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FSC : forward scatter 

FH : Follicular Helper 

GFP : Green Fluorescent Protein, protéine fluorescente de couleur verte 
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IL-17RB : récepteur B de l’IL-17 
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PG : PhosphatidylGlycérol 

PI : PhosphatidylInositol 

PKC  : Protéine Kinase C  

pLPE : LysoPhosphatidylEthanolamine plasmalogène 

PLZF : Promyelocytic Leukemia Zing Finger 
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monoclonal 
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SLAM : Signaling Lymphocytic Activation Molecule 

SSC : side scatter 

SYK : Spleen Tyrosine Kinase 

TAM : Tumor-Associated Macrophages, macrophages associés aux tumeurs 
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Avant-propos 

 J’ai effectué mes quatre années de doctorat à Nantes, au sein de l’équipe 1 du Centre de 
Recherche en Cancérologie et Immunologie Nantes-Angers (CRCINA), sous la direction du 

maître de conférences universitaire Laetitia Gautreau-Rolland et du professeur universitaire Xavier Saulquin. Une partie des travaux de l’équipe 1 est orientée vers l’étude de populations de lymphocytes T non conventionnels, et c’est dans ce contexte que s’insèrent mes travaux de thèse sur les cellules iNKT. 
 

Mon projet de recherche visait à étudier les caractéristiques de lymphocytes iNKT humains autoréactifs. L’autoréactivité se définit par la capacité du système immunitaire d’un individu à s’activer en l’absence d’antigènes exogènes (contexte du Soi). Ce projet a démarré lors de mon stage de master 1, avec le test d’outils immunologiques permettant d’identifier des cellules iNKT potentiellement capables de s’activer dans le contexte du Soi. Il s’est poursuivi pendant mon stage de master 2, lors duquel j’ai pu générer des 
lignées cellulaires iNKT autoréactives à partir de prélèvements de sang humains. Mon 

travail de thèse a ensuite consisté à identifier les caractéristiques de ces cellules iNKT pouvant leur conférer ce potentiel autoréactif, et s’est élargi à l’étude du développement des cellules iNKT à partir d’échantillons de thymus humains. 
 Au cours de mon doctorat, j’ai eu la chance d’assister à des congrès scientifiques de grande envergure, comme le congrès de la Société Française d’Immunologie en 2016, le congrès 
spécialisé dans mon domaine de recherche CD1-MR1 en 2017, et le congrès européen d’immunologie en 2018. J’ai également participé au congrès nantais organisé par le Labex-

IGO (Immunotherapy-Graft-Oncology), où j’ai pu présenter mes résultats lors d’une communication orale. En même temps que d’effectuer mes travaux de recherche, j’ai 
enseigné pendant trois années au sein de la Faculté des Sciences et des Techniques de l’Université de Nantes. L’expérience acquise auprès des étudiants et des enseignants-

chercheurs lors de séances de TD, de TP ou de présentations orales de stage a été très 

enrichissante, et a rythmé mes journées de travail entre le laboratoire et la faculté. Je me suis également investie dans des projets de vulgarisation scientifique avec l’organisation, 
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la mise en place et la participation à des stands tenus par le laboratoire lors de la 

manifestation de la Fête de la Science à Nantes. 
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Le système immunitaire est souvent décrit comme composé de deux types d’immunités : l’immunité innée et l’immunité adaptative. L’immunité innée a pour caractéristiques d’intervenir rapidement, en reconnaissant des motifs communs à différentes classes de 

pathogènes, mais sans conserver une mémoire de la rencontre avec ces pathogènes. L’immunité adaptative se met en place plus lentement, car elle nécessite la reconnaissance du pathogène, ou d’une partie du pathogène, par un récepteur spécifique. Néanmoins lors d’une nouvelle rencontre avec le même pathogène, elle agit plus 
rapidement car elle conserve une mémoire de la première rencontre. A l’interface entre ces deux immunités, on trouve un ensemble de cellules, appelé 

« cellules T innées », dont les molécules de restriction sont conservées entre les individus. 

Cet ensemble comprend principalement les cellules iNKT, les cellules MAIT (pour 

Mucosal-Associated Invariant T) et les cellules T , qui sont toutes aussi relativement 

conservées entre les individus, et qui peuvent représenter jusqu’à 10 à 20% des cellules 
T humaines. Ces cellules T ont la particularité de s’activer très rapidement et constituent un pont entre l’immunité innée et l’immunité adaptative (Gao and Williams, 2015; 

Gutierrez-Arcelus et al., 2019). 

 

Première partie : Définition et caractéristiques des 

cellules NKT 

 

Les cellules NKT, pour Natural Killer T, sont des lymphocytes T situés à la frontière entre l’immunité innée et l’immunité adaptative puisqu’ils possèdent des caractéristiques propres à des effecteurs appartenant à ces deux types d’immunité. En effet, les lymphocytes NKT expriment des récepteurs des cellules NK, cellules de l’immunité innée, 
et de manière simultanée un récepteur des cellules T ou TCR (T Cell Receptor), cellules appartenant à l’immunité adaptative. Ces cellules sont retrouvées dans plusieurs espèces de mammifères comme la souris, le rat, l’Homme et d’autres primates. 
 

Le terme de « cellules NK T » est apparu pour la première fois en 1995, dans l’étude de 
Makino et al. (Makino et al., 1995) où ils étudient une population nouvellement décrite de 

lymphocytes T  exprimant également le récepteur NK1.1. Une analyse approfondie de 
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la séquence du TCR de ces cellules leur a permis de mettre en évidence la présence en 

grande majorité de cellules exprimant le segment V14 associé au segment J281, et dans 

une moindre mesure de cellules V14 négatives. Depuis, le terme de cellules NKT a été 

accepté, et selon la classification établie en 2004 par Godfrey et al. (Godfrey et al., 2004), 

il existe 3 types de cellules NKT : les NKT de type I ou iNKT (invariant NKT) correspondant 

aux cellules V14J281+ de Makino, les cellules NKT de type II, et les cellules NKT-like. 

 Mon travail de thèse ne s’est porté que sur l’étude des cellules iNKT, c’est pourquoi je vais tout particulièrement m’attacher à la description de ce type de NKT, et passer rapidement 

en revue les caractéristiques des deux autres types.  

 

I - Les cellules NKT de type I : iNKT 

 C’est en 1987 qu’il est pour la première fois fait référence à une nouvelle population de 
thymocytes CD4-CD8- (DN pour double négatif) exprimant un TCR , et dont la chaine  est restreinte par l’utilisation du segment V8 (Fowlkes et al., 1987). Dans cette étude, il n’est pas fait mention de l’expression d’un récepteur de cellules NK, mais la restriction au 
segment V8 laisse à penser que nous sommes bien en présence de cellules iNKT comme 

cela sera décrit par la suite (Première partie, I- 2), page 22). 

 

Depuis le milieu des années 90, il est donc admis que les cellules iNKT constituent une 

population de lymphocytes à part entière et caractérisée par l’expression simultanée de récepteurs des cellules NK et d’un TCR. Ce TCR, de type , a la particularité d’être semi-invariant d’où le nom de iNKT pour invariant NKT. De plus, les cellules iNKT sont 
restreintes par la molécule CD1d qui leur présente des antigènes de nature glycolipidique. 

Une fois activées, les cellules iNKT ont la capacité de produire de grandes quantités de 

cytokines et sont également cytotoxiques. La mise en évidence de ces caractéristiques va 

être décrite plus précisément dans les paragraphes qui vont suivre. 

 

Les cellules iNKT sont présentes dans les organes lymphoïdes primaires (moelle osseuse 

et thymus), mais également dans des organes périphériques comme le foie, la rate ou le 
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sang. Chez la souris, les cellules iNKT représentent entre 0,5 et 2,5% des lymphocytes T 

dans le thymus, la rate, le sang et la moelle osseuse, alors qu’elles sont présentes à plus de 
25% parmi les lymphocytes T hépatiques (Bendelac et al., 2007; Hammond et al., 2001). Chez l’Homme, les cellules iNKT sont très peu présentes parmi les lymphocytes T, à savoir 
en moyenne 0,1% dans le sang périphérique, 0,5% dans le foie, 0,08% dans la rate et 

seulement 0,007% dans le thymus (Chan et al., 2013; Kenna et al., 2003).  

 

1) Les récepteurs des cellules NK 

 L’expression de récepteurs des cellules NK par des cellules exprimant un TCR est le point 

commun à tous les types de cellules NKT, et cette caractéristique a constitué la première 

originalité de cette population de lymphocytes.  

 

a/ Le récepteur NK1.1 ou CD161 

 

Suite au travail de Fowlkes et al., Megan Sykes a publié une étude en 1990 (Sykes, 1990) 

dans laquelle elle met à nouveau en évidence la présence de cellules NK1.1+TCR+, cette 

fois-ci dans la moelle osseuse de souris. Les cellules iNKT étaient donc initialement 

définies comme des cellules T  exprimant le récepteur NK1.1, marqueur correspondant au CD161 chez l’Homme. Par la suite, l’étude de cette population reposait donc sur l’expression simultanée de ce récepteur et d’un TCR . 

 

Néanmoins, il a été montré à la fin des années 90 que toutes les cellules iNKT n’exprimaient pas le récepteur NK1.1, mais correspondaient pourtant bien à des lymphocytes iNKT du fait de l’expression d’un TCR semi-invariant restreint à la molécule 

CD1d (Hameg et al., 1999). De plus, l’expression du récepteur NK1.1 peut être perdue 
après activation des cellules iNKT (Chen et al., 1997). A l’inverse, toutes les cellules T  

et NK1.1 positives ne sont pas forcément des cellules iNKT car elles peuvent exprimer un TCR variable non restreint à la molécule CD1d. C’est le cas par exemple lors d’une 
infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire qui engendre une expression 

de récepteurs NK par les lymphocytes T  CD4+ et CD8+ conventionnels spécifiques du 

virus (Slifka et al., 2000). Il est donc apparu que le récepteur NK1.1 n’était pas suffisant 
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pour identifier toutes les cellules iNKT, et à l’inverse permettait même de mettre en évidence des cellules non iNKT, c’est pourquoi la nécessité de son expression a été 
abandonnée dans la définition des cellules iNKT (Hammond et al., 2001). A noter 

également que les premières études menées chez la souris ont été réalisées avec la souche C57BL/6 qui exprime le récepteur NK1.1, alors que d’autres souches, telles que BALB/c 
ou NOD1, ne l’expriment pas naturellement d’où l’importance d’utiliser d’autres 

marqueurs que le NK1.1 pour identifier les cellules iNKT chez la souris (Hammond et al., 

2001). Ce fut par exemple le cas dans l’étude de Gombert et al. (Gombert et al., 1996), où un déficit numérique et fonctionnel en cellules iNKT, identifiées par l’expression des 
marqueurs CD44 et Ly49-A et l’absence d’expression de MEL-14 et 3G11, a pu être mis en 

évidence chez des souris NOD.  

 

  b/ Les autres récepteurs des cellules NK  

 Dans une moindre mesure, d’autres récepteurs des cellules NK peuvent être exprimés par 
les cellules iNKT. Le CD94 est en moyenne exprimé par 49% des cellules iNKT, alors que 

le CD69, exprimé également par d’autres types cellulaires, ne l’est qu’à 6,4% par les 

cellules iNKT (Gumperz et al., 2002). Chez la souris, des récepteurs inhibiteurs de la 

famille Ly49 sont diversement exprimés par les cellules iNKT (Sköld and Cardell, 2000). 

En effet, dans la rate et dans le foie, les cellules iNKT DN expriment ce type de récepteurs alors que ce n’est pas le cas des cellules iNKT CD4+. Dans le thymus et la moelle osseuse, 

les cellules iNKT expriment fortement le marqueur Ly49 indépendamment de l’expression du CD4. 
 

2) Le TCR iNKT semi-invariant 

  

Un TCR  est composé de deux chaines associées par un pont disulfure : une chaine  

construite par le réarrangement de segments géniques germinaux V, J et C, et une chaine 

 construite par le réarrangement de segments géniques germinaux V, D, J et C. Les 

                                                 

1 Pour NonObese Diabetic, souris développant spontanément un diabète apparenté au diabète de type 1 chez 

l’Homme. 
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cellules iNKT ont la particularité d’exprimer un TCR très conservé que ce soit chez la souris comme chez l’Homme, d’où le nom de iNKT pour invariant NKT. 
 

En 1992, Arase et ses collaborateurs (Arase et al., 1992) se sont attachés à étudier les caractéristiques du TCR d’une population de cellules NK1.1+ CD44+ CD4+CD8- TCRlow présente dans le thymus et la moelle osseuse de souris, et représentative à l’époque des 
cellules iNKT murines. Dans cette étude, ils montrent que ces cellules expriment 

préférentiellement une chaine  comprenant les segments géniques germinaux V7 ou 

V8.2. Si la chaine  du TCR iNKT murin laisse place à une petite variabilité, du fait de l’intégration de segments V différents et de jonctions V-D-J diverses, la chaine  quant à 

elle est clairement invariante comme ont pu le démontrer Lantz et Bendelac en 1994 

(Lantz and Bendelac, 1994). En effet, ils ont mis en évidence au sein de la chaine  du TCR 

la présence systématique des segments V14 et J281, maintenant appelé J18. 

 

En 1993 parallèlement à chez la souris, Porcelli et ses collaborateurs (Porcelli et al., 1993) ont étudié, chez l’Homme, les séquences des chaines  et  du TCR de lymphocytes DN obtenus à partir du sang périphérique d’individus sains. Concernant la chaine , ils ont pu 

mettre en évidence l’utilisation des segments V24 et JQ, maintenant appelé J18, par 

un grand nombre de clones dérivés des cellules DN TCR+ étudiées. L’analyse de la 
séquence des chaines  de ces cellules montre une utilisation restreinte de segments V, 

notamment le segment V11. Un an plus tard, à l’aide d’anticorps anti-V24 et V11 

produits par leurs soins, Dellabona et ses collaborateurs (Dellabona et al., 1994) ont pu 

mettre en évidence que les cellules DN TCR+ co-exprimaient la chaine V24 et la chaine 

V11, et que la chaine  comprenait systématiquement le segment JQ alors que le 

segment J était variable. 

 Chez la souris comme chez l’Homme, il a en plus été démontré par ces études que, malgré 
les quelques N additions/délétions possibles au niveau de la jonction V-J, la chaine  restait néanmoins complètement invariante en termes d’acides aminés. De plus, la 
comparaison entre les segments V14-J281 chez la souris et V24-JQ chez l’Homme a 
permis de mettre en évidence une homologie en acides aminés de 62%. De même, les 

segments V8.2 chez la souris et V11 chez l’Homme sont homologues (62%). Tous ces 
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résultats ont permis de mieux caractériser les cellules iNKT avec l’expression d’un TCR 
semi-invariant constitué d’une chaine  invariante et d’une chaine  peu variable. Et aujourd’hui encore la description de ces cellules fait référence à l’utilisation des segments 
V14-J18 et V2, 7 ou 8 chez la souris, et des segments V24-J18 et V11 chez l’Homme. 
 

Grâce cette caractéristique, la fonction des cellules iNKT a pu être étudiée par la 

génération de souris déficientes pour le segment J18, et notamment par l’utilisation de la souche améliorée produite par l’équipe de Kronenberg en 2015 (Chandra et al., 2015), 

dans laquelle le reste du locus  demeure complet.  

 

3) Le complexe antigénique 

 En plus d’avoir un TCR très peu variable, les cellules iNKT ont la particularité d’être 
restreintes par la molécule CD1d qui leur présente des antigènes de nature glycolipidique. 

La définition des cellules iNKT a donc évolué et met en lumière cette caractéristique par l’appellation « cellules CD1d-restreintes ». 

 

a/ La restriction à la molécule de présentation CD1d 

 

Les premières descriptions de cellules iNKT ont mis en évidence des cellules T  DN, c’est-à-dire n’exprimant ni le co-récepteur CD4, ni le co-récepteur CD8. Forts de cette observation, les chercheurs en ont déduit que les cellules iNKT n’étaient sûrement pas restreintes par les molécules classiques du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), 

à savoir les molécules du CMH-I et du CMH-II. En 1994, Bendelac et ses collaborateurs 

(Bendelac et al., 1994) ont mis en évidence une absence de cellules NK1.1+ TCR+ 

exprimant les segments V2, 7 ou 8, et donc apparentées aux cellules iNKT, chez des 

souris déficientes pour la 2-microglobuline, suggérant ainsi que l’expression de cette 
molécule est indispensable au développement des cellules iNKT. Un an plus tard, alors que l’homologie entre le TCR des cellules iNKT murines et humaines est clairement 
établie, Bendelac et son équipe (Bendelac et al., 1995) propose que le ligand des cellules 

iNKT doit être aussi très homologue entre les deux espèces. Leurs recherches se sont donc 
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tournées vers des molécules non polymorphiques et ont mis en évidence les molécules CD1.1 et CD1.2 comme ligands des cellules iNKT chez la souris. En 1997, l’homologue de 
ces deux molécules chez l’Homme, appelé CD1d, est lui aussi mis en évidence comme 
ligand des cellules iNKT humaines (Exley et al., 1997). 

 

Le gène codant pour la molécule CD1d se situe sur le chromosome 3 chez la souris et sur le chromosome 1 chez l’Homme. La molécule CD1d est un hétérodimère constitué d’une 
chaine lourde de 49 kDa, associée de manière non covalente à la 2-microglobuline 

(Figure 1A), et faisant partie du groupe 2 de la famille des molécules CD1 chez l’Homme2. 

Cette association la rapproche structurellement des molécules de CMH-I, d’où le terme de 
« CHM-I like ». Comme décrit précédemment, la molécule CD1d est non polymorphique chez l’Homme, et présente deux versions chez la souris (CD1d1 et CD1d2) identiques à 
95%. La chaine lourde du CD1d est composée de trois domaines  (1 à 3), avec deux 

hélices  et des feuillets . Les deux hélices , surmontant le plateau de feuillets  des domaines 1 et 2, constituent le large site de fixation de l’antigène, homologue à plus de 
60% entre les deux espèces (Figure 1B). Ce site comprend deux poches hydrophobes notées A’ et F’ (Figure 1C) (Brigl and Brenner, 2004; Zeng et al., 1997). 

 

 

                                                 

2 Chez l’Homme la famille de molécules CD1 comprend cinq éléments (de a à e). Les molécules CD1a, b, c et e 

font partie du groupe 1, et la molécule CD1d fait partie du groupe 2. 

Figure 1 Structure du CD1d murin. 

A Structure cristallographique du 

CD1d1 murin avec les trois 

domaines  et la 2-

microglobuline, en rose les hélices 

 et en bleu les feuillets . B Vue 

du dessus du site de fixation de l’antigène composé d’un plateau 
de 8 feuillets  (S1 à 4 en bleu) et 

de deux hélices  (H1, H2, H2a et 

H2b en rose) provenant des 

domaines 1 et 2. C 

Représentation du site de fixation de l’antigène avec ses deux poches hydrophobes A’ et F’. Modifiée d’après Zeng et al., 1997. 
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La molécule CD1d est exprimée par de nombreux types cellulaires tels que les monocytes, 

les macrophages, les cellules B, les cellules dendritiques, les thymocytes et les cellules 

épithéliales intestinales (Dougan et al., 2007), et dans une grande variété de tissus (intestin, foie, pancréas, peau, rein, thymus, …) (Canchis et al., 1993). 

 

b/ Les antigènes glycolipidiques 

 L’identification de la nature de l’antigène présenté par les molécules CD1 a d’abord été 
démontrée pour la molécule CD1b. En 1994, Beckman et ses collaborateurs (Beckman et 

al., 1994) identifient très clairement l’acide mycolique (acide gras complexe présent dans 
la paroi des mycobactéries) comme un antigène pouvant activer des cellules T + CD1b 

restreintes. Cette découverte d’antigène activateur non peptidique a été renforcée par l’étude d’Adachi et al. (Adachi et al., 1995), dans laquelle ils démontrent la conservation 

du compartiment iNKT chez des souris TAP13 (pour Transporteur de Peptides 

Antigéniques) déficientes, ne présentant donc pas de peptides au sein de molécules de 

présentation antigénique. L’ensemble de ces observations a donc permis de repenser la nature de l’antigène reconnu par des lymphocytes T , et ainsi supposer que les autres 

molécules de présentation CD1 pouvaient aussi présenter des antigènes de nature 

lipidique. 

 

Quelques années plus tard, en 1997, des glycolipides de la famille des glycosylcéramides 

ont pour la première fois été mis en évidence comme activateurs des cellules NKT CD1d-

restreintes chez la souris (Kawano et al., 1997). Les glycolipides sont des glycoconjugués composés d’un sucre associé via une liaison glycosidique à un lipide. Ces molécules ont la particularité d’être hydrophobes du fait de leurs chaines d’acides gras, mais également 
polaires grâce à la présence du sucre. Les glycosylcéramides sont composés d’un sucre 
associé à un céramide, lui-même constitué d’une sphingosine et d’un acide gras. Les 
glycolipides étant très présents dans les membranes de certains pathogènes, ils peuvent 

être directement reconnus par les cellules iNKT après avoir été capturés par des cellules 

                                                 

3 Le transporteur TAP est un hétérodimère, constitué des protéines TAP1 et TAP2, qui se situe dans la membrane 

du réticulum endoplasmique rugueux, et qui transporte les peptides du cytosol vers la lumière du réticulum où ils 

se lient aux molécules de CMH-I. 
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présentatrices d’antigènes (CPA). Néanmoins d’autres pathogènes non producteurs de 
glycolipides peuvent tout de même activer les cellules iNKT. 

 

1. Le mécanisme d’activation par des glycolipides exogènes 

 

Les cellules iNKT peuvent reconnaître des glycolipides exogènes issus par exemple de bactéries ou d’allergènes (pollens, poussières de maison). Le mécanisme est assez simple, puisqu’une fois le glycolipide capturé par une CPA, il est présenté en surface dans une 
molécule CD1d, et peut être reconnu par le TCR d’une cellule iNKT (Figure 2). La 

présentation dans la molécule CD1d peut nécessiter ou non la transformation du 

glycolipide par la machinerie cellulaire de la CPA (Prigozy et al., 2001). 

 

2. Le mécanisme d’activation par des glycolipides endogènes 

 

Cependant tous les pathogènes ne produisent pas de glycolipides, c’est le cas notamment 
des virus. Pourtant, ils peuvent eux aussi activer les cellules iNKT. Un autre mécanisme d’activation de ces cellules existe donc, et ce en l’absence de glycolipides exogènes. Une 
étude de la présence, du phénotype et de la réponse de cellules iNKT a été réalisée chez 

des souris germ-free et a permis de démontrer aucune différence avec des cellules iNKT 

de souris conventionnelles (Park et al., 2000). Autrement dit, la sensibilisation à des glycolipides de nature exogène n’est pas nécessaire pour le développement et la fonction 

Figure 2 Modèle d’activation des cellules iNKT par des glycolipides exogènes. Les CPA peuvent capturer des glycolipides 
issus de pathogènes, et les présenter en surface au sein de molécules CD1d, afin d’activer des cellules iNKT. Modifiée d’après Rossjohn et al., 2012. 
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des cellules iNKT, et il existe une autre voie d’activation de ces cellules via des glycolipides 
endogènes. 

 Dans ce second mécanisme d’activation, les pathogènes non producteurs de glycolipides 
activent les TLR (Toll Like Receptor, qui reconnaissent des motifs moléculaires associés 

aux pathogènes ou PAMP) de CPA. Cette activation engendre une surproduction de 

glycolipides endogènes de la part de ces CPA, qui sont ensuite exprimés fortement en 

surface au sein de molécules CD1d. En présence de cytokines particulières produites par les CPA (par exemple l’IL-12), les cellules iNKT reconnaissent via leur TCR ces complexes 

CD1d-glycolipide et sont activées. (Figure 3). 

 Par exemple, l’activation de cellules dendritiques via le TLR 9, engendre une augmentation de l’expression du CD1d, ainsi que des ARN messagers codants pour des 
enzymes impliquées dans la synthèse de glycolipides endogènes, dont la production est 

ainsi augmentée. Ces cellules dendritiques activent ensuite les cellules iNKT de manière 

IFN- dépendante, puisqu’en son absence (anticorps bloquants le récepteur à l’IFN- ou cellules iNKT issues de souris n’exprimant pas ce récepteur) aucune production d’IFN par les cellules iNKT n’est observée (Paget et al., 2007). 

 

De par la reconnaissance de glycolipides endogènes, les cellules iNKT présentent donc un 

potentiel autoréactif. Les bases mécanistiques, actuellement identifiées, conduisant à 

Figure 3 Modèle d’activation des cellules iNKT par des glycolipides endogènes. Lorsque les pathogènes ne produisent 
pas de glycolipides, ils activent les CPA via les TLR. Ces CPA augmentent alors leur production de glycolipides endogènes 

qui sont exprimés en surface au sein de molécules CD1d, et qui activent les cellules iNKT dans un contexte cytokinique particulier. Modifiée d’après Rossjohn et al., 2012. 
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cette autoréactivité seront présentées dans une autre partie de cette introduction 

(Troisième partie, page 69), et ont fait l’objet d’un projet développé au cours de ma thèse. 
 

3. L’-galactosylcéramide 

 En mettant en évidence la nature glycolipidique de l’antigène reconnu par les cellules 
iNKT, Kawano et ses collaborateurs (Kawano et al., 1997) ont décrit une molécule 

fortement activatrice (KD = 200 nM, (Sidobre et al., 2002)) et spécifique des cellules iNKT 

appelée -galactosylcéramide (GalCer ou GC). L’GalCer est une molécule synthétique dérivée d’un glycolipide provenant d’une éponge marine nommée Agelas Mauritianus. Il est composé d’un sucre galactose lié en  par son carbone 1 à un céramide via une liaison 

osidique. Un céramide est un sphingolipide composé d’un acide gras lié via une liaison 
amide à la sphingosine. La sphingosine est composée de 18 carbones et dans le cas de l’GalCer l’acide gras comprend 26 carbones (Figure 4). Différentes longueurs en 

carbones pour la chaine d’acide gras et pour la sphingosine ont pu être testées, et ont révélé que la composition la plus activatrice de l’GalCer est celle citée précédemment.   

 

Un an plus tard, l’GalCer est également identifié comme un ligand fortement activateur 

(KD ≃ 7 M pour le TCR iNKT vis-à-vis du complexe CD1d-GalCer, (Gadola et al., 2006)) des cellules iNKT humaines du fait de l’expansion de cellules iNKT par des cellules 

mononucléées du sang périphérique (PBMC, pour peripheral blood mononuclear cells) ou 

CPA chargées en GalCer (Brossay et al., 1998). L’activation des cellules iNKT médiée par 
la reconnaissance de ce glycolipide est donc conservée entre les espèces murine et 

humaine. Le potentiel thérapeutique de l’GalCer semble donc intéressant et sera abordé 

dans une autre partie (Troisième partie, II-, page 75). 

 

Figure 4 Structure chimique de l'-

galactosylcéramide (GalCer ou GC) 

avec le sucre galactose et les deux chaines lipidiques. Modifiée d’après 
Koch et al., 2005. 
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Cette caractéristique de reconnaissance spécifique du complexe CD1d-GalCer (Figure 5) par toutes les cellules iNKT a permis l’utilisation d’un nouvel outil pour les étudier : les 

tétramères fluorescents CD1d-GalCer. Ces tétramères sont composés de quatre monomères de molécule CD1d chargée avec de l’GalCer et biotinylés. Les monomères 

sont ensuite tétramérisés grâce à une molécule de streptavidine, comprenant quatre sites 

de fixation pour la biotine, et qui est couplée à un fluorochrome. En 2000, Benlagha 

(Benlagha et al., 2000), et Matsuda (Matsuda et al., 2000) et leurs collaborateurs respectifs 

mettent en évidence un marquage faible mais spécifique des cellules iNKT par des 

monomères et dimères CD1d-GalCer fluorescents. L’intensité de ce marquage est augmentée avec l’utilisation d’une forme tétramérique de cet outil, qui plus est permet un 
suivi des cellules iNKT ex vivo.  

 

Cet outil est plus discriminant que toutes les autres stratégies utilisées auparavant pour identifier les cellules iNKT. En effet, les études basées en partie sur l’expression de récepteurs de cellules NK ont pu passer à côté de cellules iNKT n’exprimant pas le 

récepteur ciblé, puisque comme indiqué précédemment (Première partie, I- 1) a/, page 

21) certaines souches de souris n’expriment par exemple pas le récepteur NK1.1. A l’inverse, d’autres études ciblant plutôt les segments du TCR ont pu étudier un répertoire 

plus large de cellules que les cellules iNKT, avec par exemple des cellules exprimant le 

segment V11 (V2, 7, ou 8 chez la souris) mais pas la chaine  invariante, ou des cellules 

exprimant le segment V24 mais pas le segment J18 (V14+J18- chez la souris), qui ne 

seraient alors pas mise en évidence avec les tétramères CD1d-GalCer. 

Figure 5 Structure cristallographique du 

complexe CD1d humain chargé avec de 

l'GalCer (gauche) et vue du dessus du site de fixation de l’antigène avec l’ GalCer (droite). Modifiée d’après Koch et al., 2005. 
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c/ La présentation antigénique et le mode de reconnaissance par le TCR 

 Comme décrit précédemment, la molécule CD1d présente un site de fixation de l’antigène comprenant deux poches hydrophobes A’ et F’. Cette caractéristique est totalement en 
adéquation avec la nature lipidique des glycolipides que les cellules iNKT reconnaissent. En effet, pour ce qui est de l’GalCer par exemple, la chaine d’acide gras de 26 carbones s’insère parfaitement dans la poche A’, et la chaine sphingosine quant à elle s’insère dans la poche F’. Ce mode d’insertion des chaines lipidiques engendre une exposition en surface du sucre qui compose l’GalCer, de manière parallèle à la surface du CD1d, de telle sorte qu’il devient accessible pour établir des contacts avec le TCR iNKT (Figure 6). 

 

 

La reconnaissance du complexe CD1d-glycolipide par le TCR iNKT est très originale comparée à celle d’un complexe CMH-peptide par un TCR  classique. Le TCR iNKT contacte le complexe antigénique parallèlement à l’axe du sillon du CD1d et de manière inclinée sur la poche F’, alors qu’un TCR classique contacte son complexe antigénique en 
diagonale du CMH et de manière plus « centrale » (Figure 7) (Borg et al., 2007). Ce mode 

de reconnaissance est conservé entre les espèces quel que soit le glycolipide présenté et 

la chaine  utilisée pour composer le TCR iNKT murin (V2, 7 ou 8).   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 Structure de la cavité du CD1d 

humain chargé avec de l'GalCer. Les deux chaines lipidiques s’insèrent dans 
les poches hydrophobes A’ et F’, et le 
sucre apparaît en surface de manière parallèle au site de fixation de l’antigène. Modifiée d’après Rossjohn et al., 2012. 
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Les trois régions hypervariables (boucles CDR1, 2 et 3 pour Complementarity-

Determining Region) des deux chaines du TCR iNKT sont différemment impliquées dans la reconnaissance du complexe antigénique. Dans le cas d’un complexe CD1d-GalCer, la 

boucle CDR1 contacte uniquement l’GalCer, la boucle CDR3 contacte le CD1d et l’GalCer, la boucle CDR2 contacte uniquement le CD1d au niveau de la poche F’, et la 
boucle CDR3 se focalise sur un point de l’hélice du domaine 2 du CD1d (Figure 8) (Borg 

et al., 2007). Bien que la chaine  du TCR n’interagisse qu’avec le CD1d, sa variabilité au 
niveau du segment J peut tout de même influencer la reconnaissance du glycolipide, en 

agissant sur la conformation structurale de la chaine invariante  qui contacte directement l’antigène (Troisième partie, I- 2), page 73). 

Figure 7 Comparaison des structures 

cristallographiques entre un TCR et son 

complexe antigénique. A Pour un TCR iNKT 

et le complexe antigénique CD1d-lipide (en 

haut) et représentation du mode de contact 

parallèle (en bas). B Pour un TCR et le 

complexe antigénique CMH-peptide (en 

haut) et représentation du mode de contact 

en diagonale (en bas). Chaque boucle CDR 

est identifiée par son numéro (1 à 3) et par 

la chaine dont elle est issue ( ou ). Modifiée d’après Rossjohn et al., 2012. 
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4) Les fonctions des cellules iNKT 

 Les cellules iNKT ont la particularité d’arborer plusieurs fonctions habituellement décrites pour des effecteurs de l’immunité innée ainsi que de l’immunité adaptative. Tout 
comme les lymphocytes T CD8+ et les cellules NK, les cellules iNKT sont des cellules cytotoxiques. A l’instar des lymphocytes T CD4+, les cellules iNKT ont la capacité de 

produire de larges quantités de cytokines (de manière plus rapide et massive que les T 

CD4+), et peuvent agir sur de nombreux effecteurs du système immunitaire. 

 

a/ La cytotoxicité 

 De par l’expression et la production de grandes quantités de granzyme B, perforine et 

FasL, les cellules iNKT ont un caractère cytotoxique4. Cette cytotoxicité a depuis longtemps été mise en évidence, puisqu’en 1994, Arase et ses collègues (Arase et al., 

1994) ont démontré que des thymocytes DP (double positif CD4+CD8+) pouvaient être 

tués par des thymocytes iNKT (NK1.1+TCRlow) via la voie Fas-FasL. Par la suite, cette 

voie a été démontrée comme la voie cytotoxique principale utilisée par les cellules iNKT 

(Wingender et al., 2010). Mais des cellules iNKT, préalablement activées, peuvent 

également relarguer des granules cytotoxiques contenant granzymes B et perforines afin 

                                                 

4 Les voies granzyme B-perforine et Fas-FasL engendrent toutes les deux l’apoptose de la cellule cible. La 

perforine crée des pores dans la membrane de la cellule cible, laissant entrer le granzyme B qui active la voie des 

caspases, tout comme l’interaction du récepteur Fas avec son ligand FasL, conduisant ainsi à la mort par apoptose. 

Figure 8 Empreinte des contacts 

réalisés par le TCR iNKT sur un 

complexe CD1d-GalCer pour 

chaque boucle CDR identifiée 

par une couleur. Modifiée d’après Rossjohn et al., 2012. 
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de tuer des cellules tumorales (Kawano et al., 1998). De plus, cette cytotoxicité peut être 

accentuée dans des contextes particuliers. Une augmentation de la production de 

perforine par des cellules iNKT, issues de PBMC, est par exemple observée en présence d’IL-2 ou d’IL-12, ainsi qu’une augmentation de l’expression de FasL (CD95L) après une 
stimulation non spécifique PMA/ionomycine (Gumperz et al., 2002). 

 

b/ La production de cytokines 

 

Une fois activées, les cellules iNKT peuvent produire une variété de cytokines en grandes quantités. Les deux cytokines les plus étudiées sont l’IL-4 et l’IFN, mais les cellules iNKT peuvent aussi produire de l’IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, ou encore du TNF, 

du TGF et du GM-CSF (Matsuda et al., 2008). 

 

Dans leur étude de 2002, Gumperz et ses collaborateurs (Gumperz et al., 2002) mettent 

clairement en évidence que des PBMC humains stimulés de manière non spécifique 

PMA/ionomycine pendant six heures ou avec de l’GalCer pendant une nuit, contiennent 

des cellules iNKT (cellules tétramère CD1d-GalCer+) capables de produire des cytokines 

variées par rapport aux autres cellules T (cellules tétramère CD1d-GalCer-). Parmi les 

cellules iNKT, deux populations ont pu être définies : les cellules CD4+ productrices de 

cytokines de type Th1 (IFN, TNF et GM-CSF) et Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13), et les 

cellules CD4- principalement productrices de cytokines de type Th1 (IFN et TNF) 

seulement. 

 

Dans certaines conditions de stimulation, les cellules iNKT ont la capacité de produire une cytokine en particulier. Par exemple, lorsque la stimulation est réalisée en présence d’IL-2 et d’APC non chargées en GalCer, environ 30% des clones iNKT CD4+ testés produisent de l’IL-5 en grande quantité (1500 à 7500 pg/mL) (Sakuishi et al., 2007). Cette étude révèle aussi le caractère autoréactif des cellules iNKT, puisqu’elles reconnaissent dans ce cas un glycolipide d’origine endogène (Troisième partie, page 69). 

 L’IL-21 est une autre cytokine que les cellules iNKT thymiques et spléniques sont capables 

de produire en grande quantité après activation CD3/CD28 (respectivement plus de 100 
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et 350 pg/mL). Cette production est augmentée spécifiquement pour les cellules iNKT lorsque l’activation est réalisée en présence d’IL-12, puisque dans ces conditions, les thymocytes iNKT peuvent produire aux alentours de 200 pg/mL d’IL-21, les cellules iNKT 

spléniques en produisent jusqu’à 450 pg/mL, alors que les cellules T CD4+ spléniques n’en 
produisent pas plus de 50 pg/mL (Coquet et al., 2007). 

