 

plasmides différents sont transfectés : 

- pRLTK (Promega) : plasmide contenant l’ADNc de la luciférase de renilla 

- pSHAG-Ff1 (Promega): plasmide contenant un siRNA dirigé contre la 

luciférase de Firefly 

- pGL3 : plasmide contenant l’ADNc de la luciférase de firefly 

- pGL3-GCS : plasmide contenant le gène de fusion entre la luciférase de 

firefly et la GCS 

- pSuper : ne contient aucun gène 

- pSuper-siRNA : plasmide contenant un siRNA dirigé contre la GCS 

La transfection avec le plasmide codant pour la luciférase de renilla, pRLTK, permet de 

standardiser la production de la luciférase de firefly. L’activité minimale de la luciférase de 

firefly sera obtenue par la co-transfection de pSHAG-Ff1 avec le plasmide pGL3 et l’activité 

maximale par celle de pGL3 avec pSuper. 

Les transfections avec les différents plasmides sont détaillées dans le tableau. Chaque 

transfection est réalisée en duplicates (Tableau 14). 
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 Quantité d’ADN transfecté 

 1 g 18 g 1 g 

Luci+ pRLTK pGL3 pSuper 

Luci- pRLTK pGL3 pSHAG-Ff1 

Luci-GCS+ pRLTK pGL3-GCS pSuper 

Luci-GCS- pRLTK pGL3-GCS pSHAG-Ff1 

GCS-678 pRLTK pGL3-GCS pSuper-gcs678 

GCS-874 pRLTK pGL3-GCS pSuper-gcs874 

GCS-1357 pRLTK pGL3-GCS pSuper-gcs1357 

 

Tableau 14 : Conditions de transfections des cellules HEK 293 FT avec les différents 

plasmides. 

 

48 heures après la transfection, les cellules sont lysées et l’activité luciférase est 

mesurée avec le kit Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega) selon les indications du 

fournisseur. Les résultats de ce test sont présentés sous la forme d’un pourcentage d’inhibition 

calculé comme suit : 

 % inhibition = (activité luciférase firefly)/(activité luciférase renilla) x 100 

 

G- Production de lentivirus 

 

Après contrôle de l’efficacité des siRNA, on produit des particules lentivirales siRNA. 

Pour ce faire, le plasmide pSuper-siRNA est digéré par les enzymes Spe I (Biolabs) et Sal I 

(Promega), ce qui permet d’isoler le siRNA associé à  un séquence H1, permettant la synthèse 

des siRNA dans les cellules cibles. Cette cassette H1-siRNA est insérée dans le vecteur 

plentiThy1-Cla (Invitrogen) ouvert par digestion avec Sal I et Nhe I (Biolabs) (les sites de 

restriction de Nhe I et Spe I sont compatibles). Les bactéries TOP 10 sont transformées avec 

le produit de ligation par électroporation et amplifiées, l’ADN est purifié comme décrit 

précédemment. L’insertion correcte de la cassette est vérifiée par une digestion enzymatique. 

L’obtention du plasmide plentiThy1-Cla contenant l’insert siRNA permet la 

production de particules virales. Trois millions de cellules HEK293FT sont ensemencées dans 

une boîte de Pétri de 10 cm. Ces cellules contiennent l’épisome T et semblent plus efficaces 

pour la production virale. Le lendemain, les cellules sont transfectées au phosphate de 
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calcium avec quatre plasmides : plp1, plp2, plp-VSVG, et plenti Thy1-Cla-siRNA. Les trois 

premiers plasmides apportent les éléments nécéssaires à la production des particules 

lentivirales. 4 g de chaque plasmide sont transfectés dans les cellules. Chaque transfection 

est réalisée en triplicates. Après 6 heures en présence des plasmides, du CaCl2 et du tampon 

Hepes, les cellules sont rincées deux fois avec du PBS 1X, puis incubées pendant 48 heures 

dans du milieu de culture. Les particules lentivirales seront produites dans le surnageant. 

Après cette incubation, les surnageants de culture sont récupérés, les triplicates sont regroupés 

et passés sur filtre 45 m. Toutes ces étapes sont réalisées sur de la glace car les particules 

virales sont très sensibles à la chaleur. Ensuite, les surnageants subissent une 

ultracentrifugation d’1h30 à 4°C à 25000rpm avec un rotor SW 28 (Beckman). Les particules 

virales culotées sont ensuite mises en suspension dans 100 l de PBS1X, et stockées à -80°C. 

 

H- Titration des particules virales et infection des cellules. 

 

La titration des particules virales est réalisée par l’infection de cellules HEK293. 

50 000 cellules sont ensemencées dans une plaque de culture cellulaire 24 puits (Falcon) dans 

1 ml de milieu de culture. Le lendemain (J1) les cellules d’un puits sont décollées et 

numérées. Ensuite, les HEK293 sont infectées avec 10 l, 5 l ou 1 l d’une dilution au 1/10 

des lentivirus, et incubées à 37°C pendant 72 heures. Puis, les cellules sont lavées et préparées 

pour une analyse par cytométrie en flux. Les cellules infectées sont marquées avec l’anti-

CD90 couplé au Per-CP. En effet, le gène Thy1, présent dans le plasmide plentiThy1-Cla, 

code pour la molécule CD90 qui est donc exprimée à la surface de toutes les cellules 

infectées. On considère pour la titration qu’une particule virale infecte une cellule. Le titre de 

la suspension lentivirale est calculé comme suit : 

Concentration lentivirale = (PxN)/(QxD) particule infectieuse/ l 

P : pourcentage de cellules marquées avec anti-CD90 N : nombre de cellules à J1 

Q : quantité de lentivirus déposé sur les cellules à J1 D : facteur de dilution 

  

Le titre des suspensions lentivirales est indiqué dans le tableau 15. 
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siRNA Concentration (particule infectieuse / l) 

iGb3 synthase  

iGb3s-305 11,4.10
5
 

iGb3s-332 18,4.10
5
 

Glucosylcéramide synthase  

gcs-678 1,9.10
4
 

gcs-874 7,3.10
4
 

gcs-1357 1.10
4
 

 

Tableau 15 : Titre virale des lentivirus siRNA dirigés contre l’iGb3 et la glucosylcéramide 

synthase 

 

 Par la suite, les cellules HeLa CD1d sont infectées avec des MOI (multiplicité 

d’infection) de 10, 5 ou 1 particule virale par cellule cible. L’efficacité de l’infection et la 

fixation de la lectine GS1-B4 ou de l’anti-Gb3 sont ensuite analysées par cytométrie en flux 

 

VII- Induction de l’expression de CD1d 

 

C- Transfection plasmidique dans les HEK293 

 

 Nous disposons au laboratoire de l’ADNc du CD1d dans un vecteur pHbApr. L’insert 

CD1d est extrait de ce vecteur par digestion enzymatique avec Sal I et  BamH I (Promega) et 

cloné dans le plasmide pCR3.1
+
 (Invitrogen), qui possède un gène de résistance à la 

néomycine. 

 Les cellules HEK293 sont transfectées avec le pCR3.1
+
 vide ou avec le pCR3.1

+
-

CD1d, en utilisant la lipofectAMINE 2000 (Invitrogen) selon le protocole indiqué par le 

fournisseur. Après 24 heures, les cellules sont repiquées et l’expression du CD1d dans les 

cellules est contrôlée. Environ 16% des cellules expriment le transgène à ce stade. 48 heures 

après la transfection, les cellules sont transférées dans du milieu sélectif additionné de 0,8 

mg/ml de néomycine (Sigma). Après 24 jours de sélection, 3 sous-groupes de cellules 

transfectées avec le pCR3.1
+
 vide ou avec le pCR3.1

+
-CD1d ont été séparés. L’expression du 

CD1d à la surface des cellules est évaluée par cytométrie en flux. Selon les groupes, 44% à 

50% des cellules expriment le CD1d. Un clonage par dilution limite est réalisé afin d’obtenir 



 147 

une population cellulaire exprimant de façon homogène le transgène. Deux populations 

transfectées avec le pCR3.1+ et quatre populations exprimant le CD1d sont conservées : 

HEK-pCR3.1
+
 clones 3 et 4 et HEK-CD1d clones 4, 6, 7 et 11. Seule les cellules HEK-CD1d 

clone 6 et HEK-pCR3.1
+
 clone 4 seront étudiées par la suite. 

 

D- Infection lentivirale dans les Namalwa 

 

 La transfection stable des cellules Namalwa avec le vecteur pCR3.1
+
-CD1d n’a pas 

fonctionné. En effet, après l’échec de la transfection avec la lipofectAMINE, on réalise une 

transfection au phosphate de calcium (Invitrogen), selon les indications du fournisseur. Le 

rendement est excellent puisque 93% des cellules transfectées expriment le CD1d à leur 

surface 48 heures après la transfection. Néanmoins, les cellules ne résistent pas à la sélection 

antibiotique. 

 

 On adopte donc une autre technique : l’infection lentivirale. L’ADNc de CD1d est 

sous cloné dans le vecteur pLentiSffv (donné par R. Breatnach) à partir du plasmide pHbApr-

CD1d. Ensuite, les particules virales lentiSffv-CD1d sont produites dans des cellules 

HEK293FT et purifiées selon le même protocole que lors de la production de siRNA. Un 

plasmide plenti-gfp est utilisé comme contrôle de la production des particules virales. La 

titration des particules virales est réalisée dans des cellules HEK293FT. L’efficacité de 

transfection est contrôlée par cytométrie en flux, et la concentration des lentivirus est calculée 

comme indiqué précédemment. La concentration est de 7,7.10
4
 particules infectieuses/ l. 

 Afin d’induire l’expression du CD1d dans les Namalwa, ces cellules sont infectées 

avec trois MOI différentes, 10:1, 5:1, et 1:1. Etant donnée la faible concentration des 

particules virales, j’infecte peu de cellules (68 000). 14 jours après l’infection, l’expression de 

CD1d à la surface des cellules est testée : 50% des cellules expriment le transgène. 

 Pour obtenir une population homogène quant à l’expression de CD1d, un tri 

magnétique est réalisé. Les billes Dynabeads M450 (Dynal) sont des billes magnétiques 

recouvertes d’anti-IgG souris. Elles permettent donc de purifier des cellules spécifiquement 

marquées par un anticorps de souris. 11 millions de cellules Namalwa-CD1d sont incubées 

avec l’anticorps anti-CD1d 51.1 (10 g/ml) dans 500 l de PBS 1X contenant 0,1% de BSA 

(Albumine sérique bovine) pendant 30 minutes, à 4°C. Après 2 lavages avec du PBS 1X 0,1% 

BSA, les cellules sont incubées dans 500 l de PBS 1X BSA 0,1% avec les billes M450 à une 
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concentration de 16 000 billes/ml, et incubées 4 heures à 4°C sous agitation circulaire. 500 l 

de PBS 1X 0,1% BSA sont ajoutés au milieu et les billes sont mises au contact d’un aimant. 

Une incubation d’une minute permet la fixation du complexe billes-cellules à l’aimant. Le 

milieu est retiré et remplacé par 1 ml de PBS 1X 0,1% BSA. Cette opération est réalisée 7 

fois. Enfin, les complexes billes-cellules sont mis en suspension dans du milieu de culture. 

Après 14 jours, les billes sont retirées du milieu par aimantation et les cellules triées analysées 

en cytométrie en flux. 
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I- Un ligand endogène des NKTi ? 

 

 Des études antérieures dans notre laboratoire ont permis d’isoler des cellules NKTi 

présentant une réactivité contre des cellules tumorales en absence de ligand exogène : les 

cellules HeLa (lignée tumorale humaine). Nous disposons au laboratoire de cellules HeLa 

exprimant le CD1d suite à une transfection stable (Figure 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Expression de CD1d par des cellules HeLa-CD1d. Les cellules sont incubées 

avec l’anticorps de souris anti-CD1d 51.1. 

 

 L’activation de différentes populations clonales de NKTi par ces lignées tumorales 

préincubées ou non avec le KRN7000 (  galactosylcéramide synthétique, fourni par l’équipe 

de Tanigushi) a permis d’isoler des populations clonales en fonction de leur réactivité vis-à-

vis de ces cellules. L’activation des NKTi est évaluée par le dosage du TNF-  (Figure 19). 
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Figure 19 : Production de TNF-  par différents clones NKTi au contact de cellules HeLa-

CD1d chargées ou non avec du KRN7000. Le KRN7000 est utilisé à une concentration de 0,1 

g/ml. La production de TNF  est représentative d’au moins trois expériences. 

 

  L’utilisation de la PHA permet de contrôler l’expression maximale de cytokine par les 

clones NKTi suite à leur activation non spécifique. On peut distinguer les clones NKTi B21-

60, B21-47 et B21-49 qui reconnaissent uniquement les HeLa-CD1d préincubées avec les 

KRN7000 ; et les clones NKTi B11, 21S-17, 21S-21,19S-9, qui reconnaissent ces cellules en 

présence ou non de KRN7000. Ces clones sont dits autoréactifs. 

 

 Ces caractéristiques particulières des clones autoréactifs nous ont permis de poser 

notre hypothèse d’étude. En effet, si une reconnaissance des cellules tumorales humaines est 

possible par des clones NKTi humains, on peut supposer qu’elles expriment un ligand 

endogène des cellules NKTi. Les cellules NKTi reconnaissent un glycolipide portant un 

résidu Gal terminal, en anomérie , comme par exemple le KRN7000. Cependant, chez 

l’Homme, le premier groupement Gal présent sur un céramide est toujours greffé en anomérie 

. Il semble donc qu’un glycolipide plus complexe porteur d’un Gal terminal d’anomérie 

soit reconnu par les cellules NKTi humaines. 

 

Dans la famille GT6, deux enzymes sont responsables du transfert de galactose par 

une liaison 1,3 sur un glycolipide : l’ 1,3-galactosyltransférase et l’iGb3 synthase. Les 

glycolipides issus de l’action de ces enzymes pourraient donc être des antigènes candidats 

0

200

400

600

800

B21-47 B21-49 B21-60 B21-52

c
o

n
c
e
n

tr
a
ti

o
n

 d
e
 T

N
F

(p
g

/m
l)

0

200

400

600

800

19S-9 21S21 21S17 B11

c
o

n
c
e
n

tr
a
ti

o
n

 d
e
 T

N
F

(p
g

/m
l)



 152 

 galactosylceramide ( Gal-cer) 

Gal 3 

OH 
HO HO 

O OH 
O 

OH H 

H 
O 

NH 

Gal 3 

isoglobotrihexosylceramide (iGb3) 

HO 

OH HO 
HO 

O OH 
O 

O 

OH 
O 

OH 
OH OH 

O 
O 

O 

HO 

NH 

H OH 

reconnus par les NKTi, dans le contexte du CD1d. L’ 1,3-galactosyltransférase humaine 

n’est pas fonctionnelle chez l’Homme et porte de nombreuses mutations. Nous nous 

intéressons donc à l’iGb3 synthase. Cette enzyme transfère un galactose en anomérie 3 sur 

le lactosylceramide pour donner naissance à l’iGb3. La comparaison des structures de l’iGb3 

et de l’  galactosylcéramide met en évidence la position similaire du résidu Gal terminal dans 

ces deux glycolipides (Figure 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Structures schématiques de l’  galactosylcéramide et de l’iGb3. 

 

 La ressemblance entre l’  galactosylcéramide et l’iGb3 nous conduit à formuler 

l’hypothèse que le ligand endogène des cellules NKTi pourrait être l’iGb3, exprimé par les 

cellules HeLa et reconnu dans le contexte du CD1d par les clones NKTi autoréactifs. Nous 

nous attacherons donc à l’étude de cellules cibles sur lesquelles se fixe la lectine GS1-B4, et à 

l’expression de l’iGb3 synthase dans ces cellules. Il est à noter que durant la réalisation de ce 

travail, l’équipe d’A. Bendelac a montré que l’iGb3 était effectivement un ligand endogène 

des NKTi chez la souris (Zhou et al., 2004b). Mais il reste à voir si c’est également les cas 

chez l’Homme. Il n’existe pas d’anticorps anti-iGb3. Pour rechercher la présence de ce 

glycolipide sur des cellules humaines, nous avons utilisé la lectine GS1-B4. 
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La lectine Griffonia simplicifolia isolectine B4 (GS1-B4) reconnaissant les résidus Gal 

terminaux en liaison 1,3 peut être utilisée pour montrer leur présence sur des cellules ou des 

tissus. Elle a largement été utilisée dans le cadre d’identification des xénoantigènes. 

Cependant, il semblerait que cette lectine reconnaisse les résidus Gal terminaux en liaison 

1,3 et 1,4 sur des osides synthétiques (Kirkeby and Moe, 2001). Pour contrôler la fixation 

spécifique de GS1-B4 sur des galactose en liaison 1,3 à la surface des cellules, des cellules 

Namalwa exprimant le Gb3 (Namalwa-Gb3 #67) suite à une transfection stable (données par 

Joëlle Wiels) sont analysées par cytométrie en flux (Figure 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Fixation de la lectine GS1-B4 (A) ou de l’anticorps anti-Gb3 (1A4) (B) sur des 

cellules Namalwa-Gb3 #67. A : les cellules sont incubées seules (noir) ou en présence de 

GS1-B4 (rouge). B : les cellules sont incubées avec un contrôle isotypique (noir) ou avec 

l’anticorps 1A4 (bleu). 

 

Les cellules Namalwa-Gb3 #67 sont marquées avec l’anticorps 1A4 mais pas avec la 

lectine GS1-B4. Il semble que sur les cellules, la lectine GS1-B4 est spécifique des résidus 

Gal terminaux liés en 1,3, et non en 1,4. La lectine GS1-B4 reconnaissant les résidus Gal 

terminaux en liaison 1,3 peut être utilisée pour montrer la présence de résidus Gal terminaux 

sur des coupes de tumeurs humaines. Néanmoins, la fixation en paraffine entraînant une forte 

diminution de la quantité de glycolipides, un antigène glycolipidique portant un Gal terminal 

en liaison 1,3 ne sera pas mis en évidence. L’utilisation de tumeurs congelées est donc 

préférable pour l’étude des glycolipides. Nous avons donc étudié la fixation de la lectine GS1-

B4 sur des tumeurs colorectales fixées et congelées, afin de détecter la présence éventuelle de 

glycolipide portant des résidus Gal 3 terminaux (Figure 22). 
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Figure 22 : Fixation de la lectine GS1-B4 sur des coupes congelées de tissus normal ou 

tumoral. Le marquage des coupes par GS1-B4 est réalisée en présence ou non de galactose à 

une concentration de 100 mM. 

 

 Aucune fixation de la lectine GS1-B4 sur le tissu normal n’est mise en évidence. Au 

contraire, le tissu tumoral est fortement marqué, au niveau de l’appareil de Golgi et à la 

surface de cellules épithéliales. Quand la lectine GS1-B4 est coincubée avec 100 mM de 

galactose libre, sa fixation sur le tissu est inhibée, ce qui démontre la spécificité de ce 

marquage. En parallèle, la fixation de la lectine GS1-B4 sur les tissus fixés du même individu 

est évaluée. Dans ces conditions, les coupes tumorales ne sont pas ou peu marquées au niveau 

du Golgi (résultats non présentés). Ceci correspond aux résultats publiés précédemment 

montrant l’absence de fixation de la lectine sur des tissus humains en accord avec l’absence 

du xénoantigène 3 Gal (Milland et al., 2006). Il semble donc que la lectine GS1-B4 

reconnaissent spécifiquement un glycolipide présentant un résidu Gal terminal sur des coupes 

tumorales humaines. 
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C- Interaction des NKTi avec des cellules tumorales 

 

1- Identification de lignées tumorales, cibles potentielles des 

NKTi 

 

a/ Les cellules HeLa 

 

 Caractérisation phénotypique des cellules HeLa 

 

 Les cellules HeLa sont issues d’un cancer ovarien d’une femme de groupe sanguin O. 

Comme indiqué précédemment, nous disposons de cellules exprimant le CD1 et reconnues 

par les clones NKTi autoréactifs. Il semblerait donc que ces cellules expriment le ligand 

endogène de ces clones. Afin de définir s’il est possible que ce ligand soit l’iGb3, nous 

réalisons un marquage des cellules avec la lectine GS1-B4 et une analyse par cytométrie en 

flux (Figure 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Fixation de la lectine GS1-B4 à la surface de cellules HeLa-CD1d, en présence 

ou non de glucose (A) ou de galactose (B) à une concentration de 500 mM. Cet histogramme 

est représentatif de deux expériences d’inhibition. 

 

 La lectine GS1-B4 reconnaît un antigène présent à la surface des cellules HeLa-CD1d. 

La spécificité de ce marquage est contrôlée par la coincubation de la lectine avec les cellules 

et un glucide libre (Glc ou Gal). Le Gal libre permet d’inhiber la fixation spécifique de la 

lectine GS1-B4. Les cellules coincubées avec le Gal et la lectine GS1-B4 présentent un taux 
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de mortalité plus important, ce qui explique le faible nombre de cellules marquées. 

Cependant, l’inhibition du marquage des cellules avec la GS1-B4 après coincubation avec le 

Gal est quasi complète (Figure 23 B) alors qu’elle n’est que de 30% en présence de Glc 

(Figure 23 A). Il semble donc que la lectine reconnaisse spécifiquement un résidu Gal 

terminal sur les cellules HeLa-CD1d. 

 

 L’utilisation d’une lectine ne permet pas d’identifier de façon formelle l’antigène 

reconnu. En effet, la lectine GS1-B4 connue pour sa spécificité 3 Gal, peut également 

reconnaître, dans certaines conditions, des Gal en conformation 4. Contrairement à un 

anticorps, la lectine ne permet pas d’identifier l’antigène reconnu. On réalise donc des études 

complémentaires afin de préciser la nature de la molécule reconnue par GS1-B4.  

 

Dans un premier temps, l’utilisation d’ galactosidases va permettre de confirmer la 

liaison du Gal reconnu par GS1-B4. Nous disposons de deux galactosidases : 

- une galactosidase extraite de grains de café vert, spécifique des Gal liés en 1,3/4 

et 6. 

- une 3,6 galactosidase recombinantes produite dans Escherichia coli, spécifique des 

Gal liés en 1,3/6. 

En parallèle, les cellules HeLa-CD1d sont incubées avec un anticorps dirigé contre le 

Gb3 (Gal 1,4Gal 1,4Glc 1-Cer) qu’elles expriment à leur surface. L’étude de la fixation de 

l’anti-Gb3 après action des galactosidases permet de contrôler la spécificité des enzymes. 

Les cellules HeLa-CD1d subissent l’action de ces deux enzymes et sont analysées par 

cytométrie en flux (Figure 24). 
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Figure 24 : Fixation de la lectine GS1-B4 et de l’anti-Gb3 (1A4) à la surface de cellules 

HeLa-CD1d après action de galactosidases. Les marquages avec la GS1-B4 (à gauche) ou 

l’anticorps 1A4 (à droite) après l’action de l’ 3,4,6 galactosidase (vert) et de l’ 3,6 

galactosidase (violet) sont représentés, et superposés au marquage avec GS1-B4 (rouge) ou 

1A4 (bleu) avant action des glycosidases. 

 

 Après action de l’ 3,4,6 galactosidase, on observe une nette diminution du marquage 

avec la lectine, mais certaines cellules sont encore GS1-B4
+
. La fixation de l’anti-Gb3 n’est 

que faiblement diminuée. Les cellules HeLa-CD1d expriment le Gb3 de façon très 

hétérogène, ce qui pourrait expliquer que la diminution du Gb3 à la surface des cellules soit 

peu visible. En effet, après une action partielle de la galactosidase (comme l’indiquerait le 

marquage avec la lectine GS1-B4), des cellules exprimant fortement le Gb3 en présenteront 

toujours un peu à leur surface. Après action de l’ 3,6 galactosidase, la lectine GS1-B4 ne se 
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fixe plus sur les cellules HeLa. Par contre, aucune modification du marquage avec l’anti-Gb3 

n’est observée, ce qui confirme la spécificité de la glycosidase (le Gb3 présente un Gal 

terminal en conformation 4) et de la lectine GS1-B4 qui ne reconnaît pas le Gb3. 

 

Il semble donc que la lectine GS1-B4 reconnaît un résidu 3Gal ou 6Gal sur les 

cellules HeLa-CD1d. Aucune structure présentant un Gal terminal lié en 1,6 n’a été 

identifiée chez l’Homme. Il est donc probable que ce soit un 3 Gal terminal qui est reconnu. 

 

Dans un deuxième temps, nous nous intéressons à la structure portant ce Gal terminal. 

En effet, les résultats des analyses immunohistochimiques présentés précédemment laissent 

penser que la lectine GS1-B4 reconnaît un glycolipide sur les tumeurs. L’utilisation de PPMP 

(D,L-thréo-1-phényl-2-hexadécanolamino-3-morpholino-1-propanol) nous permettrait de 

préciser si la structure reconnue par GS1-B4 sur les cellules est glycoprotéique ou 

glycolipidique. En effet, le PPMP inhibe la synthèse du glucosylcéramide permettant ainsi 

une diminution de la synthèse des glycolipides cellulaires (Yowler et al., 2002). L’action du 

PPMP sur les cellules HeLa-CD1d est présentée dans la figure 25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Fixation de la lectine GS1-B4 (A) et de l’anti-Gb3 (B) à la surface de cellules 

HeLa-CD1d après action du PPMP. Le marquage avec la GS1-B4 ou l’anticorps 1A4 après 

l’incubation des cellules pendant 48 heures avec du PPMP à une concentration de 7,5 M 

(vert) est superposé au marquage avec GS1-B4 (rouge) ou 1A4 (bleu) sur des cellules non 

traitées. 
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L’étude de la fixation de l’anti-Gb3 sur les cellules permet de contrôler l’efficacité du 

traitement PPMP. Le Gb3 est un glycolipide et il voit son expression diminuer en présence de 

PPMP (Figure 25 B). On constate également une nette diminution de la fixation de la lectine 

GS1-B4 sur les cellules HeLa-CD1d après traitement avec le PPMP, ce qui suppose qu’elle se 

fixe sur un glycolipide (Figure 25 A). 

 

L’ensemble de ces résultats nous permettent donc de supposer que l’antigène reconnu 

par la lectine GS1-B4, sur les cellules HeLa-CD1d est un glycolipide présentant un 3Gal 

terminal. Cet antigène pourrait donc être l’iGb3 mais on ne peut pas l’affirmer car sa structure 

n’a pas été caractérisée. 