 

Après activation avec de l’GalCer les cellules mononucléées issues de foie de souris, comprenant en moyenne 30% de cellules iNKT, ont la capacité de produire jusqu’à 1,5 ng/mL d’IL-17. Cette production est clairement dépendante de la présence des cellules iNKT, puisque l’IL-17 n’est pas produite par les cellules mononucléées issues de foie de 

souris J18-/- ou CD1d-/-, donc de souris n’ayant pas de cellules iNKT. La production d’IL-

17 est exacerbée en absence des cytokines IFN et IL-4, car dans ces conditions (souris 

IFN KO + anticorps anti-IL-4), les cellules mononucléées de foie peuvent produire jusqu’à 10 ng/mL d’IL-17. En étudiant plus précisément les cellules iNKT (cellules tétramère 

CD1d-GalCer+) au sein de ces cellules mononucléées de foie, Michel et ses collaborateurs 

(Michel et al., 2007) ont finalement pu mettre en évidence que seule la sous-population 

de cellules iNKT NK1.1- était productrice d’IL-17 parmi toutes les cellules iNKT étudiées. 

 c/ L’effet sur les autres acteurs de l’immunité 

 

Cette caractéristique de production rapide et massive de cytokines par les cellules iNKT a pour effet d’engendrer une régulation des autres effecteurs de l’immunité. Les cellules 
iNKT pouvant produire une grande variété de cytokines, les effecteurs sur lesquels elles 

peuvent agir sont donc tout aussi variés comme par exemple les cellules NK, les cellules 

T, mais également les cellules B ou encore les cellules dendritiques. 

 La relation entre les cellules iNKT et les autres effecteurs de l’immunité a notamment été étudiée dans une série d’expériences, réalisées in vivo chez la souris, et dans lesquelles l’activation des effecteurs a pu être mise en évidence par la surexpression de la molécule d’activation CD69. L’implication des cellules iNKT dans ce processus a été démontrée à l’aide de souris déficientes en ces cellules (CD1d-/- ou V14-/- ou J18-/-). Dans toutes ces 

études, de l’GalCer a été injecté aux animaux afin d’activer les cellules iNKT. Dans ces 
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conditions, deux groupes de recherche (Carnaud et al., 1999; Eberl and MacDonald, 2000) 

ont pu constater une prolifération rapide de cellules NK (cellules CD3-NK1.1+) 

productrices d’IFN et cytotoxiques, médiée par la production d’IFN par les cellules iNKT 

activées. En effet, une inhibition partielle de la prolifération, de la cytotoxicité et de la production d’IFN par les cellules NK est observée en présence d’anticorps bloquants anti-
IFN. De la même manière Nishimura et ses collaborateurs (Nishimura et al., 2000) ont 

révélé une activation de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Cette activation est à nouveau 

médiée par les cellules iNKT, elles-mêmes activées par les cellules dendritiques CD1d+ via 

des interactions CD40-CD40L. Concernant l’activation des cellules B par les cellules iNKT, 
Kitamura et ses collègues (Kitamura et al., 2000) ont déterminé qu’elle était dépendante de la production d’IL-4 par les cellules iNKT après injection de l’GalCer. 

 

De plus, dans un modèle in vitro, des lymphocytes B purifiés à partir de PBMC humains prolifèrent au contact de cellules iNKT autologues, en présence ou non d’GalCer (Galli et 

al., 2003). Cette prolifération est dépendante de la production d’IL-4 et d’IL-13 par les cellules iNKT, puisqu’elle n’est pas observée en présence d’anticorps bloquants dirigés contre ces deux cytokines. Après activation, via le CD3 ou avec de l’GalCer, la sous-

population de cellules iNKT CD4+ est en plus capable de stimuler la production d’IgG1 (pour Immunoglobuline G1) et d’IgM par des lymphocytes B autologues. Ces résultats mettent clairement en évidence l’aide que les cellules iNKT peuvent apporter dans l’induction des fonctions des lymphocytes B, et ce de manière CD1d dépendante puisque non observée en présence d’anticorps bloquants anti-CD1d. Une fois de plus les premiers 

résultats de cette étude révèlent le caractère autoréactif des cellules iNKT qui sera abordé 

plus en détail dans une autre partie (Troisième partie, page 69). 

 Outre les cellules d’origine lymphoïde, les cellules iNKT peuvent interagir avec des cellules d’origine myéloïde. Dans leur étude de 2003, Fujii et ses collaborateurs (Fujii et 

al., 2003) démontrent par exemple la maturation in vivo de cellules dendritiques spléniques suite à une injection d’GalCer à des souris. Cette maturation est mise en 

évidence par la surexpression de molécules impliquées dans la co-stimulation de 

lymphocytes T CD8+ (CD40 ou CD86) et de molécules de capture et de présentation d’antigènes (CMH-II), ainsi que par la production de cytokines telles que l’IFN et l’IL-12 
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par les cellules dendritiques. L’GalCer n’agit pas seul sur les cellules dendritiques, puisqu’en absence de cellules iNKT (souris J18-/-) la maturation des cellules dendritiques n’est pas observée, donc les cellules iNKT jouent clairement un rôle dans ce 

processus. 

 Si les cellules iNKT activent certains effecteurs de l’immunité, leur action de régulation peut aussi agir dans l’autre sens et engendrer une inhibition. C’est le cas par exemple des 
cellules T CD4+ spécifiques d’un peptide issu des cellules  pancréatiques (cellules BDC2.5), dont l’activation et la production de cytokines est inhibée par les cellules iNKT. Cette inhibition est amplifiée en présence d’GalCer, qui en plus empêche la prolifération 

de ces cellules T CD4+. Des expériences de Transwell ont permis de déterminer que le 

contact cellulaire est nécessaire dans ce processus de régulation négative des cellules T 

CD4+ vers un profil Th1 par les cellules iNKT (Novak et al., 2005). Les cellules iNKT activées avec de l’GalCer sont aussi capables d’inhiber la différenciation de cellules T 

CD4+ vers un profil Th17, via la production des cytokines IL-4, IL-10 et IFN (Mars et al., 

2009). 

 

II – Les autres cellules NKT 

 

1) Les cellules NKT de type II 

 

Les cellules NKT de type II ont été décrites pour la première fois en 1995 par Cardell et al. 

(Cardell et al., 1995) chez des souris déficientes pour l’expression des molécules du CMH-

II. Malgré cette déficience, les souris présentaient des cellules CD4+ capables de réagir 

contre des cibles exprimant la molécule CD1 sans pour autant exprimer le TCR 

caractéristique des cellules iNKT composé des segments V14 et J18 pour la chaine , 

et V2, 7 ou 8 pour la chaine . 

 

Les cellules NKT de type II répondent, tout comme les cellules NKT de type I, à la définition 

des cellules NKT par l’expression simultanée de récepteurs des cellules NK et d’un TCR, 

restreint par la molécule CD1d. Néanmoins, contrairement aux cellules iNKT, le TCR des 
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cellules NKT de type II est bien plus diversifié (Behar et al., 1999) et peut être de type 

 (Huber et al., 2003). 

 

Ces cellules sont aussi restreintes par la molécule CD1d mais reconnaissent des 

glycolipides différents des cellules iNKT. En effet, la reconnaissance du complexe 

antigénique par les cellules NKT de type II ne nécessite pas que la molécule CD1d passe 

par les endosomes (Chiu et al., 1999). Les cellules NKT de type II ont la capacité de 

reconnaître des glycolipides de la famille des sulfatides, mais aussi le -glucosylceramide 

(-GlcCer), le -galactosylceramide (-GalCer), la lysophosphatidylcholine, des lipides 

dérivés de pollen et des petites molécules non lipidiques (Rhost et al., 2012). 

 Il est important de noter que les cellules NKT de type II ne reconnaissent pas l’GalCer. Cette dernière caractéristique rend donc plus complexe l’analyse de ces cellules car les 
tétramères CD1d-GalCer ne sont pas exploitables pour les mettre en évidence. De plus, aucun glycolipide reconnu par toutes les cellules NKT de type II n’a encore été découvert, donc aucun tétramère n’est disponible pour les identifier dans leur totalité. Ces cellules sont donc très peu décrites, et on ne connaît pas leur fréquence ni le niveau d’expression 
du récepteur NK1.1. 

 Toutefois, l’utilisation de souris déficientes pour l’expression de la molécule CD1d, dont 
la restriction est une caractéristique commune aux iNKT et NKT de type II, permet l’analyse simultanée de la perte de ces deux types de cellules NKT. C’est ainsi qu’il a pu 
être déterminé que chez la souris, au moins 80% des cellules T exprimant le récepteur 

NK1.1 dans le thymus et le foie sont des cellules NKT de type I et II, et que leur fréquence 

avoisine les 50% dans la moelle osseuse et la rate (Godfrey et al., 2004). 

 

Comme pour les cellules iNKT (Troisième partie, II-, page 75), plusieurs études ont pu mettre en évidence l’implication des cellules NKT de type II dans des contextes pathologiques comme le cancer, l’infection, les maladies auto-immunes, l’obésité ou la maladie du greffon contre l’hôte (Rhost et al., 2012). 
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2) Les cellules NKT-like 

 

Les cellules NKT-like répondent elles aussi à la définition des cellules NKT de par l’expression de récepteurs des cellules NK et d’un TCR. Néanmoins ces cellules semblent bien éloignées des cellules iNKT puisqu’elles n’expriment pas le TCR invariant 
caractéristique, elles ne sont pas restreintes par la molécule CD1d, et ne reconnaissent 

pas non plus le ligand GalCer. Les cellules NKT-like peuvent correspondre à des cellules 

T conventionnelles  qui sur-expriment des récepteurs de cellules NK, tel que le NK1.1 

suite à une infection virale (Slifka et al., 2000). Ces cellules peuvent aussi être des cellules 

T non conventionnelles , non retreintes par le CD1d mais exprimant des récepteurs de 

cellules NK comme le NK1.1 (Vicari et al., 1996). 

 

III – Tableau bilan des caractéristiques principales des cellules 

NKT 

 

Le tableau ci-dessous résume les principales caractéristiques des différents types de 

cellules iNKT décrits dans la première partie de cette introduction. Il met ainsi en 

évidence les différences entre ces sous-populations, basées notamment sur la restriction au CD1d (cellules NKT I (iNKT) et II), la reconnaissance de l’GalCer (iNKT) et la 

variabilité du TCR. 

 

Tableau I Tableau bilan des caractéristiques principales des différents types de cellules NKT, modifié d’après Godfrey 

et al., 2004. 

 



40 

 

Deuxième partie : Développement des cellules iNKT 

 

Les cellules iNKT constituent donc une population particulière de lymphocytes T . A ce titre, il paraît important de déterminer l’origine de ces cellules afin de mieux aborder leur 
rôle au sein du système immunitaire. 

 

I - Le développement des cellules iNKT murines 

 

Tout comme les lymphocytes T  conventionnels, les cellules iNKT se développent au 

sein du thymus. L’engagement vers la voie de différentiation NKT intervient au stade DP. 
Une fois la sélection positive passée, les cellules iNKT murines vont se différencier en trois 

sous-populations distinctes : iNKT1, iNKT2 ou iNKT17. 

 1) L’origine thymique des cellules iNKT murines 

 

Des souris nude5 présentent très peu de cellules iNKT (cellules NK1.1+TCR+) en 

périphérie (rate et moelle osseuse). Cette observation est donc en faveur d’un développement des cellules iNKT nécessitant le thymus. L’origine thymique des cellules 
iNKT a en outre été démontrée grâce à des expériences de greffes de thymus, issus de 

souris donneuses Ly5.2+, dans des souris receveuses nude congéniques6 Ly5.2-. Cinq 

semaines après la greffe, les cellules spléniques des souris receveuses ont été analysées 

pour les marqueurs Ly5.2, NK1.1 et TCR. Alors que les cellules NK1.1+Ly5.2+, issues des souris donneuses, et donc d’origine thymique, sont TCR+, les cellules NK1.1+Ly5.2-, issues des souris receveuses, quant à elles n’expriment pas de TCR (Levitsky et al., 

1991). Le développement des cellules iNKT nécessite donc un passage par le thymus 

avant qu’elles ne rejoignent la périphérie. Cette étude aurait également pu mettre en 
évidence la recolonisation des thymus greffés par les cellules des souris receveuses, mais 

                                                 

5 Souris n’exprimant pas ou très peu de lymphocytes T du fait d’un thymus absent ou détérioré. 
6 Souris avec un génome identique sauf pour un gène, ici le gène codant pour la molécule Ly5 (ou CD45) avec des 

souris receveuses Ly5.2- et des souris donneuses Ly5.2+. 
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selon les auteurs l’analyse a été réalisée trop tôt (cinq semaines après greffe) pour que les 

cellules souches des souris receveuses puissent se différencier au sein des thymus greffés 

et générer un compartiment iNKT Ly5.2-. 

 Pourtant l’idée que les cellules iNKT puissent ne pas se développer au niveau thymique 
est apparue dans des études menées par Taniguchi (Koseki et al., 1991; Makino et al., 

1993). En étudiant le répertoire de souris nude dans différents tissus (rate, moelle 

osseuse, épithélium intra-intestinal, plaques de Payer), ils ont pu mettre en évidence la 

présence de cellules V14J281+, suggérant donc que l’ontogénie des cellules iNKT 
pouvait se réaliser indépendamment de la présence du thymus. 

 

Cependant, des souris thymectomisées 3 jours après la naissance montrent très 

clairement, après 6 à 12 semaines de vie, une baisse plus importante du pourcentage de 

cellules iNKT en périphérie (rate, moelle osseuse et foie) comparé à celui de lymphocytes 

T  classiques. Il est à noter que les cellules iNKT résiduelles retrouvées chez les souris 

thymectomisées arborent un phénotype particulier avec une expression intermédiaire du 

co-récepteur CD8 sans expression du CD4, et constituent donc une sous-population de 

cellules iNKT qui semblent se développer de manière indépendante du thymus. Selon les 

auteurs, certaines cellules iNKT pourraient donc avoir une origine extra-thymique, bien que la majorité d’entre elles se développent au sein du thymus (Hammond et al., 1998). On peut également émettre l’hypothèse d’un maintien en périphérie de ces cellules iNKT 
résiduelles qui se seraient initialement développées dans le thymus avant la thymectomie, ce qui exclurait alors la possibilité d’un développement extra-thymique des cellules iNKT.  

 

En 1999, Tilloy et ses collaborateurs (Tilloy et al., 1999) démontrent clairement que le thymus est nécessaire à l’ontogénie des cellules iNKT et qu’il n’existe pas de 
développement extra-thymique de ces cellules. Dans leur étude, ils ont déterminé, de 

manière très précise par transcription inverse (RT pour Reverse Transcription) puis 

amplification par réaction en chaine par polymérase (PCR pour Polymerase Chain 

Reaction) quantitative, le nombre de transcrits V14-J18 au sein de la moelle osseuse 

de souris irradiées de manière létale, thymectomisées et reconstituées avec des cellules 

souches hématopoïétiques (CSH) de foie fœtal. Leurs résultats mettent en évidence que 
les souris receveuses non thymectomisées (contrôle) présentent des cellules iNKT au sein 
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de leur moelle osseuse, alors que ces cellules sont totalement absentes chez les souris 

receveuses athymiques. Bien que des cellules V14+ aient été retrouvées chez des souris 

nude dans les études de Taniguchi, elles étaient néanmoins non fonctionnelles car une 

grande partie des séquences de leur TCR ne se trouvaient pas dans le bon cadre de lecture. 

En conséquence, il est depuis admis, qu’après la naissance, le thymus constitue l’unique 
organe du développement des cellules iNKT.  

 

Quelques années plus tard, les travaux de Pellicci et ses collaborateurs (Pellicci et al., 

2002) ont permis d’entériner l’hypothèse d’un développement thymique en s’appuyant sur l’utilisation des tétramères CD1d-GalCer pour mettre en évidence les cellules iNKT. 

Comparés au marqueur NK1.1, les tétramères CD1d-GalCer constituent de meilleurs 

outils pour détecter les cellules iNKT (Première partie, I- 3) b/ 3., page 29). Dans cette 

étude, les cellules de la rate et du foie de souris nude ont à nouveau été analysées pour la 

présence de cellules iNKT (cellules CD1d-GalCer+TCR+). Que les souris soient jeunes (13 jours) ou adultes (11 semaines), aucune cellule iNKT n’a pu être détectée en périphérie des souris nude, alors qu’elles sont présentes à des pourcentages classiques 

chez les souris contrôles. Le thymus apparaît donc comme le seul et unique organe 

intervenant dans le développement des cellules iNKT chez la souris.  

 

2) Modèle de développement des cellules iNKT 

 Pour tenter d’élucider le modèle selon lequel les cellules iNKT se développent, il est tout d’abord important de savoir comment et par quel type cellulaire les cellules iNKT sont 
sélectionnées. Ces cellules étant retreintes par la molécule CD1d, il parait naturel de penser qu’elle soit aussi impliquée dans leur sélection. 

 

Une première étude a pu déterminer que la molécule CD1d était exprimée au sein du 

thymus au niveau cortical (Bradbury et al., 1990), mais sans définir le type cellulaire 

porteur de cette molécule. 

 Par la suite, l’étude du pourcentage de thymocytes DN TCR+ V8+, apparentés aux 

thymocytes iNKT, entre des souris déficientes pour la 2-microglobuline (2m-/-) et des 
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souris sauvages a démontré la nécessité de la 2-microglobuline dans le développement 

des cellules iNKT puisque leur pourcentage était nettement réduit chez les souris 

déficientes (Bix et al., 1993). Des expériences avec des souris chimères ont mis en 

évidence que des souris receveuses 2m-/-, irradiées et reconstituées avec des CSH de foie fœtal de souris 2m+/+ présentaient des thymocytes DN TCR+ V8+. Bix et ses 

collaborateurs ont ainsi prouvé que les cellules, exprimant la 2-microglobuline et par 

déduction la molécule CD1d, nécessaires et suffisantes à la génération des cellules iNKT, étaient d’origine hématopoïétique, et non des cellules épithéliales thymiques comme c’est 
le cas pour les cellules T  classiques. 

 

Enfin en 1995, Albert Bendelac (Bendelac, 1995) a clairement mis en évidence, grâce à des marquages de cytométrie en flux, que les cellules d’origine hématopoïétique CD1d+ 

sont des thymocytes DP immatures, issus donc de la colonisation thymique et de la 

différenciation de CSH. Pour confirmer le rôle de ces thymocytes dans la sélection des lymphocytes iNKT, une analyse de la production d’IL-2 par un hybridome iNKT (DN32.D3, dérivant d’une cellule T NK1+, qui exprime les segments V14 et V8.2, et qui est CD1d1 

restreinte) a été réalisée en présence de thymocytes DP, SP4 (CD4+CD8-) ou SP8 

(CD8+CD4-). Ses résultats montrent que seuls les thymocytes DP sont capables d’activer l’hybridome iNKT avec un relargage dans le surnageant de 20 unités/mL d’IL-2, contre 

0,6 et 0,4 en présence de cellules SP4 et SP8 respectivement. Pour définir plus précisément le stade d’immaturité pendant lequel les thymocytes sélectionnent les 
cellules iNKT, la même expérience a été réalisée cette fois-ci en présence des thymocytes 

issus de souris RAG-/-7, TCR-/- ou TCR-/-, et donc respectivement stoppés au stade DN, 

DN tardif/DP précoce, et DP. Si les thymocytes issus de souris RAG-/- sont incapables de stimuler l’hybridome iNKT (0,1 unités/mL d’IL-2), ceux issus des souris TCR-/- en sont 

nettement capables (18 unités/mL d’IL-2) et ceux issus des souris TCR-/- partiellement (5 unités/mL d’IL-2). Les cellules iNKT sont donc positivement sélectionnées par des 

thymocytes DP ou éventuellement DN tardifs. 

 

                                                 

7 Les souris RAG déficientes (RAG-/-) sont génétiquement modifiées pour ne plus exprimer les enzymes RAG 

(pour Recombination Activating Genes) nécessaires au réarrangement du TCR et du BCR (pour B Cell Receptor 

ou récepteur des cellules B), elles n’expriment donc ni lymphocytes T, ni lymphocytes B. 
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a/ Précurseur engagé ou commun aux cellules T  classiques ? 

 

Si les cellules iNKT se développent au sein du thymus, il reste à déterminer de quel type 

de précurseur elles sont issues. Pour répondre à cette question, deux modèles de 

développement des cellules iNKT ont été initialement décrits (Bendelac et al., 1997). 

 Le premier modèle émet l’hypothèse d’un précurseur déjà engagé dans la voie de différenciation des cellules iNKT de par l’expression programmée des chaines spécifiques 
du TCR iNKT (V2, 7 ou 8 et V14-J281). Ce précurseur suivrait ensuite ses propres 

règles pour terminer sa différenciation (modèle « engagé »). 

 

Le second modèle défend le partage des premières étapes de différenciation avec un 

précurseur commun aux cellules T  conventionnelles, et une divergence vers un 

programme de différenciation iNKT au cours du développement. Le précurseur iNKT, qui 

serait le même que pour les lymphocytes T  classiques, subirait donc un réarrangement 

aléatoire de sa chaine  puis de sa chaine , générant ainsi un TCR iNKT ou un TCR  

« conventionnel » (modèle « commun »). 

 

Quel que soit le modèle, les cellules iNKT en cours de maturation passeraient par un stade DP après expression de leur TCR, avant d’être sélectionnées positivement par des 
thymocytes corticaux DP exprimant la molécule CD1d. Elles perdraient ensuite l’expression du co-récepteur CD8, et aussi éventuellement celle du co-récepteur CD4, 

pour donner naissance aux cellules iNKT CD4+ et DN respectivement. Les cellules iNKT 

DN pourraient également provenir de cellules iNKT CD8+ ayant perdu l’expression de ce 
co-récepteur (Figure 9). L’acquisition de récepteurs NK comme le NK1.1 serait plus 
tardive. 
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 b/ L’embranchement des cellules iNKT 

 

Les premières études sur la définition du TCR des cellules iNKT étaient en faveur du 

modèle « commun » dans lequel le TCR de ces cellules était généré de manière aléatoire. 

En effet, le modèle « engagé » préconisant un réarrangement génétiquement programmé, 

les chaines du TCR des cellules iNKT seraient donc complètement fixées, et un seul 

réarrangement sur un premier allèle serait nécessaire pour générer un TCR iNKT 

fonctionnel. Pourtant, bien que la chaine  du TCR iNKT soit invariante en terme d’acides aminés, elle ne l’est pas au niveau nucléotidique, puisque Lantz et Bendelac ont pu mettre 
en évidence différentes N additions entre les segments V14 et J18 (Lantz and Bendelac, 

1994), justifiant ainsi la génération aléatoire du TCR iNKT. De plus, en étudiant des 

Figure 9 Modèle de précurseur iNKT commun ou engagé proposé par Bendelac, Rivera, Park et Roark. Dans le modèle 

commun le réarrangement du TCR iNKT se fait de manière aléatoire, alors que dans le modèle engagé il serait 

génétiquement programmé. Modifiée d’après Bendelac et al., 1997. 
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hybridomes de thymocytes iNKT, Shimamura et ses collaborateurs (Michio Shimamura et 

al., 1997) ont démontré que si une copie du gène codant pour la chaine  avait bien subi 

le réarrangement V14-J281, l’autre copie du gène avait également été réarrangée. Ces résultats suggèrent donc qu’un premier réarrangement autre que V14-J281 et non 

fonctionnel a été réalisé sur un premier allèle, conduisant ainsi au réarrangement 

fonctionnel de la chaine  invariante du TCR iNKT sur le second allèle. Ces observations 

ne sont donc pas en faveur du modèle de développement « engagé ». 

 

En 2001, Gapin et ses collaborateurs (Gapin et al., 2001) ont mis en évidence un 

précurseur iNKT au stade DP. Dans cette étude, l’utilisation de tétramères CD1d-GalCer 

sur des thymocytes, a révélé la présence de cellules iNKT DPlow dont le pourcentage décroit avec l’âge des souris, contrairement à celui des cellules iNKT DN et CD4+ qui 

augmente. Lors du développement des lymphocytes T  conventionnels, le stade DPlow 

fait suite à la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le TCR. De la même manière 

pour les cellules iNKT, ce stade ferait suite à la reconnaissance du complexe CD1d-

glycolipide par le TCR iNKT, puisque les cellules iNKT (tétramère CD1d-GalCer+) DPlow 

ne sont pas présentes chez des souris déficientes pour la molécule CD1d (CD1d-/-). Après 

analyse par PCR quantitative, le nombre de transcrits V14-J18 est plus important dans 

les sous-populations DN et CD4+ de souris contrôle, alors qu’il est plus important dans la 
sous-population DPhigh de souris CD1d-/-, dans lesquelles aucun transcrit n’est retrouvé 
dans la sous-population DN. Ces résultats montrent donc que, de façon similaire aux 

lymphocytes T  conventionnels, la maturation des cellules iNKT passe par un stade 

DPhigh, puis un stade DPlow, suite à l’engagement du TCR. Du fait des rapprochements avec 
les cellules T  conventionnelles, cette étude soutient le modèle de développement 

« commun », dans lequel des précurseurs iNKT DP seraient sélectionnés positivement par reconnaissance d’un complexe CD1d-glycolipide présenté par des thymocytes DP. 

 La présence d’un précurseur iNKT au stade DP est soutenue par l’étude de Bezbradica et 
ses collègues (Bezbradica et al., 2005). Leurs travaux mettent en évidence l’implication de 
la molécule RORt dans le processus de développement des cellules iNKT, puisqu’aucune cellule iNKT n’est détectée chez des souris déficientes pour ce facteur de transcription. 

Chez ces mêmes souris, aucun transcrit V14-J18 n’est détecté, mais leurs thymocytes 
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DP sont néanmoins capables d’activer un hybridome iNKT. La molécule RORt n’est donc pas impliquée dans l’étape de sélection des cellules iNKT, mais est en revanche 
importante pour le réarrangement de la chaine  du TCR iNKT. Etant donné que le facteur 

de transcription RORt est nécessaire au prolongement de la survie des thymocytes DP en 

général (Guo et al., 2002), et que les segments V14 et J18 sont très distants l’un de l’autre, les auteurs proposent que la molécule RORt favoriserait la survie de thymocytes 

DP permettant le réarrangement tardif de la chaine  invariante iNKT, générant ainsi des 

précurseurs iNKT DP. Cette hypothèse est en accord avec les études de Gapin et Pellicci 

(Gapin et al., 2001; Pellicci et al., 2002) puisqu’ils observent une apparition tardive de 
thymocytes iNKT (tétramère CD1d-GalCer+) chez la souris, 5 à 6 jours après leur naissance, et a été confirmée dans l’étude de Hager et al. qui démontre que le 

réarrangement V24-J18 est un événement tardif nécessitant l’action du facteur de 
transcription RORt (Hager et al., 2007). 

 

Le précurseur iNKT DP thymique a également été mis en évidence par Egawa et ses 

collaborateurs (Egawa et al., 2005). Ils ont pour cela utilisé le système Cre-Lox avec d’un 
côté des souris transgéniques exprimant Cre sous le contrôle du promoteur du gène 

RORt (RORt-Cre), et de l’autre des souris transgéniques exprimant une séquence 

« stop » flanquée de séquences Lox en amont du gène codant pour la GFP (pour Green 

Fluorescent Protein, protéine fluorescente de couleur verte) (GFP-Lox) et sous le contrôle d’un promoteur de gène ubiquitaire (Rosa26). RORt étant uniquement exprimé dans les 

thymocytes DP, Cre est donc exclusivement exprimé dans ces cellules chez les souris 

RORt-Cre. En croisant les deux souris transgéniques, ils obtiennent ainsi des souris 

double-transgéniques où seuls les thymocytes DP et leur descendance seront GFP+, 

puisque le codon stop ne sera éliminé que dans ces cellules. Leurs résultats montrent que 

les thymocytes iNKT (tétramère CD1d-GalCer+) DN et CD4+ sont GFP+ et dérivent donc 

de précurseurs iNKT thymiques DP. Comme Bezbradica et ses collègues, ils confirment, avec les mêmes expériences, l’implication du facteur de transcription RORt dans le 

développement des cellules iNKT. Les auteurs concluent finalement que le précurseur iNKT est présent au sein d’un pool de thymocytes DP qui réarrangent de manière aléatoire leur TCR, et qu’il sera sélectionné par des thymocytes DP CD1d+ si les segments utilisés correspondent au TCR iNKT, d’où le terme de modèle « sélectif » qu’ils proposent. 
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Les premières définitions des cellules iNKT faisant référence au marqueur NK1.1, qu’en 
est-il de ce récepteur au cours du développement de ces cellules ? Si les cellules iNKT matures expriment pour la plupart le récepteur NK1.1, elles dérivent pourtant d’un 
précurseur NK1.1-. En étudiant des thymocytes iNKT (cellules tétramère CD1d-GalCer+) 

chez des souris à différents âges, Pellicci et ses collègues (Pellicci et al., 2002) ont mis en 

évidence une population CD4+NK1.1- qui par la suite devenait NK1.1+ avec perte ou non 

du CD4. De la même manière, Benlagha et ses collaborateurs (Benlagha et al., 2005) ont 

identifié des cellules iNKT à un stade NK1.1-CD44low, passant ensuite par un stade NK1.1-

CD44high, pour finir par un stade NK1.1+CD44high. Dans ces deux études, le transfert de 

thymocytes NK1.1- ou NK1.1+ à des souris congéniques a mis en évidence l’acquisition, au 
cours du temps, du récepteur NK1.1 par les thymocytes NK1.1-, alors que les thymocytes 

NK1.1+ demeuraient positifs pour ce marqueur. Ce résultat indique très clairement que le précurseur iNKT est à l’origine NK1.1-. De plus, le suivi des cellules émigrant récemment 

du thymus démontre qu’une partie des thymocytes iNKT n’acquiert pas l’expression du 
récepteur NK1.1 et sort donc du thymus avec un phénotype NK1.1-, pour ensuite rejoindre la périphérie où elle acquerra l’expression du récepteur. Selon Pellicci et al., étant donné 

que le précurseur NK1.1- est CD4+ cela signifie qu’il a déjà perdu l’expression du CD8, et que l’acquisition du NK1.1 se fait bien tardivement au cours de l’ontogénie des cellules iNKT, comme proposé par Bendelac. Cette observation est confirmée par l’étude de 

Gardue et Stein (Gadue and Stein, 2002), où ils démontrent que l’expression du récepteur NK1.1 est en partie dépendante de l’activité de la tyrosine kinase Itk, puisque des cellules 
iNKT CD4+ sont bloquées au stade NK1.1- chez des souris Itk déficientes. Ces résultats indiquent, une nouvelle fois, que la stratégie d’identification des cellules iNKT par le marqueur NK1.1 n’est pas optimale. L’utilisation de cette stratégie a par exemple conduit certaines équipes à penser que l’origine des cellules iNKT pouvait être 
en partie extra-thymique (M. Shimamura et al., 1997).  

 Bien que l’existence de thymocytes iNKT DPlow ne soit pas acceptée par tous les groupes 

de recherche (ils ne sont notamment pas identifiés dans le travail de Pellicci (Pellicci et 

al., 2002) où les cellules iNKT CD4+CD8-NK1.1+ sont définies comme le précurseur le plus précoce), l’origine des cellules iNKT à partir de thymocytes DP est désormais formellement établie, du fait de la dépendance de l’expression précoce de la chaine pT dans l’ontogénie des cellules iNKT (Benlagha et al., 2005). L’étude du marqueur HSA (ou 
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CD24) par Benlagha et ses collaborateurs a clairement mis en évidence la présence, suite à l’expression du TCR iNKT et à la sélection positive, d’un précurseur iNKT HSAhighCD4+ 

duquel dérivent ensuite les cellules iNKT DN et CD4+. L’existence d’un précurseur 
HSAhighDPlow est quant à elle suggérée, ce dernier pouvant donner naissance à des cellules 

HSAhighCD4+ qui perdraient par la suite l’expression du HSA, ou directement à des cellules 
HSAlowDN qui généreraient seulement des cellules iNKT DN. Une fois encore dans cette étude, les auteurs démontrent l’acquisition tardive du récepteur NK1.1 à des stades 
HSAlowCD4+ ou DN (Figure 10). 

 

En se basant sur l’expression des marqueurs CD24, CD44 et NK1.1, une séquence de 
développement des cellules iNKT suite à leur sélection positive a pu être déterminée. Elle 

démarre au stade 0 avec le phénotype CD24high. L’expression du CD24 sera perdue dans 
les stades suivants. Vient ensuite le stade 1 avec le phénotype CD44lowNK1.1-, puis le stade 2 avec l’acquisition du CD44 et donc le phénotype CD44highNK1.1-, et enfin l’acquisition du 
NK1.1 au stade 3 CD44highNK1.1+ (Matsuda and Gapin, 2005) (Figure 11). 

 

 

 

Figure 10 Modèle de développement des cellules iNKT CD4+ et DN matures selon Benlagha et al., 2005. Les flèches en 

pointillés indiquent une relation hypothétique. 
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3) La signature PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger) 

 La déviation vers l’embranchement iNKT s’opère donc au stade DP, lors de la sélection positive des cellules par reconnaissance d’un complexe CD1d-glycolipide. A cette étape, la forte induction de la voie de signalisation du TCR engendre notamment l’expression du 
facteur de transcription Egr2 (pour early growth response 2) qui intervient dans la survie 

des précurseurs iNKT (Lazarevic et al., 2009). Egr2 a la capacité de se fixer sur le 

promoteur du gène Zbtb16 ce qui induit la transcription de ce gène et ainsi la production 

de la protéine correspondante appelée PLZF, qui est elle aussi un facteur de transcription. 

Egr2 étant plus exprimé à tous les stades du développement des cellules iNKT que dans des thymocytes conventionnels, du fait d’une signalisation TCR plus forte, il va donc engendrer l’expression de PLZF par tous les thymocytes iNKT suite à leur sélection 
positive (Seiler et al., 2012). 

 

Deux études ont démontré le rôle prépondérant de PLZF dans la différenciation iNKT 

(Kovalovsky et al., 2008; Savage et al., 2008). PLZF est un facteur de transcription exprimé de manière assez restreinte aux cellules iNKT. Mais s’il n’est pas exprimé par la majorité des autres effecteurs de l’immunité (lymphocytes T conventionnels, B, et NK, éosinophiles, neutrophiles, macrophages) il l’est tout de même par les cellules MAIT, une 

Figure 11 Stades de développement des cellules iNKT selon les marqueurs CD24, CD44 et NK1.1. Modifiée d’après 
Matsuda et Gapin, 2005. 
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population proche des cellules iNKT, ainsi que par les ILC (Constantinides et al., 2014). 

Son expression est la plus forte au stade 1 de développement des cellules iNKT (CD44-

NK1.1-), puis elle diminue au cours de la différenciation tout en restant à un niveau élevé. 

Chez la souris, la déficience en PLZF engendre une perte de 90 à 99% des cellules iNKT, 

un arrêt dans le développement thymique de ces cellules au stade 1, et une distribution 

différente des cellules iNKT résiduelles. Après stimulation de ces cellules résiduelles par injection d’GalCer in vivo ou lors de tests fonctionnels in vitro, une nette diminution de 

la production des cytokines IL-4 et IFN est observée, et par conséquent une baisse de l’activation d’autres effecteurs de l’immunité in vivo apparaît (pas d’expression de CD69 

par les lymphocytes T, B, NK, et les macrophages). En effet, les cellules iNKT résiduelles 

des souris déficientes en PLZF ne produisent pas de cytokines suite à une première activation, et n’expriment pas non plus les marqueurs NK habituels. L’expression de PLZF 

est une signature transcriptionnelle des cellules iNKT, permettant leur expansion et l’acquisition d’un phénotype fonctionnel (production de cytokines et propriétés 
migratoires) au cours de leur développement. 