 

 Pour compléter notre étude, nous cherchons à inhiber spécifiquement l’expression de 

l’iGb3 dans les cellules HeLa-CD1d par l’utilisation de petits ARN d’interférence (siRNA). 

 

 Interférence à l’ARN dans les cellules HeLa 

 

Pour contrôler si l’iGb3 est l’antigène reconnu sur les cellules HeLa par la lectine GS1-

B4, nous avons cherché à inhiber l’expression de deux enzymes dans ces cellules : l’iGb3 

synthase et la glucosylcéramide synthase responsable de la synthèse du glucosylcéramide, 

précurseur de l’iGb3. Dans ce but, des petits ARN d’interférence (siRNA) dirigés contre ces 

deux gènes sont synthétisés. L’ARN interférence a été mise en évidence chez les plantes et les 

nématodes. Ce mécanisme cellulaire est largement conservé dans l’évolution. En fait, les 

siRNA introduit dans la cellule s’associent au complexe RISC (RNA Induced Silencing 

Complex) qui les guide vers l’ARN cible et détruit l’ARN double brin formé suite à la 

fixation des siRNA. L’expression du gène cible est donc inhibée. 

 

  - Interférence à l’ARN dirigée contre la glucosylcéramide synthase 

 

Les siRNA sont sélectionnés puis clonés dans le plasmide pSuper comme indiqué dans la 

partie matériel et méthodes. Pour la glucosylcéramide synthase, les trois siRNA utilisés sont 

nommés gcs-678, gcs-874 et gcs-1357, le nombre indiquant la position de la première base 

sur l’ADNc de la glucosylcéramide synthase. L’efficacité des siRNA est contrôlée par une 

transfection transitoire des cellules HEK293 avec le plasmide pSuper contenant le siRNA. En 

effet, comme nous le montrerons plus loin, il semble que la lectine GS1-B4 se fixe sur un 
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glycolipide présent à la surface des cellules HEK293. Si les siRNA sont efficaces et que 

l’iGb3 est l’antigène reconnu par la lectine GS1-B4, nous devrions observer une diminution 

de la fixation de GS1-B4 sur les cellules transfectées. Les cellules sont analysées par 

cytométrie en flux 48 heures après la transfection. Aucune variation de la fixation de la lectine 

GS1-B4 n’est visible (résultats non présentés). Une autre méthode d’évaluation de l’efficacité 

des siRNA est donc utilisée : le dosage de l’activité luciférase en présence des siRNA et d’un 

gène de fusion entre l’ADNc de la glucosylcéramide synthase et celui de la luciférase de 

firefly. 

Les plasmides pRLTK et pGL3 codent respectivement pour les luciférases de renilla et de 

firefly. L’ADNc de la glucosylcéramide synthase est sous-cloné dans le pGL3, de façon à 

obtenir un gène de fusion entre l’ADNc de la glucosylcéramide synthase et celui de la 

luciférase. En parallèle, on dispose des plasmides codant pour des siRNA spécifiques de la 

luciférase de firefly (pSHAG-Ff1) ou de la glucosylcéramide synthase (pSuper-gcs678, 

pSuper-gcs874, pSuper-gcs1357). La cotransfection du plasmide codant pour l’ADNc de 

fusion glucosylcéramide synthase-luciférase de firefly et des siRNA dirigés contre la 

glucosylcéramide synthase entraînera donc une diminution de l’activité luciférase par la 

destruction de l’ARN de fusion suite à l’accrochage des siRNA (Figure 26). 
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Figure 26 : Schématisation du principe de maintien ou non de l’activité luciférase en 

présence ou non de siRNA spécifique. A : contrôle positif, sans siRNA, B : contrôle négatif, 

activité luciférase minimale, avec le siRNA dirigé contre l’ADNc de la luciférase, C : test des 

siRNA dirigés contre l’ADNc de la glucosylcéramide synthase. 

 

Les différentes conditions de transfection sont présentées dans le tableau 16. Chaque 

transfection est réalisée en duplicates. 
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 luciférase 

renillla 

luciférase firefly +/- 

glucosylcéramide synthase 

siRNA 

Luci+ pRLTK pGL3 pSuper 

Luci- pRLTK pGL3 pSHAG-Ff1 

Luci-GCS+ pRLTK pGL3-GCS pSuper 

Luci-GCS- pRLTK pGL3-GCS pSHAG-Ff1 

GCS-678 pRLTK pGL3-GCS pSuper-gcs678 

GCS-874 pRLTK pGL3-GCS pSuper-gcs874 

GCS-1357 pRLTK pGL3-GCS pSuper-gcs1357 

 

Tableau 16 : Cotransfections réalisées pour tester l’efficacité des siRNA dirigés contre la 

glucosylcéramide synthase. Luci+ / Luci-GCS+ : contrôle de l’activité luciférase avec la 

transfection du plasmide pGL3 avec ou sans l’ADNc de la glucosylcéramide synthase en 

absence de siRNA. Luci- / Luci-GCS- : diminution maximale de l’activité luciférase due au 

siRNA dirigé contre l’ADNc de la luciférase. 

 

Quarante huit heures après la transfection, les cellules HEK sont lysées et l’activité luciférase 

mesurée dans les différentes conditions. La mesure de l’activité luciférase de renilla permet de 

standardiser l’activité luciférase de firefly, par le calcul du rapport entre l’activité luciférase 

de firefly et celle de renilla. Les résultats sont présentés dans la figure 27. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Pourcentage d’inhibition de l’activité luciférase dans les cellules HEK293 

transfectées dans différentes conditions. Les résultats représentent la moyenne des dosages 

des duplicates de transfection. 
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 L’activité luciférase de firefly est inhibée à 94% suite à la cotransfection de pGL3-

GCS avec le siRNA spécifique de la luciférase. La cotransfection de ce même plasmide avec 

les siRNA dirigés contre la glucosylcéramide synthase gcs-678, gcs-874 et gcs-1357 permet 

repectivement une diminution de l’activité luciférase de 89%, 83%, et 74% . Il semble donc 

que les siRNA dirigés contre la glucosylcéramide synthase soient efficaces, même si 

l’inhibition est moins importante que celle observée par l’action du siRNA dirigé contre la 

luciférase. Nous décidons donc de cloner les deux siRNA gcs-678 et gcs-874 dans un vecteur 

plentiThy1-Cla, permettant la production de particules lentivirales pour infecter les cellules 

HeLa-CD1d, de façon à inhiber spécifiquement la glucosylcéramide synthase et donc la 

potentielle production d’iGb3. 

 

 Les cellules HeLa-CD1d sont infectées avec trois MOI (multiplicité d’infection) 

différentes : 10, 5 ou 1 particule virale par cellule. Les lentivirus produits possèdent l’ADNc 

de CD90, l’étude de son expression membranaire permet donc le contrôle de l’efficacité de 

l’infection. En parallèle, le marquage du Gb3 membranaire permet de contrôler l’efficacité de 

l’inhibition de la glucosylcéramide synthase par les siRNA, le glucosylcéramide étant le 

précurseur de ce glycolipide (figure 28). 
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Figure 28 : Marquage membranaire de CD90 et de Gb3 sur des cellules HeLa-CD1d 

infectées ou non avec les siRNA. Les HeLa-CD1d non infectées n’expriment pas le CD90. 

L’expression de CD90 à la surface des cellules est induite par le lentivirus et permet de 

contrôler l’efficacité de l’infection. Les pourcentages indiqués représentent le pourcentage de 

cellules marquées avec l’anticorps. 

 

 L’efficacité de transduction des cellules par les siRNA est de 84% et 93%. Nous 

devrions donc observer une diminution de l’expression membranaire de Gb3, or aucune 

variation n’est visible. Pourtant, le dosage de l’activité luciférase dans des cellules 

transfectées de façon transitoire avec les siRNA montrait qu’ils étaient efficaces (figure 27).  

 

  - Interférence à l’ARN dirigée contre l’iGb3 synthase 

 

 Les siRNA sont sélectionnés puis clonés dans le plasmide pSuper comme indiqué dans 

la partie matériel et méthodes. Pour l’iGb3 synthase, les deux siRNA utilisés sont nommés 

iGb3s-305, iGb3s-332, le nombre indiquant la position de la première base sur l’ADNc de 

l’iGb3. L’efficacité des siRNA est contrôlée par transfection transitoire des cellules HEK293 

avec le plasmide pSuper contenant le siRNA. Les cellules sont analysées par cytométrie en 

flux 48 heures après la transfection (figure 29). 
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Figure 29 : Fixation de GS1-B4 sur des cellules HEK293 transfectées transitoirement avec 

pSuper vide, pSuper-iGb3s305, pSuper-iGb3s-332 ou pSuper-iGb3s-395. La fixation de GS1-

B4 sur les cellules transfectées avec le vecteur vide (noire) est superposée au marquage des 

cellules transfectées avec le pSuper-siRNA (rouge). 

 

On peut observer une diminution du marquage avec la lectine IB4 sur les HEK293 

transfectées avec les siRNA iGb3s-305 et iGb3s-332. Cette diminution est faible, mais le 

profil de marquage (diminution du signal avec un gonflement à gauche) semble 

caractéristique d’une interférence à ARN suite à une transfection transitoire. Nous produisons 

donc des lentivirus siRNA iGb3s-305 et iGb3s-332 et des cellules HeLa sont infectées avec 

les particules lentivirales comme présenté ci-dessus, pour les siRNA dirigés contre la 

glucosylcéramide synthase. La transduction des cellules HeLa-CD1d est efficace 

(respectivement 85% et 90% de cellules infectées avec iGb3s-305 et iGb3s-332) mais ne 

permet pas de diminution du marquage avec la lectine GS1-B4. 

 

 L’utilisation de siRNA n’a permis d’inhiber l’expression ni du ligand de la GS1-B4 ni 

du Gb3. Cette technique ne semble pas appropriée pour inhiber ce type d’activité 

enzymatique. Pour contrôler si l’iGb3 peut être exprimé dans les cellules HeLa, nous 

souhaitons cloner l’ADNc de l’iGb3 synthase dans ces cellules. 

 

 Clonage de l’ADNc de l’iGb3 synthase dans les cellules HeLa 

 

Différentes stratégies ont été adoptées pour cloner l’ADNc de l’iGb3 synthase : 

amplification de l’ADNc complet par PCR avec une Taq polymérase classique, puis avec une 

GS1-B4 
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Taq polymérase spécifique des séquences riches en nucléotides G et C (l’ADNc de l’iGb3 

synthase se compose de 75% de nucléotide G et C), et enfin une amplification par RACE-PCR. 

Aucune de ces techniques n’a permis d’isoler cet ADNc de l’iGb3s. 

 

 Lors de cette étude, l’amplification de la séquence entre les exons 3 et 4 de l’ADNc 

iGb3 synthase a mis en évidence la présence d’un intron. Même si le contrôle de nos ADNc 

ne montre aucune contamination génomique (amplification d’une séquence de 2m de 107 

pb, et non 725 pb si il y avait de l’ADN génomique), nous poursuivons notre étude sur de 

l’ADNc issu de testicule humain acheté dans le commerce, pour n’avoir aucun doute sur la 

pureté de l’ADNc. L’utilisation de cet ADNc commercial ne permet pas non plus 

l’amplification de l’ADNc de l’iGb3 synthase. En revanche, l’amplification de l’intron entre 

les exons 3 et 4 est également possible avec cet ADNc, alors que nous pouvons exclure une 

éventuelle contamination génomique, même faible. L’ADNc de l’iGb3 synthase humaine n’a 

pas été cloné à ce jour. Cependant, si aucune étude n’a été conduite sur la fonctionnalité de 

l’iGb3 synthase humaine, les études de Taylor et Milland suggèrent un problème lors de 

l’épissage de l’ARN messager (Milland et al., 2006; Taylor et al., 2003). 

 

 Etant données les difficultés que nous rencontrons à amplifier l’ADNc de l’iGb3s, 

nous souhaitons analyser par PCR les séquences présentes entre les différents exons de 

l’iGb3s, afin de rechercher l’existence de formes mineures correctement épissées. Des 

amorces sont définies sur les exons, et leur localisation est précisée sur la figure 30. 
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Figure 30 : Schéma de la localisation des amorces utilisées pour l’étude de l’ADNc de l’iGb3 

synthase. Les 5 exons codants du gène de l’iGb3 synthase sont représentés. La taille des 

exons est indiquée en vert et celle des introns en rouge. 

 

 Les PCR avec les différentes amorces sont réalisées sur l’ADNc commercial de 

testicule humain et les produits sont déposés sur un gel d’agarose afin d’être analysés (Figure 

31). 
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Figure 31 : Produits d’amplification des séquences entre les différents exons après migration 

sur un gel 1% d’agarose. Les flèches blanches indiquent les bandes de faible intensité, 

correspondantes à l’ADNc épissé de l’iGb3 synthase. Les tailles des amplicons attendus sont 

indiquées ci-dessous, selon chaque couple d’amorces, respectivement en noir après épissage 

correct de l’ARNm ou en rouge en absence d’épissage. 

1 : 14s Ŕ 20as (exon 1 Ŕ 2) 100 / 130 pb  5 : 14s Ŕ 16as (exon 1 Ŕ 4) 296 / 850 pb 

2 : 19s Ŕ 18as (exon 2 - 3) 81 / 297 pb  6 : 19s Ŕ 16as (exon 2 Ŕ 4) 219 / 743 pb 

3 : 17s Ŕ 16as (exon 3-4) 160 / 468 pb  7 : 11s Ŕ 13as (exon 5) 438 pb 

4 : 14s Ŕ 18as (exon 1 Ŕ 3) 158 / 406 pb  8 : 11s Ŕ 13as sans ADN 

 

La plupart des couples d’amorces permettent une amplification de la séquence 

intronique. Quand il n’y a pas d’amplification (par exemple dans les puits 1, 4 et 5), cela peut 

s’expliquer par la présence d’un intron de grande taille (8184 pb entre exon 1 et 2). La 

contamination par de l’ADN génomique ne peut pas expliquer ce phénomène, étant donné que 

nous travaillons avec de l’ADNc commercial dont l’absence de contamination a été vérifiée. 

Il semble donc que l’ARN messager de l’iGb3 synthase n’est pas correctement épissé, comme 

l’avaient suggéré Taylor et Milland. 

 Néanmoins, la PCR réalisée entre les exons 2 et 4 (puits 6) permet l’amplification de 

deux séquences. La première, d’environ 800 pb est majoritaire, et correspondrait à une forme 

non épissée. La seconde séquence, de 219 pb, pourrait être une forme épissée de l’iGb3 

synthase, qui resterait cependant largement minoritaire. De même, dans le puits 3, on 
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distingue une bande à environ 150 pb, qui pourrait correspondre au produit d’amplification 

entre les exons 3 et 4, après épissage.  

 Il semblerait qu’il y ait un problème d’épissage de l’ARN messager de l’iGb3 synthase 

chez l’Homme, ce qui entraînerait l’inactivation de cette enzyme, mais il est possible qu’une 

forme correctement épissée existe, trop minoritaire pour être clairement mise en évidence. 

Nos tentatives de clonage de cette forme minoritaire ont échoué. L’étude de l’ADNc de 

l’iGb3 synthase ne nous permet donc pas de conclure quant à sa fonctionnalité chez 

l’Homme. 

 

 L’étude des cellules HeLa a permis de mettre en évidence un ligand de surface de la 

lectine GS1-B4, porté par un glycolipide présentant un 3 Gal terminal. L’étude plus 

spécifique de l’iGb3 synthase (inhibition par interférence à ARN ou clonage de l’ADNc) a 

échoué.  D’autres lignées tumorales sont étudiées pour comparer la réactivité des NKTi contre 

des cellules aux profils de fixation de la GS1-B4 variés. 

 

b/ Les cellules HEK293 

 

 Caractérisation phénotypique des cellules HEK293 

 

 Les cellules HEK293 sont issues de la transformation de cellules de rein 

embryonnaires. Un marquage avec GS1-B4 montre la fixation de la lectine sur ces cellules 

(Figure 32 A) qui est inhibée après action du PPMP (Figure 32 B). 
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Figure 32 : Fixation de la lectine GS1-B4 à la surface de cellules HEK293. A : lectine seule ; 

B : lectine + PPMP. Le marquage avec la GS1-B4 après incubation des cellules pendant 48 

heures avec du PPMP à une concentration de 7,5 M (vert) est superposé au marquage avec 

GS1-B4 (rouge) sur des cellules non traitées. 

 

 La fixation de la lectine GS1-B4 est partiellement inhibée par un traitement des 

cellules avec le PPMP (40% d’inhibition). L’action limitée du PPMP sur ces cellules pourrait 

s’expliquer par la diminution de l’efficacité du réactif ou bien par l’expression à la surface de 

ces cellules de glycolipides et de glycoprotéines reconnues par GS1-B4. 

Il semble donc qu’un glycolipide présentant un galactose terminal en liaison 1,3 soit 

présent à la surface de ces cellules. 

 

 Les contrôles de spécificité de la lectine par une coincubation avec du Gal libre ou par 

l’action des galactosidases n’ont pas pu être réalisés sur ces cellules. En effet, avant d’avoir 

effectué ces essais, nous avons épuisé notre stock de lectine GS1-B4. Les nouveaux lots de 

lectine obtenus n’étaient pas parfaitement purs (présence de l’isolectine A, spécifique des 

résidus GalNAc terminaux) (GS1-B4 biotinylée ; Invitrogen) ou trop biotinylés (GS1-B4 

biotinylée ; Vector), ce qui entraînait un marquage non spécifique des cellules. Cependant, la 

spécificité de la lectine ayant été confirmée sur les cellules HeLa-CD1d, on considère que les 

cellules HEK293 expriment un antigène glycolipidique qui pourrait être l’iGb3. 

 

 Contrairement aux cellules HeLa-CD1d, nous ne disposons pas au laboratoire de 

cellules HEK293 exprimant le CD1d à leur surface. Afin d’étudier la reconnaissance de ces 

cellules par les NKTi, nous induisons donc l’expression du CD1d à la surface des cellules. 
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 Induction de l’expression de CD1d dans les cellules HEK293 

 

L’ADNc du CD1d humain est sous cloné dans le vecteur pCR3.1
+
 (Invitrogen). Les 

cellules HEK293 sont ensuite transfectées par lipofection avec le plasmide pCR3 .1
+
 avec ou 

sans l’ADNc de CD1d. La transfection transitoire ne permettant pas l’utilisation des cellules 

pour les tests fonctionnels avec les lymphocytes NKTi, nous réalisons une transfection stable, 

par sélection des cellules avec la néomycine. Après 24 jours de sélection, on obtient une 

population HEK 293-CD1d hétérogène quant à l’expression du CD1d à leur surface. On 

réalise donc un clonage par dilution limite qui permet d’isoler des populations clonales 

exprimant le CD1d de façon homogène à leur surface. En parallèle, nous clonons également 

les HEK-pCR3.1
+
 vide pour contrôler l’effet du vecteur vide sur les cellules. Les clones de 

transfection utilisés par la suite sont HEK-pCR3.1
+
 clone 4 et HEK-CD1d clone 6. 

 

c/ Les cellules Namalwa 

 

 Caractérisation phénotypique des cellules Namalwa 

 

La lignée Namalwa nous a été donnée par Joëlle Wiels (CNRS, Villejuif), et a été 

établie à partir d’un lymphome de Burkitt. L’analyse de ces cellules avec GS1-B4 ne montre 

aucune fixation de la lectine (Figure 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Fixation de la lectine GS1-B4 sur les cellules Namalwa.  

 

Il semble que les cellules Namalwa n’expriment pas le ligand hypothétique reconnu 

par la lectine GS1-B4. Une étude plus approfondie peut néanmoins être intéressante pour 
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discriminer la réponse des NKTi contre des cellules fixant ou non la lectine GS1-B4. Les 

Namalwa n’expriment pas le CD1d, il est donc nécessaire d’induire son expression dans ces 

cellules. 

 

 Induction de l’expression de CD1d dans les cellules Namalwa 

 

Dans un premier temps, la même stratégie que celle utilisée pour les cellules HEK293 

est mise en œuvre. Les Namalwa sont transfectées avec le pCR3.1
+
-CD1d par choc au 

phosphate de calcium. Après 48 heures, 93% des cellules transfectées expriment le CD1d à 

leur surface. Mais, après sélection antibiotique, toutes les cellules meurent. On pense donc 

que les cellules n’intègrent pas le plasmide. 

 

Une nouvelle stratégie est adoptée. L’ADNc de CD1d est cloné dans le plasmide 

plentiSffv, permettant la production de particules virales. Les cellules sont ensuite infectées 

avec trois MOI (multiplicité d’infection) différentes : 10, 5, ou 1 particules virales pour 1 

cellule Namalwa. Après 14 jours, 50% des cellules infectées avec une MOI de 10 expriment 

le CD1d à leur surface. Un tri des cellules sur billes magnétiques est réalisé pour obtenir une 

population homogène quant à l’expression du CD1d. Le tri est efficace car 98% des cellules 

triées expriment le CD1d à leur surface. 

 

 

d/ Les cellules HD Mar 

 

La lignée HD Mar a été établie à partir d’une effusion pleurale d’un patient ayant un 

lymphome de Hodgkin. L’expression de CD1d à leur surface et la fixation de la lectine GS1-

B4 sur ces cellules ont été étudiées (Figure 34). 
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Figure 34 : Marquage membranaire de cellules HD Mar. A : Marquage des cellules avec 

l’anti-CD1d 51.1. B : fixation de la lectine GS1-B4. 

 

 Ces cellules expriment le CD1d (Figure 34 A) et ne fixent pas la lectine GS1-B4 à leur 

surface (Figure 34 B). La lignée HD Mar constitue donc un second modèle de cellules 

tumorales, en plus des Namalwa, n’exprimant pas l’antigène reconnu par la lectine GS1-B4. 

L’intérêt particulier de ces cellules se situe dans le fait qu’elles expriment naturellement le 

CD1d, elles peuvent donc être reconnues, in vivo, par les NKTi si elles présentent un 

glycolipide antigénique.  

 

e/ Autres lignées tumorales 

 

 Dans le cadre de l’étude de la réponse des cellules NKTi au contact de lignées 

tumorales, nous avons testé un panel de lignées d’origine épithéliale quant à la fixation de la 

lectine GS1-B4 à leur surface (Tableau 21). Aucun marquage avec la lectine GS1-B4 ou avec 

l’anti-CD1d sur ces cellules n’a été observé. Nous n’avons donc pas étudié plus en détail ces 

lignées. 
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Tableau 17 : Recherche de l’expression d’un ligand de la lectine GS1-B4 et du CD1d sur des 

lignées d’origine épithéliales. ND : Non Déterminé. 

 

 L’étude de ces lignées tumorales a été réalisée avec une lectine GS1-B4 directement 

couplée au fluorochrome FITC. Ce n’est pas la même lectine que celle utilisée lors des 

marquages des autres lignées établies qui était elle couplée à un groupement biotine 

permettant une amplification du signal par un marquage secondaire. Pour gagner en 

sensibilité, il serait intéressant de reproduire ces marquages avec une lectine biotinylée, mais 

nous n’en trouvons plus en vente comme nous l’avons précisé plus haut. 

 

f/ Bilan des cellules utilisées dans notre étude des NKTi 

 

 Les lignées utilisées dans notre étude et leurs caractéristiques sont présentées dans le 

tableau 18. 

 

 

 

 

 

 

 

Lignée Type de cancer Caractéristiques GS1-B4 CD1d 

HCT-8R iléon épithéliales - - 

HRT-8 rectum épithéliales - - 

LS174T colon épithéliales - - 

Méso3 adénocarcinome épithéliales - ND 

Méso72 adénocarcinome épithéliales - ND 

SW1116 colon en suspension - - 

SW1220 colon épithéliales - - 

SW48 colon épithéliales - - 

SW620 colon épithéliales - - 

SW707- colon épithéliales - - 
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Lignée Caractéristiques des cellules GS1-B4 Ag reconnu par GS1-B4 CD1d 

HeLa épithéliales + Gal 3,6 sur un glycolipide
*
 - 

HeLa-CD1d épithéliales, transfectées + Gal 3,6 sur un glycolipide
*
 + 

HEK épithéliales + glycolipide - 

HEK-CD1d épithéliales, transfectées + glycolipide + 

Namalwa lymphoïdes - / - 

Namalwa-CD1d lymphoïdes, infectées - / + 

HD Mar lymphoïdes - / + 

 

Tableau 18 : Bilan des lignées étudiées dans les tests fonctionnels avec les NKTi. * La 

position 3 ou 6 du galactose est déduite de son clivage par la galactosidase recombinante 

d’E. coli qui est 3, 6 spécifique. La nature glycolipidique de l’antigène reconnu a été 

déterminée par le traitement avec le PPMP. 

 

 Nous disposons donc de quatre lignées tumorales différentes, exprimant ou non le 

CD1d. L’expression de l’ARN messager de l’iGb3 synthase a été étudiée et l’exon 5 est 

présent dans les quatre lignées. Cependant, il est possible que l’ARN messager ne soit 

majoritairement pas épissé et que l’enzyme fonctionnelle ne soit présente que dans les cellules 

fixant la lectine GS1-B4. Par ailleurs, la présence de l’ARN messager dans les cellules ne 

présage en rien de la synthèse de l’antigène, comme nous l’avons observé pour l’antigène B 

(article 1 de cette thèse). En effet, les cellules intestinales expriment l’antigène H à leur 

surface, possèdent un ARN messager codant pour la glycosyltransférase B, mais ne 

synthétisent pas l’antigène B. 

 

 Des lignées cellulaires tumorales aux caractéristiques différentes ont été sélectionnées. 

Leur potentiel d’activation des cellules NKTi va maintenant être étudié. 