 

4) La signalisation lors de la sélection positive 

 

Lors de la sélection positive des cellules T  classiques, la cascade de signalisation Ras/Raf/Mek/MAP kinases est nécessaire en aval de l’engagement du TCR. Pourtant cette voie de signalisation n’est pas effective pour le développement des cellules iNKT 

(Alberola-Ila et al., 1996). En revanche, la kinase Fyn, protéine associée de manière non 

covalente au CD3, intervient dans l’ontogénie des cellules iNKT mais pas dans celle des 
lymphocytes T  conventionnels. En effet, des souris déficientes pour cette molécule 

montrent une proportion en cellules iNKT (NK1.1+ TCR+ ou V14J281+) sévèrement 

diminuée au sein du thymus et en périphérie. Après engagement du TCR iNKT par un 

complexe CD1d-glycolipide, la présence de Fyn augmenterait la signalisation sous-jacente, diminuant ainsi le seuil d’activation du TCR iNKT qu’il est nécessaire d’atteindre 
pour que les cellules iNKT soient sélectionnées positivement (Eberl et al., 1999; Gadue et 

al., 1999). Cette hypothèse crée un lien éventuel entre le seuil d’activation de la signalisation via le TCR iNKT et l’autoréactivité de ces cellules, qui sera abordée dans la 
troisième partie de cette introduction (Troisième partie, page 69). 
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Une déficience en molécule SAP (pour SLAM associated protein) chez des souris révèle 

une absence quasiment complète en cellules iNKT (tétramères CD1d-GalCer+TCR+) au 

niveau thymique et en périphérie (foie, rate, ganglions lymphatiques). Un parallèle peut 

être fait avec des patients atteints du syndrome XLP (pour X-linked lymphoproliferative), 

chez qui le gène codant pour la molécule SAP est muté. Chez plusieurs malades, on 

observe une perte des cellules iNKT (tétramères CD1d-GalCer+V24+ ou V24+V11+) 

au niveau du sang périphérique (Chung et al., 2005; Nichols et al., 2005; Pasquier et al., 

2005). Il semble donc que la molécule SAP ait un rôle prépondérant dans le 

développement des cellules iNKT murines et humaines. Or un lien existe entre Fyn et SAP, 

puisque SAP active la protéine kinase Fyn et engendre son recrutement par les récepteurs 

SLAM. 

 

Contrairement aux lymphocytes T  conventionnels, qui sont sélectionnés par les 

cellules épithéliales thymiques, les précurseurs thymiques iNKT sont sélectionnés par des 

thymocytes DP. Cette interaction entre deux thymocytes engendre de manière originale, 

en plus du signal TCR, un second signal entre deux récepteurs de la famille Slam8 : Slamf1, 

aussi appelé SLAM, et Slamf6, aussi appelé Ly108 (Griewank et al., 2007). Ce type de 

second signal ne peut pas être induit lors de la sélection positive des cellules T  classiques puisque les molécules Slam ne sont exprimées que par des cellules d’origine hématopoïétique. Pour être activés, les récepteurs Slam ont besoin d’être phosphorylés 
par des tyrosines kinases Fyn qui sont recrutées via des molécules adaptatrices SAP. Or 

des souris déficientes en molécules SAP ou Fyn présentent un défaut en cellules iNKT dont 

la majorité des précurseurs (V14-J18+) sont bloqués pendant ou juste après la sélection 

positive (cellules CD24high). Chez des souris déficientes en récepteur Slamf1 ou Slamf6, on 

observe une petite réduction du nombre de cellules iNKT (tétramères CD1d-GalCer+) au 

niveau thymique et en périphérie (rate et foie), avec un défaut de transition CD24high vers 

CD24low. Comme pour SAP et Fyn, les récepteurs Slamf1 et Slamf6 jouent un rôle dans le développement des cellules iNKT juste après leur sélection positive. L’activité des 
récepteurs Slam peut être partiellement redondante, ce qui explique le fait que le nombre 

                                                 

8 La famille de récepteurs Slam, pour Signaling Lymphocytic-Activation Molecule, correspond à des molécules 

impliquées dans la signalisation suite à l’activation de lymphocytes, et comprend 6 formes avec Slamf1 et Slamf3 

à Slamf7 dont les gènes codants sont tous situés sur le même locus. 
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de cellules iNKT n’est que légèrement diminué chez des souris déficientes pour l’un des deux récepteurs, et c’est pourquoi la génération d’une double déficience pour Slamf1 et 
Slamf6 serait intéressante. Néanmoins, les gènes codant pour toutes les formes de ces 

récepteurs étant situés sur le même locus, une double déficience ciblée pour Slamf1 et Slamf6 ne peut être réalisée, et c’est la raison pour laquelle des souris chimères pseudo-

déficientes pour ces deux récepteurs ont été générées. Les résultats des différents 

croisements mettent en évidence la nécessité d’une interaction homotypique des 
récepteurs Slamf1 ou Slamf6 dans le développement des cellules iNKT.  

 

Le second signal généré par le récepteur Ly108 (Slamf6) semble jouer un rôle dans l’induction du facteur de transcription PLZF. En effet, l’interaction homotypique Slam-

Slam de ce récepteur amplifie le signal TCR, ce qui engendre une augmentation de l’expression d’Egr2, qui va pouvoir se fixer sur le promoteur du gène Zbtb16 codant pour 
le facteur de transcription PLZF. Le récepteur Ly108 contribue donc à l’induction de PLZF 
suite au signal TCR, conduisant ainsi à la différenciation des cellules iNKT (Dutta et al., 

2013).  

 

Très récemment, le rôle de cette interaction entre molécules Slam a été étudié par Lu et 

ses collaborateurs (Lu et al., 2019). Ils ont clairement mis en évidence l’implication de ces 
molécules dans le développement des cellules iNKT (tétramères CD1d-GalCer+TCR+), puisqu’une forte diminution (80 à 90%) de leur nombre est observée dans le thymus, la 
rate et le foie de souris déficientes pour toutes les formes de récepteurs Slam (souris SFR KO), tandis qu’une légère augmentation des cellules T conventionnelles matures CD4+ et 

CD8+ est observée chez ces souris. Cette réduction est en outre de plus en plus prononcée 

au cours du développement thymique, avec aucun impact au stade 0, 50% de perte au stade 1, 75% de perte au stade 2, et l’impact le plus fort avec 90% de perte au stade 3. Si 

les récepteurs Slam sont importants dans le développement des cellules iNKT, il semble néanmoins qu’ils interviennent seulement après la sélection positive (stade 0) de ces cellules. Un changement dans l’utilisation du segment V a également été observé, avec 

une augmentation du nombre de cellules iNKT V7+ et une diminution des cellules V8+. 

De plus, les cellules iNKT résiduelles des souris SFR KO présentent une augmentation de 

leur potentiel de prolifération (marquages BrdU et Ki67), mais leur survie est diminuée 

par augmentation de leur apoptose. 
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En croisant des souris SFR KO avec des souris Nur77GFP, les auteurs ont pu étudier l’impact de la perte des récepteurs Slam sur la signalisation TCR. En effet, Nur77 est un 
gène dont l’expression est induite suite à la signalisation TCR dans les thymocytes et les 
cellules T. Chez les souris Nur77GFP, l’expression de la GFP est placée sous le contrôle du promoteur de Nur77, et les taux d’expression de cette protéine fluorescente de couleur 

verte sont donc corrélés à la force du signal TCR. Leurs résultats montrent une 

augmentation du nombre de cellules iNKT GFP+ chez les souris issues du croisement SFR 

KO x Nur77GFP aux stades 1 à 3, mais pas au stade 0, en comparaison avec des souris 

Nur77GFP. Autrement dit, après la sélection positive des cellules iNKT, la signalisation TCR 

au sein de ces cellules est augmentée en absence de récepteurs Slam. La présence des 

récepteurs Slam impliquerait donc une diminution de la signalisation TCR iNKT aux stades 1 à 3 du développement. Cette hypothèse est confortée par l’augmentation de l’expression de récepteurs inhibiteurs (comme PD-1 ou Lag-3) par les cellules iNKT 

résiduelles des souris SFR KO en comparaison avec des souris sauvages, et par la 

diminution encore plus forte du nombre de cellules iNKT chez des souris double 

transgéniques SFR et PD-1 KO, notamment aux stades 2 et 3 du développement. Ces observations mettent en évidence une compensation de la perte de l’effet inhibiteur des 
récepteurs Slam par l’expression de récepteurs inhibiteurs par les cellules iNKT, et donc 
la nécessité de diminuer le signal TCR dans les stades plus avancés du développement des 

cellules iNKT. La restauration de l’expression du récepteur Slamf6 chez des souris SFR KO permet de 

retrouver un nombre de cellules iNKT classique. Néanmoins, lorsque ce récepteur est 

muté sur son motif ITSM9 il n’y a plus de développement correct des cellules iNKT. L’effet 
des récepteurs Slam sur le développement des cellules iNKT passe donc par son motif ITSM et les molécules qu’il recrute en aval. 
Des souris exprimant une version de la molécule SAP pouvant se fixer au motif ITSM des 

récepteurs Slam, mais ne pouvant pas recruter Fyn ont été générées. Chez ces souris, on 

observe une réduction de 50% du nombre de cellules iNKT affectant tous les stades du développement, avec une augmentation de la signalisation TCR, sans effet sur l’expression 
                                                 

9 Pour immunoreceptor tyrosine-based switch motifs, correspondant à un motif comprenant des tyrosines et présent 

sur la partie intracellulaire des récepteurs Slam, qui peut recruter des molécules activatrices (complexe SAP-Fyn) 

ou inhibitrices (SHP-1).   
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de PD-1. A l’inverse, des souris déficientes pour la molécule SHP-18, ne présentent aucun 

défaut dans le nombre et la fréquence des cellules iNKT, ni dans la signalisation TCR, avec tout de même une augmentation de l’expression de PD-1. Ces résultats suggèrent donc 

que la voie passant par le complexe SAP-Fyn, aurait dans ce cas précis, une activité 

inhibitrice cruciale dans la diminution de la force de la signalisation du TCR iNKT, et donc 

dans le maintien du nombre de cellules iNKT. En absence de la voie SHP-1, son effet 

inhibiteur serait compensé par la surexpression de récepteurs inhibiteurs tel que PD-1. 

En conclusion, Lu et ses collègues démontrent, eux aussi, que les récepteurs Slam sont 

impliqués dans le développement des cellules iNKT, mais pour la première fois proposent 

que ce soit grâce à une activité inhibitrice sur la signalisation TCR suite à la sélection positive des cellules iNKT. Leur présence permet d’augmenter la survie des cellules iNKT, alors que leur absence engendre un changement dans l’utilisation du segment V, ainsi qu’une augmentation de l’expression de récepteurs inhibiteurs afin de compenser l’augmentation du signal TCR. L’effet inhibiteur des récepteurs Slam, révélé dans cette 
étude, est en contradiction avec les conclusions de Dutta et ses collaborateurs, qui 

démontraient une augmentation de la signalisation TCR médiée par ces récepteurs. Lu et 

al. expliquent cette contradiction par l’expérimentation in vitro et l’activation artificielle des récepteurs dans l’étude de Dutta et al. . Lu et ses collègues concluent que les voies 

SAP-Fyn et SHP-1 travaillent en synergie pour obtenir l’effet inhibiteur des récepteurs 
Slam, et proposent finalement que le complexe SAP-Fyn puisse avoir une activité 

inhibitrice et pas seulement activatrice. 

 Cette étude n’est, néanmoins, pas complètement en contradiction avec les travaux de 

Dutta et al., notamment sur le lien observé entre les récepteurs Slam et la voie Egr2-PLZF. En effet, Lu et ses collaborateurs observent une diminution de l’expression de PLZF au 
stade 0 chez des souris SFR KO, ainsi qu’une nette diminution de l’expression d’Egr2 et de 
PLZF au stade 0 chez des souris déficientes pour la molécule SAP. Il apparaît donc que les récepteurs Slam faciliteraient l’expression de PLZF au moment de la sélection positive des 

cellules iNKT. 

 D’après tous ces résultats, les récepteurs Slam pourraient avoir deux rôles dans la 
différenciation des cellules iNKT en fonction du stade de développement. On peut imaginer que dans les stades les plus précoces (DP), l’implication de ces récepteurs 
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abaisserait le seuil d’activation des cellules iNKT permettant leur sélection positive, et indurait l’expression du facteur de transcription PLZF, signature moléculaire des cellules iNKT. Puis à l’inverse, dans les stades les plus avancés (stades iNKT 1 à 3), ils inhiberaient la signalisation TCR iNKT afin d’échapper à la sélection négative et augmenteraient ainsi 
la survie de ces cellules (Figure 12). Bien qu’il reste encore des points à éclaircir, notamment pour expliquer l’effet inhibiteur du complexe SAP-Fyn, pour la première fois 

proposé par Lu et al., sur la signalisation TCR iNKT, tous ces résultats sont en accord sur l’implication de la voie Slam/SAP/Fyn dans le développement des cellules iNKT. L’utilisation originale de cette voie est possible du fait de la sélection positive des cellules 

iNKT par des thymocytes DP, et explique en partie la différence dans le programme de 

développement entre les cellules iNKT et les lymphocytes T  conventionnels. 

 

 

A titre informatif, plusieurs autres facteurs, listés ci-après, influençant la différenciation 

des cellules iNKT ont été mis en évidence, comme la protéine kinase C et le facteur de 

transcription NFB, l’IL-15 et l’expression de la chaine  de son récepteur, le signal de co-

stimulation via l’interaction B7-CD28, les facteurs de transcription Ets1 ou Runx1, les 

protéines TET, ou encore des miRNA (Gapin, 2016). 

 

Figure 12 Implication de la voie de 

signalisation Slam/SAP/Fyn suite à la sélection positive d’un précurseur 
iNKT par un thymocyte DP selon Lu 

et al., 2019. Modifiée d’après 
Godfrey et al., 2007. 
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5) La sélection négative 

 A partir de l’étape de sélection positive, les cellules iNKT suivent leur propre voie de différenciation. A l’instar de celle des cellules T conventionnelles, la voie de 
différenciation des cellules iNKT comprend-elle un phénomène de sélection négative ? 

Plusieurs études évoquent différents mécanismes permettant aux cellules iNKT d’échapper à cette sélection négative, justifiant ainsi le caractère autoréactif souvent 
décrit pour les cellules iNKT (Troisième partie, page 69).  

 

La sélection négative pour les lymphocytes T  conventionnels intervient lorsque l’avidité du TCR pour son ligand CMH-peptide est trop élevée. Deux mécanismes permettant de diminuer l’avidité du TCR iNKT pour son ligand CD1d-glycolipide ont été suggérés dans les années 90, afin d’expliquer l’échappement des cellules iNKT au 

phénomène de sélection négative : 

(i) une faible expression du TCR chez des cellules NK1.1+ décrite dans les 

premières études des cellules iNKT (Arase et al., 1992) 

(ii) la perte d’expression du CD8 au cours de leur différenciation (Bendelac et al., 

1994) 

 Un autre mécanisme pour expliquer l’échappement des cellules iNKT à la sélection négative repose sur leur caractéristique d’expression de récepteurs des cellules NK. 
Comme décrit précédemment (Première partie, I- 1) b/, page 22), les cellules iNKT 

peuvent exprimer des récepteurs des cellules NK de la famille Ly49 qui reconnaissent des 

molécules de CMH-I. Ces récepteurs se trouvent sous deux formes : les activateurs comme 

Ly49D et Ly49H, et les inhibiteurs comme Ly49A. Il est intéressant de noter que les 

récepteurs Ly49 activateurs ne sont naturellement pas exprimés par les cellules CD3+, incluant donc les cellules iNKT. Afin d’étudier le rôle de ces récepteurs Ly49 dans la 
différenciation thymique des cellules iNKT, Voyle et ses collègues (Voyle et al., 2003) ont 

généré des souris doublement transgéniques exprimant le récepteur activateur Ly49D et 

la molécule DAP12 nécessaire à son activité de signalisation. Après avoir vérifié que les 

cellules iNKT de ces souris exprimaient bien Ly49D et DAP12, ils ont croisé ces souris avec 

des souris exprimant le ligand de ce récepteur. Chez les souris issues de ce croisement, ils 



58 

 

ont pu observer une nette réduction du nombre de cellules iNKT thymiques 

(NK1.1+TCR+V8.2+ ou tétramères CD1d-GalCer+) par rapport aux souris à l’origine 
du croisement, indiquant que le développement des cellules iNKT est impacté par l’activité de récepteur Ly49D. De plus, les cellules iNKT résiduelles des souris issues du 

croisement sont bloquées à des stades plutôt précoces (1 et 2) du développement, et présentent donc un phénotype immature. Pour étudier l’impact de la signalisation par 
Ly49D sur la différenciation des cellules iNKT, ils ont ensuite généré de nouvelles souris 

transgéniques exprimant simultanément le récepteur activateur Ly49D et le récepteur 

inhibiteur Ly49A, ces deux récepteurs possédant le même ligand. Les souris issues du 

croisement de ces nouvelles souris transgéniques avec des souris exprimant le ligand de 

ces deux récepteurs montrent un pourcentage de thymocytes iNKT (NK1.1+TCR+ V8.2+) 

plus élevé que chez les souris issues du croisement précédent, sans pour autant revenir à 

des pourcentages retrouvés chez des souris non transgéniques. Chez la souris, il semble donc que l’activité inhibitrice du récepteur Ly49A puisse restaurer en partie la population iNKT. Ces résultats suggèrent que l’absence d’expression de récepteurs NK activateurs 
par les thymocytes iNKT à des stades précoces de leur développement, leur permet d’échapper à la sélection négative qui serait engendrée par une signalisation trop forte. De plus, l’activité de récepteurs NK inhibiteurs pourrait aussi contrebalancer une 
signalisation TCR trop importante et ainsi empêcher les cellules iNKT d’être sélectionnées 
négativement. 

 

Si les précédentes études mettent en évidence les mécanismes par lesquels les cellules 

iNKT peuvent échapper à la sélection négative, les résultats qui vont suivre démontrent 

la susceptibilité de ces cellules à ce phénomène dans des conditions non physiologiques.  

 

En effet, les travaux de Chun et ses collaborateurs (Chun et al., 2003) ont mis en évidence qu’in vitro les cellules iNKT pouvaient être sujettes à la sélection négative. Pour le 

démontrer in vivo, ils ont créé un modèle de souris transgéniques pour la molécule CD1d 

sous le contrôle du promoteur du CMH-I (promoteur ubiquitaire). Dans ces souris, où la 

molécule CD1d est sur-exprimée par tous les types cellulaires l’exprimant habituellement, 
ils ont observé une diminution de la fréquence des cellules iNKT au niveau thymique et en périphérie. L’analyse de la chaine  du TCR des cellules iNKT résiduelles a mis en 

évidence une intégration préférentielle du segment V2, alors que d’ordinaire ce sont les 
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segments V8 et V7 les plus utilisés. Ces résultats suggèrent que l’intégration du segment 
V2 engendrerait une diminution de l’affinité du TCR iNKT pour son ligand (dans ce cas 
sur-exprimé) afin d’échapper à la sélection négative. Pour déterminer si les cellules dendritiques peuvent être à l’origine de la sélection négative des cellules iNKT comme c’est le cas pour les lymphocytes T  classiques, des transferts de cellules dérivant de la 

moelle osseuse avec, soit des cellules dendritiques issues de souris sauvages, soit des 

cellules dendritiques issues de souris transgéniques, à des souris RAG déficientes et 

irradiées ont été effectués. Les résultats ont montré une diminution du nombre de cellules 

iNKT périphériques (rate et foie) lorsque les cellules dendritiques transférées sont issues de souris transgéniques, donc lorsqu’elles sur-expriment le CD1d, les cellules 

dendritiques peuvent être à l’origine de la sélection négative des cellules iNKT. 
 

Dans la même idée, Williams et ses collègues (Williams et al., 2008) ont démontré qu’une 
surexpression de la molécule CD28 chez des souris transgéniques entrainait une 

diminution de la fréquence de thymocytes iNKT (tétramères CD1d-GalCer+). Une 

diminution bien plus drastique a été observée lorsque la molécule B7 était sur-exprimée 

chez des souris transgéniques exprimant la molécule CD28 à un niveau physiologique. Comme dans l’étude précédente, l’analyse de la chaine  du TCR des cellules iNKT 

résiduelles de souris transgéniques pour la molécule B7 a mis en évidence une intégration 

préférentielle du segment V2. Ces résultats suggèrent à nouveau qu’une trop forte 
stimulation des thymocytes iNKT lors de leur développement, dans ce cas via le signal de 

co-stimulation B7-CD28, peut conduire à leur sélection négative. 

 

Finalement, comme pour les lymphocytes T  conventionnels, il a été démontré que l’affinité du TCR iNKT pour son ligand CD1d-glycolipide était critique pour échapper à la 

sélection négative (Bedel et al., 2014). Des souris transgéniques ont été générées pour qu’elles expriment une chaine  de TCR iNKT hybride. Cette chaine  hybride inclue le 

segment V6, qui ne réagit pas naturellement vis-à-vis du CD1d. Néanmoins, lorsqu’elle 
est modifiée au niveau du CDR2, et associée à la chaine  iNKT invariante, elle est capable 

de reconnaître le CD1d, même chargé avec des glycolipides faiblement réactifs, comme 

des glycolipides du Soi (tétramères CD1d-Self). Dans ces souris transgéniques, cette 

chaine  iNKT hybride peut s’associer avec n’importe quelle chaine  et son expression 
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n’affecte pas le développement des lymphocytes T  conventionnels. Par contre, elle affecte clairement le développement des cellules iNKT, puisqu’une large baisse de la 
proportion et du nombre total de cellules iNKT (tétramères CD1d-GalCer+) est observée 

au sein du thymus et en périphérie (rate et foie). Il reste quelques cellules iNKT 

résiduelles qui ont néanmoins perdu la capacité de reconnaître des glycolipides du Soi puisqu’elles ne fixent plus de tétramères CD1d-Self. Ces cellules sont bloquées à des 

stades de développement précoces (0 et 1), leur distribution est changée, et elles ne sont 

pas fonctionnelles. Si ces cellules expriment pourtant bien la chaine  invariante iNKT 

(V14-J18), l’analyse plus poussée de la séquence en acides aminées de cette chaine a mis en évidence l’apparition en position 94 d’un autre acide aminé que l’acide aspartique 
retrouvé dans la chaine  invariante iNKT naturelle. La même analyse a été réalisée sur 

les thymocytes à différents stades de leur développement et a déterminé que le changement en acide aminé s’opère entre le stade DP et le stade 0, c’est-à-dire au moment 

de la sélection positive des cellules iNKT. Ce changement en acide aminé dans la chaine  diminue l’affinité du TCR iNKT pour des ligands du Soi et ainsi contrebalance la forte 
affinité de la chaine  hybride, ce qui permet aux cellules iNKT résiduelles d’échapper à la 
sélection négative. 

 

Bien que les premières études mettaient en évidence un échappement des cellules iNKT 

à la sélection négative, expliquant ainsi la présence de cellules iNKT autoréactives en 

périphérie, les données plus récentes démontrent cependant que ces cellules sont 

susceptibles à cette étape de sélection. En effet, le bon développement des cellules iNKT au niveau thymique est soumis à un niveau de signalisation précis, régulé par l’affinité du 
TCR pour son ligand CD1d-glycolipide, par le niveau de co-stimulation activatrice ou 

inhibitrice, et par la signalisation sous-jacente à ces molécules. A l’instar des cellules T  

conventionnelles, les cellules iNKT subissent donc une sélection négative, qui pourrait 

toutefois être moins efficace, générant ainsi des cellules iNKT autoréactives.  
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6) Jusqu’aux sous-populations de cellules iNKT 

 

Les descriptions de cellules iNKT font toujours référence à leur forte capacité de 

production rapide de cytokines. Les premières études ont donc souvent décrit les cellules iNKT en fonction de leur profil cytokinique, plutôt Th1 lorsqu’elles produisent principalement de l’IFN, ou plutôt Th2 avec la production majeure d’IL-4. 

 

Récemment, une nouvelle classification est apparue, prenant toujours en compte le type 

de cytokines produites, mais également les facteurs de transcription exprimés par chaque 

sous-population de cellules iNKT. Par analogie avec les cellules T CD4+ conventionnelles, cinq principaux types fonctionnels de cellules iNKT ont été définis chez l’Homme et la 
souris : iNKT1, iNKT2, iNKT17, iNKTFH (pour follicular helper) et iNKT10. Chez la souris, 

les cellules iNKT1, 2 et 17 se différencient au sein du thymus avant leur émigration. L’origine des cellules iNKTFH et iNKT10 reste quant à elle à déterminer. Elles pourraient dériver d’un précurseur thymique présent à une très faible fréquence ne permettant pas 
de les identifier, ou se différencier en périphérie en fonction de l’environnement dans 
lequel elles se trouvent. 

 

a/ Les cellules iNKT1, iNKT2 et iNKT17 

 Les travaux de l’équipe de Taniguchi (Terashima et al., 2008) ont permis l’identification d’une sous-population de cellules iNKT spléniques exprimant le récepteur B de l’IL-17 (IL-17RB) et réactives à l’IL-25. Afin d’analyser l’origine et la fonction de ces cellules, des 
souris déficientes pour le récepteur IL-17RB (IL-17RB-/-) ont été générées (Watarai et al., 

2012). La cytokine IL-15 étant importante dans le développement des cellules iNKT, 

Watarai et ses collaborateurs ont également étudié son impact en générant des souris transgéniques pour une version mutée non active de l’IL-15. 

Chez les souris IL-17RB-/-, ils observent une légère baisse du nombre et du pourcentage 

de cellules iNKT (dimères CD1d-GalCer+) dans le thymus et la rate, et notamment aux 

stades 1 (CD44low NK1.1-) et 2 (CD44high NK1.1-) de leur développement. Chez les souris 

déficientes en IL-15, le nombre et le pourcentage de cellules iNKT (dimères CD1d-
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GalCer+) sont fortement réduits au niveau thymique et en périphérie (rate et foie), et 

notamment au stade 3 (CD44high NK1.1-) lors du développement thymique. 

De plus, après activation, les cellules iNKT de souris IL-17RB-/- produisent peu de 

cytokines de type Th2 (IL-9, 10 et 13) et Th17 (IL-17A et IL-22), alors que les cellules 

iNKT issues de souris déficientes en IL-15 produisent moins d’IFN. 

Les auteurs ont pu définir que les cellules iNKT faisant défaut chez les souris déficientes 

en IL-15 étaient par contre bien présentes chez les souris IL-17RB-/-, et ne nécessitent donc pas l’expression de ce récepteur pour se développer. Lors du développement iNKT, 

il apparaît donc que deux voies de différenciation se distinguent en fonction de l’expression de l’IL-17RB. Si le précurseur est IL-17RB+, il donnera naissance à des cellules iNKT arrêtées au stade 2 et aux profils Th2 ou Th17, alors que s’il est IL-17RB- mais réceptif à l’IL-15, il génèrera des cellules iNKT allant jusqu’au stade 3 et au profil Th1 (production d’ IFN). 

Une analyse génétique a ensuite prouvé que les cellules iNKT IL-17RB- étaient bien 

CD122+ (chaine  du récepteur à l’IL-15), et leur a permis de caractériser plus précisément 

cette population avec un niveau de transcrits liés au profil Th1 très élevé, en lien avec une forte production d’IFN après activation, une expression de CXCR3 et CXCR6, et une réactivité en présence d’IL-12 en lien avec une forte expression de transcrits IL-12R2 

(chaine 2 du récepteur à l’IL-12). Parmi les cellules iNKT IL-17RB+, on distingue une 

sous-population CD4+ et une sous-population CD4-. L’analyse génétique de la sous-

population CD4+ IL-17RB+ montre un niveau plus élevé de transcrits liés au profil Th2. En 

effet, après activation cette population de cellules iNKT produit de l’IL-4, de l’IL-9, de l’IL10 et de l’IL-13. Elle est également réactive en présence d’IL-25 et exprime CCR4 et CCR7. L’analyse génétique de la sous-population CD4- IL-17RB+ a mis en évidence un 

niveau plus élevé de transcrits liés au profil Th17, ce qui corrèle avec la production d’IL-17A et d’IL-22 observée après activation de ces cellules. De par l’expression du récepteur à l’IL-23, ces cellules sont réactives en présence de cette cytokine, et expriment CCR4, 

CCR6 et CCR7. 

Cette étude a donc permis de définir trois sous-populations de cellules iNKT, présentes au 

niveau thymique chez la souris, avec des cellules iNKT Th1 IL-17RB- et sensibles à l’IL-15, 

appelées maintenant iNKT1, des cellules iNKT Th2 IL-17RB+ CD4+, appelées maintenant 
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iNKT2, et des cellules iNKT Th17 IL-17RB+ CD4-, appelées maintenant iNKT17 (Figure 

13). 

 A l’image des cellules T CD4+ conventionnelles Th1, Th2 et Th17, ces trois sous-populations de cellules iNKT sont maintenant définies en fonction de l’expression de 
facteurs de transcription et de leur production de cytokines. 

Les cellules iNKT1 expriment le facteur de transcription T-bet (Michel et al., 2008) et de manière assez faible PLZF, et sont connues pour produire principalement de l’IFN. 

Les cellules iNKT2 expriment fortement les facteurs de transcription GATA-3 et PLZF, et 

produisent principalement de l’IL-4 et de l’IL-13. Néanmoins, il est important de noter que 

le facteur de transcription GATA-3 est nécessaire au développement de toutes les cellules 

iNKT (P. J. Kim et al., 2006), donc les cellules iNKT2 pourraient être plus précisément 

définies comme le sous-type GATA-3+ n’exprimant pas T-bet ni RORt. 

Des cellules iNKT CD44+NK1.1-CD4- productrices d’IL-17 avaient déjà été mises en 

évidence par Michel et ses collègues (Michel et al., 2008). Si le facteur de transcription 

RORt est impliqué dans les étapes précoces du développement des cellules iNKT 

(Deuxième partie, I- 2) b/, page 45), ils ont pu démontrer qu’il est aussi spécifiquement 
important pour le développement des cellules iNKT17. Les cellules iNKT17 sont donc 

définies comme les cellules iNKT exprimant le facteur de transcription RORt et un niveau 

intermédiaire de PLZF, et sont connues pour produire principalement de l’IL-17 (Figure 

13). 
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Figure 13 Modèle de développement des cellules iNKT selon les principaux marqueurs et les sous-populations finales. Modifiée d’après Gapin, 2016 et Shissler et Webb, 2018. 
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b/ Les cellules iNKTFH et iNKT10 

 

Si les trois sous-populations de cellules iNKT décrites précédemment sont maintenant 

bien définies et étudiées pour leur rôle dans des contextes pathologiques, il existe encore d’autres types de cellules iNKT. 
 Les cellules iNKT interagissent avec de nombreux effecteurs de l’immunité, et notamment 
les lymphocytes B (Première partie, I- 4) c/, page 35). Parmi les cellules iNKT, il existe une 

sous-population de cellules iNKTFH, exprimant le facteur de transcription Bcl-6 et produisant de l’IL-21, qui peut tout particulièrement fournir une aide précieuse aux 

cellules B dans la formation de centres germinatifs (Chang et al., 2012; King et al., 2012). 

 Les cellules iNKT peuvent s’accumuler dans le tissu adipeux, où elles peuvent représenter 
15 à 20% des lymphocytes T. Dans ce tissu, elles ont un rôle régulateur en induisant la 

polarisation de macrophages vers le phénotype M2, et en activant et régulant la fonction 

des lymphocytes T régulateurs conventionnels. Ces cellules iNKT régulatrices produisent de l’IL-10 sous l’action du facteur de transcription E4BP4 (ou Nilf3), et de manière 

originale expriment très peu PLZF (Lynch et al., 2015). 

 

7) La voie alternative de développement des cellules iNKT DN 

 

Les cellules iNKT étant pour une grande partie DN, initialement, le modèle de précurseur 

« engagé » soutenait l’hypothèse qu’elles puissent donc dériver d’un précurseur DN, qui 
exprimerait le TCR iNKT sans passer par un stade DP, et qui pourrait par la suite exprimer 

ou non le co-récepteur CD4. 

 

Bien que le modèle « engagé » ait été rejeté, récemment, une voie alternative de 

développement des cellules iNKT a été identifiée par Dashtsoodol et ses collaborateurs 

(Dashtsoodol et al., 2017). Dans leur étude, ils utilisent le système Cre-Lox pour déterminer si les cellules iNKT DN peuvent dériver d’un précurseur non DP. Ils ont ainsi 
généré des souris transgéniques avec expression de Cre sous le contrôle d’un enhancer 
(E8III) actif seulement dans les thymocytes DP (E8III-Cre), et des souris transgéniques 

exprimant une séquence « stop » flanquée de séquences Lox en amont du gène codant 
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pour la YFP (pour Yellow Fluorescent Protein, protéine fluorescente de couleur jaune) 

(YFP-Lox) et sous le contrôle d’un promoteur de gène ubiquitaire (Rosa26). En croisant 
les deux souris transgéniques, ils obtiennent des souris double-transgéniques avec des 

thymocytes DP YFP+ et dont la descendance sera également YFP+, puisque le codon stop ne sera éliminé que dans ces cellules. L’analyse des splénocytes de ces souris montre que 
les cellules T conventionnelles CD4+ et CD8+ sont bien YFP+ et dérivent donc de 

thymocytes DP, mais révèlent aussi la présence de splénocytes DN TCR+YFP-, s’étant 
donc développés sans passer par le stade thymique DP. Au niveau thymique, leurs 

résultats confirment cette observation avec des thymocytes DN TCR+YFP- matures, qui 

se révèlent être pour 21% d’entre eux des thymocytes iNKT matures (dimères CD1d-

GalCer+). Il apparaît donc qu’une partie des cellules iNKT DN matures contourne le stade 
de développement DP, et se développerait à partir du stade DN immature précédant le 

stade DP lors de la différenciation thymique. Afin de confirmer cette hypothèse, les 

auteurs ont croisé les souris E8III-Cre avec des souris transgéniques exprimant le gène 

RAG2 flanqué de séquences Lox, générant ainsi des souris double-transgéniques avec un 

blocage du développement au stade DP (forte réduction des thymocytes T 

conventionnelles CD4+ et CD8+) du fait de l’impossibilité de réarranger leur TCR, tout en 
conservant la fraction de thymocytes DN (immatures et matures) intacte. Chez ces souris, l’analyse transcriptionnelle des fractions thymiques DP et DN immatures (TCRlow-neg) a 

révélé la présence de transcrits V14-J18 seulement dans la fraction DN, prouvant ainsi 

que le réarrangement de la chaine  invariante iNKT s’est effectué sans passer par le stade 
DP. De plus, parmi les thymocytes DN matures (TCR+), 67% sont des thymocytes iNKT 

(dimères CD1d-GalCer+). Ces résultats indiquent donc que les cellules iNKT DN matures 

peuvent également dériver du stade de développement thymique DN immature le plus 

tardif (DN4), où la sélection de la chaine  est réalisée, et donc sans passer par le stade DP 

(Figure 13). Après activation, ces cellules iNKT d’origine DN présentent un profil cytokinique Th1, avec production d’IFN, ainsi qu’une forte cytotoxicité. 
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II - Le développement des cellules iNKT humaines 

 L’accès à des échantillons de thymus humains étant compliqué, le développement des cellules iNKT chez l’Homme est bien plus difficile à étudier que dans des modèles murins. 
Pourtant comme chez la souris, il a pu être mis en évidence que les cellules iNKT humaines 

avaient une origine thymique (Baev et al., 2004; Berzins et al., 2005; Sandberg et al., 

2004). Les thymocytes iNKT humains sont bien moins fréquents (environ 0,0015% des 

thymocytes totaux pour Berzins et ses collègues) que les thymocytes iNKT murins 

(environ 0,5% des thymocytes totaux), ce qui complexifie d’autant plus leur étude. 
 

Sandberg et ses collaborateurs ont pu observer deux populations de thymocytes iNKT 

(cellules V24+V11+), une exprimant fortement le TCR iNKT (TCRhigh) et l’autre l’exprimant faiblement (TCRlow). Les cellules iNKT TCRlow sont DP, expriment faiblement 

le CD3 et présentent un profil plutôt immature, alors que les cellules TCRhigh sont 

principalement CD4+, expriment fortement le CD3 et ont un profil plutôt mature. Ainsi les 

cellules iNKT DP pourraient être des précurseurs des cellules iNKT CD4+. Les cellules 

iNKT humaines sont, comme chez la souris, sélectionnées positivement par des 

thymocytes DP qui expriment la molécule de présentation CD1d. Il existe peu de cellules 

iNKT thymiques CD4-, pourtant on retrouve énormément de cellules iNKT DN dans le sang 

périphérique (environ 50% des cellules iNKT). Baev et ses collègues ont ainsi étudié le 

profil des cellules iNKT CD4+ et CD4- en périphérie. Ils ont mis en évidence que la 

population CD4+ était réactive à la présence d’IL-7 de par l’expression du CD127 (récepteur à l’IL-7) et effectuait peu de divisions en périphérie, alors que la population 

CD4- (principalement DN et quelques cellules CD8) exprime le CD122 et est donc réactive à l’IL-15, et présente une forte expansion en périphérie. Si une partie seulement 

des thymocytes iNKT humains exprime le récepteur NK CD161 (25%), la grande majorité des cellules iNKT périphériques l’exprime (75%). De plus, les thymocytes iNKT humains 

ne sont pas capables de produire des cytokines et acquièrent cette fonction en périphérie. 