 

2- Etude de l’interaction des NKTi avec des lignées tumorales 

 

 Des lignées tumorales reconnues (HeLa et HEK293) ou non (Namalwa et HD Mar) 

par la lectine GS1-B4 exprimant le CD1d sont disponibles. Dans l’hypothèse où l’antigène 

fixant la lectine GS1-B4 serait l’iGb3, la reconnaissance des lignées tumorales par les cellules 

NKTi est évaluée. 
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 L’étude des cellules NKTi nécessite une stimulation non spécifique des lymphocytes à 

intervalles réguliers. Néanmoins, un même clone peut répondre différemment à deux 

stimulations. Par exemple, les NKTi peuvent proliférer jusqu’à 3 semaines ou entrer en 

apoptose 2 semaines après la stimulation. Cet aspect a été constaté par plusieurs personnes de 

notre laboratoire, et nous supposons qu’un changement du mode de préparation du sang par 

l’établissement français du sang serait la cause de ce problème. Les difficultés de culture des 

clones NKTi expliquent que selon les tests fonctionnels, ce ne sont pas toujours les mêmes 

populations qui sont présentées. De même, le niveau d’expression cytokinique pour chaque 

population varie en fonction du stade de culture des cellules. C’est pourquoi, dans les tests 

fonctionnels, nous présentons toujours un contrôle de stimulation non spécifique des NKTi 

(PHA) et/ou une stimulation spécifique par les HeLa-CD1d chargées avec le KRN70000. 

 

 Dans un premier temps, nous nous attachons à l’activation des cellules NKTi par des 

lignées reconnues par la lectine GS1-B4 : HeLa-CD1d et HEK-CD1d (Figure 35). 
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Figure 35 : Production de TNF-  par les NKTi au contact de cellules HeLa (A) ou HEK293 

(B) exprimant ou non le CD1d, en présence ou non de KRN7000. Le glycolipide est chargé 

sur les cellules HeLa-CD1d ou HEK-CD1d par une coincubation de 16 heures. 

 

 Ces tests sont réalisés avec des clones de NKTi isolés par dilution limite à partir d’une 

population polyclonale. La stimulation des NKTi par les cellules HeLa-CD1d (figure 35 A) 

permet de distinguer deux sous groupes : les NKTi autoréactifs qui réagissent en absence de 

stimulation exogène par le KRN7000 (21S-21, 21S-17, 19S-9, B11), et les NKTi non 

autoréactifs qui ne sont stimulés que par les HeLa-CD1d chargées avec le KRN7000 (B21-47, 

B21-49, B21-60 et B2152). Ces clones sont issus de donneurs différents, donc il ne semble 

pas que cette autoréactivité soit une caractéristique particulière d’un donneur. 
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 Lors de l’étude des cellules HEK-CD1d (figure 35 B), les NKTi B11 montrent une 

réactivité très faible en présence de PHA ou après stimulation par les Hela-CD1d en présence 

de KRN7000. Cependant, les résultats semblent interprétables. En effet, les deux clones NKTi 

B11 et 21S-21 sécrètent du TNF-  en réponse à une stimulation par les HEK-CD1d, en 

présence ou non de KRN7000. De plus, les deux clones synthétisent plus de TNF-  après 

stimulation par les HEK-CD1d plutôt que par les HeLa-CD1d. Cependant, les résultats 

obtenus avec les HEK-CD1d sont à considérer avec prudence car nous n’avons pas étudié 

l’activation des NKTi non autoréactifs par ces cellules. 

 L’activation des NKTi autoréactifs par les cellules HeLa-CD1d et HEK-CD1d, en 

absence de KRN7000, laisse supposer qu’elles expriment le ligand endogène de ces NKTi. 

L’analyse par cytométrie en flux a montré une fixation de la lectine GS1-B4 sur un 

glycolipide présentant un Gal en liaison 1,3 à la surface de ces cellules. Par ailleurs, Zhou et 

ses collaborateurs ont montré une reconnaissance de l’iGb3 par la lectine GS1-B4 dans le 

contexte du CD1d (Zhou et al., 2004b). Il est donc possible que le même antigène soit 

reconnu par la lectine GS1-B4 et par les NKTi.  

 

Ensuite, nous nous intéressons aux cellules tumorales HD Mar et Namalwa-CD1d qui 

ne fixent pas la lectine GS1-B4 (Figure 36). 
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Figure 36 : Production de TNF-  par les NKTi au contact de cellules HeLa, HD Mar (A) ou 

Namalwa exprimant ou non le CD1d, en présence ou non de KRN7000 (B). Le glycolipide est 

chargé sur les cellules cibles par une coincubation de 16 heures. 

 

 La lignée HD Mar est reconnue par le clone NKTi B11 (figure 36 A). Ces cellules 

expriment naturellement le CD1d. Donc in vivo, elles peuvent être la cible des NKTi. La 

production de TNF-  par le clone B11 en réponse aux HD Mar est plus faible que par rapport 

aux Hela-CD1d. Par contre, le clone NKTi 21S-17 ne reconnaît pas ces cellules. Il semblerait 

donc que les B11 et 21S-17 ne présentent pas la même spécificité antigénique, alors même 

qu’ils reconnaissent tous deux les HeLa-CD1d. Une explication à cette différence pourrait être 

la quantité de ligand présent à la surface de la cellule. Les cellules HD Mar exprimeraient le 

ligand en plus faible quantité par rapport aux HeLa-CD1d et aux HEK-CD1d, ce qui 

permettrait l’activation des NKTi les plus affins uniquement. De même que pour les HEK-

CD1d, l’interaction des HD Mar avec les NKTi non autoréactifs reste à évaluer. 

 

 Les Namalwa-CD1d sont reconnues par tous les NKTi autoréactifs (figure 36 B). Les 

NKTi non autoréactifs ne sont pas stimulés par ces cellules en présence ou non de KRN7000. 

Pourtant, l’incubation de B21-49 et B21-52 avec la PHA permet une production de TNF-  
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équivalente à celle obtenue pour les NKTi 21S-17 dans les mêmes conditions. De plus, dans 

cette même expérience, des cellules CHO (cellules ovariennes de cochon d’Inde) exprimant le 

CD1d chargées avec le KRN7000 activent les NKTi B21-49 et B21-52 qui sécrètent alors 

plus de TNF-  qu’en présence de PHA (résultats non présentés). Il semble donc que ni 

l’absence d’expression du CD1d, ni une mauvaise  solubilisation du KRN7000 dans le milieu 

de culture ne puisse expliquer l’absence d’activation des NKTi B21-49 et B21-52 par les 

cellules Namalwa-CD1d en présence de KRN7000. Deux hypothèses peuvent expliquer ce 

phénomène : 

- les NKTi autoréactifs sécrètent la même quantité de TNF-  en présence ou non de 

KRN7000. Il semble donc que la stimulation maximale des NKTi autoréactifs est obtenue au 

contact des Namalwa-CD1d seules. On peut donc penser que tous les sites CD1d sont saturés 

avec l’antigène endogène, ce qui ne permet pas le chargement de KRN7000, et donc 

l’activation des NKTi non autoréactifs. 

- l’absence d’activation des NKTi non autoréactifs par les Namalwa-CD1d en présence de 

KRN7000 pourrait également s’expliquer, non pas par une absence de chargement de la 

molécule, mais par une incapacité des cellules à apprêter correctement l’antigène exogène 

pour le chargement dans le sillon de CD1d. 

 

 A la vue de ces résultats sur l’interaction entre les NKTi autoréactifs et les cellules 

tumorales, il semble qu’il existe un profil d’activation différent selon les lignées utilisées. La 

corrélation entre la reconnaissance des cellules cibles par la lectine GS1-B4 et le potentiel 

d’activation des clones NKTi autoréactifs n’a pas pu être établie. Cependant, il est possible 

que plusieurs antigènes endogènes soient impliqués dans l’activation des NKTi, l’iGb3 

pourrait être un de ceux là, sans être le seul. 

 Une autre explication du profil d’activation des NKTi autoréactifs par les lignées 

tumorales serait l’expression d’un même antigène endogène par toutes ces cellules tumorales, 

non reconnu par la lectine GS1-B4. Dans ce cas, la corrélation entre l’expression de l’antigène 

endogène et l’activation des NKTi peut être visualisée dans la figure 37. 
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Figure 37 : Relation hypothétique entre l’expression d’un ligand endogène dans les cellules 

tumorales et sa capacité à activer des NKTi autoréactifs 

 

 En ce qui concerne les clones NKTi non autoréactifs, leur activation par les cellules 

tumorales uniquement en présence de KRN7000 pourrait s’expliquer par leur spécificité 

particulière, plutôt dirigée vers un antigène bactérien (voir plus loin). 

 

D- Interaction des NKTi avec les cellules dendritiques 

 

1- Production et caractérisation des cellules dendritiques 

 

 Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigènes impliquées dans 

l’activation des cellules NKTi et dans leur fonction immunitaire. Elles sont issues de 

monocytes différenciés sous l’effet de cytokines spécifiques. Les monocytes sont obtenus en 

grande quantité grâce à leur purification sur gradient de densité à partir de résidus de couches 

leucoplaquettaires riches en cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) et dépourvus 

de plaquettes, fournis par l’établissement français du sang (EFS) de Nantes 

 Après purification, les monocytes sont différenciés en cellules dendritiques immatures 

(DCi) en 5 jours pour être ensuite maturés. A J7, la maturation correcte des DCi est contrôlée 
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par l’analyse par cytométrie en flux de trois marqueurs de maturation : CD80, CD83 et CD86, 

surexprimés dans les cellules dendritiques matures (DCm) (Figure 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Marquage membranaire de CD80, CD83, et CD86 sur des cellules dendritiques 

matures (noir) et immatures (bleu) produites à partir de monocytes de l’individu 34. Les 

marquages avec les contrôles isotypiques ne sont pas représentés mais étaient parfaitement 

superposables entre les cellules dendritiques immatures et matures. 

 

 Les caractéristiques des DC dépendent de l’individu donneur. En vue de l’étude de 

l’expression de l’iGb3 chez l’Homme, nous avons réalisé un marquage des DC avec la lectine 

GS1-B4, chez plusieurs donneurs. Il semble que le profil de fixation de la lectine GS1-B4 

varie en fonction non seulement du donneur mais aussi du stade de maturation des cellules. 

Cependant, ces résultats sont préliminaires et sont à confirmer. Le contrôle de la spécificité de 

fixation de la lectine sur l’individu 34 a été réalisé par une coincubation avec 100 mM de Gal 

(Figure 39). 
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Figure 39 : Inhibition de la fixation de la lectine GS1-B4 (rouge) sur les DC issus du donneur 

34 par 100 mM de Gal  (vert) ou Glc (bleu) libre. Le marquage des DC immatures est 

représenté à gauche, et des DC matures à droite. 

 

Nous ne pouvons pas identifier plus précisément l’antigène reconnu par GS1-B4 sur 

ces cellules. En effet, l’utilisation du PPMP dans nos conditions altère la maturation des DC, 

et l’action des galactosidases nécessite une incubation dans du tampon cacodylate qui tue les 

cellules. 

 

L’ARN messager de l’iGb3 synthase est exprimé dans les DC de façon similaire aux 

lignées tumorales. L’amplification de l’exon 5 est possible, mais le clonage de l’ADNc 

complet de l’iGb3 synthase a échoué comme à partir des lignées tumorales. 
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Afin de déterminer si oui ou non l’iGb3 est synthétisé dans ces cellules, une 

collaboration avec M. Palcic (Danemark) a été mise en place. Des culots de DCi et DCm lui 

ont été fournis et l’activité enzymatique iGb3 synthase a été étudiée dans ces cellules. Les 

premiers résultats préliminaires sont montrés dans le tableau 19. 

 

 DCi DCm 

Substrat   

GlcNAc-R
a
 120 848 138 141 

LacNAc-R
b
 162 889 123 488 

Lac-R
c
 182 212 

 

Tableau 19 : Mesure du transfert de galactose à partir d’UDP-Gal marqué au C
14

 sur des 

subtrats, par les protéines extraites de DCi ou de DCm (en nombre de coups par minute). 

a
 correspond aux activités 1,3/4-galactosyltransférase ; 

b
 correspond à l’activité 1,4-

galactosyltransférase ; 
c
 correspond à l’activité iGb3 synthase. R : (CH2)8CO2CH3. Le bruit de 

fond moyen de 1000 cpm a été déduit. 

 

 Il ne semble pas y avoir d’activité iGb3 synthase, mais il faudra utiliser du 

lactosylcéramide comme accepteur et tester des DC issues d’autres donneurs. Le produit de la 

réaction sur le LacNAc devra être caractérisé. Il pourrait correspondre à une forte activité Gb3 

synthase. 

 

La présence d’un antigène reconnu par la lectine GS1-B4 sur des cellules normales 

humaine est assez surprenante. En effet, nombre d’études ont été réalisées avec la lectine 

GS1-B4 et n’ont montré aucun marquage sur des cellules normales. Les cellules dendritiques 

ayant un rôle central dans le fonctionnement du système immunitaire, nous nous interrogeons 

sur la réactivité des lymphocytes NKTi vis-à-vis de DC aux profils si différents. 
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2- Etude de l’interaction des NKTi avec les cellules dendritiques 

 

 Etant donné le profil de fixation de la lectine sur les DC, il semble intéressant de 

déterminer la réactivité des NKTi vis-à-vis de ces cellules, en présence ou non de KRN7000. 

Cette étude à été réalisée sur les DC produites à partir du donneur 34. 

 Les DC sont produites comme décrit précédemment et la maturation est contrôlée 

avant le test fonctionnel à J7. Ensuite, les DC sont incubées 16 heures avec ou sans 

KRN7000, dans les mêmes conditions que les cellules tumorales. Enfin, chaque clone est au 

contact des cellules cibles (DC ou HeLa-CD1d) pendant 6 heures et la production de TNF- , 

d’IFN-  et d’IL-4 est évaluée. 

 

 Dans un premier temps, les clones non autoréactifs sont testés (Figure 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Production de TNF- , d’IFN-  et d’IL4 par les NKTi non autoréactifs B21-49 et 

B21-52 au contact de cellules HeLa-CD1d ou de cellules dendritiques matures et immatures 

de l’individu 34 en présence ou non de KRN7000. Après vérification de la maturation par 

cytométrie en flux, les DC sont incubées avec le glycolipide pendant 16 heures pour le 

chargement du KRN7000. 

 

 Les deux clones non autoréactifs ne produisent pas d’IL4 au contact des cellules 

tumorales chargées avec le KRN7000 alors qu’on observe une production de TNF-  et 

d’IFN- . L’incubation avec les cellules dendritiques, en présence ou non de KRN7000, est à 
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l’origine d’un profil cytokinique variable selon les clones. Les clones non autoréactifs ont été 

obtenus par la stimulation de PBL totaux avec des cellules dendritiques chargées avec 

l’antigène mycobactérien PIM4 ce qui pourrait expliquer l’orientation de la production 

cytokinique vers un profil Th1 après reconnaissance du KRN7000 par ces NKTi non 

autoréactifs (Fischer et al., 2004). 

 

 Dans un deuxième temps, l’activation des clones NKTi autoréactifs par les DC est 

évaluée (Figure 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Production de TNF- , d’IFN-  et d’IL4 par les NKTi autoréactifs 19S-9, 21S17 

et 21S-21 au contact de cellules HeLa-CD1d ou de cellules dendritiques matures et immatures 

de l’individu 34 en présence ou non de KRN7000. Après vérification de la maturation par 

cytométrie en flux, les DC sont incubées avec le glycolipide pendant 16 heures pour le 

chargement du KRN7000. 

 

 Les trois clones NKTi autoréactifs étudiés sécrètent du TNF- , de l’IFN-  et de l’IL-4, 

même si la quantité d’IL4 et d’IFN-  produite par les NKTi 19S-9 et 21S-17 est plus faible 

que celle produite par le clone NKTi 21S-21. Au contact de cellules tumorales HeLa-CD1d 

chargées avec les KRN7000, les trois cytokines sont produites à un niveau équivalent à celui 

obtenu lors de la stimulation non spécifique par la PHA. Les profils d’expression cytokiniques 

des NKTi autoréactifs au contact de DC sont très variables selon les clones.  
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Un profil « type » de sécrétion cytokinique peut difficilement être présenté dans le cas 

du contact des DC avec les NKTi. L’étude de la réactivité des NKTi contre les DC devra être 

approfondie. Les DC sont les cellules présentatrices d’antigènes professionnelles chez 

l’Homme et jouent un rôle central dans l’activation des NKTi. Leur aptitude à présenter un 

antigène endogène aux NKTi est cruciale pour la mise en place de leur activité, puis pour 

l’activation des autres membres du système immunitaire. 

 

II- Existe-t-il une population lymphocytaire humaine spécifique 

de l’iGb3 ? 

 

C- Reconnaissance de l’iGb3 chargé sur des cellules cibles 

 

 Des cellules HeLa-CD1d ont été incubées avec le glycolipide iGb3 (fourni par S. 

Teneberg (Götborg, Suède), purifié à partir d’intestin de rat) à différentes concentrations dans 

les conditions habituelles, puis la reconnaissance par la population polyclonale NKTi MAD11 

a été évaluée (Figure 42). L’utilisation de la population polyclonale NKTi MAD11 permet 

d’éviter le biais de reconnaissance que nous aurions en utilisant une population clonale. 

Cependant, si le ligand endogène iGb3 est de faible affinité, nous risquons de ne pas observer 

de réponse avec cette population. La reconnaissance par les NKTi MAD11 des HeLa-CD1d 

incubées avec de l’iGb3 a été évaluée par un test de cytotoxicité à médiation cellulaire. Si le 

complexe ligand-CD1d sur la cellule cible est reconnu par le NKTi, la cellule est lysée et 

relargue du Cr
51

. La radioactivité présente dans le surnageant est mesurée.  
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Figure 42 : Cytotoxicité de la population polyclonale NKTi MAD11 au contact de cellules 

HeLa-CD1d chargées avec des concentrations variables de glycolipide iGb3. A : Courbe de 

cytotoxicité des NKTi contre les cellules cibles seules ou incubées avec 0,1 g/ml de 

KRN7000 ou 25 g/ml d’iGb3. Trois rapports effecteurs : cibles sont testés. B : Courbe de 

cytotoxicité des NKTi contre les cellules incubées avec une concentration croissante d’iGb3. 

Chaque courbe représente un rapport effecteurs : cibles. 

 

 Les cellules MAD11 lysent efficacement les cellules HeLa CD1d chargées avec le 

KRN7000, mais pas avec l’iGb3. Cependant, même si ce test permet de détecter la lyse d’une 

petite quantité de cellules, on peut se demander si la présence sur les cellules cibles d’un 

antigène de faible affinité entraînera la lyse des cellules ou plutôt la sécrétion de cytokines par 

les NKTi. Par ailleurs, comme précisé plus haut, une population polyclonale de NKTi n’est 

peut-être pas le meilleur outil pour détecter une activité dirigée contre un antigène de faible 

affinité, par une partie des cellules NKTi (autoréactifs par exemple). 

 

 Nous réalisons donc un test fonctionnel de reconnaissance de l’iGb3 chargé sur les 

cellules Hela-CD1d par la population clonale autoréactive NKTi 21S-17 (Figure 43). 

 

0

20

40

60

80

100

30:1 10:1 1:1

rapport NKTi : cible

p
o

u
rc

e
n

ta
g

e
 d

e
 

c
y
to

to
x
ic

it
é

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100

concentration de l'iGb3 ( g/ml)

p
o

u
rc

e
n

ta
g

e
 d

e
 

c
y
to

to
x
ic

it
é

A 

B 

HeLa-CD1d 

HeLa-CD1d + KRN7000 (0,1 g/ml) 

HeLa-CD1d + iGb3 (25 g/ml) 

Rapport NKTi : cible 30:1 

Rapport NKTi : cible 10:1 

Rapport NKTi : cible 1:1 



 189 

HeLa-CD1d + iGb3 

HeLa 

HeLa-CD1d 

HeLa-CD1d + KRN7000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Production de TNF-  par les NKTi 21S-17 au contact de cellules HeLa-CD1d en 

présence ou non de KRN7000 ou d’iGb3. A : Production de TNF-  aux différentes 

concentrations du glycolipide (de 0,1 à 50 g/ml pour iGb3 ; 0,1 g/ml pour KRN7000). B : 

Production de TNF-  aux faibles concentrations de glycolipide (agrandissement de la figure 

A). 

 

 Lors de cette expérience, les NKTi 21S-17 produisent peu de TNF- , même en contact 

avec des cellules HeLa-CD1d chargées avec le KRN7000. Le KRN7000 est utilisé 

uniquement à une concentration de 0,1 g/ml car nous disposons de peu de KRN7000 et nous 

savons qu’il est efficace à cette concentration. La concentration maximale d’iGb3 utilisée est 

de 50 g/ml. Cette concentration n’est pas physiologique, mais permet de constater qu’il n’y a 

pas d’inhibition de la reconnaissance des HeLa CD1d par l’iGb3 présent en excès dans le 

surnageant. Au contraire, on constate une augmentation (faible) de la production de TNF-  en 

parallèle de l’augmentation de la concentration de l’iGb3. Une critique qui peut être apportée 

à cette expérience est l’utilisation d’un clone autoréactif. En effet, la reconnaissance par NKTi 

21S-17 d’un ligand endogène des cellules HeLa-CD1d empêche peut-être l’activation 

maximale des NKTi par l’ajout d’un glycolipide exogène. En effet, selon les expériences, 

l’augmentation de la production de cytokines due à l’ajout de KRN7000 aux cellules est plus 

ou moins marquée. Dans ce cas, comment observer l’augmentation de production de 

cytokines due à un ligand de faible affinité ? 
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HeLa-CD1d + KRN7000 

HeLa-CD1d 

D- Inhibition de la reconnaissance des HeLa-CD1d par les 

NKTi 

 

 Afin de déterminer si oui ou non, l’antigène reconnu par les NKTi sur les cellules 

HeLa-CD1d est l’iGb3, nous cherchons à inhiber cette reconnaissance par l’utilisation d’une 

lectine GS1-B4 libre. La concentration de la lectine permettant l’inhibition est définie d’après 

l’étude de Zhou et ses collaborateurs (Zhou et al., 2004b). Plusieurs concentrations de la 

lectine libre sont utilisées. Le test fonctionnel est réalisé dans les mêmes conditions que 

précédemment, mais la lectine est coincubée avec les cellules lors du contact NKTi / cellules 

cibles. La production de cytokines est ensuite analysée (Figure 44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Production de cytokines par les NKT 21S-21 au contact de cellules HeLa-CD1d, 

en présence de lectine GS1-B4 libre. Le glycolipide est chargé sur les cellules HeLa-CD1d 

par une coincubation de 16 heures avec les cellules cibles. La lectine GS1-B4 libre est 

coincubée avec les cellules lors du contact NKTi-cellules cibles, à une concentration variable. 

 

 Aucune inhibition de la production de cytokines n’est visible, quelle que soit la 

concentration de la lectine utilisée. Lors de son étude, Zhou constatait une diminution de la 

production d’IL-2 de l’ordre de 60 % en coincubant la lectine GS1-B4 à une concentration de 

0,5 g/ml avec l’iGb3, par rapport à celle obtenue suite à une incubation avec l’iGb3 seule 

durant le chargement des cellules cibles. Cependant, plusieurs hypothèses peuvent être 

envisagées pour expliquer l’absence d’inhibition par la lectine GS1-B4 dans nos conditions. 

 

 Il est possible que l’antigène reconnu par les cellules NKT sur les HeLa-CD1d ne soit 

pas l’iGb3. Dans ce cas, l’inhibition de la reconnaissance avec la lectine GS1-B4 ne peut pas 

fonctionner. Une autre hypothèse expliquant cette absence d’inhibition serait l’inadéquation 
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de notre méthodologie par rapport au mode de chargement de l’antigène. En effet, Zhou et ses 

collaborateurs présentent une inhibition de la reconnaissance par la coincubation de la lectine 

libre avec les cellules exprimant le ligand endogène des cellules NKTi (Zhou et al., 2004b).  

Le temps d’incubation des NKTi avec les cellules cibles dans l’étude de Zhou est de 16 

heures. Dans notre cas, les NKTi sont au contact des cellules cibles pendant seulement 6 

heures. Si ce temps est suffisant pour la reconnaissance des cibles spécifiques des NKTi, est-il 

assez long pour que la lectine interfère dans cette reconnaissance ? 

 

 Pour conclure, nous pouvons dire que ni le chargement exogène de l’iGb3, ni 

l’inhibition de la reconnaissance par la lectine GS1-B4 ne nous permettent de conclure quant 

au statut de ligand endogène humain de l’iGb3. Au contraire, nos résultats tendent à montrer 

que l’iGb3 n’est pas ce ligand endogène. En effet, nous avons observé des anomalies 

d’épissage de l’ARNm du gène iGb3s chez l’Homme. De plus, il n’y a pas de corrélation 

évidente entre la présence d’une réactivité avec la lectine GS1-B4 et la reconnaissance de 

ligand endogène, et la lectine GS1-B4 n’a pas inhibé la reconnaissance du ligand endogène 

par les NKTi. Cependant, l’inhibition de l’activation des NKTi par des cellules dendritiques 

humaines coincubées avec la lectine GS1-B4 a été montrée par l’équipe d’A. Bendelac. Nous 

n’avons pas reproduit ce résultat avec des cellules Hela-CD1d. Il est toutefois possible que le 

ligand exprimé par les HeLa-CD1d ne soit pas l’iGb3. Une étude d’inhibition de la 

reconnaissance des DC devra être réalisée pour valider notre démarche technique. 

 

III- Autres ligands pour les cellules NKTi 

 

 L’utilisation du KRN7000 en thérapie a donné lieu à ce jour à deux essais cliniques de 

phase I (Giaccone et al., 2002; Ishikawa et al., 2005). Cependant, comme on peut le constater 

in vitro, l’activation des NKTi par le KRN7000 permet une forte sécrétion de cytokines. 

Aussi, l’utilisation de glycolipides dérivés de KRN7000, mais activant plus modérément les 

NKTi ou entraînant une polarisation soit vers un profil Th1, soit vers un profil Th2 serait 

intéressante. 
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D- Agonistes synthétiques 

 

Dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe de chimistes de P. Dubreuil, nous 

avons testé la reconnaissance de cellules HeLa-CD1d chargées avec des agonistes de 

KRN7000 par la population polyclonale NKT MAD11. La structure des agonistes est 

présentée ci-dessous (Figure 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Structure des agonistes synthétiques de KRN7000. 

 

 La molécule VL335 est la même que KRN7000 à l’exception d’un carbone en moins 

sur la chaîne sphingosine. Elle est utilisée comme contrôle d’activation dans ces tests, à la 

place de KRN7000. Un test préliminaire a montré une réactivité équivalente des NKTi 

MAD11 contre les HeLa-CD1d chargées avec 0,1 g/ml de KRN7000 ou de VL335. La 

réactivité de la population polyclonale NKTi MAD11 contre les cellules cibles HeLa-CD1d 

préincubées avec les différents glycolipides est présentée dans la figure 46. 
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Figure 46 : Synthèse d’IFN- , de TNF- , et d’IL4 par la population polyclonale NKTi 

MAD11, au contact d’analogues synthétiques de KRN7000. Les glycolipides à différentes 

concentrations sont chargés sur les cellules HeLa-CD1d par une coincubation de 16 heures.  