Il apparaît donc très clairement que les cellules iNKT humaines finissent de maturer en 

périphérie. De plus, contrairement aux cellules iNKT murines, les cellules iNKT humaines périphériques ont un profil cytokinique dépendant de l’expression du co-récepteur CD4, 

avec des cellules iNKT CD4+ plutôt Th0 (production d’IL-4, IL-13 et IFN), et des cellules 
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iNKT CD4- (ou DN) plutôt Th1 (production d’IFN) (Gumperz et al., 2002; Lee et al., 

2002a). 

 Il existe donc très peu d’informations concernant la différenciation des cellules iNKT 
humaines, pourtant quelques indices laissent à penser que le développement de ces cellules chez l’Homme serait soumis aux mêmes facteurs que chez la souris. Par exemple, 
le site de fixation de Egr2 sur le promoteur du gène de PLZF (Zbtb16) est conservé entre 

les deux espèces, PLZF pourrait donc aussi être une signature transcriptionnelle des 

cellules iNKT humaines. Comme décrit précédemment (Deuxième partie, I- 4), page 51), 

la voie Slam/SAP/Fyn joue un rôle dans le développement des cellules iNKT humaines. 

En effet une réduction du nombre de cellules iNKT (tétramères CD1d-GalCer+V24+ ou 

V24+V11+) au niveau du sang périphérique est observée chez des patients atteints du 

syndrome XLP (pour X-linked lymphoproliferative), dont le gène codant pour la molécule 

SAP est muté (Chung et al., 2005; Nichols et al., 2005; Pasquier et al., 2005). Enfin comme 

chez la souris, les cellules iNKT humaines peuvent présenter des profils cytokiniques 

distincts avec comme décrit précédemment des cellules plutôt Th0 ou plutôt Th1, mais 

également des cellules RORt+ productrices d’IL-17 (Venken et al., 2019), ou encore des 

cellules iNKTFH (Chang et al., 2012), mais l’étude de ces cellules iNKT n’a été réalisée qu’en périphérie, et aucune donnée n’est actuellement disponible au niveau thymique.
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Troisième partie : Autoréactivité des cellules iNKT 

 

Les études sur la réactivité des cellules iNKT ont depuis longtemps décrit des phénomènes d’autoréactivité de la part de ces cellules. Néanmoins, les bases mécanistiques à l’origine de ce phénomène ne sont à l’heure actuelle pas encore 
complètement élucidées. Pourtant, la compréhension des mécanismes qui régissent l’autoréactivité des cellules iNKT s’avèrerait cruciale afin de déterminer le rôle de ces 
cellules dans les nombreux contextes pathologiques dans lesquels elles ont été identifiées. 

 

I- Les origines de l’autoréactivité 

 L’autoréactivité se définissant par la reconnaissance de glycolipides endogènes par les cellules iNKT, c’est tout naturellement que plusieurs équipes de recherche ont tenté d’identifier le(s) glycolipide(s) du Soi activateur(s) de ces cellules. Un autre champ d’investigation s’est intéressé aux caractéristiques intrinsèques du TCR iNKT qui pourraient expliquer l’autoréactivité des cellules iNKT. Les travaux dans ces deux 
domaines de recherche vont maintenant être décrits.  

 

1) Les ligands endogènes 

 L’identification du ou des ligand(s) endogène(s) activateur(s) des cellules iNKT a fait l’objet de nombreuses études. Des -glycolipides ont d’abord été mis en évidence, puis 
des phospholipides (Gapin et al., 2013), et plus récemment des -glycolipides, des 

gangliosides, ainsi que des sulfatides. 

 Le premier glycolipide endogène des cellules iNKT à avoir été identifié est l’iGb3 (pour isoglobotrihexocylcéramide) d’origine lysosomale. Ce -glycosphingolipide, sous forme 

synthétique, peut activer des cellules iNKT d’origine murine et humaine (Zhou et al., 

2004). Pourtant l’analyse par HPLC (pour high-performance liquid chromatography) démontre que ce glycolipide n’est naturellement pas présent, ni dans différents organes 
comprenant le thymus, ni au sein des cellules dendritiques, chez la souris comme chez 
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l’Homme (Speak et al., 2007). De plus, des souris déficientes en iGb3, par inactivation de l’enzyme iGb3 synthase (iGb3S-/-), présentent un développement et un nombre normal de 

cellules iNKT fonctionnelles (Porubsky et al., 2007). Ces deux dernières études concluent donc que l’iGb3 n’est pas le glycolipide physiologique responsable de la sélection thymique des cellules iNKT, ni de leur activation en périphérie. L’absence d’iGb3 synthase chez l’Homme renforce cette conclusion (Christiansen et al., 2008), ainsi que l’impossibilité structurale de reconnaissance du complexe CD1d humain chargé avec de l’iGb3 par le TCR iNKT humain (Sanderson et al., 2013). 

 

Les glycolipides les mieux reconnus par les cellules iNKT possèdent une liaison en , 

pourtant les mammifères ne peuvent produire que des glycolipides avec une liaison en , 

puisque les enzymes impliquées dans leur production sont toutes des -transférases. La 

reconnaissance de -glycolipides est néanmoins possible, puisque lorsque le TCR vient se 

fixer sur le complexe CD1d--glycolipide, il engendre une réorganisation structurale du 

motif sucré, reproduisant une liaison  avec aplanissement du motif sucré (Figure 14). 

Pellicci (Pellicci et al., 2011), et Yu (Yu et al., 2011) et leurs collaborateurs respectifs ont 

ainsi mis en évidence la reconnaissance artificielle du -GalCer par le TCR iNKT murin et humain, et de l’iGb3 par le TCR iNKT murin. 

 

Le -GlcCer est un glycolipide précurseur de la plupart des glycosphingolipides, et peut s’accumuler au sein des CPA après activation par un signal de danger. Dans un modèle in 

vitro d’infection, le -GlcCer permet l’activation de cellules iNKT, c’est pourquoi il a été 
proposé comme ligand endogène des cellules iNKT (Brennan et al., 2011). Par la suite, une 

digestion enzymatique et une séparation par chromatographie des différents constituants d’une fraction de GlcCer a mis en évidence qu’un lipide mineur, l’-GlcCer, co-purifié avec 

Figure 14 Structure cristallographique d’un TCR iNKT 
murin (boucles en haut) contactant le mCD1d (violet) 

chargé avec du -GalCer (jaune). La reconnaissance par le 

TCR engendre une réorganisation structurale du 

glycolipide avec aplanissement du motif sucré (entouré en rouge) qui se rapproche alors d’une conformation de 
glycolipides . D’après Pellicci et al., 2011. 
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le -GlcCer, était en réalité à l’origine de l’autoréactivité in vitro des cellules iNKT 

(Brennan et al., 2014). Parmi les composés dérivés du -GlcCer, les gangliosides GM3 et 

GD3 ont été identifiés comme ligands endogènes des cellules iNKT murines. L’activation 
de cellules dendritiques via le TLR9 engendre une augmentation de la production de ces 

deux gangliosides. Néanmoins, les formes natives de ces deux composés ne sont pas 

activatrices, et un changement de conformation, grâce à la machinerie cellulaire des 

cellules dendritiques, est nécessaire pour activer les cellules iNKT in vitro. Après 

inhalation intranasale, ces composés sont également activateurs des cellules iNKT in vivo dans un modèle murin d’infection par Streptoccocus pneumoniae (Paget et al., 2019).  

 Des extraits lipidiques de cellules murines sont capables d’activer des hybridomes iNKT 
murins de manière CD1d dépendante. Ces extraits contiennent plusieurs éléments, dont 

une fraction glycolipidique et une fraction phospholipidique, qui conservent toutes les deux leur capacité d’activer des cellules iNKT après chargement sur le CD1d. Parmi les 
phospholipides, le PI (pour phosphatidylinositol), le PE (pour 

phosphatidyléthanolamine) et le PG (pour phosphatidylglycérol) peuvent activer certains 

hybridomes iNKT, et ont donc été proposés comme de potentiels ligands endogènes 

activateurs des cellules iNKT murines (Gumperz et al., 2000). Dans la même idée, des 

extraits de thymocytes murins fractionnés ont mis en évidence les phospholipides pLPE 

(pour lysophosphatidyléthanolamine plasmalogène) et eLPA (pour acide ether-

lysophosphatidique) comme pouvant être des ligands endogènes impliqués dans la 

sélection des cellules iNKT murines. En effet, on observe une diminution significative du 

nombre et de la fréquence des cellules iNKT chez des souris déficientes en GNPAT 

(dihydroxyacetonephosphate acyl-transferase), une enzyme clé dans la synthèse de ces 

phospholipides (Facciotti et al., 2012). D’après ces résultats, il apparaît donc que chez la 
souris, les cellules iNKT peuvent reconnaître une autre famille de ligands que les 

glycolipides, à savoir les phospholipides. 

 Chez l’Homme aussi, des phospholipides ont été mis en évidence comme pouvant activer 
des cellules iNKT de manière autoréactive. Des ligands élués à partir de molécules CD1d 

humaines ont révélé la présence de LPC (pour lysophosphatidylcholine) et LSM (pour 

lysosphingomyéline) comme phospholipides activateurs de clones iNKT humains (Fox et 

al., 2009). 
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Les -glycolipides ont d’abord été écartés des ligands endogènes potentiels des cellules 
iNKT, puisque les cellules de mammifères ne produisent que des enzymes transférases, 

impliquées dans la génération de glycosylcéramides, de type , et peuvent de plus 

dégrader les -glycolipides par des enzymes comme l’-galactosidase (-Gal-A). 

Néanmoins, in vitro, des cellules dendritiques déficientes pour cette enzyme (-Gal-A-/-), 

et accumulant donc des -glycolipides, engendrent la prolifération et l’activation de 
cellules iNKT murines. Cette réactivité est CD1d dépendante, puisqu’elle n’est pas observée en présence d’anticorps bloquants anti-CD1d ou de cellules dendritiques CD1d-

/-. Ce résultat est confirmé in vivo avec l’activation de cellules iNKT après injection de 
cellules dendritiques -Gal-A-/- à des souris, et avec l’expérience inverse où des cellules 
iNKT, marquées au CFSE et injectées à des souris -Gal-A-/-, montrent une forte expansion révélée par la diminution de l’intensité de marquage CFSE. Ces résultats démontrent donc que l’abolition de l’activité de -galactosidase favorise l’autoréactivité des cellules iNKT. Cette inhibition de l’activité enzymatique de l’-galactosidase est physiologiquement possible, puisqu’elle est observée dans des cellules dendritiques activées via les TLR, 

mimant ainsi une situation infectieuse dans laquelle on sait que les cellules iNKT sont 

activées (Darmoise et al., 2010). En lien avec cette étude, il a par la suite été démontré que les thymocytes et cellules dendritiques, d’origine murine, peuvent produire de très faibles quantités d’-monoglycosylcéramides pouvant sélectionner et activer les cellules iNKT 

(Kain et al., 2014). 

 

Enfin, une étude récente (Stax et al., 2017) a mis en évidence la reconnaissance de 

sulfatides par les cellules iNKT humaines. Or ces composés sont abondamment présents 

chez des patients atteints de leucodystrophie et peuvent être présentés par leurs CPA au 

sein de molécules CD1d, ce qui active des cellules iNKT. Les sulfatides peuvent donc être 

des ligands du Soi reconnus par les cellules iNKT, qui sont alors impliquées dans des 

maladies neuroinflammatoires. 

 A l’origine, du fait que les séquences  et  du TCR iNKT sont très peu variables, il était 

imaginé que les ligands endogènes des cellules iNKT étaient très peu nombreux, voire 

même unique, et/ou assez peu diversifiés. Les résultats évoqués précédemment 

démontrent pourtant un panel varié de ligands potentiels impliqués dans l’autoréactivité 
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des cellules iNKT. De plus, il est important de noter que ces ligands peuvent être différents entre l’Homme et la souris, ce qui n’aide pas leur identification et implique que la recherche sur ce sujet n’est pas terminée. 

 

2) La chaine  du TCR iNKT 

 D’après les résultats précédents, la recherche des ligands activateurs des cellules iNKT 
dans un contexte autoréactif se heurte à de nombreux problèmes (variété, contaminants, différences entre la souris et l’Homme, …). Néanmoins, l’autoréactivité nécessite non 

seulement un complexe CD1d-ligand, mais également un TCR capable de reconnaître ce complexe activateur, c’est pourquoi les recherches sur le sujet se sont aussi penchées vers l’identification d’un TCR iNKT autoréactif. 
 

Comme décrit précédemment (Première partie, I- 3) c/, page 31), le TCR iNKT est composé d’une chaine  invariante, qui est la seule à contacter l’antigène présenté dans la molécule CD1d, et d’une chaine  ne variant principalement qu’au niveau de sa boucle 
CDR3. Bien que la structure du TCR iNKT semble assez figée, il peut néanmoins 

reconnaître des ligands d’origine différente (bactérienne, GalCer, endogène) révélant finalement une certaine forme de plasticité. Il a été démontré que c’est la variabilité 
présente au niveau de la chaine  qui permet au TCR iNKT de reconnaître ces différents 

glycolipides (Florence et al., 2009), en modulant la reconnaissance par la chaine  du 

complexe CD1d-glycolipide (Pellicci et al., 2009) . Plus précisément, certains acides 

aminés au sein de la boucle CDR2 sont déterminants dans la reconnaissance du 

complexe CD1d-glycolipide par TCR iNKT, et la boucle CDR3 en module également l’affinité globale (Mallevaey et al., 2009). 

 

Une analyse plus en profondeur de la séquence de la boucle CDR3 a été réalisée afin de déterminer les bases moléculaires régissant l’autoréactivité du TCR iNKT chez la souris 

(Mallevaey et al., 2011). Mallevaey et ses collaborateurs ont identifié certains CDR3, au sein d’hybridomes de cellules iNKT murines, capables de conférer une reconnaissance de 
tétramères CD1d chargés avec des glycolipides endogènes (tétramères CD1d-Self) à ces 

hybridomes, et suggérant donc une potentielle autoréactivité de la part de ces cellules. Le 
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séquençage de la boucle CDR3 des clones capables de fixer les tétramères CD1d-Self a mis en évidence l’utilisation préférentielle des acides aminés hydrophobes leucine et/ou 
isoleucine dans les deux premières positions, en comparaison avec des clones CD1d-Self 

négatifs. La mutation de ces deux résidus en alanine a confirmé leur importance dans l’interaction du TCR avec les tétramères CD1d-Self, puisqu’aucun marquage n’est observé 
après le changement en acide aminé. Des analyses fonctionnelles ont ensuite démontré le 

caractère autoréactif des cellules iNKT CD1d-Self+ envers des cellules cibles CD1d+ et non 

chargées, donc présentant naturellement des glycolipides endogènes. De plus, l’intégration du CDR3 autoréactif dans des chaines  de clones iNKT non autoréactifs 

engendre une reconnaissance des tétramères CD1d-Self. Tous ces résultats suggèrent 

donc que le caractère autoréactif des cellules iNKT murines est contenu dans la boucle 

CDR3 du TCR.  

 

Chez l’Homme aussi, la séquence de la boucle CDR3 impacte l’affinité du TCR pour son ligand. L’utilisation de tétramères chargés avec un agoniste partiel, l’OCH (tétramères 
CD1d-OCH), a mis en évidence une diversité d’intensité de marquage de lignées cellulaires 

iNKT humaines établies ou fraichement générées à partir de PBMC de donneurs sains. Ce nouvel outil permet donc d’identifier des clones iNKT CD1d-OCHhigh et CD1d-OCHlow 

exprimant des séquences de CDR3 variables. Des analyses fonctionnelles pour comparer 

ces deux types de cellules mettent clairement en évidence un caractère autoréactif pour 

les cellules iNKT CD1d-OCHhigh, illustré par une prolifération et une activation de ces 

cellules en présence de cellules cibles CD1d+ non chargées, donc présentant 

naturellement des glycolipides endogènes. Ces résultats suggèrent donc que l’autoréactivité des cellules iNKT humaines est elle aussi dirigée par la boucle CDR3 qui influence l’affinité du TCR iNKT pour son ligand (Matulis et al., 2010). Par la suite, 

Chamoto et ses collègues (Chamoto et al., 2016) ont généré un répertoire de cellules iNKT 

humaines par transduction du gène codant la chaine  invariante humaine dans des 

lymphocytes T périphériques. La stimulation de ces cellules avec des CPA CD1d+ et 

exprimant des molécules de costimulation et des glycolipides endogènes, engendre l’amplification des cellules ayant intégré la chaine  iNKT. Après vérification, les cellules 

amplifiées sont bien des cellules iNKT qui expriment également le segment V11. L’analyse de la séquence des chaine  de ces cellules a permis la mise en évidence de trois 
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motifs liés à l’autoréactivité : une région VD comprenant au moins deux acides aminés acides, l’utilisation du segment J2-5, et une longueur de 13 acides aminés pour le CDR3. 

En effet, les clones présentant au moins un de ces motifs sont marqués par des tétramères 

CD1d-Self ou chargés avec des glycolipides proposés comme endogènes (-GlcCer, LPC et 

pLPE), et plus il y a de motifs exprimés plus le TCR semble autoréactif. De plus, des expériences de mutations montrent que la perte d’un de ces motifs abroge l’autoréactivité, alors que l’acquisition de deux de ces motifs permet au TCR de fixer les 

tétramères. 

 

II- L’implication des cellules iNKT dans des contextes 

pathologiques 

 

De nombreuses études ont mis en évidence et analysé le rôle des cellules iNKT dans des 

contextes pathologiques multiples et variés. En effet, malgré leur faible fréquence, grâce 

à leurs fonctions de production rapide de cytokines et de cytotoxicité directe, les cellules iNKT agissent sur de nombreux effecteurs de l’immunité et leurs effets ont été identifiés 
dans les réactions allergiques, la tolérance à la greffe, les réponses anti-tumorale et anti-

infectieuse, et les maladies auto-immunes. Ces effets peuvent être bénéfiques ou délétères dans l’apparition de la pathologie, et associés à un contexte spécifique (environnement 
cytokinique, traitement, …) ou à une sous-population particulière de cellules iNKT. De 

plus, en fonction du contexte pathologique, les cellules iNKT peuvent être activées après 

reconnaissance soit de glycolipides exogènes, soit de glycolipides endogènes illustrant 

ainsi le concept d’autoréactivité. Des exemples pour chaque type de pathologie vont être décrits, avec dans certains cas les données obtenues chez l’Homme, et les possibles 
traitements en lien avec les cellules iNKT. 

 

1) Les réactions allergiques 

 

En 2007 selon l’OMS, l’asthme touchait jusqu’à 300 millions de personnes et engendrait 
250 000 morts par an à travers le monde. Cette maladie se développe aussi bien chez l’adulte que chez l’enfant (Bousquet and Weltgesundheitsorganisation, 2007). L’asthme 
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est une maladie chronique touchant les voies respiratoires et souvent associée à l’activation de cellules Th2 qui produisent en majorité de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-13. L’action commune de ces cytokines engendre les symptômes caractéristiques de l’asthme tels que la production d’IgE, le recrutement et l’activation de basophiles et d’éosinophiles, 
une inflammation des poumons, une hyperactivité ventilatoire, une sécrétion de mucus, 

et une fibrose (Lezmi and Leite-de-Moraes, 2018). 

 

Le rôle des cellules iNKT dans cette pathologie a été mis en évidence dans des modèles murins d’asthme allergique à l’ovalbumine (Akbari et al., 2003; Araujo et al., 2004; 

Lisbonne et al., 2003). Chez des souris susceptibles à l’asthme et déficientes en cellules 
iNKT (CD1d-/- ou J18-/-), on observe des symptômes de réaction allergique clairement 

diminués par rapport à des souris sauvages (susceptibles à l’asthme et non déficientes en 
cellules iNKT) : hyperactivité ventilatoire clairement réduite, baisse du nombre d’éosinophiles dans les fluides de lavages broncho-alvéolaires (BALF pour bronchoalveolar lavage fluid, échantillons prélevés de l’espace alvéolaire) et au niveau 

pulmonaire, diminution de la concentration en IL-4, IL-5 et IL-13 dans les BALF et de la 

production de ces cytokines par les lymphocytes T issus de ganglions lymphatiques 

bronchiques, et forte réduction en IgE sériques. Un transfert adoptif en cellules iNKT aux souris déficientes restaure tous ces symptômes, alors qu’ils peuvent être diminués chez 
des souris sauvages par un traitement avec des anticorps bloquants anti-CD1d. Ces 

résultats démontrent clairement le rôle délétère des cellules iNKT dans l’induction de l’asthme allergique. L’effet des cellules iNKT dans cette pathologie serait médié par des cellules iNKT2, puisque c’est la production de cytokines IL-4 et IL-13 principalement, qui potentialiseraient l’activation de cellules CD4+ Th2 spécifiques des allergènes.  

 L’asthme peut aussi être induit par une exposition à des extraits de champignons comme 
A. fumigatus, et ce de manière indépendante des cellules T CD4+. En revanche, cette induction d’asthme nécessite la présence de cellules iNKT et est médiée par les cytokines 

IL-4, IL-13 et IL-33, puisqu’on ne l’observe pas chez des souris déficientes en cellules iNKT 
(CD1d-/- ou J18-/-), en récepteur à l’IL-33 (Il1rl1-/- ), ou pour les cytokines IL-4 (IL-4-/-) 

et IL-13 (IL-13-/-). Il a été mis en évidence que des extraits d’ A. fumigatus contiennent des glycolipides, comme l’aspéramide B, qui activent les cellules iNKT conduisant à l’asthme 
(Albacker et al., 2013). 
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Une exposition répétée à des particules d’ozone peut induire une hyperactivité ventilatoire chez des souris. Cependant, cette hyperactivité n’apparaît pas chez des souris 
déficientes en cellules iNKT (CD1d-/- ou J18-/-), mettant une nouvelle fois en évidence le rôle délétère des cellules iNKT dans l’induction de ce symptôme de l’asthme. Les cytokines 
IL-4 et IL-13 sont à nouveau impliquées dans l’apparition de l’hyperactivité ventilatoire. 
En revanche, dans ce modèle d’induction par l’ozone, la cytokine IL-17 produite par les cellules iNKT pulmonaires est nécessaire, puisque l’hyperactivité ventilatoire est fortement réduite en présence d’anticorps bloquant anti-IL-17 ou  chez des souris 

déficientes pour cette cytokine (IL-17-/-) (Pichavant et al., 2008). 

 

Il est donc clairement établi que les cellules iNKT2 et iNKT17 jouent un rôle délétère dans l’induction de l’asthme dans des modèles murins. Néanmoins, plusieurs équipes ont démontré qu’il était possible de contrecarrer l’effet des cellules iNKT dans cette pathologie. Par exemple, l’injection intraveineuse d’Ig, semblent agir sur le récepteur 
FcRIIIA exprimé par ces cellules, et permet d’inhiber leur effet pathologique (Araujo et 

al., 2011). L’injection préalable d’GalCer à des souris susceptibles à l’asthme permet d’inverser l’effet des cellules iNKT, avec une abolition de l’hyperactivité ventilatoire, une forte réduction du nombre d’éosinophiles et une nette baisse de la concentration en IL-4, 

IL-5 et IL-13 dans les BALF, ainsi qu’une diminution d’IgE sériques. Le traitement GalCer engendre un changement de phénotype iNKT2 vers iNKT1 qui produisent ainsi de l’IFN, cytokine essentielle dans le rôle protecteur des cellules iNKT dans l’asthme allergique 
(Hachem et al., 2005; Matsuda et al., 2005; Morishima et al., 2005). D’autres traitements peuvent également rendre les cellules iNKT protectrices dans l’asthme allergique, comme 
par exemple la molécule R848 qui active le TLR7 (pour Toll Like Receptor), stimulant ainsi la production d’IFN par les cellules iNKT en présence d’IL-12 (Grela et al., 2011). 

  L’étude des cellules iNKT sur le site pathologique chez l’Homme est complexe. Dans le contexte de l’asthme, il est néanmoins possible d’analyser le nombre de cellules iNKT présentes au sein d’échantillons de BALF de patients. Ainsi Thomas et ses collaborateurs 
(Thomas et al., 2006) ont mis en évidence un très faible pourcentage de cellules iNKT (entre 0,4 et 2,1%) parmi les lymphocytes T chez 5 patients atteints d’asthme allergique, 
tout comme Pham-Thi et ses collègues (Phamthi et al., 2006) qui ont trouvé en moyenne 
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0,44% de cellules iNKT parmi les lymphocytes T dans les échantillons de 15 enfants 

atteints d’asthme sévère. Dans cette dernière étude, la comparaison avec un groupe 
contrôle de 10 enfants révèle tout de même une augmentation significative du 

pourcentage de cellules iNKT chez les enfants asthmatiques (0,12% pour les enfants 

contrôles). Les travaux de Vijayanand et ses collaborateurs (Vijayanand et al., 2007) ont 

pu confirmer la faible fréquence de cellules iNKT parmi les lymphocytes T chez des patients atteints d’asthme sévère léger ou modéré. Ils ont en effet déterminé que moins 
de 2% des cellules T étaient des cellules iNKT dans des échantillons de BALF, d’expectorations et de biopsies bronchiques chez ces individus. Cependant, ils n’ont pas 
pu démontrer une différence significative de fréquence en comparaison avec des échantillons d’individus sains. Cette différence significative du pourcentage de cellules iNKT dans les BALF, entre 5 patients atteints d’asthme sévère et 5 individus sains, est pourtant de nouveau mise en évidence dans l’étude de Matangkasombut et ses collègues 
(Matangkasombut et al., 2009). Koh et ses collègues (Koh and Shim, 2010) révèlent eux 

aussi une différence significative dans le nombre de cellules iNKT parmi les lymphocytes T retrouvées au sein d’expectorations entre des individus asthmatiques et sains. En 

revanche, ils démontrent que la fréquence de cellules iNKT dans le sang de patients 

asthmatiques est similaire à celle de donneurs sains. 

  En conclusion, chez l’Homme, des cellules iNKT sont bien retrouvées dans les échantillons 

de BALF de patients asthmatiques, mais leur fréquence est assez faible (moins de 2% des 

cellules T). Certaines équipes de recherche ont pu mettre en évidence une augmentation 

significative de la fréquence des cellules iNKT chez les patients en comparaison avec des individus sains, mais cette significativité n’est pas démontrée dans toutes les études. Ces résultats discordants mettent donc en doute l’implication potentielle des cellules iNKT dans l’asthme chez l’Homme. De nouvelles études semblent donc nécessaires pour lever le voile sur cette controverse, et déterminer les potentiels mécanismes d’action des cellules iNKT humaines dans l’asthme. 
 

Outre les allergies des voies respiratoires, les cellules iNKT sont impliquées dans des 

allergies de peau comme la dermatite de contact allergique (ACD pour allergic contact 

dermatitis). En travaillant à partir de biopsies de peau de patients développant cette 

allergie, Gober et ses collaborateurs (Gober et al., 2008) ont démontré que les cellules 
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iNKT contribuent à l’infiltrat cellulaire T retrouvé dans l’ACD. Les cellules iNKT 
représentent en effet 1,72 à 33% des cellules T au sein de ces infiltrats sur le site 

allergique, alors que leur fréquence ne varie pas dans le sang périphérique des mêmes 

individus. De plus, ils ont déterminé que ces cellules iNKT infiltrantes sont activées puisqu’elles sont en mesure de produire de l’IL-4 et de l’IFN. 

 Il existe un modèle murin d’hypersensibilité de contact (CHS pour contact hypersensibility) après application cutanée d’un allergène, qui se rapproche de l’ACD. Dans ce modèle, la CHS est due à l’action des lymphocytes T CD8+, producteurs d’IFN et 

spécifiques de l’allergène, qui engendrent l’inflammation. Des souris déficientes en 
cellules iNKT (CD1d-/- ou J18-/-) présentent une CHS exacerbée révélant ainsi un rôle régulateur des cellules iNKT dans ce type d’allergie (Goubier et al., 2013). En effet, ces cellules diminuent l’activation des cellules T CD8+ spécifiques de l’allergène dans les 
ganglions lymphatiques, et abaissent leur recrutement sur le site allergique, réduisant par conséquent l’inflammation. Ces effets seraient dus à la production par les cellules iNKT d’IL-4 et d’IL-13, observable in vitro lors d’une co-culture avec des cellules dendritiques 

CD1d+ présentant l’allergène, et en présence de l’IFN produit par les cellules T CD8+ spécifiques de l’allergène. Ces résultats ont été démontrés in vivo chez des souris double-

déficientes en IL-4 et IL-13 et qui développent une CHS. Pourtant dans ce même modèle, 

Shimizuhira et ses collègues (Shimizuhira et al., 2014) ont mis en évidence une 

atténuation de la CHS en absence de cellules iNKT (souris CD1d-/- ou J18-/-), du fait d’une 
diminution du nombre de cellules T effectrices dans les ganglions lymphatiques. Selon leur étude, les cellules iNKT ont un rôle délétère, en favorisant la migration, l’activation et 
la survie de cellules dendritiques présentatrices de l’allergène au sein des ganglions 
lymphatiques drainant la peau. Shimizuhira et al. proposent que la mise en évidence de 

ces deux rôles opposés des cellules iNKT dans la CHS, pourrait provenir de la différence 

dans la souche de souris utilisée (C57BL/6 pour Goubier et BALB/c pour Shimizuhira). En effet, on sait que la souche BALB/c n’exprime, par exemple, pas le récepteur NK1.1 et par 
conséquent ne doit pas strictement exprimer le même répertoire de cellules iNKT que la 

souche C57BL/6, ce qui pourrait à terme générer un environnement cytokinique 

différent. 
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Une fois encore de nouvelles études semblent nécessaires pour déterminer le mécanisme d’action des cellules iNKT dans les allergies de peau, chez l’Homme comme chez la souris.  
 

2) La tolérance à la greffe 

 Lorsqu’un organe est défaillant, le dernier recours pour le traiter est son remplacement 
grâce à une transplantation. Néanmoins, ce traitement comporte des risques dont le principal est le rejet du transplant par l’organisme receveur. Dans ce domaine, les cellules 

iNKT jouent un rôle dans la tolérance à la greffe. Cet effet bénéfique a pu être démontré dans différents modèles murins de greffe d’organes solides, mais aussi dans le contexte de la greffe de cellules souches hématopoïétiques chez l’Homme. 
 Les cellules iNKT interviennent dans la tolérance à la xénogreffe d’îlots de Langerhans de 

rat en intra-hépatique à des souris (Ikehara et al., 2000). Cette greffe nécessite trois injections d’anticorps anti-CD4 après transplantation, dont le dosage est crucial, et qui 

engendrent une déplétion en cellules CD4+ (T conventionnels et iNKT). L’effet bénéfique 
semble associé à une réapparition de cellules iNKT CD4+ 14 jours après la greffe. Le rôle 

des cellules iNKT dans la tolérance à la greffe a aussi été démontré dans un modèle d’allogreffe cardiaque entre des souris BALB/c donneuses et des souris C57BL/6 
receveuses (Seino et al., 2001). Dans ce modèle, la tolérance est induite par l’injection d’anticorps bloquant l’interaction CD28/B7 ou LFA-A/ICAM-1. Dans ces deux études, l’acceptation de la greffe n’est pas observable chez des souris déficientes en cellules iNKT 
(J18-/-), mais est restaurée grâce à un transfert adoptif de cellules iNKT chez ces souris 

avant ou au moment de la greffe, démontrant ainsi le rôle crucial des cellules iNKT dans 

le maintien de la greffe. 

 

Dans le contexte de la greffe de cellules souches hématopoïétiques allogéniques chez l’Homme, la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD pour graft versus host disease) peut 
se développer de manière aigue (jusqu’à 50% des cas). Cette maladie est induite par l’activation des cellules T du donneur contre toutes les cellules de l’hôte exprimant du 
CMH, dont les CPA, et est une cause majeure de mortalité post-transplantation. Néanmoins, l’action de cellules iNKT dans ce type de greffe a un impact bénéfique sur la 
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survenue de la GVHD. L’étude du ratio cellules iNKT/T dans les 15 jours suivant la greffe permet de prédire l’apparition d’une GVHD aigue (Rubio et al., 2012). En effet, suite à la 

greffe, la reconstitution rapide par les cellules du donneur, du compartiment iNKT 

diminue le risque de développement d’une GVHD, et favorise ainsi la survie globale des 
patients. Le nombre de cellules iNKT présentes dans le greffon avant greffe impacte également l’apparition d’une GVHD (Chaidos et al., 2012). En effet, la faible présence de 

cellules iNKT CD4- est associée à une augmentation du risque de développer une GVHD 

aigue. Des expériences de MLR (pour mixed lymphocyte reaction), mimant la réaction 

allogénique, montrent clairement une inhibition de la réactivité des lymphocytes T vis-à-

vis de PBMC allogéniques en présence des cellules iNKT CD4-. La fonction de ces cellules 

a plus amplement été étudiée dans un modèle pré-clinique de souris NSG10 humanisées 

développant une GVHD xénogénique (Coman et al., 2018). Dans ce modèle, les cellules 

iNKT CD4- inhibent l’activation des cellules T CD4+ et CD8+ transplantées, ainsi que la 

production de cytokines de type Th1 et Th17. De plus, ces cellules sont capables de 

dégranuler après contact avec des cellules dendritiques murines ou humaines, induisant 

ainsi leur apoptose. En agissant sur les deux principaux acteurs de la GVHD, les CPA du 

receveur et les cellules T du donneur, les cellules iNKT CD4- évitent l’apparition de cette 
maladie. Les cellules iNKT, et notamment la sous-population CD4-, en plus d’être un marqueur prédictif de l’apparition d’une GVHD aigue avant ou après transplantation, 

constituent une population intéressante à cibler de façon à prévenir la GVHD aigue chez l’Homme.    
 

3) La réponse anti-tumorale 

 

Depuis quelques années, le cancer est devenu la première cause de mortalité en France. Une des stratégies développées pour combattre ce type de maladie est l’immunothérapie, 
et à ce titre les cellules iNKT ont un rôle à jouer. L’immunothérapie est un traitement qui ne s’attaque pas directement aux cellules cancéreuses, mais qui induit des réponses immunitaires chez le patient pour lutter contre la tumeur. On distingue l’immunothérapie 
active consistant en la stimulation du système immunitaire déjà présent chez le patient, 

                                                 

10 Pour NOD Scid Gamma, souris n’exprimant aucun lymphocyte T, B et NK 
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et l’immunothérapie passive qui nécessite le transfert de nouvelles cellules ou acteurs 
immunitaires afin de suppléer le système immunitaire du patient. Dans cette partie, des données chez la souris et chez l’Homme vont être présentées pour un exemple de cancer 
solide, le neuroblastome, et de cancer liquide, le lymphome B, ainsi que les thérapies 

possibles incluant les cellules iNKT.   

 

De nombreux modèles murins ont permis de mettre en évidence l’importance des cellules 
iNKT dans la lutte anti-tumorale, et de déterminer par quels moyens ces cellules agissent. 

Les cellules iNKT, constituant une population de cellules rares, il est nécessaire de les 

expandre pour amplifier leur effet. L’GalCer est donc utilisé comme traitement pour amplifier le nombre de cellules iNKT, mais également pour les activer afin qu’elles produisent des cytokines et activent d’autres effecteurs de l’immunité. L’activité anti-
tumorale des cellules iNKT se traduit par différents mécanismes. Ces cellules étant 

cytotoxiques, elles peuvent directement tuer les cellules tumorales (perforine, granzyme 

B, FasL) (Figure 15C), mais elles ont également une activité cytotoxique indirecte via leur production d’IFN qui permet le recrutement d’effecteurs cytotoxiques comme les cellules 
NK ou les lymphocytes T cytotoxiques (Figure 15A). Les travaux de Li et ses collègues (J. 

Li et al., 2014) dans le lymphome B ont par exemple établi qu’in vitro les cellules iNKT 

murines étaient activées par des lignées cellulaires de lymphome B après chargement en 

GalCer. Et dans un modèle spontané de MCL (pour mantle cell lymphoma ou lymphome à cellules du manteau), le traitement des souris avec une dose d’GalCer a permis l’activation du système immunitaire, et notamment des cellules iNKT productrices d’IFN, 

retardant ainsi la croissance tumorale. Les cellules iNKT agissent aussi indirectement en 

ciblant le microenvironnement tumoral, par exemple en activant les cellules dendritiques, ou en s’attaquant aux cellules favorables au développement tumoral comme les TAM 

(pour tumor-associated macrophages ou macrophages associés aux tumeurs) et les MDSC 

(pour myeloid-derived suppressor cell ou cellule suppressive d’origine myéloïde) (Figure 

15B). Si l’GalCer a fait ses preuves en étant injecté librement, il est tout de même plus 

actif quand il est chargé sur des cellules dendritiques ou des cellules tumorales. La quête d’amélioration de son activité a conduit les chercheurs à l’associer à des peptides (de manière mixée ou conjuguée) afin d’augmenter l’activité des cellules T CD8 cytotoxiques, ou à d’autres molécules pour cibler spécifiquement les tumeurs (CAR, évoqués à la fin de 
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cette partie). Des analogues de l’GalCer ont aussi été produits dans le but de biaiser la réponse des cellules iNKT vers un profil iNKT1 producteur d’IFN, et augmenter ainsi leur 

activité anti-tumorale (Godfrey et al., 2018). 