 

 Il semble que les modifications apportées à la molécule VL335 aient altéré sa capacité 

d’activation des cellules NKTi.  

Ces résultats sont préliminaires et des tests complémentaires doivent être réalisés pour 

confirmer ces données (utilisation de clones au lieu de population polyclonales, par exemple). 

 

E- Glycolipides marins 

 

En parallèle, une collaboration avec l’équipe de Gilles Barnathan nous a permis de 

tester la reconnaissance de glycolipides marins, purifiés à partir d’algues, par les cellules 

NKTi. La structure de ces glycolipides est présentée dans la figure 47. 
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Figure 47 : Structure des glycolipides marins. 

 

 Les glycolipides LM01NA et LM04NA présentent respectivement un galactose ou une 

galactosamine en conformation . LM01 et LM04a correspondent aux mêmes glycolipides 

sous forme acétylée. Aucun de ces glycolipides ne semble donc être un candidat privilégié 

pour activer les NKTi. Nous testons cependant la réactivité de la population polyclonale 

NKTi MAD11 contre des cellules HeLa-CD1d chargées avec différentes concentrations du 

glycolipide (Figure 48). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : Synthèse d’IFN- , de TNF- , et d’IL4 par la population polyclonale NKTi 

MAD11, au contact de glycolipides marins. Les glycolipides à différentes concentrations sont 

chargés sur les cellules HeLa-CD1d par une coincubation de 16 heures avec les cellules 

cibles. 
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 Dans ce test, la molécule VL335, décrite ci-dessus, est utilisée comme contrôle 

d’activation des NKTi. En effet, nous ne disposons plus de KRN7000 au laboratoire et la 

VL335 permet d’activer les NKTi au moins aussi fortement que le KRN7000. Les NKTi ne 

semblent pas activés par les molécules testées. Une faible sécrétion d’IFN-  est observée en 

présence de LM01-NA à forte concentration (10 g/ml). On considère généralement que les 

glycolipides possédant un galactose ou un glucose en anomérie  ne sont pas des ligands 

reconnus par les NKTi. Cependant, Parekh et ses collaborateurs ont observé que le -GalCer 

pouvait avoir une activité à forte concentration chez la souris (Parekh et al., 2004). 
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 Les NKTi forment un sous groupe de lymphocytes aux propriétés particulières. Ils 

expriment à leur surface des marqueurs des cellules NK et un TCR invariant spécifique d’un 

antigène glycolipidique présenté à la surface des cellules présentatrices dans le contexte du 

CD1d. Un antigène des cellules NKTi est l’  galactosylcéramide purifié à partir d’une éponge 

marine. Du fait de sa structure, cet antigène ne peut pas être le ligand endogène des NKTi 

étant donné que chez les mammifères le premier galactose greffé sur le céramide est toujours 

d’anomérie . Des antigènes bactériens ont été identifiés (PIM4, glucuronylcéramide, 

galacturonylcéramide) (Fischer et al., 2004; Kinjo et al., 2005; Mattner et al., 2005) ainsi 

qu’un antigène spécifique des tumeurs (GD3) permettant une réponse NKTi orientée vers un 

profil Th2 (Wu et al., 2003). Il semblerait que seuls les NKTi murins reconnaissent le GD3 

(De Libero and Mori, 2005). De nombreuses études ont été conduites pour identifier  

l’antigène endogène des cellules NKTi. Récemment, l’équipe de A. Bendelac a identifié 

l’iGb3 comme ligand endogène des NKTi murins, et a montré sa reconnaissance par les NKTi 

humains (Zhou et al., 2004b). Nous avions parallèlement commencé à nous intéresser à 

l’expression de l’iGb3 dans différentes lignées tumorales et dans les cellules dendritiques, 

ainsi qu’à la reconnaissance spécifique de ce glycolipide par les NKTi humains. 

 

 Expression de l’iGb3 chez l’Homme 

 

Dans un premier temps, la fixation spécifique de la lectine GS1-B4, spécifique des 

résidus galactose en liaison 1,3, sur des coupes de tissus tumoraux congelés 

préférentiellement aux tissus inclus en paraffine nous a permis de constater qu’il existait un 

antigène glycolipidique présentant un galactose terminal exprimé à la surface de cellules 

tumorales chez l’Homme. La position 3 de cet antigène n’a cependant pas été démontrée. La 

lectine GS1-B4 a été largement utilisée pour mettre en évidence l’absence d’expression du 

xénoantigène Gal 1,3Gal 1,4GlcNAc-R chez l’Homme (Milland et al., 2006). L’ 1,3-

galactosyltransférase transférant le résidu galactose majoritairement sur une glycoprotéine, 

des coupes de tumeurs inclues en paraffine ont été utilisées. Le processus d’inclusion en 

paraffine contribue à extraire les glycolipides. L’absence de fixation de la lectine dans ces 

études ne présage donc en rien de la présence ou non de l’iGb3. Lors de leur étude de souris 

KO pour l’ 1,3-galactosyltransférase, Milland et ses collaborateurs ont constaté qu’après une 

immunisation avec le xénoantigène, les souris développent des anticorps dirigés contre l’ 3 

Gal, mais à un titre faible par rapport aux anticorps naturels humains. Ils suggèrent que la 
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présence d’iGb3 en grande quantité chez la souris empêcherait la formation de ces anticorps 

(Milland et al., 2006). De plus, si l’iGb3 utilisé dans notre étude a été purifié à partir de tissus 

de rat par S. Teneberg, l’iGb3 humain n’a jamais été caractérisé. Ces données montrent que si 

l’iGb3 existe chez l’Homme, il est présent en faible quantité. 

Il est également possible que l’antigène présent sur les tumeurs, reconnu par la lectine 

GS1-B4 corresponde à une expression incompatible de l’antigène de groupe sanguin B, 

identifié dans plusieurs tumeurs (Ito et al., 1997; Tauchi et al., 1991; Ura et al., 1992). 

 

Pour la suite de notre étude, nous avons utilisé plusieurs types de lignées tumorales 

humaines dont une seule (HD Mar) exprime naturellement le CD1d. Nous avons identifié un 

antigène glycolipidique présentant un galactose terminal sur deux lignées humaines : les HeLa 

et les HEK293. La liaison en 1,3 du galactose a été démontrée sur les cellules HeLa 

uniquement. Dans le but de confirmer que ce glycolipide est l’iGb3, nous avons souhaité 

inhiber spécifiquement l’expression de l’iGb3 synthase dans ces cellules par l’utilisation de 

siRNA, sans succès. En fait, il semblerait que la technique d’interférence à l’ARN ne soit pas 

adaptée pour l’inhibition cellulaire d’activités enzymatiques. En effet, l’efficacité d’une ARN 

interférence est en général de 90%, mais on peut penser que les 10% d’enzyme synthétisés 

présenteront une activité suffisante pour qu’il n’y ait pas de variation d’expression de 

l’antigène. En parallèle, nous avons mis en évidence la fixation de la lectine GS1-B4 sur les 

cellules dendritiques sans pouvoir préciser la nature de l’antigène reconnu. Il semble que la 

fixation de la lectine dépende du donneur et du stade de maturation des cellules. Les cellules 

dendritiques jouant un rôle clé dans l’immunité, il est probable qu’elles expriment le ligand 

endogène des NKTi à leur surface.  

 

Une lectine présente une spécificité contre un résidu sucré et une conformation 

particulière et non contre la molécule complète, la fixation de GS1-B4 ne nous permet donc 

pas de conclure quant à la nature de l’antigène exprimé à la surface des cellules HeLa, 

HEK293, cellules dendritiques ou sur les coupes de tissus tumoraux. L’utilisation d’un 

anticorps monoclonal spécifiquement dirigé contre l’iGb3 serait nécessaire pour affirmer que 

c’est sur ce glycolipide que se fixe la lectine GS1-B4. L’équipe de Milland a utilisé un 

anticorps anti- 3 Gal lors de son étude de l’expression du groupement Gal 1,3 Gal chez des 

porcs KO pour l’ 1,3-galactosyltransférase (Milland et al., 2006). Cet anticorps reconnaît 

certainement l’iGb3 et pourrait être utilisé pour confirmer le marquage avec la lectine ainsi 
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que pour tester l’expression de l’iGb3 sur d’autres lignées tumorales et sur les cellules 

dendritiques. Une caractérisation biochimique du ligand reconnu sur les cellules dendritiques 

et tumorales humaines par GS1-B4 serait nécessaire. Cependant, celle-ci pourrait s’avérer 

difficile car les marquages sont faibles. 

 

 Une étape dans la démonstration de la présence d’iGb3 chez l’Homme était de montrer 

qu’un enzyme fonctionnelle était présente dans les cellules. Nous avons donc voulu cloner le 

gène codant pour l’iGb3 synthase potentiellement exprimée dans les HeLa, sans succès. En 

étudiant plus précisément les séquences exoniques de l’ADNc de l’iGb3 synthase sur de 

l’ADNc issu de testicule, nous avons montré que la forme non épissée et donc non 

fonctionnelle de l’ADNc était majoritaire. Ce résultat est en accord avec les observations de 

Taylor et Milland qui mentionnent un épissage incorrect de l’ARN codant l’iGb3 synthase 

(Milland et al., 2006; Taylor et al., 2003). Cependant, nous avons également mis en évidence 

une forme épissée minoritaire entre les exons 2 et 4. Même si aucun ADNc complet 

correctement épissé n’a été amplifié, il est possible qu’il existe mais en quantité infime. Nous 

pouvons donc nous interroger sur la signification de ces variants d’épissage. En effet, si 

l’iGb3 synthase n’est pas fonctionnelle, pourquoi conserver une forme épissée alors que 

l’ARN est majoritairement non épissé. Au contraire, si  l’enzyme est fonctionnelle, pourquoi 

ne mettons nous pas plus d’ADNc épissé en évidence ? Par ailleurs, il semblerait qu’en plus 

d’un épissage incorrect, un problème dans la région promotrice empêcherait la synthèse de 

l’iGb3 synthase (Milland et al., 2006). 

 

 L’étude de l’expression de l’iGb3 synthase chez l’Homme ne nous permet de conclure 

définitivement ni sur l’expression du glycolipide à la surface des cellules HeLa, HEK293 et 

cellules dendritiques, ni sur la présence d’une enzyme fonctionnelle dans ces cellules. On peut 

cependant affirmer que l’expression de l’iGb3 chez l’Homme, si elle existe, sera faible. 

L’étude de souris KO hexosaminidase -/- par Zhou et ses collaborateurs montre une 

implication majeur du ligand endogène des NKTi lors de leur développement (Zhou et al., 

2004b). Par la suite, ils montrent que ce ligand endogène est l’iGb3, qui est largement 

exprimé chez la souris. Le niveau d’expression de l’iGb3 chez l’Homme est tel qu’il semble 

peu probable qu’il joue un rôle central dans le développement des NKTi. 
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 Quel ligand pour les cellules NKTi humaines ? 

 

Si l’iGb3 n’est pas le ligand endogène des NKTi humains, on peut s’interroger sur la 

nature du glycolipide remplissant cette fonction chez l’Homme. En effet, les seuls 

glycolipides identifiés chez les mammifères présentant un résidu 3 gal terminal sont le 

xénoantigène et l’iGb3. 

 

Un glycolipide candidat serait le Gb3, identifié en 2000 (Keusch et al., 2000a). Cet 

antigène est largement exprimé chez l’Homme, suffisamment pour permettre la sélection 

positive des NKTi. Une hypothèse à envisager serait que le ou les ligands endogènes humains 

correspondraient à des glycolipides présents en fortes concentrations mais reconnus avec une 

faible affinité. Dans un tel contexte, le Gb3 pourrait être un candidat, mais d’autres 

glycolipides présentant un résidu glucidique terminal en anomérie  pourraient également être 

reconnus comme on l’a vu avec un glycolipide extrait d’algue marine. Il sera donc intéressant 

de tester la réactivité des clones autoréactifs vis-à-vis de divers glycolipides connus. 

 

Si l’identification de l’antigène endogène des NKTi exprimé par les cellules HEK293, 

HeLa, Namalwa et HD Mar n’est pas possible par l’utilisation d’anticorps ou de lectines, une 

stratégie d’étude serait la purification du complexe CD1d-ligand présent à la surface de ces 

cellules, puis la séparation du glycolipide du complexe et l’analyse de sa structure par RMN. 

Cependant, cette stratégie nécessite des techniques dont nous ne disposons pas dans notre 

laboratoire, ce qui les rend plus difficile à réaliser. 

 

 Des sous populations de NKTi aux spécificités différentes 

 

Notre étude a permis de mettre en évidence des sous populations de NKTi aux profils 

d’activation différents. Alors que les NKTi autoréactifs sont activés par les cellules tumorales 

en absence d’antigène exogène, les NKTi non autoréactifs reconnaissent leur cible 

uniquement après chargement avec le KRN7000. Par ailleurs, les NKTi autoréactifs sécrètent 

de l’IL4, de l’IFN-  et du TNF- , présentant donc un profil Th1 et Th2. Au contraire, les 

NKTi non autoréactifs produisent uniquement des cytokines de type Th1 (IFN- et TNF- ). 