 Plusieurs études chez l’Homme ont mis en évidence un défaut du nombre et de la fonction 
des cellules iNKT dans différents types de cancer. Ce défaut de fonction engendre une baisse de la production d’IFN favorisant l’activité pro-tumorale de cytokines de type Th2. 

Par conséquent, la faible fréquence de cellules iNKT chez des patients est corrélée avec un 

faible pronostic de survie (Nair and Dhodapkar, 2017). Par exemple, l’étude de Metelitsa 

et ses collaborateurs (Metelitsa et al., 2004) montre que chez des patients atteints de neuroblastome et diagnostiqués après l’âge d’un an, la survie à 3 ans et à 5 ans est estimée à 48% et 33% respectivement. L’analyse de l’infiltrat en cellules iNKT au sein des tumeurs, 

et du taux de survie de ces patients, tend à mettre en évidence une corrélation positive même si elle n’est pas significative. Ces résultats ont néanmoins pu être impactés par les 
traitements administrés aux patients pouvant influencer le nombre et la fonctionnalité 

Figure 15 Mécanismes possibles des cellules iNKT dans la réponse anti-tumorale. A Cytotoxicité indirecte induite par l’activation des cellules iNKT par des cellules dendritiques (CD), engendrant le relargage de cytokines qui activent d’autres effecteurs de l’immunité. B Modulation du microenvironnement tumoral avec lyse des cellules favorables au développement tumoral (TAM et MDSC) et inhibition de l’angiogenèse. C Cytotoxicité directe des cellules iNKT après engagement du TCR et de signaux de stress ou relargage de perforine et granzyme. Modifiée d’après Altman et al., 2015. 

ervés chez la souris et chez l’Homme dans les différents contextes pathologiques décrits précédemment. Les cellules vertes sont synonymes d’un effet bénéfique, les cellules orangées d’un effet délétère, et les cellules bicolores d’un effet bénéfique ou délétère suivant le contexte et l’étude.Cytotoxicité indirecte induite par l’activation le relargage de cytokines qui activent d’autres effecteurs de l’immunité. développement tumoral (TAM et MDSC) et inhibition de l’angiogenèse. engagement du TCR et de signaux de stress ou relargage de perforine et granzyme. Modifiée d’après Altman 
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des cellules iNKT. En revanche, des patients diagnostiqués avant l’âge d’un an et ayant 
reçu un traitement moins agressif ont tous survécu au-delà de 56 mois après le diagnostic. L’analyse chez l’ensemble des patients met en évidence une augmentation significative du 

taux de survie à 5 ans pour ceux ayant un infiltrat en cellules iNKT (64% pour la présence de cellules iNKT contre 35% pour l’absence de cellules iNKT dans l’infiltrat). Dans le cas 
du lymphome B, Li et ses collègues (J. Li et al., 2014) ont mis en évidence une baisse 

significative du pourcentage de cellules iNKT parmi les PBMC entre des donneurs sains et 

des patients atteints de différents types de lymphomes B. 

 Des essais cliniques utilisant des cellules iNKT stimulées avec de l’GalCer ont été réalisés chez l’Homme contre des tumeurs solides ou liquides. Dans les premières études, l’injection directe d’GalCer soluble ou de cellules dendritiques chargées avec ce 

glycolipide ont engendré une expansion de cellules iNKT, une augmentation de la production de cytokines et une activation d’autres effecteurs de l’immunité. Néanmoins, ces stratégies thérapeutiques n’ont eu qu’un effet transitoire sur la stabilisation de la 
croissance tumorale chez certains patients. Des essais cliniques plus récents, avec 

injections de cellules dendritiques chargées en GalCer en intra-veineuse ou directement 

dans les tissus tumoraux, ont montré un effet bénéfique du traitement dans la 

stabilisation des tumeurs, avec parfois même un effet sur la régression tumorale. Une 

nouvelle stratégie, utilisant toujours des cellules dendritiques chargées en GalCer mais 

injectées en parallèle de cellules dendritiques chargées avec un antigène protéique 

tumoral, a mis en évidence une meilleure réponse des cellules T CD4 et CD8. La génération d’analogues de l’GalCer pouvant, dans certains cas, augmenter le potentiel thérapeutique des cellules iNKT constitue une autre piste pour améliorer l’activité anti-
tumorale des cellules iNKT. Le potentiel des cellules iNKT en immunothérapie sera certainement mieux défini grâce aux résultats d’essais cliniques qui sont actuellement 

menés à plus large échelle (Godfrey et al., 2018).  

 

Une nouvelle stratégie anti-tumorale prometteuse est apparue avec la génération de 

cellules NKT exprimant des CAR (pour chimeric antigen receptor ou récepteur chimérique spécifique d’antigène), aussi appelées cellules CAR NKT. Un CAR est souvent composé, pour sa partie extracellulaire, d’un fragment variable d’une chaine d’un 
anticorps monoclonal (scFv pour single-chain variable fragment) qui cible un antigène 
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potentiellement tumoral. Pour sa partie intracellulaire, le CAR est composé de plusieurs endodomaines favorisant l’activation, la prolifération, la survie et l’effet anti-tumoral de 

la cellule NKT, dont la chaine  du TCR et par exemple le CD28 ou le 4-1BB. L’utilisation 
de cellules CAR NKT en immunothérapie tire avantage des fonctions des cellules iNKT que sont la forte cytotoxicité directe, ainsi que de l’activation d’autres effecteurs de l’immunité 
(cellules NK, les lymphocytes T cytotoxiques ou cellules dendritiques) pour lutter contre 

les cellules tumorales. De plus, les cellules iNKT étant restreintes par la molécule CD1d qui est monomorphique, le transfert adoptif de CAR NKT allogéniques n’engendre pas de 
complication comme une GVHD (Kriegsmann et al., 2018). Les travaux de l’équipe de 
Metelista font référence en la matière, avec deux études pré-cliniques, et la préparation d’un essai clinique de phase I (NCT03294954) chez l’enfant et le jeune adulte atteint de 
neuroblastome. 

 

La première étude pré-clinique de CAR NKT a été développée dans un modèle de souris 

immunodéprimées humanisées (hu-NSG), et greffées avec des cellules métastatiques 

humaines de neuroblastome (Heczey et al., 2014). Dans cette étude, les cellules iNKT issues de PBMC de donneurs sains sont d’abord amplifiées ex vivo après stimulation avec de l’GalCer. Elles sont ensuite transduites avec un CAR reconnaissant le ganglioside GD2, 

un antigène fortement exprimé par les cellules de neuroblastome, et composé de la chaine 

 du TCR, et du CD28 et/ou du 4-1BB. Des tests in vitro de cytotoxicité au chrome 51 

démontrent que les cellules CAR NKT sont spécifiquement cytotoxiques contre des 

cellules de neuroblastome exprimant le GD2 (mais pas le CD1d), et aussi contre des 

macrophages M2 exprimant le CD1d (mais pas le GD2) et chargés en GalCer. Dans le 

modèle murin, la présence des domaines intracellulaires de co-stimulation CD28 et 4-1BB 

favorisent la survie des cellules CAR NKT, et leur production de cytokines de type Th1 

(IFN et GM-CSF) en réponse aux cellules tumorales. Les cellules CAR NKT sont capables 

de rejoindre le site tumoral et de prolonger la survie de ces souris du fait de leur forte 

réactivité contre la tumeur et le microenvironnement tumoral (macrophages associés aux 

tumeurs), sans induire de GVHD. Dans la poursuite de cette étude, l’essai clinique de phase 
I en cours de développement vise à traiter des enfants et jeunes adultes, atteints de 

neuroblastome, avec des CAR NKT autologues spécifiques du ganglioside GD2. Ces CAR comprennent l’endodomaine CD28, et les cellules NKT sont également transfectées pour le gène codant l’IL-15 afin de favoriser leur activité anti-tumorale. Le but de cet essai 
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clinique est de trouver la dose la plus efficace et sûre pour traiter les patients, d’évaluer 
le temps pendant lequel les CAR NKT perdurent dans le sang des patients, et de 

déterminer leur effet sur la tumeur. Quatre doses de CAR NKT vont être testées en 

combinaison avec de la chimiothérapie. 

 

Dans la deuxième étude pré-clinique (Tian et al., 2016), l’expansion in vitro de cellules iNKT avec de l’GalCer engendre une accumulation de cellules NKT exprimant le CD62L. 

Ces cellules NKT présentent un profil cytokinique Th0, et produisent beaucoup plus de 

cytokines en comparaison avec les cellules NKT CD62L-. Après une seconde stimulation 

les cellules NKT CD62L+ prolifèrent et survivent mieux que les cellules CD62L-. Cette 

capacité de survie des cellules exprimant le CD62L est également observée in vivo après 

transfert à des souris NSG. Afin de profiter de ces caractéristiques dans un but 

immunothérapeutique, les auteurs ont généré un CAR NKT CD62L+ dirigé contre le CD19,  

marqueur exprimé par les cellules tumorales dans le lymphome B. Le transfert de ces 

cellules CAR NKT, comprenant la chaine  du TCR et l’endodomaine 4-1BB, engendre une 

régression tumorale chez des souris NSG développant un lymphome après injection de 

cellules CD19+ Daudi, mettant ainsi en évidence un fort potentiel thérapeutique. Dans le but d’expandre au maximum et spécifiquement des CAR NKT CD62L+ pour une utilisation 

en clinique, des CPA artificielles ont été générées. Les cellules CAR NKT stimulées avec ces 

CPA présentent un profil cytokinique Th1, et sont plus efficaces dans la lutte anti-

tumorale que les cellules CAR NKT stimulées avec des PBMC autologues. 

 

4) Les maladies auto-immunes 

 

Il est clairement établi que les cellules iNKT jouent un rôle dans le développement de 

nombreuses maladies auto-immunes (MAI). Dans certains cas, comme dans le psoriasis ou l’athérosclérose, ce rôle est plutôt délétère avec une augmentation du nombre de 

cellules iNKT infiltrantes présentant un profil pro-inflammatoire, et une surexpression du CD1d dans le site pathologique chez les patients. A l’inverse, les cellules iNKT peuvent 
avoir un effet bénéfique contre le développement de MAI, puisqu’un défaut de présence 
de ces cellules est observé dans de nombreux cas, comme par exemple dans le diabète de type 1, la sclérose en plaque, l’arthrite rhumatoïde, ou le lupus érythémateux disséminé. 
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Les cas du psoriasis et du diabète de type 1 vont être plus précisément décrits par la suite 

(Simoni et al., 2011). 

 Le psoriasis est une MAI inflammatoire touchant la peau et caractérisée par l’apparition de plaques rouges. Ces lésions sont dues à l’altération de la différenciation et à l’hyper-

prolifération de kératinocytes, suite au dérèglement de la réponse immunitaire chez les 

patients. Des lignées cellulaires T exprimant des récepteurs NK (comme le CD161 ou 

CD94) ont été établies à partir de PBMC issus de patients atteints de psoriasis (Nickoloff 

et al., 2000). In vitro ces lignées cellulaires sont capables de s’activer face à des kératinocytes exprimant le CD1d, et produisent ainsi de l’IFN et de l’IL-13. En présence d’anticorps bloquants anti-CD1d, aucune activation n’est observée, indiquant donc que 

cette dernière est dépendante de la reconnaissance du CD1d par le TCR de ces cellules. 

Une fois injectées à des souris SCID11 greffées avec de la peau saine du donneur de PBMC 

(mais par conséquent susceptible au psoriasis), ces cellules engendrent le développement de tous les symptômes caractéristiques du psoriasis, dont les plaques. L’analyse des lésions met en évidence un important infiltrat en cellules T, ainsi qu’une forte expression 
du CD1d par les kératinocytes (Gilhar et al., 2002). Ces résultats suggèrent donc un rôle pathologique des cellules iNKT dans cette MAI. Chez l’Homme, on observe une augmentation du nombre de cellules iNKT, ainsi qu’une surexpression du CD1d au sein de 
lésions de patients atteints de psoriasis (Zhao et al., 2008). Cette augmentation de l’expression du CD1d est médiée par le TNF, qui active en aval la PKC (pour protéine 

kinase C ) agissant sur l’expression de l’ARNm codant le CD1d et sur la synthèse de cette 
molécule au sein des kératinocytes. 

 

En 2014, 422 millions de personnes dans le monde étaient diabétiques, dont 10% étaient 

atteintes du diabète de type 1, ce qui représente donc plus de 42 millions de personnes 

(OMS, 2016) . Le diabète de type 1, ou diabète insulino-dépendant, est une MAI chronique liée à l’absence de production d’insuline par les cellules  des îlots de Langerhans 

contenus dans le pancréas. Ces cellules  sont en effet détruites sous l’action du système 
immunitaire, et notamment à cause de lymphocytes T CD8+ (Lehuen et al., 2010). Il en 

                                                 

11 Pour Severe Combined ImmunoDeficiency, ces souris n’expriment ni cellules T, ni cellules B. 
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résulte de nombreux symptômes tels que l’hyperglycémie, la polyurie (urines excessives), 

la polydipsie (soif excessive), la polyphagie (faim excessive), et la perte de poids, pouvant conduire jusqu’à la mort en absence de traitement (Simoni et al., 2013). 

 

Chez la souris, la souche NOD mime spontanément le diabète de type 1 humain, avec une 

infiltration du pancréas par les lymphocytes T destructeurs des îlots de Langerhans et une production d’anticorps anti-insuline. Dans ce modèle, un défaut du nombre de cellules iNKT et de la production d’IL-4 par ces cellules a pu être observé (Gombert et al., 1996; 

Hammond et al., 2001). De plus l’apparition de la maladie est accélérée chez des souris 
NOD déficientes en CD1d (CD1d-/-) (Shi et al., 2001). En revanche, chez des souris NOD 

transgéniques pour la chaine  invariante du TCR iNKT, ou après transfert de cellules 

iNKT à des souris NOD, le diabète ne se développe pas ou avec une incidence moins élevée 

(Lehuen et al., 1998). Ces résultats mettent donc en évidence le rôle protecteur des cellules iNKT dans le développement du diabète de type 1. L’activation des cellules iNKT, par injection d’GalCer à des souris NOD, engendre également une protection contre l’apparition de la maladie (Chen et al., 2005; Hong et al., 2001; Sharif et al., 2001). Le 

traitement GalCer provoque en effet une augmentation de la fréquence des cellules 

iNKT, dans la rate et les ganglions lymphatiques proches du pancréas, qui créent un 

environnement Th2, favorable à la protection contre le diabète de type 1, en stimulant la production d’IL-4 et d’IL-10 et inhibant la production d’IFN par les splénocytes (Hong et 

al., 2001; Sharif et al., 2001). Les cellules iNKT activées par l’GalCer produisent aussi un facteur soluble favorisant la maturation et l’accumulation de cellules dendritiques au sein 
des ganglions lymphatiques proches du pancréas. Les cellules dendritiques attirent alors 

les lymphocytes T autoréactifs dans les ganglions lymphatiques proches du pancréas, afin 

de les rendre tolérogènes ou anergiques, les empêchant ainsi de détruire les cellules  

pancréatiques productrices d’insuline (Chen et al., 2005). Dans un modèle de souris NOD, 

dans lesquelles des cellules T CD4+ diabétogéniques sont transférées, la présence de lymphocytes iNKT inhibe l’expansion tardive ainsi que la production d’IL-2 et d’IFN par 

les cellules pathologiques. Ces cellules présentent alors un phénotype anergique qui les 

rend incapable de détruire les cellules  du pancréas, protégeant ainsi les animaux du développement d’un diabète de type 1 (Beaudoin et al., 2002). 
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Si le nombre de cellules iNKT est réduit chez des souris NOD par rapport à une souche 

C57BL/6, on observe néanmoins une fréquence quatre à six fois plus élevée de cellules 

iNKT17 chez les souris NOD. Ces cellules iNKT17 infiltrent les ganglions lymphatiques 

proches du pancréas et expriment fortement l’ARNm codant pour l’IL-17. Afin de 

déterminer leur rôle dans le développement du diabète de type 1, un transfert de cellules 

iNKT CD4- NK1.1-, enrichies en cellules iNKT17, a été réalisé dans des souris NOD 

modifiées pour ne plus exprimer de lymphocytes T, et dans lesquelles il est nécessaire d’injecter des lymphocytes autoréactifs. Les résultats montrent que l’incidence de la 
maladie est significativement augmentée chez ces souris, avec une augmentation de la 

fréquence en lymphocytes T autoréactifs. A l’inverse, un transfert de cellules iNKT CD4+, contenant très peu de cellules iNKT17, prévient l’apparition de la maladie. En présence d’anticorps bloquants anti-IL-17, l’effet délétère des cellules iNKT17 est aboli, et le 
traitement GalCer protecteur empêche la production de cette cytokine par les cellules 

iNKT (Simoni et al., 2011). Ces résultats ont été confirmés avec l’étude de Li et ses 
collègues (S. Li et al., 2014), dans laquelle ils observent une fréquence et un nombre absolu de cellules iNKT17 plus élevés, ainsi qu’une meilleure survie de ces cellules chez 
des souris NOD en comparaison avec des souris C57BL/6. Ces deux études mettent donc en évidence le rôle délétère de l’IL-17 et de la sous-population de cellules iNKT17 dans le 

développement du diabète de type 1. L’ensemble de ces études révèle une dualité fonctionnelle concernant l’implication des 
cellules iNKT dans le développement du diabète de type 1, avec des cellules iNKT CD4+ 

protectrices et des cellules iNKT17 délétères. 

 Les résultats chez l’Homme sont plus controversés, avec comme exemple marquant l’étude de la fréquence des cellules iNKT chez des jumeaux ou triplés dont un individu est 
diabétique. Dans un cas, Wilson et ses collaborateurs (Wilson et al., 1998) ont mis en 

évidence une diminution de la fréquence en cellules iNKT CD4- circulantes chez les 

malades, avec un biais des cellules iNKT résiduelles vers un profil Th1 (productrices d’IFN). Dans l’autre cas, Lee et ses collègues (Lee et al., 2002b), en utilisant une technique d’analyse plus précise et incluant toutes les cellules iNKT, n’observent aucune différence 
significative dans la fréquence et la sécrétion de cytokines par les cellules iNKT circulantes provenant de patients et d’individus sains comprenant des jumeaux. En plus 
de travailler chez la souris, Li et ses collaborateurs (S. Li et al., 2014) ont aussi analysé la 
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population iNKT17 chez des patients diabétiques en comparaison avec des individus sains. Bien qu’aucune cellule iNKT17 ne soit détectée parmi les PBMC de patients ou d’individus sains, une expansion in vitro des cellules iNKT circulantes en présence d’une cytokine en lien avec le profil Th17, l’IL-1, est observée. Dans ces conditions pro-

inflammatoires, la fréquence en cellules iNKT17, parmi les cellules iNKT amplifiées, est 

supérieure chez les patients atteints de diabète. De plus, le profil cytokinique de ces 

cellules est modifié avec une production accrue d’IL-17, constante d’IFN et moindre d’IL-4 chez les malades, alors que les cellules issues de donneurs sains produisent de l’IL-4 de 

manière constante, plus d’IL-17, mais en proportion moindre en comparaison avec les 

cellules issues de patients, et moins d’IFN. Ces résultats suggèrent donc une implication des cellules iNKT17 dans le développement du diabète de type 1 chez l’Homme, avec une 
apparition de cette sous-population seulement en conditions inflammatoires, qui 

engendrent ce changement dans le profil cytokinique des cellules iNKT. Plus récemment, l’équipe de Gadola (Tocheva et al., 2017), ayant identifié le tétramère 

CD1d-OCH comme révélateur de cellules iNKT avec une forte affinité et potentiellement 

autoréactives (Troisième partie, I- 2), page 73), ont étudié le répertoire de ces cellules 

chez des patients atteints de diabète de type I. De manière surprenante, les cellules iNKT 

de forte affinité (CD1d-OCH+) ne sont pas présentes chez les patients en comparaison avec 

des individus sains. Ces résultats révèlent donc un rôle régulateur des cellules iNKT de forte affinité, et dont l’absence favoriserait l’apparition de MAI, tel que le diabète de type 
I. Cette hypothèse est soutenue par l’étude d’Usero et ses collègues (Nel and Lehuen, 2016; 

Usero et al., 2016), dans laquelle ils mettent en évidence un rôle régulateur des cellules 

iNKT humaines, médié par leur production d’IL-13, dans la prolifération de cellules T 

effectrices. Or les cellules iNKT issues de patients atteints de diabète montrent un défaut de production d’IL-13, ne permettant plus aux cellules iNKT d’agir contre les lymphocytes 

T destructeurs des cellules  pancréatiques. En conclusion, chez l’Homme aussi, il apparaît donc une dichotomie concernant le rôle des cellules iNKT dans l’apparition du diabète de type 1, avec la présence de cellules iNKT17 délétères, et à l’inverse un défaut de cellules iNKT régulatrices protectrices. 
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5) La réponse anti-infectieuse 

 

Les cellules iNKT sont impliquées dans la défense contre des pathogènes variés et de 

nature bactérienne, virale ou parasitaire. Suite à une infection bactérienne, les cellules 

iNKT peuvent être activées par des glycolipides issus des bactéries, mais également par 

la reconnaissance de glycolipides endogènes surexprimés après activation des CPA 

(Première partie, I- 3) b/ 1. et 2., pages 27). Les virus n’expriment pas de glycolipides et induisent l’activation des cellules iNKT seulement via les CPA infectées et activées 
présentant des glycolipides endogènes (Première partie, I- 3) b/ 2., page 27). Par la suite, un exemple pour chaque mode d’activation des cellules iNKT dans la lutte contre l’infection par une bactérie, ainsi que des mécanismes impliqués dans la lutte anti-virale 

vont être brièvement présentés. Enfin, un exemple plus détaillé de l’implication des 
cellules iNKT dans la réponse immunitaire contre la bactérie Streptococcus pneumoniae, et contre le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) sera exposé. 

 

Les cellules iNKT ont un rôle important dans la lutte contre l’infection par les bactéries. 
Elles sont en effet capables de reconnaître directement les glycolipides présents dans la 

paroi des bactéries Gram-, comme les différentes espèces Sphingomonas, ou par exemple l’-monogalactosyldiacylglycerol produit par Borrelia burgdorferi. Elles peuvent aussi s’activer sans reconnaître de glycolipides exogènes. Par exemple, lors d’une infection par 
Salmonella, les lipopolysaccharides (LPS) produits par ces bactéries activent les cellules 

dendritiques via le TLR4, qui vont à leur tour activer les cellules iNKT du fait de la production d’IL-12, et de l’expression en surface de glycolipides endogènes (Tessmer et 

al., 2009). Concernant la lutte contre l’infection virale, les cellules iNKT peuvent dans 

certains cas coopérer avec des partenaires afin d’éliminer le pathogène. C’est le cas par exemple lors d’une infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV 

pour Lymphocytic ChorioMeningitis Virus), où les cellules iNKT engendrent une production d’IFN de type 1 par les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC), suite à des 

interactions OX40-OX40L, inhibant ainsi la réplication virale dans le foie et le pancréas 

(Diana et al., 2009). Il est intéressant de noter que cette coopération entre cellules iNKT 

et pDC engendre l’accumulation de pDC tolérogènes dans les ganglions lymphatiques 
proches du pancréas, où elles induisent la conversion de cellules T naïves en cellules T 
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régulatrices (Treg) productrices de TGF-. Après recrutement au sein du pancréas, ces 

cellules Treg controlent l’activité anti-virale et anti-ilôts pancréatiques de cellules T CD8+, 

permettant ainsi de conserver l’intégrité de l’organe et évitant le développement d’un 
diabète de type 1 (Diana et al., 2011). Cette protection contre l’apparition du diabète de 
type 1 par les cellules iNKT s’observe également lors d’une infection virale par le 
Coxsackievirus B4 (CVB4). Dans ce cas, l’activation des cellules iNKT induit, via leur production d’IFN et d’IL-13, la génération de macrophages suppresseurs et producteurs d’IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase) infiltrant le pancréas, et inhibant ainsi la 

prolifération des cellules T diabétogéniques (Ghazarian et al., 2013). 

 Les cellules iNKT sont, par exemple, nécessaires à l’immunité anti-infectieuse dans les 

voies respiratoires, et entre autres contre des infections par la bactérie Gram+ 

Streptococcus pneumoniae. La présence de cette bactérie est asymptomatique chez des 

individus sains, mais en conditions pathologiques elle peut engendrer des maladies plus 

ou moins sévères comme des otites ou des sinusites, mais également des pneumonies, des 

septicémies ou des méningites dans les cas les plus graves (Trottein and Paget, 2018). Des 

souris déficientes en cellules iNKT (J18-/-) et soumises à une infection par Streptococcus 

pneumoniae meurent toutes très rapidement du fait de la réduction du nombre de 

neutrophiles sur le site infectieux. Ces résultats révèlent le rôle primordial des cellules 

iNKT dans le recrutement de neutrophiles via la synthèse de la chimiokine MIP-2 et de la 

cytokine TNF, dont les taux sont réduits chez des souris J18-/-. En revanche, lorsqu’une injection d’IFN est administrée à ces mêmes souris, on observe une augmentation 

significative de leur survie, une diminution du nombre de bactéries vivantes et une 

augmentation de la concentration en MIP-2 et TNF dans les poumons des animaux, ainsi qu’une augmentation du nombre de neutrophiles dans les BALF. De plus, un transfert de 
cellules mononucléées de foie issues de souris sauvages (contenant beaucoup de cellules iNKT) restaure également tous les effets observés avec l’injection d’IFN, alors que ce n’est 
pas le cas lorsque les cellules transférées sont issues de souris déficientes en cellules iNKT 

ou en IFN. Ces résultats mettent clairement en évidence le rôle de l’IFN, produit par les 

cellules iNKT, dans le recrutement de neutrophiles, cellules indispensables à la lutte contre l’infection par Streptococcus pneumoniae (Nakamatsu et al., 2007). Dans le cas d’une infection par Streptococcus pneumoniae, l’activation des cellules iNKT peut se faire 
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via les deux mécanismes précédemment évoqués (Première partie, I- 3) b/ 1. et 2., pages 

27), donc soit par reconnaissance d’antigènes bactériens comme l’-

glucosyldiacylglycérol (Kinjo et al., 2011), ou soit grâce aux cellules dendritiques productrices d’IL-12 (Barthelemy et al., 2017). L’activation exogène de cellules iNKT par 
injection intra-nasale d’GalCer, en amont d’une infection par Streptococcus pneumoniae, 

engendre une forte protection contre ce pathogène chez la souris, et constitue une 

potentielle stratégie vaccinale (Ivanov et al., 2012). 

 Bien que les virus n’expriment pas de glycolipides, les cellules iNKT peuvent néanmoins 
être efficaces dans la lutte anti-virale. Cela implique l’activation de cellules dendritiques, 
qui sur-expriment en surface des glycolipides endogènes et relarguent des cytokines, permettant ainsi l’activation des cellules iNKT. Parmi les virus les plus mortels, on 
retrouve le VIH avec plus de 35 millions de morts à travers le monde. En 2017, environ 

36,9 millions de personnes dans le monde vivaient avec le VIH et 940 000 sont décédées d’une ou des causes liées à cette infection (OMS https://www.who.int/fr/news-

room/fact-sheets/detail/hiv-aids). Le VIH est un rétrovirus qui infecte les cellules du 

système immunitaire exprimant le co-récepteur CD4, notamment les lymphocytes T CD4+, engendrant à terme le SIDA (syndrome d’immunodéficience acquise), qui se traduit par 
une détérioration de la réponse immunitaire contre des infections et maladies 

opportunistes. 

Le nombre de cellules iNKT circulantes est significativement réduit chez des patients 

atteints du VIH en comparaison avec des individus sains, et décroit au cours de la 

séroconversion (van der Vliet et al., 2002). Une partie des cellules iNKT expriment le CD4 

et constituent donc une cible de choix pour l’entrée et la réplication du VIH, engendrant 
par la suite la mort de ces cellules. Ces résultats sont confirmés par la corrélation inverse 

observée entre le nombre de cellules iNKT CD4+ circulantes et la charge virale des patients 

infectés (Motsinger et al., 2002; Sandberg et al., 2002). Outre la perte de cellules immunitaires, dont les cellules iNKT, lors d’une infection par le VIH, ce virus met également en place des mécanismes d’échappement à l’activation du système 
immunitaire restant. Le VIH est par exemple capable de diminuer l’expression en surface 
de molécules de présentation antigénique comme le CD1d. En effet, la protéine virale Nef se fixe sur la partie intracellulaire du CD1d afin d’accélérer sa réinternalisation, et 
perturbe également son transport en surface en le retenant au sein de la cellule. Cette 



94 

 

sous-expression de la molécule CD1d engendre donc une diminution de l’activation des 
cellules iNKT, dont les cellules iNKT CD4- qui ne sont pas directement ciblées par le virus 

(Chen et al., 2006; Cho et al., 2005). La mise en place de traitements anti-rétroviraux 

hautement actifs (HAART pour highly activated antiretroviral therapy) permet de 

contrecarrer les effets du virus, en diminuant la charge virale des patients, et en 

augmentant significativement le nombre de cellules iNKT circulantes, et notamment les 

cellules iNKT CD4-. Ces cellules iNKT sont fonctionnelles, puisqu’ex vivo après stimulation, elles sont capables de produire de l’IFN et de l’IL-4 (van der Vliet et al., 2006). Une autre 

thérapie possible contre le VIH est la vaccination ADN qui engendre une forte réponse des cellules Th1 et des lymphocytes T cytotoxiques. Chez la souris, l’ajout d’GalCer, comme adjuvant à ce traitement, permet d’augmenter et de prolonger son immunogénicité par le 
biais des cellules iNKT (Huang et al., 2008). 

 

 

 D’après tous les exemples décrits précédemment, on observe une hétérogénéité dans l’implication des cellules iNKT dans les contextes pathologiques, avec pour certains cas une réponse plutôt favorable au développement de la maladie, et pour d’autres une réponse plutôt bénéfique dans la lutte contre l’apparition de la maladie (Figure 16). Cette hétérogénéité de réponse peut être due à l’environnement dans lequel se trouve les 

cellules iNKT, avec par exemple un contexte inflammatoire propice au développement de 

réactions allergiques ou de maladies auto-immunes dans lequel les cellules iNKT, en plus 

des autres effecteurs immunitaires impliqués dans la maladie, deviendraient délétères. L’utilisation de souches de souris différentes dans l’étude d’une même pathologie pourrait 
aussi expliquer les résultats contradictoires parfois observés, puisque par exemple les 

sous-populations de cellules iNKT ne sont pas représentées de la même façon dans les 

différents modèles murins. Enfin, avec la découverte des sous-populations de cellules iNKT, il serait intéressant de réétudier les résultats chez l’Homme en prenant en compte ce critère, puisqu’il est possible, comme dans le diabète, qu’une sous-population puisse avoir l’effet inverse de la population globale de cellules iNKT, et prendre le dessus ou non 
dans le développement de la maladie. 
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Figure 16 Schéma bilan des effets des cellules iNKT observés chez la souris et chez l’Homme dans les différents contextes 
pathologiques décrits précédemment. Les cellules vertes sont synonymes d’un effet bénéfique, les cellules orangées d’un effet délétère, et les cellules bicolores d’un effet bénéfique ou délétère suivant le contexte et l’étude. 
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En conclusion, dans la plupart des exemples décrits précédemment, les cellules iNKT 

agissent sur d’autres effecteurs de l’immunité pour produire leur effet protecteur ou 
délétère dans les différents cas pathologiques présentés. Néanmoins, la reconnaissance 

de glycolipides endogènes est possible dans tous les cas, et est même prouvée dans la 

réponse anti-infectieuse, puisque les cellules iNKT sont capables de s’activer après 
reconnaissance de glycolipides endogènes surexprimés par les CPA, révélant donc leur 

caractère autoréactif. Si dans ce dernier cas, toutes les cellules iNKT pourraient alors être 

autoréactives, il est aussi possible que cette réactivité au Soi dépende de caractéristiques 

intrinsèques à ces cellules. Selon cette hypothèse, une fraction seulement du répertoire iNKT serait autoréactif. Aucun consensus n’est actuellement établi dans la littérature concernant les bases mécanistiques de l’autoréactivité des cellules iNKT, et ce champ d’investigation reste donc largement ouvert, avec une application directe pour l’idenification de cellules iNKT autoréactives dans des contextes pathologiques. 
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Projets de recherche 

 Mon projet de recherche s’est principalement concentré sur l’autoréactivité des cellules iNKT chez l’Homme. Au cours des recherches sur cette population non conventionnelle 
de lymphocytes T , beaucoup d’équipes ont révélé la capacité des cellules iNKT à s’activer en l’absence de glycolipides exogènes, et ont ainsi mis en évidence leur potentiel autoréactif. Deux axes de recherche ont alors émergé, l’un travaillant sur le complexe 
reconnu par les cellules iNKT et cherchant à identifier le(s) ligand(s) endogène(s) activateur(s) des cellules iNKT autoréactives, et l’autre travaillant sur le lymphocyte iNKT 
et cherchant à identifier les caractéristiques intrinsèques de cette cellule pouvant lui 

conférer ce caractère autoréactif. Concernant les cellules iNKT, il existe de nombreuses homologies entre l’Homme et la souris, avec par exemple l’expression d’un TCR très conservé et homologue entre les deux espèces, ou la reconnaissance d’un antigène de 
nature glycolipidique. Ces observations ont donc fait de la souris un modèle animal de choix pour l’étude des cellules iNKT, permettant ainsi de pallier au manque d’échantillons qu’il est possible d’obtenir chez des individus humains. Néanmoins, dans le domaine de l’autoréactivité des différences entre les deux espèces sont observables, par exemple dans l’expression des glycolipides, révélant ainsi les limites de la transposition à l’Homme de 
résultats obtenus chez la souris. 

 C’est dans ce contexte qu’il nous est paru intéressant d’étudier l’autoréactivité des cellules iNKT chez l’Homme, à partir d’échantillons biologiques humains non modifiés, pour 
tenter de lever le voile sur ce phénomène. Dans un article actuellement soumis, nous 

avons cherché à identifier des cellules iNKT humaines autoréactives, et déterminer les bases moléculaires à l’origine de cette autoréactivité. Nous avons pour cela utilisé 
différents tétramères précédemment décrits comme capables de mettre en évidence ce 

type de cellules iNKT. 

 

Ayant la chance d’avoir accès à des prélèvements de thymus humains, dans un deuxième projet, nous avons cherché à étudier le développement des cellules iNKT chez l’Homme. Pour cela, nous avons analysé l’expression de certains marqueurs par des thymocytes 
iNKT, et déterminé, si comme chez la souris, les sous-populations de cellules iNKT 

apparaissent au niveau thymique.   
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Première partie : l’autoréactivité des cellules iNKT 

humaines 

 Les travaux réalisés sur la partie concernant l’autoréactivité des cellules iNKT humaines ont fait l’objet d’un article actuellement soumis. Dans cette étude, nous avons réussi à 
générer des lignées cellulaires iNKT humaines autoréactives à partir de sang périphérique d’individus sains. Les cellules iNKT exprimant un TCR ne variant qu’au niveau de la boucle 
CDR3, nous avons donc analysé la séquence de cette boucle pour des clones iNKT issus 

de la même lignée autoréactive. Les clones générés ne présentaient pas le même profil d’autoréactivité, avec des clones très peu autoréactifs et d’autres très autoréactifs, mais 

exprimaient pourtant le même TCR au niveau de la séquence nucléotidique. Ces résultats nous ont donc conduit à poursuivre nos recherches pour comprendre d’où venait la 
différence entre ces clones, et nous avons ainsi analysé le transcriptome par RNA 

sequencing des différents clones générés. Nos derniers résultats ont révélé la possibilité que, l’utilisation d’une voie de signalisation particulière, passant par la protéine kinase SYK, puisse aussi être une source d’autoréactivité pour les cellules iNKT.  
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Abstract 

 

Invariant Natural Killer T (iNKT) cells are particular T lymphocytes, at the frontier between 

innate and adaptative immunities. They participate in the elimination of pathogens or tumor 

cells, but also in the development of allergic reactions and autoimmune diseases. From their 

first descriptions, the phenomenon of self-reactivity has been described. Indeed, they are able 

to recognize exogenous and endogenous lipids. However, the mechanisms underlying the self-

reactivity are still largely unknown, particularly in humans.  Using a CD1d tetramer-based 

sensitive immunomagnetic approach, we generated self-reactive iNKT cell lines from blood 

circulating iNKT cells of healthy donors. Analysis of their functional characteristics in vitro 

showed that these cells recognized endogenous lipids presented by CD1d molecules through 

their TCR, that do not correspond to -glycosylceramides. TCR sequencing and transcriptomic 

analysis of T cell clones revealed that a particular TCR signature and an expression of the SYK 

protein kinase were two mechanisms supporting human iNKT self-reactivity. SYK expression, 

normally limited to early stages of T-cell development but strongly expressed in the most self-
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reactive iNKT clones, decreased the activation threshold of iNKT cells and increased their 

overall antigenic sensitivity. This study indicates that a modulation of the TCR intracellular 

signal contributes to iNKT self-reactivity. 