Les clones non autoréactifs utilisés dans cette étude ont été obtenus après stimulation de PBL 

totaux avec des cellules dendritiques chargées avec PIM4 (Fischer et al., 2004). Ils présentent 
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donc une spécificité vis-à-vis d’un antigène bactérien, et synthétisent des cytokines 

impliquées dans l’immunité anti-bactérienne (de type Th1) ce qui les différencierait des NKTi 

autoréactifs, obtenus suite à la stimulation de PBL totaux avec des cellules dendritiques 

chargées avec le KRN7000 à la réponse cytokinique non orientée. 

 

Ces observations nous laissent supposer que lors du développement des NKTi, un 

antigène endogène reconnu par tous les NKTi permet leur sélection positive, puis des sous 

populations aux spécificités antigéniques différentes se forment. Cet antigène, impliqué dans 

le développement des NKTi chez l’Homme n’est pas connu à ce jour. 

 

 Application du modèle murin à l’Homme 

 

L’identification d’un ligand endogène des NKTi murins, l’iGb3, également reconnu 

par les NKTi humains laissait entendre que ce glycolipide était le ligand endogène des NKTi 

chez l’Homme. Cependant, si l’iGb3 est largement exprimé chez la souris , ce n’est pas le cas 

chez l’Homme comme le montrent nos résultats. Par ailleurs, l’expression de la molécule 

CD1d chez la souris et chez l’Homme est très différente. Si le CD1d est largement exprimé 

chez l’Homme, son expression chez la souris est restreinte aux lymphocytes, aux cellules 

présentatrices d’antigène et aux cellules hépatiques. On peut donc supposer que, étant donné 

le profil d’expression de l’iGb3 chez la souris, l’expression restreinte du CD1d permet de 

moduler la reconnaissance de l’iGb3 par les NKTi, et d’empêcher ainsi le déclenchement de 

l’autoimmunité. Au contraire, chez l’Homme, en supposant que l’iGb3 soit un ligand 

endogène des NKTi, son expression est si faible qu’une large expression de CD1d sur les 

cellules épithéliales n’entraîne pas leur reconnaissance par les NKTi (figure 51). 
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Figure 51 : Représentation schématique de la corrélation entre l’expression de l’iGb3 et du 

CD1d chez la souris et chez l’Homme 

 

 Cette hypothèse d’expression différentielle de CD1d versus le ligand endogène trouve 

son écho dans les résultats présentés lors de cette thèse avec les lignées tumorales. En effet, 

les cellules HD Mar expriment naturellement le CD1d. Cependant, ces cellules ne sont 

reconnues en absence de KRN7000 que par les NKTi B11. Il semble donc qu’elles expriment 

très faiblement l’antigène endogène. Au contraire, les Namalwa et les HeLa n’expriment pas 

le CD1d. L’induction de son expression dans ces cellules permet leur reconnaissance par tous 

les clones NKTi autoréactifs, ce qui laisse supposer qu’elles expriment largement le ligand 

endogène. Il est donc possible que l’absence d’expression du CD1d ou de l’antigène endogène 

soit un mécanisme d’échappement des cellules tumorales à la reconnaissance par les NKTi. 

Cependant, l’expression du ligand endogène par les cellules tumorales, même en absence de 

CD1d, peut entraîner leur reconnaissance par les cellules NKTi suite à la présentation croisée 

du ligand par les cellules dendritiques. D’autres systèmes doivent donc être mis en place pour 

la tumeur afin d’échapper au système immunitaire. 

 

 Il semble que la présentation de l’antigène endogène des NKTi chez la souris et 

l’Homme ne se fasse pas dans les mêmes conditions. Dans ce cas, on peut difficilement 

extrapoler à l’Homme le mode de sélection positive des NKTi par l’iGb3 chez la souris. Cette 

observation pose la question de la pertinence de l’application des connaissances sur la 

physiologie des NKTi murins aux NKTi humains. 
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Les glycoconjugués sont impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques. Mon 

travail m’a conduit à étudier plus particulièrement la famille GT6 des glycosyltransférases. 

L’étude phylogénique de la famille GT6 montre une expansion de certains gènes de la famille 

(comme Abo par exemple chez le Xénope) ou au contraire une perte dans certaines espèces 

(comme GT6m5, GT6m6 chez l’Homme). Nous pouvons donc nous interroger sur l’incidence 

de l’expression des membres de la famille GT6 dans les différentes espèces. 

 

 Les antigènes ABH sont exprimés chez le Xénope. Leur expression chez le poisson 

n’a pas été démontrée. Il est possible que ces antigènes soient impliqués dans la 

reconnaissance gamétique au cours de la reproduction. La reproduction du Xénope se fait par 

fertilisation externe, en milieu aqueux, d’œufs pondus par la femelle. L’expression des 

antigènes ABH sur l’ovocyte permettrait l’établissement d’une barrière d’espèce au cours de 

ce phénomène. Chez les mammifères, ce problème ne semble pas se poser, la fécondation 

étant interne. Pourtant, l’expression des antigènes ABH n’a pas disparu. D’autres fonctions 

peuvent être suggérées. Notre étude chez le rat montre que non seulement il exprime des 

glycosyltransférases A et B fonctionnelles, mais en plus qu’il a multiplié le nombre de loci 

Abo. Si les gènes codant les glycosyltransférases A de rat sont polymorphes, ce n’est pas le 

cas pour celui de la glycosyltransférase B. L’antigène B, mais pas A, de rat est exprimé dans 

l’oreille interne et le bulbe olfactif au cours de la synaptogénèse. Il est possible qu’il soit 

impliqué dans l’ouie et l’olfaction et que ce rôle ne supporte pas de variation allèlique 

(Marionneau et al., 2001). Chez l’Homme, seul un gène ABO est conservé et présente un 

polymorphisme qui permet une expression variable de ABH selon les individus. L’absence de 

A ou B chez un individu de phénotype O n’affecte pas son développement. Longtemps, ces 

antigènes ont été considérés comme n’ayant aucun rôle et le maintien de leur expression 

soulevait nombre d’interrogations. Cependant, l’implication des antigènes ABH dans 

l’interaction avec des microorganismes pathogènes est aujourd’hui bien documentée. Les 

antigènes H par exemple sont exprimés de façon massive sur le tractus digestif et permettent 

la fixation du norovirus de Norwalk responsable de gastroentérites (Marionneau et al., 2002) 

alors qu’ils ont un rôle protecteur contre les infections avec E. coli qui ne se fixe pas sur son 

ligand substitué par un fucose en position 2 (Ishitoya et al., 2002; Stapleton et al., 1992). 

Dans ce cas, le polymorphisme ABH permet une protection de la population face à un 

pathogène qui ne pourra infecter qu’un sous-groupe. Selon les modèles de « trade-off », la 

transmission du virus entre les individus, diminuée par le polymorphisme, conduira la 

pathogène à évoluer vers une moindre virulence pour optimiser sa propagation. Il semble 
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donc que le rôle des antigènes ABH serait la protection de la population en contraignant 

certains pathogène à évoluer vers une moindre virulence (Le Pendu et al., 2006; Woolhouse et 

al., 2002). 

 

Le rôle de l’iGb3 dans le développement des NKTi chez la souris est connu (Zhou et 

al., 2004b). Les NKTi constituent un intermédiaire entre l’immunité innée et acquise. Ils sont 

activés par l’interaction d’un TCR invariant avec le complexe CD1d-glycolipide. 

Contrairement à la variabilité mise en jeu lors de la reconnaissance des lymphocytes 

conventionnels avec les complexes CMH-peptide, les acteurs de l’interaction NKTi avec les 

cellules cibles sont peu polymorphes. Le TCR ne présente pas de variation jonctionnelle, et le 

CD1d est largement conservé au cours de l’évolution (Han et al., 1999). Il est possible que le 

complexe TCR-CD1d présentant peu de variabilité soit apparu avant les complexes TCR-

CMH hyper variables et donc que l’apparition des NKTi soit relativement précoce dans 

l’évolution et marque le début de l’immunité innée. Un gène proche de l’iGb3 (iGb3-L) est 

exprimé chez le poisson. Sa fonctionnalité n’est pas connue et nous ne disposons pas de 

donnée concernant l’expression des NKTi dans cette espèce. Chez l’Homme, on observe une 

disparition ou quasi-disparition de l’iGb3 alors que les NKTi restent fonctionnels, suggérant 

leur adaptation à d’autres ligands. 

 

Les antigènes Forssman et 3 Gal ne sont pas présents chez l’Homme. L’antigène 

Forssman exprimé à la surface de cellules Vero empêche la fixation de la Shiga toxine (Elliott 

et al., 2003), il semble donc avoir un rôle protecteur par rapport à certaines infections 

bactériennes en prévenant le passage de la barrière inter-espèces. Les études de l’évolution de 

l’ 1,3-galactosyltransférase chez l’Homme et les singes de l’ancien monde par Galili l’ont 

conduit à supposer qu’un pathogène extrêmement virulent, spécifique du xénoantigène, aurait 

entraîné sa perte d’expression chez les anthropoïdes (Galili, 2005). Un tel modèle pourrait 

également expliquer la perte de l’antigène Forssman chez l’Homme. 

 

Les derniers membres identifiés dans la famille GT6 (GT6m5, GT6m6, GT6m7) n’ont 

pas de fonction enzymatique connue. L’étude des motifs protéiques définis par Heissigerová 

et ses collaborateurs tend à montrer que GT6m5 et GT6m7 ne fixeraient pas le 

glycosylnucléotide et seraient donc incapables de transférer un glucide (Heissigerova et al., 

2003). Cependant, les séquences protéiques entre espèces sont conservées pour chaque 

membre. Il est donc possible que ces protéines jouent le rôle de lectine car le site de 
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reconnaissance de l’accepteur ne semble pas trop altéré. Quant à la protéine GT6m6, si les 

motifs définis par Heissigerová  sont présents en grande majorité, son rôle n’est pas connu à 

ce jour. Notre étude a été conduite avec la GT6m6 de rat qui présente une mutation au niveau 

du LBR-A, ce qui pourrait inactiver l’enzyme dans cette espèce uniquement. Il serait 

intéressant de rechercher l’activité enzymatique GT6m6 à partir d’autres espèces qui ne 

présentent pas cette altération. 

 

L’expression des antigènes de la famille GT6 est relativement conservée au cours de 

l’évolution pourtant les situations sont très contrastées d’une espèce à l’autre. Le thème 

récurrent que l’on observe pour les gènes de cette famille et leurs produits est qu’ils 

interviennent dans divers phénomènes biologiques impliquant les relations avec 

l’environnement. Selon les espèces, certains membres de la famille sont amplifiés ou délétés 

en accord avec les conditions environnementales différentes rencontrées par des espèces 

distinctes au cours de leur évolution. Les fonctions biologiques de chacun des membres de la 

famille GT6 doivent donc être étudiées et définies espèce par espèce. 
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Identification de nouveaux membres de la famille 6 des glycosyltransférases (GT6) et rôle d’un 

membre de cette famille dans la synthèse du ligand des lymphocytes NKTi 

 

 

Les glycosyltransférases impliquées dans la production de glycoconjugués sont regroupées en 

familles définies selon leurs caractéristiques. Lors de ma thèse, je me suis intéressée à la famille GT6 

dont quatre membres sont connus : les glycosyltransférases A et B, l’alpha 3 galactosyltransférase, la 

Forssman synthase et l’iGb3 synthase. Nous avons identifié de nouveaux membres de la famille : la 

glycosyltransférase B de rat, GT6m5, GT6m6 et GT6m7, et proposé un modèle évolutif de la famille.  

Par la suite, j’ai étudié un membre de la famille GT6 : l’iGb3 synthase. L’iGb3 est un ligand 

endogène murin des NKTi (Natural Killer T). Nous avons étudié l’expression de l’iGb3 sur des 

lignées tumorales humaines et son implication dans l’activation des NKTi mais aucun résultat ne 

permet d’affirmer qu’il serait le ligand endogène des NKTi humains. Néanmoins, leur activation par 

des lignées tumorales en absence de ligand exogène laisse penser qu’il existe au moins un autre 

ligand endogène des NKTi. 

 

 

galactosyltransférase, ABO, iGb3, NKT 

 

 

 

Identification of novel members of the glycosyltransferases 6 family (GT6) and role of one 

member of this family in the synthesis of NKTi cells ligand 

 

 

Glycosyltransferases involved in glycoconjugates synthesis can be classified in families, depending 

on their characteristics. During my thesis, I was interesting in family GT6 of which four members are 

known: A and B glycosyltransferases, alpha 3 galactosyltransferase, Forssman synthase and iGb3 

synthase. We have identified four novel members of this family: rat B glycosyltransferase, GT6m5, 

GT6m6 and GT6m7, and proposed an evolution model for this family. Then, I studied one member 

of this family: iGb3 synthase. iGb3 is one endogene ligand of mouse NKTi (Natural Killer T cells). 

We studied iGb3 expression on tumour cell lines and its implication in NKTi activation but we were 

not able to prove that it is the endogene ligand of human NKTi. Nevertheless, their activation with 

tumour cells without exogene ligand allows us to propose that at least one other endogene ligand of 

NKTi exists. 
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