  

Introduction 

 

Invariant Natural Killer T (iNKT) cells are T lymphocytes that differ from “conventional T cells” 

in several characteristics. In addition to the expression of NK receptors, the TCR of iNKT cells 

is semi-invariant, composed of an invariant  chain, always formed by a rearrangement 

between the V24 and J18 segments and paired with a  chain composed of V11 segment 

in humans [1, 2]. This particular TCR structure gives iNKT cells the ability to recognize lipid 

antigens presented by the non-polymorphic MHC class I-like CD1d molecule [3]. Some 

microorganisms-derived glycolipid antigens have been identified and their recognition by iNKT 

TCR triggers immune responses against these pathogens. These glycolipids are found in the 

wall of bacteria and are composed of a glycosyl group conjugated, via an -glycosidic linkage, 

to either a ceramide or to a diacylglycerol base (reviewed in [4]). One of the first foreign lipids 

discovered was -GalactosylCeramide (GalCer), a synthetic glycolipid purified from the 

marine sponge Agelas mauritianus [5]. GalCer has demonstrated powerful activation 

properties of iNKT cells in vitro and in vivo [6, 7]. It also has potent antitumor functions [5, 8], 

hence its use in several clinical trials [9, 10]. Furthermore, the generation of soluble 

fluorescent GalCer-CD1d tetramers has facilitated the detection of iNKT cells [11] and further 

helped our understanding of iNKT cell biology [12].  In addition to the recognition of foreign 

glycolipid antigens, iNKT cells can also recognize self-lipids. iNKT cells were shown to respond 

to CD1d expressing antigen-presenting cells (APCs) under non-inflammatory conditions in the 

absence of any added exogenous lipids [13, 14]. Although iNKT cell development is completely 

abrogated in absence of CD1d molecule, the expression, frequency, tissue distribution and 

functions of iNKT cells are not affected in germ-free mice compared to wild-type mice, 

suggesting that iNKTs are able to develop through the recognition of endogenous lipids 

presented by CD1d molecules [15, 16]. It is likely that the interaction between the iNKT TCR 

and the self-lipid/CD1d complex might induce a weak stimulation. However, this response can 

be increased in some contexts of infections and/or in presence of inflammatory cytokines 
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increasing the self-reactivity [17]. Brigl et al. proposed that few self-antigens could be 

recognized by iNKT cells in normal conditions but their expression would be increased in 

context of inflammation [18]. In addition, it has been reported that a Toll-like receptor (TLR) 

ligand stimulation increases on the surface of APCs the expression level of self-lipids 

presenting a higher affinity for iNKT TCR  [19]. Other authors have demonstrated that the self-

reactivity of iNKT can be linked to the amino-acid composition of the CDR3 loop of the TCR 

that influences the affinity of this receptor for self-lipid/CD1d complexes [20, 21].  Various 

self-lipids capable of stimulating iNKT cells have been identified over the years but no 

consensus has been reached regarding the molecular basis of iNKT cell autoreactivity. 

Currently, it remains unknown whether all iNKT cells are self-reactive or whether only some 

subpopulations have such capacity. The lack of relevant tools to detect self-reactive cells limits 

knowledge of the mechanisms underlying iNKT self-reactivity. We took advantage of our 

experience in isolating scarce antigen-specific T cells by tetramer-based immunomagnetic 

sorting and in T cell culture [22-24] to address this issue. Using a variety of CD1d tetramers 

loaded with lipids of natural or synthetic origin, we were able to generate iNKT cell lines from 

human PBMC of healthy donors and tested for their self-reactivity. Our data demonstrated 

that the binding of iNKT cells by CD1d tetramers loaded with self-lipids or with the synthetic 

partial agonist OCH lipid was not sufficient to systematically identify self-reactive iNKT cells. 

In addition, we identified two cell lines demonstrating interesting proprieties since they were 

activated against human unloaded CD1d+ target cells in functional assays. Molecular analysis 

of the self-reactive cell lines showed that autoreactivity was associated with particular 

characteristics of their TCRs or with the expression of the SYK protein kinase, the latter 

lowering activation threshold of iNKT cells against self and non-self lipids.  

 

Results 

 

Neither the unloaded-CD1d tetramers nor OCH-CD1d tetramers are good tools for 

identifying self-reactive iNKT cells 

 

Invariant NKT cells were isolated from PBMCs of healthy donors (n=7) by magnetic enrichment 

using soluble fluorescent tetramers of GalCer-CD1d complexes, followed by flow cytometric 
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sorting of living cells with the phenotype: CD3+CD14-CD19-V24+GalCer-CD1d+ cells (Fig 1A).  

iNKT cell lines were subsequently generated by expanding the cells under non-specific 

polyclonal conditions.  Transgenic hybridomas expressing particular iNKT-TCRs and exhibiting 

self-reactive capacities have already been identified in a mouse system using unloaded-CD1d 

tetramers [20]. The CD1d molecules that are used to generate such tetramers are likely loaded 

with endogenous lipids that are naturally produced by HEK293 cells in which the CD1d 

monomers are produced. We first considered using this tool to determine if unloaded-CD1d 

tetramer-positive cells could be detected in these human iNKT polyclonal cell lines. Staining 

of iNKT cells with soluble fluorescent unloaded-CD1d tetramers revealed that a weak but 

significant fraction of positive cells could be detected for each iNKT cell line (1.8%  0.8, n=7; 

Fig 1B and data not shown). Negative and positive fractions of cells labeled by the unloaded 

CD1d tetramers were separated by further cell sorting and expanded in vitro. The resulting 

subpopulations were referred to as Self Negative (SN) and Self Positive (SP) iNKT cell lines. 

Staining with anti-V24 and -V11 antibodies confirmed that these cell lines consisted 

exclusively of type-I NKT cells (Fig 1C and data not shown). Consistent with these results, all 

cell lines stained with the GalCer-CD1d, while only SP cell lines were labeled with unloaded-

CD1d tetramers (Fig 1C and data not shown).  

We then determined using different assays the autoreactive potential of each cell line in 

recognizing human CD1d-expressing APCs loaded or not with GalCer. Degranulation assays 

(CD107 staining, data not shown) and cytokine production (Fig 1D and data not shown) 

demonstrated that all cell lines were reactive against GalCer-loaded target cells, but only 

two of them were reactive against unloaded target cells, one corresponding to Donor #1 SP 

cell line and the other to Donor #2 SN cell line. Similar reactivity patterns were obtained by 

chromium release assays (Fig 1E). Altogether, these results demonstrate that binding to 

unloaded-CD1d tetramers do not systematically identify self-reactive iNKT cells.  

 

A strong correlation between the staining intensity of iNKT cells with OCH-CD1d tetramers 

and their autoreactivity potential has also been reported [21]. Although both self-reactive 

iNKT cell lines that we generated were brightly stained by OCH-CD1d tetramers (Fig 2A), a 

strong tetramer binding (%OCH-CD1d+ cells and tetramer staining intensity; Fig 2B and data 

not shown) was also observed for some non-autoreactive iNKT cell lines (Fig 2B).  
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Because the previously studied iNKT cell lines may have been biased by sorting cells using 

unloaded-CD1d tetramers (SN or SP, see above), we decided to generate new bulk cell lines 

from PBMCs of healthy donors using GalCer-CD1d tetramers. Staining of these new cell lines 

by OCH-CD1d tetramers showed a variable fraction of tetramer positive cells (23.1-83.4%, n=4; 

Fig 3A). The OCH-CD1d negative and positive fractions were further sorted and amplified in 

vitro. Anti-V24, -V11 antibodies and GalCer-CD1d tetramers staining confirmed that cells 

were type-I NKT cells (Fig 3B and data not shown). OCH-CD1d tetramer staining also showed 

that OCH-CD1d negative and positive cultured cell lines did not deviate after polyclonal 

expansion in vitro. Functional assays performed by degranulation (data not shown) and 

cytokine production measurement (Fig 3C, 3D and data not shown) showed that while all cell 

lines were reactive against GalCer-loaded target cells, none were reactive against unloaded 

CD1d+ target cells. Thus, the capacity of iNKT to bind OCH-CD1d tetramers was not sufficient 

to identify self-reactive iNKT cells. 

 

Altogether, these results demonstrate that iNKT cells stained with unloaded-CD1d tetramers 

and OCH-CD1d tetramers do not systematically identify cells that will demonstrate self-

reactivity towards CD1d-expressing APCs.  

 

Functional characterization of self-reactive iNKT cell lines 

 

Next, we aimed to further characterize the reactivity of the two self-reactive cell lines that we 

identified. To do so, we repeated the functional assays described above in the presence of an 

anti-CD1d blocking or an isotype control mAb. The results showed that the reactivity of the self-

reactive iNKT cell lines (Donor#1 SP and Donor#2 SN cell lines) towards human CD1d+ target 

cells was completely blocked by the addition of anti-CD1d mAb, but was unaffected in presence 

of an isotype control mAb, (Fig 4A). These results suggest that the observed autoreactivity of 

these cell lines towards CD1d-expressing APCs involves the TCR-CD1d axis.  

 

While the previous results clearly demonstrate that the autoreactivity of these two cell lines 

involves the recognition of CD1d molecules by their respective TCR, the nature of the 

endogenous lipids that might be involved remains unclear. Although mammalian 
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glycosylceramide synthases are -transferases and generate -anomers of glycosylceramides, 

Kain et al. demonstrated that mammalian immune cells constitutively produce small amounts 

of -glycosylceramides and further proposed that GalCer might represent one of the 

endogenous ligands of iNKT lymphocytes [25]. An antibody reacting with -glycosylceramides 

bound to mouse CD1d, in a way that depends on the -linked sugar, has been previously 

developed by Porcelli and colleagues (L363 mAb) [25, 26]. We wanted to test whether the self-

reactivity observed with the two iNKT cell lines (Donor#1 SP and Donor#2 SN) would be blocked 

by the addition to the L363 mAb to the cultures. We analyzed the degranulation of self-reactive 

cell lines against target cells expressing mouse CD1d molecules (mCD1d) and loaded with 

different concentrations of GalCer (range:0-1 g/mL), in the presence of L363 mAb or an 

isotype control mAb. Interestingly, the self-reactive cell line isolated from Donor 1 (Donor#1 

SP) recognized mCD1d+ cells presenting endogenous lipids as 60% of the cells were activated 

against unloaded mCD1d+ cells (Fig 4B, white circles). This cross-reactivity was not inhibited by 

L363. Moreover, the addition of L363 mAb decreased but did not completely inhibit the 

reactivity of this cell line against GalCer-loaded mCD1d+ target cells (Fig 4B, black circles). 

Indeed, the percentages of CD107+ cells were identical regardless of whether the iNKT cell line 

was stimulated by GalCer-loaded targets in the presence of a high concentration of L363 mAb 

or by unloaded target cells. These results demonstrate that the self-antigens presented by 

mCD1d and recognized by the TCR of this cell line are unlikely to be −glycosylceramides. 

Although the Donor#2 SN cell line also cross-reacted against mCD1d target cells loaded with 

GalCer, no reactivity was observed in the absence of GalCer loading, preventing any 

evaluation of the type of endogenous lipids recognized using L363 mAb. 

 

Our results therefore indicate that the self-reactivity modalities differ between the two iNKT 

cell lines studied, suggesting that both cell lines might recognize different antigenic complexes, 

most likely due to the expression of different TCRs.  

 

Molecular characterization of self-reactive iNKT cell lines 

 

To test this hypothesis, we sequenced the TCRs of 4 iNKT cell lines (Donor#1 SN and SP, 

Donor#2 SN and SP) using paired-end MiSeq technology. Each self-reactive cell line presented 
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a major sequence (Donor#1 SP, Frequency=93%; Donor#2 SN, Frequency=82.7%) that was not 

found in any other cell line (Table 1, threshold<0.2%). However, 5 and 2 different sequences 

were expressed at more than 5% in Donor#1 SN and Donor#2 SP non-self reactive cell lines, 

respectively.  

Our results therefore indicate that the two self-reactive iNKT cell lines express different TCRs. 

In addition, since these TCRs were not found in non-self-reactive cell lines, a specific iNKT TCR 

signature could be a prerequisite for iNKT self-reactivity. 

 

The analysis of TCR sequencing showed that both self-reactive cell lines were mainly 

oligoclonals. In order to carry a thorough analysis of the potential molecular mechanisms 

implicated in self-reactivity, both cell lines were cloned. Twelve clones were obtained from 

Donor#2 SN but cloning of the Donor#1 SP iNKT cell line was unsuccessful. The iNKT TCR 

sequencing revealed strictly identical  and  sequences between the 12 clones, corresponding 

to the major sequence found in the parental oligoclonal Donor#2 SN cell line (data not shown). 

The autoreactivity potential of each clone was first assessed by degranulation against target 

hCD1d+ cells loaded with GalCer or not (DMSO condition). The results showed that all clones 

were reactive against GalCer-loaded target cells (Fig 5A and data not shown). Surprisingly, the 

percentage of activated cells triggered by unloaded hCD1d+ target cells varied among clones, 

from about 10% of activated cells for clones C20, C13, C29, C4 and C6 to about 75% for the 

clone C12 (Figure 5). Importantly, the observed variability in self-reactivity between clones was 

not correlated with variations in TCR expression, as the different clones expressed similar CD3 

expression levels (data not shown).  

Thus, despite an identical TCR sequence, the different clones presented variable autoreactivity 

potential, showing that the TCR sequence was not sufficient to explain self-reactivity of these 

clones and suggesting that other mechanisms probably influenced iNKT cell sensitivity for CD1d 

molecules presenting endogenous lipids.  

 

The expression of the SYK Tyrosine kinase modulates the self-reactivity of iNKT cell lines.  

 

To address the latter hypothesis, the transcriptome of clones was determined by RNA 

sequencing. We compared how gene expression differed between a group of the most self-
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reactive clones (C12, C5 and C1 clones) and a group of the least self-reactive clones (C13, C6 

and C4 clones). The results, plotted as a Volcano Plot in Figure 6, showed that 5 genes (Ier2, 

Cd69, Btg2, JunB and Dusp2 genes) were over-expressed by C13, C6 and C4 clones compared 

to the other clones group (Fold Changes>3, FDR<0.05) and 1 gene (Syk) by C12, C5 and C1 

clones compared to the less self-reactive clones (Fold Change>20, FDR<0.05). The Syk (Spleen 

tyrosine kinase) gene encodes a Tyrosine kinase protein implicated in immune receptor 

signaling [27]. The expression of the SYK protein in the various clones was confirmed by 

intracellular immunostaining (Fig 7A) and was correlated to the number of reads of Syk gene 

transcripts determined in each clone (data not shown). For example, less than 0.5% of cells of 

the clones C13 (30 reads) and C6 (92 reads) were SYK+, while more than 99% of cells of the 

clone C12 (2762 reads) expressed this protein. Importantly, the expression of SYK protein was 

highly correlated with the autoreactivity potential of the clones (Fig 7B; r=0.9286, p<0.01). To 

evaluate if the SYK protein expression could influence the reactivity threshold of iNKT cells, the 

activation of some prototypical clones in terms of SYK expression (C12, C19 and C6) were 

evaluated against hCD1d+ target cells loaded with increasing concentrations of GalCer (range: 

0-100 g/mL). The percentage of activated cells (Fig 7C) and the half maximal response (TNF 

EC50) was determined for each clone (Fig 7D). Interestingly, the means of TNF EC50 for each 

clone followed the SYK expression level (C6: 6.01x10-7 g/mL; C19: 1.14x10-7 g/mL; C12: 6.75x10-

8 g/mL) and significantly differed between the C6 and the C12 clones (p<0.05), respectively 

slightly and highly autoreactive. Thus, the GalCer concentrations required to activate positive 

SYK clones were lower than those required to activate negative SYK clones, suggesting that SYK 

expression increases the overall functionality (EC50) of iNKT cells, lowering their activation 

threshold. 

 

Altogether, these results indicate that the self-reactivity potential of clones derived from the 

Donor#2 SN cell line is associated with the expression level of SYK kinase. 

 

Discussion 

 

Immune responses aim to defend organisms against pathogenic antigens. But the cross-

reactivity of immune receptors (BCR and TCR for B and T lymphocytes, respectively) can lead 
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to autoimmune diseases and graft rejection in the context of transplantation. Invariant NKT 

cells are no exception to the rule. Several authors have already suggested that iNKT cells are 

able to recognize self-lipids presented by CD1d molecules on the surface of APCs. For example, 

sulfatide lipid [28] and phospholipids such as lysophosphatidylcholin (LPC) and 

lysosphingomyelin (LSM) [29, 30] activate human iNKT cells. Nevertheless, the molecular bases 

of self-reactivity remain poorly defined.  

In this study, we generated two self-reactive iNKT cell lines from iNKT cells circulating in the 

blood of healthy donors and analyzed their molecular and functional characteristics. In both 

cases, the self-reactive cells did not represent the entire iNKT cell compartment of individuals 

but only a proportion. Thus, our result indicates that self-reactivity is limited to certain iNKT 

subsets and is not a feature common to all iNKT cells. Several particular tetramers were used 

to seek self-reactive iNKT cells. The unloaded-CD1d tetramers stained only one of the two self-

reactive iNKT cell lines. Others have already used this tool to identify self-reactive murine iNKT 

cells. Mallevaey et al. generated mouse hybridomas expressing transgenic iNKT TCRs and 

stained hybridomas with self-mCD1d tetramers. While most of self-mCD1d positive hybridomas 

recognized unloaded-mCD1d+ target cells, one self-mCD1d negative hybridoma from this study 

was also activated by this type of target [20]. Thus, our data are consistent with this study, and 

indicate that the unloaded-mCD1d tetramer does not allow a systematic identification of self-

reactive iNKT cells. Similarly, the OCH-CD1d tetramers were not sufficient to identify self-

reactive iNKT cells in our hands, though Matulis et al. have demonstrated that human OCHhigh 

iNKT clones were able to recognize unloaded and OCH-loaded hCD1d+ target cells, unlike the 

OCHlow iNKT clones [21]. 

Both populations of self-reactive iNKT cells recognize unloaded-hCD1d+ target cells that express 

endogenous lipids. This recognition depends on the CD1d molecule and experiments with a 

blocking GalCer-mCD1d antibody (clone L363) showed that the antigens recognized were 

unlikely to be -glycosylceramides, [31]. The self-lipids recognized by the two autoreactive lines 

are possibly varied and different. Indeed, in functional assays, two types of target cells were 

used (Hela and C1R cell lines) which do not necessarily express the same lipids. We cannot 

exclude that the TCR of the self-reactive iNKT cell lines recognize only the CD1d protein, in the 

absence of direct contact with the lipid, akin to what was recently reported for the 

autoreactivity of CD1a-reactive T cells [32] and CD1c-reactive T cells [33]. The ignored lipids 
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would correspond either to small ligands buried in the CD1 cleft or to ligands whose exposed 

area remains on the far margin of the CD1 surface far from the part recognized by the TCR [34].  

Our study was continued by the cloning of a self-reactive cell line (Donor#2 SN). The derived 

iNKT clones expressing strictly identical TCRs, showed very different self-reactivity profiles, 

correlating with their SYK expression level. In addition, we demonstrate that this expression of 

SYK also impacts the iNKT cell activation threshold, as the more iNKT clones express the SYK 

protein, the lower their EC50 of GalCer. Within the SYK family of Tyrosine kinases, the SYK 

protein has been described as being recruited by phosphorylated ITAM domains of BCR and 

FcR, while the ZAP70 protein expression is more restricted to the T and NK lineages [27]. These 

proteins transduce signals for the development, activation, differentiation and migration of 

immune cells. The SYK expression is however important in the early stages of T-cell 

development, as it increases from the double negative stage to the stage where the pre-TCR is 

expressed [35]. SYK plays a key role in pre-TCR signaling, while ZAP-70 is important for TCR 

signaling [36]. Then, the SYK expression is down-regulated without being completely 

extinguished in humans [35]. SYK has been shown to be a more active kinase in vitro, and to 

induce stronger activation in T cells than ZAP-70 [37]. Moreover, it has been suggested that the 

signaling via SYK can compensate for the loss of ZAP-70 function [35] and be involved in several 

autoimmune diseases in mice [38-40] and humans [41]. In a murine model of antibody-induced 

arthritis, activated iNKT cells have been shown to express phosphorylated SYK proteins and to 

be involved in the development of the disease [38]. Therefore, in particular contexts 

(deficiencies, inflammation, autoimmune diseases), a modification of SYK expression could 

decrease activation threshold of T lymphocytes notably iNKT cells. Two origins are more likely 

to be considered for these “hypersensitive” iNKT cells: either they maintain a high SYK 

expression level after the pre-TCR stage and thymus export, or their SYK expression level is 

increased in the periphery under specific conditions. In accordance with the latter hypothesis, 

it has already been described that an inflammatory context can decrease the reactivity 

threshold for activating iNKT cells against self-antigens [17].  

We investigated SYK expression in the self-reactive iNKT cell line Donor#1 SP by flow cytometry, 

these cells were SYK negative (data not shown). Thus, the proprieties of self-reactivity in this 

cell line were not dependent of SYK expression. Each self-reactive iNKT cell line expressed a 

major non-recurrent TCR sequence, with little sharing between iNKT cells of both donors. The 
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TCR affinity for a self-lipid/CD1d complex determined by its sequence, or perhaps more 

precisely by its CDR3 loop as suggested by others [20, 21], seems to have a profound impact 

on iNKT cell self-reactivity function. Moreover, the TCR signaling pathway could increase this 

self-reactivity, as demonstrated here with the recruitment of the SYK molecule.  As illustrated 

with the self-reactive iNKT cell line Donor#1 SP, other mechanisms potentially modeling TCR 

signaling sensitivity might also be involved. Gui et al., have reported that transduction of TCR 

chains of a high CD1d autoreactive mouse iNKT cell line generated the GalCer/CD1d specificity 

but not the self-reactivity, suggesting that a CDR3 or TCR sequence is not necessarily sufficient 

to confer self-reactivity [42].  It would be interesting to clone individually the TCR of the two 

self-reactive iNKT cell lines into TCR-deficient SYK- and SYK+ cells to further understand the 

molecular basis of self-reactivity. This would make it possible to separate the impact of TCR 

sequence from the impact of the SYK molecule expression. 

  

In conclusion, to our knowledge, this is the first time that i) self-reactive iNKT cells have been 

identified in humans without genetic manipulation and ii) the implication of a TCR-signaling 

molecule is highlighted in iNKT self-reactivity. 

 

Materials and Methods 

 

Blood samples 

Human peripheral blood samples were obtained from anonymous healthy adult volunteers 

after informed consent in accordance with the local ethics committee (Etablissement Français 

du Sang, EFS, Nantes, France, procedure PLER NTS-2018-21). Peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) were isolated by Ficoll® density gradient (LMS, Eurobio) and resuspended in RPMI 

1640 medium (ThermoFisher Scientific) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, 

Corning), 2 mM GlutaMAX (ThermoFisher Scientific) and penicillin-streptomycin 0.5% 

(ThermoFisher Scientific) (here-after referred to as RPMI complete medium) to be counted and 

immediately used for GalCer-CD1d tetramer magnetic enrichment procedure. 
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Glycolipids and CD1d tetramers 

Biotinylated CD1d monomers (GalCer (PBS57)-CD1d, OCH-CD1d and unloaded-CD1d), 

produced in HEK293 cells, were obtained from the National Institutes of Health (NIH) Tetramer 

Core Facility. Tetramerization of monomers was performed with PE- or APC-labeled 

streptavidins (Prozyme) at a molar ratio of 4: 1. The GalCer (PBS57) synthetic glycolipid used 

was purchased from Sigma-Aldrich. 

 

Tetramer-based immunomagnetic enrichment protocol 

Between 250.106 and 350.106 PBMCs, freshly purified by Ficoll, were incubated in 200 μL 

conjugated GalCer-CD1d tetramers diluted to 3,75 μg/mL in PBS (Phosphate Buffered Saline) 

plus 2% FBS for 30 minutes on ice. After washes, cells were incubated with 70 μL anti-PE or 

anti-APC antibodies-coated immunomagnetic beads (Miltenyi Biotec) in 500 μL cold sorter 

buffer (PBS, EDTA 0.02%, BSA 0.5%) for 20 minutes on ice. The tetramer-stained cells were then 

enriched as previously described [22, 23, 43]. The resulting enriched fractions were stained 

with anti-human CD14, -CD19, -CD3 (BD Biosciences), -V24 (Beckman Coulter) antibodies and 

Zombie NIR Dye (BioLegend). 

 

Generation of iNKT cell lines and clones 

iNKT cell lines were obtained after sorting with a FACS Aria III sorter (BD Biosciences) of 

enriched GalCer-CD1d tetramer+ cells, also positive for CD3 and V24 expression and 

negative for CD14, CD19 and Zombie NIR Dye. iNKT cell clones were obtained from an iNKT cell 

line after single cell sorting with a FACS Aria III sorter. Cells were expanded in vitro under 

nonspecific conditions using recombinant human IL-2 (rhIL-2, 300 U/mL, Novartis), 

leucoagglutinin (1 μg/mL, Sigma Aldrich), 35 Gy-irradiated PBMCs and B-lymphoblastoid cells 

lines. iNKT cell lines and clones were maintained for 3 weeks without restimulation in RPMI 

1640 medium supplemented with 8% of human serum, 2 mM GlutaMAX, penicillin-

streptomycin 0.5% and 300 U/mL rhIL-2 before analysis. The specificity and purity of iNKT cells 

were assessed with anti-CD3, -V24, and -V11 (Beckman Coulter) antibodies and appropriate 

CD1d tetramers. 
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Functional assays 

100.103 iNKT lymphocytes were incubated with target cells (Hela or C1R cell lines) expressing 

or not human CD1d molecules at an Effector:Target (E:T) ratio of 1:1 during 4 hours at 37°C. 

Target cells were previously loaded or not with GalCer at 1 g/mL overnight and were washed 

before the coculture. Degranulation assays were performed adding anti-CD107a/b antibodies 

(BD Biosciences), monensin and BFA (both at 10 g/mL, Sigma Aldrich) during the coculture in 

RPMI complete medium. When appropriate, target cells were incubated with anti-hCD1d 

blocking or relevant isotype control antibodies (eBiosciences) at 10 g/mL during 15 minutes 

at room temperature before adding iNKT cells. SYK expression and TNF cytokine detection 

were performed in an intracellular staining protocol, using Foxp3 Staining Buffer Set 

(eBioscience) and anti-human TNF or -SYK antibodies (BioLegend). The stained cells were 

analyzed on a FACS Canto II flow cytometer (BD Biosciences). For experiments with anti-

GalCer-mouse CD1d antibody, A20 target cells expressing mouse CD1 molecules were loaded 

overnight with different concentrations of GalCer (range:0-1 g/mL) and cocultures with iNKT 

lymphocytes was performed at a E:T ratio of 1:1 in presence of blocking anti-GalCer-mouse 

CD1d antibody (clone L363) at a final concentration of 10 g/mL (kindly provided by SA Porcelli) 

or relevant isotype control antibody. 

 

Cytolitic assays 

Cytolytic activity was assessed through standard 51Cr release assays. Target cells were 

previously loaded or not with GalCer at 1 g/mL overnight. After washing, they were labeled 

with 51Cr (75 mCi for 1.106 cells) for 1h at 37°C, washed three times with complete culture 

medium, plated at 3.103 cells per well, and iNKT lymphocytes were added at a E:T ratio of 20:1 

in 96-well round-bottom plates. After a 4h coculture at 37°C, 51Cr released activity was 

measured in supernatants using a scintillation counter (MicroBeta, Perkin Elmer, Courtaboeuf, 

France). Each test was performed in triplicates. The percentage of cytotoxicity was determined 

with the formula: ((experimental release - spontaneous release)/(maximum release - 

spontaneous release))*100. Maximum and spontaneous releases were determined by adding 

1% Triton X-100 (Sigma Aldrich) or complete medium respectively, to 51Cr-labeled target cells 

in the absence of iNKT lymphocytes. 
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iNKT TCR sequencing  

Total RNA was purified from 5.106 iNKT clones using NucleoSpin RNA Plus Kit (Macherey-Nagel), 

according to the manufacturer’s recommendations, and total RNA elution product was reverse 

transcribed using SuperScript III reverse transcriptase (ThermoFisher Scientific) at 10 units/L. 

cDNA was subsequently amplified using Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polymerase (New 

England BioLabs) and primers targeting variable region of  (forward 5'-

GAGTCCTCAGTCCCTGATCAT-3’ and reverse 5‘-GCAGACAGACTTGTCACTGGA-3’) and  (forward 

5‘-CTACCAGACCCCAAGATACCT-3’ and reverse 5‘-TCTCTGCTTCTGATGGCTCAA-3’) chains. 

Amplified samples were purified from agarose gels with NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up Kit 

(Macherey-Nagel), according to the manufacturer’s recommendations. Purified PCR products 

were sequenced at Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany). Sequences were analyzed by 

IMGT/V-Quest to identify V(D)J segments. 

To identify the variable region of  chain of iNKT cell lines, the same protocol was performed 

using forward and reverse primers including target sequences suitable for nextera indexage.  

Barcodes were further introduced by PCR with indexed nextera and the amplicons were 

sequenced at the IRIC's Genomics Core Facility at Montreal. Paired-end MiSeq technology 

(Miseq Reagent Nano kit v2 (500 cycles) from Illumina, Inc. San Diego, CA, USA) was used, with 

a 2 x 250 bp setup. Results were analyzed according to the MiXCR documentation. 

 

 

RNA sequencing 

After RNA extraction from 5.106 iNKT clones, between 0.9 g and 2.7 g of total RNA elution 

product was sent to the IRIC's Genomics Core Facility at Montreal for the RNAseq analysis with 

a Next-Seq HighOutput 75 cycles chip in Single-end. For analysis, two groups of three clones 

were compared: the least autoreactive clones (C13, C4, C6) and the most autoreactive ones 

(C12, C1, C5). To identify differential gene expression between the two groups, we performed 

negative binomial tests using the Bioconductor package DGESeq on R. Normalization was 

realized to exclude non-expressed and extreme genes. Differential gene expression analysis 

was carried out using the statistic test Wald (Fold Change >1 and P-value <0.05 (5% FDR). Data 

are represented in a VolcanoPlot.  
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Statistical analysis 

Analyses were performed using Graph Pad Prism software (San Diego, CA). A two-tailed 

Spearman’s test was used to evaluate a correlation between the percentage of protein SYK 

expression and the autoreactivity potential of the different iNKT clones (percentage of 

activated (CD107+ within CD3+ cells) clones against unloaded hCD1d+ target cells).  A Friedman 

test, with Dunn’s multiple comparison test, was used to compare the EC50 of C6, C12 and C19 

clones after normalization of percentages of TNF+ cells within CD3+ cells. 
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Figures Legends 

 

Figure 1. Generation of iNKT cell lines and use of soluble fluorescent unloaded-CD1d tetramers 

to identify self-reactive iNKT cells. (A) Gating strategy for flow cell sorting of iNKT cells. After 

magnetic enrichment with GalCer-CD1d tetramers from human PBMCs, enriched cells were 

stained with anti-CD14, -CD19, -CD3, -V24 antibodies and Zombie NIR Dye. Lymphocytes were 

identified by their scatter properties (FSC-A x SSC-A plot) and iNKT lymphocytes as living 

CD3+CD14-CD19-V24+GalCer-CD1d+ cells were sorted by FACSARIA III flow cell sorter. 

Representative images from one donor out of 7 are shown (number of replicates per donor=1). 

The same gating strategy was used for the 6 other donors. (B) After in vitro expansion under 

non-specific polyclonal conditions, iNKT cell lines were stained with fluorescent unloaded-CD1d 

tetramers. A representative image from one iNKT cell line out of 7 is shown (number of 

replicates per iNKT cell line=1). In this example, 1.6% of iNKT cells were unloaded-CD1d+. The 

mean  SEM obtained with the 7 total iNKT cell lines was about 1.8%  0.8. (C) Unloaded-CD1d- 

(Self Negative, SN) and unloaded-CD1d+ (Self Positive, SP) cells were sorted by FACS ARIA III 

flow cell sorter and expanded. The iNKT phenotype and the purity of sorted cell lines were 

assessed by staining with anti-CD3, -V24, -V11 antibodies and with GalCer and unloaded-

CD1d tetramers. Representative images from SN and SP cell lines obtained from Donor 2 (a 

donor out of 7) are shown and are from a single experiment representative of 3 independent 
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experiments (number of replicates per experiment=1). The MFI for tetramer stainings are 

indicated in the dot plots. (D-E) Functional assays were performed to determine the self-

reactivity potential of SN (white bars) and SP (black bars) iNKT cell lines generated from the 7 

donors. Target cells were previously loaded with 1 g/mL of GalCer or not (DMSO condition). 

(D) After 4h-coculture with human CD1d+ (hCD1d+) target cells, TNF production by iNKT cells 

was evaluated by intracellular staining and data were collected by FACSCANTO II cytometer. 

Data are shown as means + SEM of percentages of TNF+ cells within CD3+ cells and are 

obtained from 3 independent experiments for each of the 14 iNKT cell lines (number of 

replicates per experiment=1). (E) After 4h-coculture between 51Cr-stained hCD1d+ or hCD1d- 

target cells and SN or SP iNKT cell lines from Donor#1 and Donor#2, cytolytic activity was 

evaluated by 51Cr release. Data are shown as means + SEM of percentages of cytotoxicity and 

are obtained from 3 independent experiments (number of replicates per experiment=3). 

 

Figure 2. Binding capacity of OCH-CD1d tetramers by self-reactive cell lines and correlation with 

self-reactivity. (A) The two self-reactive cell lines (Donor#1 SP and Donor#2 SN) were stained 

with soluble fluorescent OCH-CD1d tetramers. The data were collected by FACSCANTO II 

cytometer and show that >94% of cells were OCH-CD1d+ in both cell lines. Representative 

images from one independent experiment out of 3 are shown (number of replicates per 

experiment=1). (B) Correlation was analyzed between self-reactivity of the 14 iNKT cell lines 

(SN and SP cell lines from 7 donors) and their OCH-CD1d binding capacity. The self-reactivity 

potential was evaluated by the percentage of TNF+ cells within CD3+ cells obtained in cytokine 

production assays against unloaded target cells. The OCH-CD1d tetramer binding capacity 

corresponds to the percentage of OCH-CD1d+ cells obtained after tetramer staining of the iNKT 

cell line. Data are shown as percentages of OCH-CD1d+ cells from a single experiment 

representative of 3 independent experiments (number of replicates per experiment=1) and 

means  SEM of percentages of self-reactivity obtained from 2 independent experiments 

(number of replicates per experiment=1).  

 

Figure 3. Use of soluble fluorescent OCH-CD1d tetramers to identify self-reactive iNKT cells. (A) 

After expansion under non-specific polyclonal conditions, newly generated iNKT cell lines (see 

Figure 1 and Material & Methods) were stained with fluorescent OCH-CD1d tetramers. A 
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representative image of an iNKT cell line out of 4 is shown (number of replicates per iNKT cell 

line=1). In this example, 46.6% of iNKT cells were OCH-CD1d+. The range obtained with the 4 

total iNKT cell lines was about 23.1-83.4%, n=4. (B) OCH-CD1d negative and OCH-CD1d positive 

cells were sorted by FACS ARIA III flow cell sorter and expanded. The iNKT phenotype and the 

purity of sorted cell lines were assessed by staining with anti-CD3, -V24, -V11 antibodies and 

GalCer- and OCH-CD1d tetramers. Representative images of an OCH-CD1d negative and an 

OCH-CD1d positive cell lines out of the 8 obtained are shown and are from a single experiment 

representative of 3 independent experiments (number of replicates per experiment=1). The 

MFI for tetramer stainings are indicated in the dots plots. (C-D) Functional assays were 

performed to determine the self-reactivity potential of OCH-CD1d+ (black bars) and OCH-CD1d- 

(white bars) iNKT cell lines. Human CD1d+ target cells were loaded with 1 g/mL of GalCer or 

not (DMSO condition). After 4h-coculture with target cells, TNF production by iNKT cells was 

evaluated by intracellular staining and data were collected by FACSCANTO II cytometer. (C) 

Representative images of an OCH-CD1d negative and an OCH-CD1d positive cell lines derived 

from Donor 4 (a donor out of 4) are shown and are from a single experiment representative of 

2 independent experiments (number of replicates per experiment=1). (D) Data are shown as 

means + SEM of percentages of TNF+ cells within CD3+ cells for each of the 8 iNKT cell lines 

and are obtained from 2 independent experiments (number of replicates per experiment=1). 

 

Figure 4. Activation modalities of self-reactive iNKT cell lines. (A) Functional assays were 

performed to determine the implication of TCR/CD1d interaction in self-reactivity. After 4h-

coculture with unloaded hCD1d+ or hCD1d- target cells in presence of an anti-human CD1d 

blocking mAb or an isotype control Ab, TNF production by SN or SP iNKT cell lines from 

Donor#1 and Donor#2 was evaluated by intracellular staining and data were collected by 

FACSCANTO II cytometer. Data are shown as means + SEM of percentages of TNF+ cells within 

CD3+ cells for each of the 4 iNKT cell lines and are obtained from 3 independent experiments 

(number of replicates per experiment=1). (B) Functional assays were performed to analyze the 

type of lipid recognized. Mouse CD1d+ target cells were loaded with different concentrations 

of GalCer (range:0-1 g/mL). After 4h-coculture with target cells in the presence of an anti-

GalCer-mCD1d blocking mAb (clone L363, black symbols) or an isotype control mAb (white 

symbols), degranulation (CD107 staining) by self-reactive Donor#1 SP and Donor#2 SN iNKT cell 
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lines was evaluated by extracellular staining and data were collected by FACSCANTO II 

cytometer. Data are shown as means of percentages of CD107+ cells within CD3+ cells for each 

of the 2 iNKT cell lines and for each GalCer concentration and are obtained from 3 

independent experiments (number of replicates per experiment=1). Data from Donor#1 SP 

iNKT cell line are represented with circles and data from Donor#2 SN with squares.  

 

Figure 5. Reactivity of cell clones derived from a self-reactivity iNKT cell line. Functional assays 

were assessed to determine the self-reactivity potential of 12 clones generated from Donor#2 

SN iNKT cell line. Human CD1d+ target cells were loaded with 1 g/mL of GalCer or not (DMSO 

condition). After 4h-coculture with target cells, degranulation (CD107 staining) by iNKT cells 

was evaluated by extracellular staining and data were collected by FACSCANTO II cytometer. 

(A) Representative images of C20 and C12 clones (two clones out of 12) against GalCer or 

unloaded target cells are shown and are from a single experiment representative of 3 

independent experiments (number of replicates per experiment=1). (B) Percentages of CD107+ 

cells obtained after stimulation by unloaded hCD1d+ cells are normalized with respect to that 

observed after stimulation by GalCer-loaded hCD1d+ cells. Data are shown as means + SEM 

of percentages of relative CD107+ cells within CD3+ cells for each of the 12 clones and the 

parental Donor#2 SN iNKT cell line and are obtained from 3 independent experiments (number 

of replicates per experiment=1). 

 

Figure 6. Transcriptome analysis of 6 clones derived from the self-reactive iNKT cell line 

Donor#2 SN. RNA sequencing was performed with a Next-Seq HighOutput 75 cycles chip in 

Single-end. Two groups of three clones were compared: the least self-reactive clones (C13, C4, 

C6) and the most self-reactive ones (C12, C1, C5) by negative binomial tests. Data are 

represented in a VolcanoPlot. Genes indicated by a green circle correspond to differentially 

expressed genes by one of the two groups compared to the other group (Fold Change >1 and 

P-value <0.05). Data are obtained from one sample for each of the 6 clones. 

 

Figure 7. Analysis of the role of SYK Tyrosine kinase in self-reactivity. (A) The expression of SYK 

protein was evaluated by intracellular staining in clones derived from the self-reactive iNKT cell 

line Donor#2 SN. Cells were stained with an isotype control antibody (grey histograms) or an 
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anti-SYK antibody (white histograms) and data were collected by FACSCANTO II cytometer.  

Data are obtained for each of the 7 clones from a single experiment representative of 3 

independent experiments (number of replicates per experiment=1). (B) Correlation between 

the SYK protein expression and the self-reactivity potential of iNKT clones. Each point 

corresponds to the percentage of SYK positive cells plotted against the means  SEM of 

percentage of activated (CD107+) cells within CD3+ cells assessed with unloaded hCD1d+ target 

cells in a given clone. The r and p values were calculated using a Spearman’s test (n=7). Data 

are obtained for each of the 7 clones from a single experiment representative of 3 independent 

experiments (number of replicates per experiment=1) of SYK expression and from 3 

independent experiments of self-reactivity assay (number of replicates per experiment=1). (C) 

Functional assays were assessed to determine the EC50 of C12, C19 and C6 clones. Human 

CD1d+ target cells were loaded with different concentrations of GalCer (range: 0-100 g/mL). 

After 4h-coculture with target cells, TNF production by iNKT cells was evaluated by 

intracellular staining and data were collected by FACSCANTO II cytometer. Data are shown as 

means  SEM of percentages of TNF+ cells within CD3+ cells depending on the logarithm of 

GalCer concentration for each of the 3 clones and are obtained from 3 independent 

experiments (number of replicates per experiment=1). (D) EC50 values were calculated after 

normalization of activated (TNF+ cells within CD3+ cells) iNKT cells and compared by a 

Friedman’s test with a Dunn’s multiple comparison test.  Data are shown as means  SEM of 

TNF EC50 for each of the 3 clones and obtained from 3 independent experiments (number of 

replicates per experiment=1). 
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Table 1. TCR sequence analysis of two self-reactive iNKT cell lines (Donor#1 SP and Donor#2 SN) 

and two non self-reactive iNKT cell lines (Donor#1 SN and Donor#2 SP). TCR sequencing was 

performed by paired-end MiSeq technology. Results present CDR3 nucleotide sequences 

expressed at more than 5% in the respective iNKT cell lines and the corresponding percentages 

of reads. 

 

iNKT cell 

line 

CDR3 nucleotide sequence Percentages 

of reads 

Donor#1 

SN 

TGTGCCAGCAGTGAAGGTCCATCGGGAGTCCATGGCTACACCTTC 27.2 

TGTGCCAGCGGCCAGGGGGCAAGCGGGGGATACGAGCAGTACTTC 16.5 

TGTGCCAGCAGTGACGACAGGGGGCGAAGGGAGACCCAGTACTTC 10.7 

TGTGCCAGCGGAGAGGGGAACATTCAGTACTTC 10.3 

TGTGCCAGCAGTGAACGGAACTACGAGCAGTACTTC 5.5 

Others (n=105) 29.8 

Donor#1 

SP 

TGTGCCAGCAGCTCTCTTTGGCCGAGCTCCTACAATGAGCAGTTCTTC 93.0 

Others (n=12) 7.0 

Donor#2 

SN 

TGTGCCAGCACCCCCAGAACGGAGGGGAGTGAAAAACTGTTTTTT 82.7 

Others (n=23) 17.3 

Donor#2 

SP 

TGTGCCAGCAGGGACAGGGGCCCTAATGAAAAACTGTTTTTT 82.2 

TGTGCCAGCAGTGAACGAGACAGACCGAACACTGAAGCTTTCTTT 8.3 

Others (n=10) 9.5 
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Deuxième partie : Le développement des cellules iNKT 

humaines 

 

Comme chez la souris, les cellules iNKT humaines se développent dans le thymus. Néanmoins, l’étude de la différenciation de ces cellules chez l’Homme est très complexe d’une part du fait de l’accès restreint aux échantillons thymiques humains, et d’autre part 
du fait de la rareté de ces cellules. Très peu de données sont donc disponibles à ce sujet, et à notre connaissance, rien n’est encore déterminé par exemple concernant la 

progression du phénotype des thymocytes iNKT humains, ni concernant la différenciation 

terminale en sous-populations distinctes. Grâce à une collaboration avec l’équipe du 
professeur en chirurgie cardiaque pédiatrique Olivier Baron, nous avons pu obtenir des échantillons de thymus d’enfants opérés pour une défaillance cardiaque. Pendant l’enfance, le thymus étant volumineux, il est gênant pour accéder au cœur, c’est pourquoi il est retiré afin de réaliser l’opération. Ayant accès à ces échantillons rares, nous avons 

donc cherché à décrire le processus de développement des cellules iNKT au sein de cet organe. Avec l’utilisation de tétramères révélant les cellules iNKT autoréactives, nous 
pensions pouvoir observer des phénomènes de sélection positive et/ou négative. 

Malheureusement, les tétramères que nous avons testés dans la première partie de mon projet de thèse sur l’autoréactivité ne se sont pas révélés être utilisables à ces fins. 
Néanmoins grâce aux tétramères CD1d-GalCer, nous avons pu identifier des thymocytes 

iNKT humains et étudier la fréquence de la population totale et des différents 

compartiments définis par les marqueurs CD4 et CD8. Nous avons également étudié l’expression de marqueurs membranaires révélant la progression de ces cellules, ainsi 

que des facteurs de transcription définissant les sous-populations de cellules iNKT. Pour 

finir, nous avons trié des thymocytes iNKT et après stimulation et mise en culture, nous 

avons testé leur potentiel autoréactif et déterminé leur expression en protéine SYK. 
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Matériel et Méthodes 

Thymus et protocole de dilacération Des thymus d’enfants, âgés de quelques jours à 6 ans, séronégatifs pour le HCMV, HCV et 
HIV, nous ont été fournis par le bloc de chirurgie cardiaque pédiatrique du CHU de Nantes 

(Pr Olivier Baron). Cette étude a été approuvée par les comités éthiques, local (Comité de Protection des Personnes Ouest IV 42/10), et national (Ministère de l’Enseignement 
Supérieur et de la Recherche DC-2010-1227). 

Les prélèvements ont été récupérés le jour même de l’opération et ont été conservés à 4°C 
dans du milieu RPMI 1640 (Gibco) supplémenté à 8% en SVF (Corning), 2 mM en 

glutamine (GlutaMAX, Gibco) et 0,5% en antibiotiques (pénicilline et streptomycine, Gibco) jusqu’à dilacération (maximum 12h). La dilacération s’est effectuée de manière mécanique à l’aide d’un scalpel dans du milieu RPMI seul. Les cellules récoltées ont été 
filtrées à 70 m à l’aide d’un tamis cellulaire (Falcon), puis les thymocytes ont été séparés 
par gradient de densité (LMS, Eurobio) (Figure 17). Ces thymocytes ont ensuite pu être 

énumérés sur cellule de Malassez (NanoEnTek) et conservés en milieu RPMI supplémenté en SVF, glutamine et antibiotiques à 4°C avant d’être manipulés dans la journée. 

Figure 17 Schéma explicatif du protocole de dilacération mécanique des échantillons de thymus humains avec photo d’un échantillon avant dilacération. Les échantillons de thymus proviennent d’enfants âgés de quelques jours à 6 ans et 
qui doivent subir une chirurgie cardiaque. Ils sont récupérés le jour même de l’opération et conservés à 4°C dans du milieu RPMI supplémenté en SVF, antibiotiques et glutamine. La dilacération s’effectue sous maximum 12 heures, de manière mécanique à l’aide d’un scalpel dans du milieu RPMI seul. Les cellules récoltées sont ensuite filtrées à 70 m avant d’être séparées par gradient de densité. 
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Tétramères CD1d-GalCer et MR1-5-0P-RU 

Les tétramères CD1d-GalCer ont été générés à partir de monomères biotinylés de molécule CD1d humaine chargé avec de l’GalCer. Ces monomères ont été produits par la 

plateforme Tetramere Core Facility du NIH, et gracieusement fournis à notre équipe. La tétramérisation a été effectuée à l’aide de streptavidine, comprenant quatre sites de 
fixation pour la biotine, et couplée au fluorochrome PE (PhycoErythrin) ou APC 

(AlloPhycoCyanin) (Prozyme) dans un ratio molaire 4:1 (Figure 18). Ces tétramères ont 

été utilisés à une concentration finale de 3,75 g/mL.   

 

Les tétramères MR1-5-OP-RU ont été générés de la même manière que les tétramères 

CD1d-GalCer à partir de monomères de MR1 humain chargés avec du 5-OP-RU (TCF, 

NIH), et utilisés à une concentration finale de 5 g/mL. 

 

Enrichissement immunomagnétique des thymocytes iNKT ou MAIT, et de cellules 

iNKT à partir de sang périphérique Les cellules iNKT et MAIT étant rares, des enrichissements immunomagnétiques à l’aide 
des tétramères CD1d-GalCer et MR1-5-OP-RU respectivement ont été réalisés pour 

étudier ces deux types cellulaires. Chaque enrichissement immunomagnétique a été 

réalisé à partir de 1.109 thymocytes totaux récoltés à l’issu du gradient de densité, ou 

250.106 PBMC récoltés à partir de sang périphérique. Les cellules ont été marquées 

pendant 30 minutes sur glace avec le tétramère couplé au fluorochrome PE ou APC, ou les deux dans le cas d’un double enrichissement, dans 300 L de PBS supplémenté à 2% en 

SVF. Après lavage, les cellules ont ensuite été incubées pendant 20 minutes sur glace avec 

50 L de billes magnétiques recouvertes d’anticorps spécifiques des fluorochromes (PE 

Figure 18 Schéma représentatif d’un tétramère CD1d-GalCer. 

Le tétramère CD1d-GalCer est composé de quatre monomères 

biotinylés de molécules CD1d humaine (gris) chargé avec de l’GalCer (vert). Ces monomères sont tétramérisés à l’aide de 
streptavidine (orange), qui comprend quatre sites de fixation 

pour la biotine, et qui est couplé à un fluorochrome (bleu). 
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et/ou APC) (Miltenyi) dans du PBS supplémenté à 0,02% en EDTA et 0,5% en BSA. Après lavage, les cellules sont passées sur des colonnes de séparation LS surmontées d’un filtre 
de 30 m et posées sur un aimant (Miltenyi). Seules les cellules marquées par les 

tétramères et ayant fixé des billes magnétiques restent dans la colonne sous l’effet de l’aimant. Après plusieurs lavages, les cellules sont éluées par action mécanique à l’aide d’un piston dans du PBS supplémenté en EDTA et BSA. La fraction éluée est ainsi enrichie en cellules d’intérêt reconnaissant les tétramères, et peut subir des marquages additionnels dans le but d’être analysée par cytométrie en flux (Figure 19). 

 

Marquages membranaires et intracellulaires 

Différents marquages ont été réalisés sur des échantillons de thymocytes et de PBMC 

enrichis ou non, ainsi que sur des lignées cellulaires d’origine thymique. Les marquages 
membranaires ont été réalisés pendant 20 minutes à 4°C ou sur glace dans du PBS 

supplémenté en SVF. Les anticorps utilisés ciblaient des segments de TCR et des antigènes 

Figure 19 Schéma explicatif du protocole d’enrichissement immunomagnétique en cellules iNKT avec des tétramères 

CD1d-GalCer à partir d’échantillons de thymus humains. Suite au gradient de densité, 1.109 thymocytes récoltés sont 

ensuite utilisés pour réaliser un enrichissement immunomagnétique. Les cellules sont d’abord marquées par le 
tétramère CD1d-GalCer (deux tétramères dans le cas d’un double enrichissement), puis incubées avec des billes magnétiques recouvertes d’anticorps spécifiques du fluorochrome associé au tétramère. L’échantillon est ensuite 
enrichi par sélection positive sur des colonnes de séparation aimantées ne retenant que la fraction marquée par les 

tétramères. Après élution, les cellules sont ensuite marquées avec des anticorps ciblant des antigènes membranaires ou intracellulaires afin d’être analysées par cytométrie en flux. 
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membranaires, et sont listés dans le tableau II. Lorsque des tétramères étaient utilisés, le 

temps de marquage était augmenté à 30 minutes. Un marqueur de viabilité est également ajouté afin d’exclure les cellules mortes (Zombie NIR Dye, BioLegend). Les marquages 

intracellulaires nécessitent en amont une fixation et perméabilisation des cellules 

pendant 30 minutes à température ambiante dans du tampon prévu à cet effet et selon les 

recommandations du fournisseur (Foxp3 Staining Buffer Set, eBioscience). Puis le 

marquage est effectué dans du tampon de perméabilisation à 4°C ou sur glace pendant 30 

minutes. Les anticorps utilisés ciblaient des facteurs de transcription, une molécule de 

signalisation, et une cytokine TNF, et sont listés dans le tableau II. 

 

Calcul des fréquences en cellules enrichies Comme son nom l’indique, l’enrichissement immunomagnétique, nécessaire pour étudier des populations rares, enrichit les échantillons élués en cellules d’intérêt et engendre ainsi un biais dans les fréquences observées. Il ne permet donc pas d’analyser les fréquences 

Tableau II Liste des différents anticorps utilisés lors des marquages membranaires et intracellulaires, avec le type d’antigène ciblé, le fournisseur et le clone. 
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des cellules d’intérêt de façon directe. De plus, la cytométrie en flux engendre une perte de cellules et ne permet donc pas d’analyser la totalité des cellules de l’échantillon récolté suite à l’élution. L’ajout d’un nombre connu de billes de numération (BioLegend) permet néanmoins de déterminer le nombre absolu de cellules d’intérêt dans l’échantillon 
enrichi. Ceci est réalisé en rapportant le nombre de cellules d’intérêt analysées (détectées 
par cytométrie en flux) au nombre de billes analysées par rapport au nombre de billes déposées dans l’échantillon (calcul 1 ci-dessous). Les fréquences en cellules d’intérêt sont 
ensuite déterminées en divisant leur nombre absolu dans la fraction enrichie, par le nombre absolu d’une population cellulaire parente de référence (calcul 3 ci-dessous), par 

exemple la population CD3+, déterminée parallèlement avec un échantillon non enrichi et 

contenant la totalité de la population d’intérêt (calcul 2 ci-dessous). 

 

Tri cellulaire des thymocytes iNKT, amplification et génération de lignées iNKT 

d’origine thymique Suite à l’enrichissement immunomagnétique avec les tétramères CD1d-GalCer, la 

fraction éluée est marquée avec des anticorps ciblant le segment V24 et le CD3. L’échantillon est ensuite passé au cytomètre trieur (Aria III, BD Biosciences) afin de 
récolter les cellules CD3+ V24+ CD1d-GalCer+ dans du milieu RPMI, supplémenté à 8% en sérum humain, 300 U/mL d’IL-2 humaine recombinante (Novartis), glutamine et 
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antibiotiques. Les cellules récoltées sont ensuite amplifiées de manière non spécifique 

avec un mélange de cellules nourricières irradiées à 35 Gy (lymphocytes B transformés par le virus de l’EBV et des PBMC allogéniques) dans un milieu contenant 1 g/mL de PHA (Sigma Aldrich) et de l’IL-2. Les lignées iNKT d’origine thymiques ainsi générées ont été 
utilisées dans des tests fonctionnels après trois semaines de culture. 

 

Tests fonctionnels de dégranulation et de production de cytokines 

Pour tester la réactivité des lignées thymiques iNKT, elles sont mises en contact avec des 

cellules cibles Hela transfectées pour exprimer la molécule CD1d. Les cellules cibles ont été préalablement chargées sur la nuit avec de l’GalCer à 1 g/mL (Sigma Aldrich) ou 

non, dans ce dernier cas elles présentent alors des glycolipides endogènes. Après lavage 

des cellules cibles, les cellules iNKT sont incubées avec les cibles à un ratio 1:1 pendant 4 

heures à 37°C dans du milieu RPMI supplémenté en SVF et antibiotiques, et contenant des 

anticorps fluorescents ciblant le CD107a et b révélateurs de la dégranulation, de la 

monensine et de la bréfeldine A à 10 g/mL final chacune (Sigma Aldrich). Ces deux 

derniers agents bloquent le transport intracellulaire des protéines ce qui conduit à l’accumulation des cytokines produites à l’intérieur des cellules iNKT activées. Après 
lavage, les cellules sont marquées avec l’anticorps anti-CD3 afin de repérer les thymocytes 

iNKT, puis elles sont fixées et perméabilisées pour être marquées avec un anticorps anti-

TNF. 
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Résultats 

Identification des thymocytes iNKT humains 

A partir de dix échantillons de thymus humains, nous avons réalisé un double enrichissement immunomagnétique à l’aide de tétramères CD1d-GalCer sur les cellules 

issues de la dilacération mécanique de ces thymus. Nous avons ensuite réalisé un 

marquage additionnel sur la fraction enrichie avec des anticorps ciblant des antigènes 

membranaires et un marqueur de viabilité, pour finalement passer les échantillons au 

cytomètre en flux. La figure 20 illustre la stratégie de sélection utilisée pour cibler la 

population de thymocytes iNKT. Après sélection des cellules selon leur morphologie 

(morphologie), nous éliminons les doublets en fonction de la taille (singlets FSC) et de la 

granulosité (singlets SSC), puis nous ciblons les thymocytes (CD3+) viables (non marqués 

par le marqueur de viabilité). Parmi ces thymocytes, nous identifions les cellules iNKT 

grâce au double marquage par les tétramères CD1d-GalCer fluorescents en PE et en APC 

(hCD1d-GC+), et par l’expression du segment V24 (V24+). Le marquage par l’anticorps 
anti-V24 n’est pas très fort, du fait d’un encombrement stérique du au double marquage 

par les tétramères, mais aussi à cause de la faible intensité de florescence du fluorochrome FITC couplé à l’anticorps. Etant donné que nous travaillons sur des échantillons d’organe 
entier, il est possible que des débris puissent engendrer un marquage non spécifique. 

Pour pallier à cette éventualité, nous avons ouvert un canal de fluorescence pour lequel nous n’avons pas utilisé d’anticorps (canal vide), et nous avons sélectionné les cellules 
négatives dans cette fluorescence (artefact -) évitant ainsi d’analyser des débris ou autres contaminants. Comme d’autres avant nous, nous avons été en mesure d’identifier des cellules iNKT au sein d’échantillons de thymus humains, justifiant ainsi de la nécessité de 
cet organe dans le développement de ces cellules chez l’Homme. La population CD3+ 

vivante hCD1d-GC+ V24+ artefact - constitue donc la population totale de thymocytes 

iNKT sur laquelle nous avons ensuite analysé différents paramètres. 
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Fréquence des thymocytes iNKT totaux et des compartiments DP, SP4, SP8 et DN 

parmi les cellules CD3+ A l’aide d’un marquage membranaire ciblant les antigènes CD4 et CD8, nous avons analysé 

la répartition des thymocytes iNKT totaux dans les compartiments DP (CD4+CD8+), SP4 

(CD4+CD8-), SP8 (CD4-CD8+) et DN (CD4-CD8-) (Figure 20). L’enrichissement 
immunomagnétique ne permet pas d’analyser les fréquences réelles des cellules d’intérêt. 

Figure 20 Stratégie de sélection des thymocytes iNKT après double enrichissement immunomagnétique et marquages additionnels. Les cellules sont d’abord sélectionnées selon leur morphologie en taille (FSC) et en granulosité (SSC) (dot-

plot FSC-A/SSC-A), puis les doublets son éliminés selon ces deux mêmes paramètres (dot-plots FSC-A/FSC-H et SSC-

A/SSC-H). Les thymocytes CD3+ viables (dot-plot viabilité/CD3) sont ensuite ciblés, puis les cellules iNKT sont 

identifiées grâce au double marquage tétramère (dot-plot hCD1d-GC/hCD1d-GC) et V24 (dot-plot CD3/V24). Un canal vide a été ouvert (histogramme canal vide) afin d’éliminer les artéfacts de marquage. Différents paramètres sont 
finalement analysés sur les cellules CD3+ vivantes hCD1d-GC+ V24+ artefact- correspondant aux cellules iNKT, comme 

par exemple les marqueurs CD4 et CD8 (dot-plot CD8/CD4) pour lesquels les pourcentages de cellules positives sont 

indiqués. Des billes de numération (dot-plot en bas à droite) ont été ajoutées à l’échantillon pour déterminer le nombre exact de cellules d’intérêt récupérées suite à l’élution selon les calculs décrits dans le matériel et méthodes. Une image 
représentative de dix expériences est présentée. 
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Néanmoins, grâce à l’utilisation de billes de numération (Figure 20), et l’analyse d’un 
échantillon non enrichi, nous avons pu calculer les fréquences en cellules iNKT parmi les 

cellules CD3+ (voir le Matériel et Méthodes pour les calculs réalisés). Nous avons ainsi 

déterminé une moyenne de 4,23.10-6 (± 2,2.10-6, n=10) thymocytes iNKT totaux parmi les 

thymocytes (Figure 21). Cette très faible fréquence justifie la nécessité de réaliser un 

enrichissement immunomagnétique en cellules iNKT, puisque sans cela il serait 

impossible de les visualiser par cytométrie en flux. Au niveau thymique, le compartiment 

SP4 (rose) est majoritaire avec un pourcentage de 70,2% et une fréquence de 2,97.10-6, 

puis vient le compartiment DN (gris) avec un pourcentage de 14,2% et une fréquence de 

6,02.10-7, et enfin les compartiments SP8 (bleu) et DP (jaune) très peu représentés avec 

des pourcentages respectifs de 4,6% et 2,4% et des fréquences respectives de 1,94.10-7 et 

1,03.10-7 (Figure 21 et 22A). 

 

En accord avec les résultats de Berzins et ses collaborateurs (Berzins et al., 2005), nos 

résultats mettent en évidence un compartiment majoritaire de cellules iNKT CD4+, et peu 

de cellules iNKT CD4- au niveau thymique chez l’enfant (Figure 22A). A l’inverse, il a été 
montré que dans le sang périphérique, la population majoritaire correspond aux cellules 

iNKT DN (Figure 22B d’après (Kim et al., 2002)). Nous avons pu déterminer, à partir d’échantillons de sang périphérique d’adultes, une fréquence moyenne de 1,73.10-4 (± 

1,1.10-4, n=4) cellules iNKT parmi les cellules CD3+ (mêmes calculs de fréquence que 

décrits précédemment mais à partir de PBMC). En rapportant cette fréquence au 

pourcentage de chaque compartiment en cellules iNKT déterminé au niveau sanguin par 

Kim et ses collègues ((Kim et al., 2002), Figure 22B), nous avons ainsi calculé une 

fréquence de cellules iNKT périphériques CD4+ de 4,67.10-5, CD8+ de 4,15.10-5, DN de 

Figure 21 Fréquences des thymocytes iNKT 

totaux humains parmi les cellules CD3+, et 

des compartiments iNKT DP (CD4+CD8+), 

SP4 (CD4+CD8-), SP8 (CD4-CD8+) et DN (CD4-

CD8-). Les résultats sont représentés par les 

moyennes ± SEM et ont été obtenus à partir 

de 10 échantillons de thymus humains. Les 

calculs ont été réalisés selon le matériel et 

méthodes. 



142 

 

8,48.10-5 et nulle pour les cellules DP (Figure 23, histogrammes noirs). En comparant ces 

dernières avec les fréquences que nous avons déterminées au niveau thymique, on 

observe une perte complète du compartiment DP en périphérie du fait de la sélection de 

ces cellules dans le thymus. Bien que le compartiment CD4+ soit bien moins représenté en périphérie qu’au niveau thymique, il se trouve tout de même amplifié d’un facteur 15. Néanmoins, les plus fortes amplifications entre le thymus et la périphérie s’observent 
pour les compartiments CD8+ et DN avec des facteurs respectifs de 200 et 140 (Figure 23). 

 

 

 

 

 

Figure 22 Répartition des différents compartiments iNKT DP, SP4, SP8 et DN au niveau thymique et en périphérie. A La 

répartition (en %) des compartiments iNKT dans le thymus a été obtenue à partir des fréquences calculées pour 10 échantillons de thymus d’enfants. B La répartition (en %) des compartiments dans le sang périphérique d’adultes a été 
décrite par Kim et al., 2002. 
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Modèle de développement des cellules iNKT humaines 

Nous avons ensuite cherché à déterminer le cheminement que les thymocytes iNKT pourraient suivre lors de leur développement, après l’acquisition d’un TCR fonctionnel 
pouvant reconnaitre le tétramère CD1d-GalCer. Quatre marqueurs, dont l’expression est 

séquentielle au cours de la différenciation thymique des lymphocytes T  

conventionnels, ont été étudiés. Le marqueur CD5 est exprimé dès le stade DN immature, donc avant même l’acquisition d’un TCR mature. Son niveau d’expression au sein des 
thymocytes DP et SP est ensuite corrélé avec la capacité de signalisation du TCR et son 

avidité pour son ligand (Azzam et al., 1998), un complexe CD1d-glycolipide dans le cas 

des cellules iNKT. Le marqueur CD1a est lui aussi exprimé à partir du stade DN immature, 

mais après le marqueur CD5. Son expression est ensuite progressivement perdue après l’étape de sélection positive, au cours de la maturation fonctionnelle des thymocytes DP 
et SP (Res et al., 1997). La sélection positive des thymocytes DP engendre l’expression du 
marqueur CD69, qui peut donc être co-exprimé avec le marqueur CD1a (Swat et al., 1993). 

Pour finir, le marqueur CD44 est exprimé de manière intermédiaire dans les premiers stades DN immatures, puis il est perdu au moment de l’engagement du thymocyte vers la 
différenciation T . Nous ne pouvons pas étudier les stades DN immatures, puisqu’à ces stades les précurseurs de thymocytes iNKT n’ont pas encore acquis un TCR iNKT mature 

Figure 23 Fréquences des compartiments iNKT humains DP, SP4, SP8 et DN parmi les cellules CD3+ dans le thymus et 

le sang périphérique. Les résultats concernant le thymus (blanc) ont été obtenus à partir de 10 échantillons de thymus 

humains, et ceux concernant le sang périphérique (noir) ont été obtenus à partir de fréquences en cellules iNKT totales 

calculées pour 4 échantillons (selon le matériel et méthodes) et rapportés aux pourcentages établis par Kim et al., 2002. 

Les résultats sont représentés par les moyennes ± SEM, et les valeurs exactes des p-value sont indiquées pour chaque 

test et ont été calculées avec un test de Mann-Whitney (thymus n=10 ; périphérie n=4). 
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Nous avons ensuite analysé les quatre compartiments iNKT DP, SP4, SP8 et DN 

séparément pour ces marqueurs (Figure 26). Les thymocytes iNKT DP sont 

majoritairement CD5+ CD1a+ CD69+ CD44low, leur sélection positive est donc engagée et 

révélée par la forte expression du CD1a et du CD69. Le marqueur CD44 semble être en 

cours de réacquisition avec une majorité de cellules CD44low et quelques cellules CD44+. Les thymocytes iNKT SP4 expriment fortement le marqueur CD5, signe d’une forte avidité 
entre le TCR et son ligand. Les marqueurs CD1a et CD69 sont exprimés de manière 

hétérogène par ce compartiment, révélant une maturation progressive de ces cellules 

commençant avec un phénotype CD1a+CD69+, puis CD1a-CD69+, et enfin CD1a-CD69-. Le 

marqueur CD44 est en cours de réacquisition avec quelques cellules CD44low mais une 

majorité de cellules matures CD44+. Les thymocytes iNKT SP8 expriment tous de manière 

intermédiaire le marqueur CD5, mais présentent deux profils bien distincts avec des 

cellules CD1a+CD69+, et des cellules CD1a-CD69low. Cette dichotomie est aussi observée pour le marqueur CD44, avec une partie des cellules l’exprimant fortement et une autre 
partie plus faiblement. Après vérification (non présentée sur la figure), les thymocytes 

iNKT SP8 exprimant faiblement le CD44 sont CD1a+CD69+, ressemblant ainsi aux thymocytes iNKT DP, et viendraient donc d’être sélectionnés positivement. Les 

Figure 25 Marquage membranaire sur des thymocytes iNKT humains totaux. Les quatre marqueurs CD5, CD1a, CD69 

et CD44, identifiés lors du développement des thymocytes T  conventionnels ont été analysés sur les thymocytes 

iNKT. Une image représentative de trois expériences est présentée avec les contrôles isotypiques (haut) et les anticorps 

(bas). Les couleurs des différents compartiments DP, SP4, SP8 et DN ont été conservés par rapport à la figure 20. 
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thymocytes iNKT SP8 exprimant fortement le CD44 sont CD1a-CD69low, et seraient déjà 

bien avancés dans leur maturation. Les cellules iNKT DN expriment le CD5 de manière 

hétérogène, ce qui pourrait être le signe que la rencontre avec le ligand serait assez lointaine en terme de temps, d’où la perte progressive de ce marqueur. Ces cellules sont 
CD1a- CD69low CD44+, révélant ainsi leur fort degré de maturation. 

 

Figure 26 Marquage membranaire sur les différents compartiments de thymocytes iNKT humains DP, SP4, SP8 et DN. 

Les quatre marqueurs CD5, CD1a, CD69 et CD44, identifiés lors du développement des thymocytes T  conventionnels 

ont été analysés sur les compartiments de thymocytes iNKT. Une image représentative de trois expériences est 

présentée. 
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D’après notre analyse, il semblerait que les cellules iNKT les plus immatures que nous 
puissions observer fassent partie du compartiment DP. Au cours de leur maturation, elles perdraient ensuite l’expression d’un des co-récepteurs, donnant naissance aux 

compartiments SP4 et SP8. Ce schéma correspond donc à celui observé pour la 

différenciation des lymphocytes T  conventionnels. Néanmoins, les cellules iNKT 

présentent aussi un compartiment DN, qui semble être à un stade très avancé de maturation, suggérant qu’il puisse dériver d’un autre compartiment plus immature, 
comme les compartiments SP4 ou SP8, dont une partie des cellules perdraient alors respectivement l’expression du CD4 ou du CD8. 
 

Les sous-populations de cellules iNKT 

Certaines études ont pu mettre en évidence des profils d’expression de facteurs de transcription 

et de production de cytokines distincts concernant les cellules iNKT humaines périphériques, 

avec par exemple des cellules T-bet+ (Gutierrez-Arcelus et al., 2019; Knox et al., 2014), ou 

productrices principalement d’IFN (Gumperz et al., 2002; Lee et al., 2002a), qui peuvent dans ces deux cas s’apparenter aux cellules iNKT1, ou des cellules productrices d’IL-17 

(Venken et al., 2019), pouvant s’apparenter aux cellules iNKT17 retrouvées chez la souris.  

Suite à l’enrichissement immunomagnétique et au marquage membranaire de PBMCs 

provenant de donneurs sains, nous avons fixé et perméabilisé les cellules afin de réaliser 

un marquage intracellulaire avec des anticorps ciblant les facteurs de transcription clés 

des différentes sous-populations de cellules T helper CD4+ conventionnelles et de cellules 

iNKT murines, à savoir T-bet pour les iNKT1, GATA-3 pour les iNKT2, RORt pour les 

iNKT17. Contrairement aux études citées précédemment, nous n’avons pas pu mettre en évidence l’expression de ces facteurs de transcription au sein des cellules iNKT des 
individus testés (Figure 27). Il est donc possible que les sous-populations de cellules iNKT ne soient pas présentes en périphérie chez tous les individus, et qu’elles pourraient apparaitre en fonction de l’environnement dans lequel elles se trouvent. 
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Nous avons ensuite cherché à savoir si, comme chez la souris, les sous-populations de 

cellules iNKT pouvaient exister au niveau thymique chez l’Homme. Suite à l’enrichissement immunomagnétique et au marquage membranaire, nous avons fixé et 
perméabilisé des thymocytes afin de réaliser un marquage intracellulaire avec le même 

panel que pour les PBMCs, plus un anticorps ciblant le facteur de transcription Bcl-6 pour 

identifier les iNKTFH. Nous avons également utilisé un anticorps ciblant PLZF, pour déterminer si, chez l’Homme aussi, ce facteur de transcription était une signature 
moléculaire de l’engagement vers la voie de différenciation iNKT (Kovalovsky et al., 2008; 

Savage et al., 2008). Comme le montre la figure 28, les thymocytes iNKT expriment en 

grande majorité PLZF (89,7%). Il semblerait donc que ce facteur de transcription soit 

aussi impliqué dans le développement des cellules iNKT humaines. En revanche, en ce qui concerne l’expression des facteurs de transcription définissant les sous-populations de 

cellules iNKT, seul le facteur GATA-3 est exprimé par une grande partie des thymocytes 

iNKT (79,6%), et le facteur Bcl-6 par une toute petite partie de ces cellules (7,7%).  

 

  

Figure 27 Marquages intracellulaires sur des 

cellules iNKT totales issues de sang 

périphérique humain. Les trois facteurs de 

transcriptions T-bet, GATA-3, et RORt 

identifiés lors du développement de cellules 

murines iNKT1, iNKT2, et iNKT17 respectivement ont été analysés chez l’Homme. 
Une image représentative de cinq expériences 

est présentée avec les contrôles isotypique 

(gauche) et les anticorps de marquage (droite). 

Les pourcentages de cellules positives sont 

indiqués pour chaque facteur de transcription. 
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 N’observant aucun marquage pour les facteurs T-bet et RORt, nous nous sommes assurés 

que les anticorps utilisés étaient bien fonctionnels en marquant des populations connues 

pour exprimer chacun de ces deux facteurs. Concernant T-bet, nous avons ainsi cherché à 

reproduire les résultats de Koay et ses collaborateurs (Koay et al., 2016), en travaillant 

sur des thymocytes enrichis en cellules MAIT grâce à des tétramères MR1-5-0P-RU avec 

le même protocole que pour les cellules iNKT. Comme dans leur étude, nous avons pu 

mettre en évidence des cellules MAIT thymiques humaines (tétramères MR1-5-0P-RU+ 

V7.2+) aux stades de développement 1 et 2 (CD161-, en bleu sur l’histogramme de droite) négatives pour l’expression de T-bet, alors que les cellules au stade 3 (CD161+, en rouge sur l’histogramme de droite) montrent un léger décalage positif pour ce marqueur 

Figure 28 Marquages intracellulaires sur des thymocytes 

iNKT totaux humains. Les cinq facteurs de transcriptions 

PLZF, T-bet, GATA-3, RORt et Bcl-6 identifiés lors du 

développement de cellules murines iNKT, iNKT1, iNKT2, 

iNKT17 et iNKTFH respectivement ont été analysés chez l’Homme. Une image représentative de trois expériences 
est présentée avec les contrôles isotypique (gauche) et 

les anticorps de marquage (droite). Les pourcentages de 

cellules positives sont indiqués pour chaque facteur de 

transcription. 
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(Figure 29A). Pour RORt, nous avons travaillé sur les thymocytes totaux et pu mettre en 

évidence que les cellules DP sont RORt+ contrairement à tous les autres compartiments 

(Figure 29B). 

Nos résultats indiquent donc que PLZF est bien une signature moléculaire de la lignée 

iNKT, mais contrairement à chez la souris, les sous-populations de cellules iNKT ne sont pas définies au niveau thymique. Il semblerait donc que, chez l’Homme, comme pour les 
cellules T helper CD4+ conventionnelles, ces sous-populations n’apparaissent qu’en périphérie en fonction de l’environnement dans lequel elles se trouvent. Néanmoins, le 
facteur GATA-3 est tout de même exprimé par une grande partie des cellules iNKT. Or ce 

facteur est connu pour jouer un rôle crucial dans les premiers stades de développement 

des lymphocytes T conventionnels (Ho et al., 2009). Il semblerait donc que GATA-3 soit 

impliqué dans le développement des cellules iNKT, et de manière plus générale dans le 

développement des lymphocytes T. Cette observation constitue un argument supplémentaire en faveur d’une différenciation des cellules iNKT à partir d’un précurseur 
commun aux cellules T conventionnelles. 

Figure 29 Contrôles de marquage des anticorps anti-T-bet et RORt. A Le marquage par l’anticorps anti-T-bet a été 

vérifié sur des cellules thymiques MAIT humaines hMR1-5-0P-RU+ V7.2+ (dot-plot hMR1-5-0P-RU/V7.2) triées à partir d’un donneur selon le même protocole que celui décrit dans le matériel et méthodes pour les cellules iNKT. Les 
trois stades de développement décrits par Koay et al., 2016 pour les cellules MAIT sont mis en évidence par un 

marquage ciblant le CD161 (histogramme en haut au centre). Le marquage T-bet est finalement analysé pour les stades 

1 et 2 (bleu) et 3 (rouge) (histogramme en haut à droite). B Le marquage par l’anticorps anti-RORt (histogramme en 

bas au centre) a été vérifié sur des thymocytes totaux issus d’un donneur et compartimentés selon les marqueurs CD4 
et CD8 (dot-plot CD8/CD4). 
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Cellules CD1d positives 

Nous avons finalement cherché à savoir si, comme chez la souris, les thymocytes DP 

humains exprimaient eux aussi le CD1d, et pouvaient être le type cellulaire support de la 

sélection positive des cellules iNKT. La figure 30 indique que la moitié des thymocytes 

CD3+, peu importe le niveau d’expression du CD3 (CD3low et CD3high), exprime la molécule 

CD1d. Une analyse de ces cellules CD3+ en fonction des co-récepteurs CD4 et CD8 

(Figure 31) montre ensuite que ce sont majoritairement les thymocytes DP qui expriment cette molécule de CMH non classique (93%). Nos résultats suggèrent donc qu’il est 
possible que les cellules iNKT thymiques humaines soient sélectionnées positivement par 

les thymocytes DP CD1d+. 

 

 

Figure 30 Marquage CD1d sur des thymocytes totaux humains. Suite à la dilacération et à la récupération des cellules thymique d’un donneur (dot-plot FSC-A/SSC-A), les cellules CD3+ (contrôle isotypique sur l’histogramme en haut au 
centre ; anticorps de marquage sur l’histogramme en haut à droite) ont été sélectionnées, et analysées pour l’expression du hCD1d (contrôle isotypique sur l’histogramme en bas au centre ; anticorps de marquage sur l’histogramme en bas à 
droite). 
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Figure 31 Marquage CD1d sur les différents compartiments DP, SP4, SP8 et DN à partir de thymocytes humains d’un 
donneur. Les marqueurs CD4 et CD8 (dot-plot CD8/CD4 en haut à gauche) ont été analysés sur les cellules CD3+ afin d’identifier les compartiments DP, SP4, SP8 et DN, pour lesquels l’expression du hCD1d (contrôle isotypique sur quatre 

premiers histogrammes ; anticorps de marquage sur quatre derniers histogrammes) a été analysée. 
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Génération de lignées cellulaires à partir de thymocytes iNKT N’ayant pas d’outils pour identifier les thymocytes iNKT autoréactifs ex vivo (conclusion de l’article Perroteau et al., 2019, soumis), nous avons trié par cytométrie en flux, à partir 
de cinq thymus, des thymocytes iNKT enrichis immunomagnétiquement à l’aide du 
tétramère CD1d-GalCer, puis généré des lignées cellulaires après amplification afin de 

tester leur réactivité. Comme la figure 32 le montre, après avoir sélectionné les cellules 

sur leur morphologie (morphologie), nous éliminons les doublets en taille (singlets FSC) 

et en granulosité (singlets SSC), puis nous ciblons les thymocytes (CD3+) viables (non 

marqués par le marqueur de viabilité). Parmi ces thymocytes, nous identifions les cellules 

iNKT grâce au double marquage par le tétramère CD1d-GalCer et l’anticorps anti-V24 

(hCD1d-GC+ V24+). Nous avons ensuite amplifié de manière non spécifique les cellules 

triées avec un mélange de cellules nourricières irradiées (lymphocytes B transformés par 

le virus de l’EBV et de PBMC allogéniques) dans un milieu contenant de la PHA et de l’IL-2. Après trois semaines en culture avec renouvellement du milieu contenant de l’IL-2, 

nous avons pu vérifier que le phénotype de nos cinq lignées cellulaires correspondait bien 

à celui de cellules iNKT, grâce à des marquages ciblant les segments V24 et V11 (plus 

de 97% de cellules doublement marquées), et le CD3 en combinaison avec le tétramère 

CD1d-GalCer (plus de 93% de cellules doublement marquées) (Figure 33).  
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Figure 32 Stratégie de sélection des thymocytes iNKT après enrichissement immunomagnétique et marquages additionnels pour tri cellulaire par cytométrie en flux. Les cellules sont d’abord sélectionnées selon leur morphologie 
en taille (FSC) et en granulosité (SSC) (dot-plot FSC-A/SSC-A), puis les doublets son éliminés selon ces deux mêmes 

paramètres (dot-plots FSC-A/FSC-H et SSC-A/SSC-H). Les thymocytes CD3+ viables (dot-plot viabilité/CD3) sont ensuite 

ciblés, puis les cellules iNKT sont identifiées grâce au marquage tétramère et V24 (dot-plot hCD1d-GC/V24). Une 

image représentative de cinq expériences est présentée. 

Figure 33 Vérification du phénotype iNKT des cinq lignées cellulaires de thymocytes générées. L’expression des 
segments V24 et V11 (dot-plots en haut) a été analysée pour chaque lignée de thymocytes générée (n=5). Le 

pourcentage de cellules positives pour ces deux marqueurs est indiqué dans le cadrant en haut à droite. La capacité de 

fixation du tétramère hCD1d-GalCer pour chaque lignée cellulaire de thymocytes générée a également été analysée en parallèle de l’expression du CD3 (dot-plots en bas) (n=5). Le pourcentage de cellules positives pour ces deux marqueurs 

est indiqué à côté de la fenêtre de sélection. 



155 

 

Réactivité des lignées cellulaires de thymocytes iNKT 

Nous avons ensuite analysé chaque lignée cellulaire de thymocytes iNKT dans des tests 

fonctionnels de dégranulation et de production de cytokines, contre des cibles Hela 

transfectées pour exprimer la molécule CD1d. Nous avons testé deux conditions de 

chargement des cellules cibles : un chargement en GalCer afin de vérifier que nos lignées 

cellulaires correspondent bien à des lignées de cellules iNKT réactives, et des cellules 

cibles dites « non chargées », présentant donc des glycolipides endogènes, afin de tester 

leur autoréactivité (Figure 34). Nos résultats mettent en évidence que toutes les lignées cellulaires générées sont capables de s’activer lorsque les cibles sont chargées en GalCer 

(en moyenne 39,7% ± 8,2% de cellules CD107+ et 68,3% ± 10,8% de cellules TNF+, n=5), 

et sont donc bien des lignées de cellules iNKT (Figure 35). En revanche, lorsque les cibles 

ne sont pas chargées, seule la lignée cellulaire iNKT 1 est capable de dégranuler (16,8% 

de cellules CD107+ en moyenne) et de produire du TNF (9,6% de cellules TNF+ en 

moyenne), et est donc autoréactive (Figure 35). Ces résultats indiquent que la présence de thymocytes iNKT autoréactifs est dépendante du donneur, comme nous l’avions déjà 
mis en évidence avec les lignées cellulaires iNKT générées à partir de PBMC. 
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Figure 34 Analyse fonctionnelle de la production de TNF par les lignées de thymocytes iNKT #1 (dot-plots à gauche) 

et #2 (dot-plots à droite). Des cibles Hela hCD1d+ ont été préalablement chargées avec 1 g/mL d’GalCer (dot-plots 

en haut) ou non (dot-plots en bas) afin d’étudier respectivement la réactivité iNKT et l’autoréactivité. Après 4 heures 
de co-culture avec chaque lignée cellulaire de thymocytes iNKT (identifiée par le marquage CD3) à un ratio 1:1, la 

production de TNF a été analysée par marquage intracellulaire. Une image représentative des trois expériences 

réalisées est présentée pour les lignées cellulaires de thymocytes #1 et #2. Les pourcentages de cellules TNF+ sont 

indiqués dans chaque fenêtre. 

Figure 35 Réactivité des cinq lignées de thymocytes iNKT. La dégranulation (CD107 a/b, gauche) et la production de 

TNF (droite) ont été analysées pour chaque lignée cellulaire de thymocytes iNKT co-cultivée pendant 4 heures avec 

des cibles Hela hCD1d+ préalablement chargées (noir) ou non (blanc) avec 1 g/mL d’GalCer à un ratio de 1:1. après 

trois tests fonctionnels en présence de cibles chargées en GalCer (noir) ou non chargées (blanc). Les résultats sont 

représentés par les moyennes ± SEM à partir de trois expériences. 
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Expression de SYK par les thymocytes iNKT Ayant mis en évidence que l’autoréactivité de cellules iNKT pouvait être liée à l’expression 
de la molécule de signalisation SYK par les lymphocytes iNKT périphériques, nous avons 

donc testé nos lignées de thymocytes iNKT pour la présence de cette molécule. Après 

fixation et perméabilisation des thymocytes issus des cinq lignées générées, nous avons 

réalisé un marquage intracellulaire avec un anticorps spécifique de SYK. Nos résultats indiquent qu’aucune des cinq lignées générées n’expriment fortement la molécule SYK 
(Figure 36), et suggèrent donc que l’autoréactivité de la lignée 1 de thymocytes iNKT n’est 
pas due à la présence de cette molécule de signalisation. 

 

Nous avons finalement réalisé le même marquage sur des thymocytes iNKT ex vivo 

enrichis immunomagnétiquement et identifiés, soit avec un double marquage par des 

tétramères CD1d-GalCer, ou soit à l’aide du double marquage tétramère CD1d-GalCer 

Figure 36 Marquage SYK sur les cinq lignées de thymocytes iNKT. Après fixation et perméabilisation les lignées de thymocytes iNKT sont marquées en intracellulaire afin d’identifier les cellules exprimant la tyrosine kinase SYK. Les résultats présentent le marquage par le contrôle isotypique (gris) et l’anticorps anti-SYK (blanc). Les pourcentages en 

cellules SYK+ sont indiqués pour chaque lignée cellulaire de thymocytes iNKT dans l’histogramme correspondant. 
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et anticorps anti-V11 (Figure 37). Dans cette expérience, nous n’avons, une nouvelle fois, 
pas pu mettre en évidence de thymocytes iNKT exprimant très fortement la molécule SYK.  

L’ensemble des résultats de nos deux études semble indiquer que l’expression de SYK n’est pas nécessaire pour engendrer l’autoréactivité de toutes les cellules iNKT, et que d’autres mécanismes peuvent être à l’origine de ce phénomène. Bien que nous n’ayons 
pas pu mettre en évidence de thymocytes iNKT exprimant fortement la molécule SYK, son 

expression par des cellules iNKT en périphérie pourrait tout de même être acquise au 

niveau thymique. Ces thymocytes seraient alors potentiellement autoréactifs et devraient donc être éliminés par sélection négative, c’est pourquoi ils seraient présents à une faible 

fréquence ne nous permettant pas de les identifier. Néanmoins, chez certains individus (comme le donneur 2 de l’article Perroteau et al., 2019, soumis), il est possible que les 
cellules iNKT autoréactives SYK positives aient échappé à la sélection négative et pour ensuite rejoindre la périphérie. Une autre possibilité serait l’acquisition en périphérie de l’expression de cette molécule par certains lymphocytes iNKT ce qui diminuerait leur seuil d’autoréactivité. 
  

Figure 37 Marquage SYK sur des thymocytes iNKT ex vivo. Après enrichissement immunomagnétique selon le protocole 

décrit dans le matériel et méthodes, les thymocytes CD3+ viables (dot-plot viabilité/CD3) sont d’abord ciblés, puis les 
cellules iNKT sont identifiées grâce au double marquage tétramère (dot-plot hCD1d-GC/hCD1d-GC en haut au

centre) ou hCD1d-GC et V11 (dot-plot hCD1d-GC/V11 en bas au centre). L’expression de la protéine kinase SYK a 
été analysée sur les cellules CD3+ vivantes hCD1d-GC+ et éventuellement V11+ correspondant aux cellules iNKT 

thymiques (histogrammes SYK à droite). 
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DISCUSSION 
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Les cellules iNKT ont été mises en évidence il y a maintenant 30 ans, et depuis les chercheurs n’ont eu de cesse de définir cette population de lymphocytes T  non 

conventionnels. Au cours de ma thèse, nous nous sommes tout particulièrement intéressés au phénomène d’autoréactivité depuis longtemps décrit pour ces cellules. Si de nombreuses équipes ont tenté d’identifier le ligand à l’origine de cette réactivité spontanée des cellules iNKT, d’autres, comme nous, se sont plutôt penchées sur les 

caractéristiques intrinsèques pouvant rendre ces cellules autoréactives. 

 

Notre premier objectif était de tester si le tétramère murin CD1d-unloaded (mCD1d-Self) permettait de mettre en évidence des cellules iNKT humaines autoréactives. A l’origine, 
cet outil, chargé en glycolipides du Soi, est utilisé comme tétramère irrelevant (contrôle) pour l’étude des cellules iNKT murines. Néanmoins, les molécules CD1d sont relativement conservées entre l’Homme et la souris, avec une identité de séquences en acides aminés supérieure à 60% au niveau du domaine de fixation de l’antigène entre les deux espèces. 
De plus, il existe une cross-réactivité entre le TCR iNKT murin et le CD1d humain, mais 

également entre le TCR iNKT humain et le CD1d murin, révélant ainsi une « conservation 

phylogénétique » de la reconnaissance de son ligand par le TCR iNKT (Brossay et al., 

1998). C’est ainsi que Guo et ses collaborateurs (Guo et al., 2016) ont mis en évidence la 

reconnaissance du tétramère humain CD1d-unloaded (hCD1d-Self) par des cellules iNKT murines autoréactives. Afin d’étudier l’autoréactivité des cellules iNKT chez l’Homme, nous avons, dans l’autre sens, marqué des lignées cellulaires iNKT humaines avec le 

tétramère mCD1d-Self, et trié les cellules positives supposées être autoréactives, ainsi que 

les cellules négatives supposées non-autoréactives et utilisées comme contrôle. Si chez un 

donneur, la lignée mCD1d-Self positive s’est révélée être autoréactive contre des cibles 
humaines CD1d+, chez un autre donneur, c’est la lignée mCD1d-Self négative qui était autoréactive. Le même type d’expériences réalisées avec le tétramère hCD1d-OCH, 

identifié comme marqueur des cellules iNKT humaines autoréactives par Matulis et ses 

collègues (Matulis et al., 2010), ne nous a pas permis, dans notre cas, de mettre en 

évidence de telles cellules. Nous avons également testé des tétramères hCD1d-Self afin d’isoler des cellules iNKT humaines potentiellement autoréactives, mais nous avons constaté que les cellules purifiées à l’aide de cet outil ne correspondaient pas à des cellules 
iNKT. Nos résultats indiquent donc que les tétramères mCD1d-Self ne permettent pas d’identifier des cellules iNKT humaines autoréactives de façon systématique, et que le 
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tétramère hCD1d-OCH n’est pas non plus suffisant pour les révéler, puisque certaines 
lignées iNKT positives pour ce tétramère ne sont pas autoréactives. 

 N’ayant pas pu identifier un outil tétramère capable de révéler des cellules iNKT humaines 

autoréactives de manière systématique, il est possible que ces cellules ne soient présentes 

que chez certains donneurs. Nous avons tout de même généré deux lignées cellulaires 

possédant cette caractéristique, et avons pu cloner une de ces lignées et mettre en évidence un profil d’autoréactivité variable selon les clones. Comme Matulis (Matulis et 

al., 2010), et Chamoto (Chamoto et al., 2016) et leurs collaborateurs respectifs, nous nous 

sommes intéressés à la séquence du TCR de ces clones, et plus particulièrement au CDR3, 

seule région variable du TCR iNKT humain. Selon ces deux études, cette séquence aurait un impact sur l’affinité du TCR iNKT pour son ligand, et la présence de motifs particuliers favoriserait l’autoréactivité des cellules. Chamoto et al. ont en effet mis en évidence que l’expression d’un CDR3 de 13 acides aminés, l’intégration du segment J2-5, et la présence d’au moins deux acides aminés acides au sein du CDR3, constituent trois motifs 

pouvant conférer une autoréactivité aux cellules iNKT. De manière étonnante, nos 

résultats montrent que tous les clones que nous avons générés, et issus de la même lignée 

autoréactive, expriment un TCR identique, qui comprend un motif identifié par Chamoto 

et al., puisque le CDR3 est composé de deux acides aminés acides. Néanmoins la 

séquence du TCR la plus exprimée par les cellules de notre autre lignée iNKT autoréactive n’intègre aucun des trois motifs (segment J2-1 et CDR3 de 16 acides aminés dont un 

seul acide). Nos résultats indiquent donc que la séquence du TCR iNKT, à elle seule, ne peut pas expliquer des profils d’autoréactivité différents, et que les trois motifs décrits ne 
confèrent pas systématiquement une autoréactivité aux cellules iNKT. 

 

Ces derniers résultats nous ont donc conduit à poursuivre nos recherches, et à analyser 

nos clones en RNA sequencing afin d’identifier les gènes différemment exprimés et pouvant ainsi conduire aux profils d’autoréactivité observés. La comparaison des 
résultats entre les trois clones les moins autoréactifs et les trois clones les plus 

autoréactifs, a notamment mis en évidence la surexpression de l’ARN codant pour la 
molécule SYK (Spleen Tyrosine Kinase) par les clones les plus autoréactifs. Ces résultats 
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ont ensuite pu être confirmés par une analyse en cytométrie en flux de l’expression de la 

protéine SYK par les différents clones. 

Cette protéine tyrosine kinase (PTK) est une molécule de signalisation exprimée 

principalement par les lymphocytes B (Chan et al., 1994). En effet, les souris déficientes 

pour SYK présentent un important défaut en cellules B, alors que le nombre et la 

composition en lymphocytes T restent relativement normaux. Cette observation suggère 

donc un rôle moindre de cette protéine dans la signalisation du TCR. Au premier abord, 

cette conclusion de Chan et al. est en accord avec le fait que les lymphocytes T matures n’expriment peu ou pas de molécules SYK, mais en réalité, si cette observation est vraie pour la majorité des cellules T, une petite partie des lymphocytes T l’exprime néanmoins 
de manière variable. Au sein de cette population de cellules T SYK positives, cette 

molécule pourrait notamment favoriser la signalisation TCR de manière co-récepteur 

indépendante pour les lymphocytes T DN, qui pourraient donc comprendre des cellules iNKT. De manière plus générale, lorsqu’elle est exprimée par les lymphocytes T, la molécule SYK peut s’autophosphoryler et s’autoactiver, permettant ainsi aux premiers événements de la signalisation TCR d’apparaître sans nécessité d’action d’autres 
molécules, comme les PTKs de la famille Src (Lck et Fyn) (Chu et al., 1998) (Figure 38). 

 

 

Il semble donc que la forte expression de la protéine SYK par certains de nos clones iNKT, 

phénomène normalement inhabituel pour des lymphocytes T, soit en lien avec l’autoréactivité observée pour ces clones. La signalisation TCR de ces clones serait donc favorisée par l’expression de SYK, permettant ainsi la reconnaissance et l’activation de ces 
cellules iNKT, par abaissement du seuil de réactivité de leur TCR, potentiellement de faible 

Figure 38 Schéma de la signalisation TCR via la 

protéine kinase SYK. Lorsque que le TCR 

reconnaît son ligand, les protéines kinases de 

la famille Src (Lck ou Fyn) s’activent et 
phosphorylent les chaines du CD3 associé au 

TCR. Cette phosphorylation permet le 

recrutement de la protéine kinase SYK, au 

niveau de ces chaines du CD3, qui est activée 

après phosphorylation par les PTK Src ou par 

autophosphorylation. Modifiée à partir de 

Courtney et al., 2018. 
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affinité, face à des glycolipides du Soi faiblement exprimés. En accord avec cette hypothèse, nos résultats montrent qu’il existe une corrélation entre le niveau d’expression de SYK et l’autoréactivité des clones, et que l’expression de cette PTK permet d’abaisser le seuil de réactivité requis contre l’GalCer (facteur 10 entre les EC50 d’un 
clone faiblement autoréactif et fortement autoréactif). 

 En conclusion, l’autoréactivité des cellules iNKT est un phénomène depuis longtemps 

observé mais dont les bases mécanistiques restent encore mal définies. Deux thématiques de recherche ont alors émergé, l’une visant à identifier les glycolipides du Soi activateurs, et l’autre cherchant à définir des caractéristiques moléculaires intrinsèques aux cellules iNKT pouvant les rendre autoréactives. Si ce type de glycolipide n’a pas encore été 
clairement identifié, il semble que la séquence du CDR3 du TCR iNKT puisse avoir un 

impact sur l’apparition de l’autoréactivité. En plus de ces deux propositions, nos résultats mettent en évidence un nouveau facteur pouvant influencer l’autoréactivité des cellules 
iNKT, à savoir la signalisation intracellulaire médiée par la PTK SYK. Cette nouvelle proposition pour expliquer l’autoréactivité des cellules iNKT n’est pas exclusive des deux autres, puisque l’expression de glycolipides et/ou d’un TCR particuliers, par les CPA et les cellules iNKT respectivement, pourrait être nécessaire en plus d’une signalisation TCR favorisée par l’expression de SYK (Figure 39). L’implication d’une voie de signalisation dans l’autoréactivité des cellules iNKT ne parait pas si surprenante lorsqu’on sait que, par 
exemple, en plus de sa nécessité dans le développement des cellules iNKT, la voie de 

signalisation passant par le récepteur Ly108, de la famille Slam, est aussi impliquée dans l’activation de ces cellules en périphérie (Baglaenko et al., 2017). En outre, si nos résultats mettent en évidence l’importance de la signalisation TCR dans l’autoréactivité des cellules 
iNKT, il a déjà été démontré chez la souris, que la force du signal TCR avait un impact dans 

la différenciation terminale des cellules iNKT en sous-populations, à la faveur des cellules 

iNKT2 et 17 lorsque cette signalisation est forte (Tuttle et al., 2018). Néanmoins, l’analyse de l’expression de SYK sur notre deuxième lignée autoréactive s’est révélée négative, tout comme la présence d’un motif conférant l’autoréactivité décrit par Chamoto et al. . Concernant cette lignée, il reste encore la possibilité qu’elle puisse reconnaitre des glycolipides endogènes particuliers, ou qu’un autre mécanisme soit à l’origine de son caractère autoréactif.  L’ensemble de ces données illustre donc la possibilité que plusieurs 
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mécanismes puissent intervenir dans l’autoréactivité des cellules iNKT, et ce de manière 
non exclusive (Figure 39).  

 

 Le rôle de SYK dans l’apparition de maladies autoimmunes a récemment été démontré dans des modèles d’épidermolyse bulleuse acquise (EBA) ou d’arthrite induite par des 
auto-anticorps. Dans l’EBA, l’inflammation et les cloques qui apparaissent sur l’épiderme sont dues à l’action d’auto-anticorps dirigés contre le collagène. En comparant l’expression de gènes entre des souris développant l’EBA et des souris saines, Samavedam 
et ses collaborateurs (Samavedam et al., 2018) ont identifié le gène codant pour SYK 

comme étant surexprimé dans les échantillons de peau des souris malades. Ils ont ensuite pu déterminer que l’apparition de la maladie était liée à l’expression de cette molécule dans des cellules d’origine myéloïde, et non lymphoïde. Ils proposent donc un modèle 

dans lequel les auto-anticorps dirigés contre le collagène induiraient une inflammation, 

conduisant au recrutement de cellules myéloïdes, dont les neutrophiles, sur le site 

inflammatoire au niveau de la peau. Ces cellules myéloïdes fixeraient les auto-anticorps 

via les FcR, ce qui activerait la voie de signalisation impliquant SYK, conduisant à la production de ROS (Reactive Oxygen Species) et de protéases à l’origine de la formation 
des cloques sur la peau. Il a également été démontré, par Németh et ses collègues (Németh 

et al., 2018), que l’expression de SYK par les neutrophiles était liée au développement de la maladie dans le modèle murin d’arthrite induite par l’injection d’auto-anticorps, sans pour l’instant avoir pu mettre en évidence le mécanisme. Si dans ces deux exemples, ce 

Figure 39 Schéma des différents 

mécanismes, non exclusifs, identifiés comme étant impliqués dans l’autoréactivité des 
cellules iNKT. (1) Les CPA peuvent présenter 

des glycolipides endogènes particuliers. (2) 

Les caractéristiques intrinsèques du TCR 

iNKT peuvent lui conférer une 

autoréactivité, avec la présence de motifs 

particuliers au sein de la boucle CDR3. (3) 

La voie de signalisation du TCR peut être augmentée par l’implication de la protéine 
tyrosine kinase SYK. 
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sont les neutrophiles exprimant SYK qui sont impliqués dans l’induction de la maladie 
autoimmune, il existe des cas de MAI où SYK est impliquée en étant exprimée, cette fois-ci, par des cellules d’origine lymphoïde. En effet, chez des patients atteints de lupus 
systémique érythémateux, un dysfonctionnement des cellules T a été observé avec des défauts à plusieurs niveaux dans la signalisation TCR, dont l’expression du FcRI associé 

à la PTK SYK, à la place de la chaine  du CD3 associée à la PTK Zap-70 normalement 

exprimées par les lymphocytes T (Enyedy et al., 2001). Ce changement engendre une 

amplification de la signalisation TCR avec une augmentation des phosphorylations sous-jacentes, du relargage de calcium en intracellulaire, et de la production d’IL-2, signes que 

les lymphocytes T sont suractivés dans la maladie (Nambiar et al., 2003). Concernant les cellules iNKT, il a été démontré que l’expression du FcRIII pouvait être à l’origine de l’activation des cellules iNKT dans le modèle murin d’arthrite induite par l’injection d’auto-anticorps (H. Y. Kim et al., 2006). Cette injection d’anticorps, reconnus par le 
FcRIII, engendre l’activation de la voie de signalisation impliquant Lyn et SYK. Bien que dans plusieurs exemples qui viennent d’être décrits, l’activation des cellules pathologiques (neutrophiles ou iNKT) est dépendante de l’expression de FcR et de la production d’auto-anticorps (Figure 40A), il n’en reste pas moins que la protéine SYK peut être impliquée dans l’apparition de MAI. Si le modèle d’autoréactivité que nous avons utilisé n’implique pas d’anticorps, l’ensemble de ces données renforcent tout de même l’idée que la protéine SYK puisse véritablement être impliquée dans des phénomènes d’autoréactivité des cellules iNKT, dans notre cas via la favorisation de la signalisation 
TCR, comme cela a été décrit pour les lymphocytes T pathologiques dans le lupus (Enyedy 

et al., 2001; Nambiar et al., 2003) (Figure 40B). 
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En perspective de ces travaux, il serait intéressant d’étudier l’expression de la PTK SYK par les cellules iNKT dans le contexte de maladies autoimmunes ou de l’allergie (modèles 
animaux et patients). On peut en effet envisager que dans ce type de maladies, où les 

cellules iNKT peuvent avoir un rôle délétère, ces dernières exprimeraient la molécule SYK 

les rendant ainsi plus sensibles et réactives à des glycolipides impliqués dans la 

pathologie. De plus, si on considère la signalisation TCR comme une balance entre des 

facteurs activateurs et inhibiteurs, il paraîtrait alors intéressant d’étudier l’expression de 
phosphatases par les cellules iNKT, afin de déterminer si une sous-expression de 

protéines inhibitrices pourrait également être impliquée dans une réactivité accrue de ces 

cellules. Si nos résultats de séquençage ARN sur les clones issus d’une de nos lignées 
autoréactives a mis en évidence une surexpression de SYK par les clones les plus 

autoréactifs (en moyenne vingt fois plus que pour les moins autoréactifs), elle a également 

révélé une surexpression de DUSP2 (pour dual specificity phosphatase 2) par les clones 

les moins autoréactifs (en moyenne plus de trois fois plus que pour les clones les plus autoréactifs). Cette phosphatase est principalement exprimée dans les cellules d’origine 
hématopoïétique, dont les lymphocytes T, au sein desquels on observe, suite à une activation, une surexpression transitoire de l’ARN codant pour cette molécule. Cette 

Figure 40 Schéma de l’implication de la voie de signalisation SYK dans l’apparition de MAI. A Dans les MAI impliquant 

des auto-anticorps, ces derniers fixent des antigènes du Soi et sont alors reconnus par des FcR, comme le FcRIII. L’implication de ce récepteur Fc engendre l’activation de la voie de signalisation SYK dans les neutrophiles ou cellules 
iNKT par exemple. B Dans le lupus, la chaine  du CD3 est remplacée par la chaine FcRI qui est associée à la voie de 

signalisation SYK. Dès lors que le TCR reconnaît un complexe CMH-antigène du Soi, la voie de signalisation SYK est 

activée. 
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surexpression de DUSP2 permet de moduler l’activation et la prolifération des cellules T, 
en réprimant par exemple leur production d’IL-2 (Lu et al., 2015). De plus, dans cette 

même étude, un modèle murin de colite ulcéreuse montre une exacerbation de la maladie en absence d’expression de DUPS2 (souris Dusp2-/-), liée à une accumulation en cellules Th17 et à une augmentation de l’inflammation au niveau du colon des animaux. Enfin, une analyse de l’expression du gène codant pour cette phosphatase au sein des PBMC de patients atteints de colite ulcéreuse montre une diminution d’expression en comparaison avec des donneurs sains. Tous ces résultats révèlent le rôle de l’absence de phosphatases DUSP2 dans l’apparition de phénomènes pathologiques impliquant les lymphocytes T, et invitent à étudier l’expression de cette protéine dans le contexte de l’autoréactivité des cellules iNKT. L’implication d’autres phosphatases pourrait également être étudiée, 
comme DUSP22 qui est clairement identifiée comme molécule inhibitrice de la signalisation TCR et du développement de l’autoimmunité. En effet, après activation via le 

CD3, les lymphocytes T de souris déficientes pour DUSP22 (DUSP22 KO), en comparaison 

avec ceux de souris sauvages, présentent une augmentation de la phosphorylation des 

premières molécules activées lors de la signalisation TCR, ce qui engendre une augmentation de l’activation, de la prolifération, et de la production de cytokines (IL-2 et 

IFN) par ces lymphocytes. Ce phénotype d’hyperactivité des lymphocytes au sein des 
souris DUSP22 KO, les conduit à être plus susceptibles au développement de MAI, telle que l’encéphalomyélite induite expérimentalement par l’injection de peptides 
glycoprotéiques dérivés de la myéline (J.-P. Li et al., 2014). Tout comme DUSP2, l’expression de DUSP22 pourrait donc être altérée au sein des cellules iNKT autoréactives. L’ensemble de ces données renforce notre hypothèse selon laquelle des variations de la balance de signalisation TCR pourrait en partie être à l’origine de l’autoréactivité des 
cellules iNKT. 

 Outre le fait que nous n’ayons pas pu mettre en évidence un outil tétramère capable d’identifier des cellules iNKT autoréactives, l’absence d’un tel tétramère ne nous a pas non plus permis d’analyser directement les phénomènes de sélection des cellules iNKT à partir d’échantillons de thymus humains. En effet, ce type d’outil nous aurait permis de déterminer si les cellules iNKT autoréactives, ou une partie d’entre elles, subissent ou non une sélection négative, et s’il existe une variation du nombre de ces cellules en fonction 

des donneurs ou de leur âge. Néanmoins, grâce aux tétramères CD1d-GalCer nous avons 
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tout de même pu étudier le profil des cellules iNKT au cours de leur développement chez l’Homme, jusqu’à analyser le stade terminal de différenciation en sous-populations iNKT1, 2 et 17 pour l’instant seulement identifiés chez la souris. 
 Notre analyse, à l’aide de marqueurs exprimés séquentiellement au cours du 
développement, a révélé un schéma de maturation des cellules iNKT correspondant à 

celui observé pour les lymphocytes T  conventionnels. Cependant, dans le cas des 

cellules iNKT, il existe un compartiment DN, que nous avons pu identifier au niveau 

thymique et caractériser comme étant très avancé dans le processus de maturation. Cette 

observation nous laisse à penser que ce compartiment pourrait dériver, au sein du thymus, à partir du compartiment SP4 et/ou SP8 qui perdraient l’expression de leur co-

récepteur restant (Figure 41). La comparaison des fréquences des différents 

compartiments, entre le thymus et la périphérie, révèle une perte complète du compartiment DP en périphérie suite à l’engagement complet de ces cellules dans le 
thymus vers les compartiments CD4 et CD8 (et aussi à terme DN). Les trois autres 

compartiments sont enrichis en périphérie, mais à des degrés différents, à savoir bien plus 

fortement pour les compartiments SP8 et DN. Cette observation suggère donc que les 

compartiments SP4, SP8 et DN ont été amplifiés suite à leur sortie du thymus. En outre, s’il est possible que les cellules DN dérivent d’un autre compartiment au niveau thymique, il est aussi envisageable qu’elles puissent dériver en périphérie du compartiment CD4 ou 
CD8, avec une faveur pour le compartiment CD4, ce qui pourrait expliquer un facteur d’amplification plus faible observé pour ce dernier. Lors de l’analyse thymique des 
cellules iNKT, nous avons pu observer une dualité au sein du compartiment SP8, avec des cellules se rapprochant du profil plus immature DP et d’autres du profil plus mature SP4. Il est aussi intéressant de noter que l’on n’observe pas de perte progressive du marquage 
CD1a au sein du compartiment SP8. Cette observation pourrait suggérer, comme il a déjà 

été décrit pour les lymphocytes T  conventionnels (Vanhecke et al., 1997), qu’il 
existerait un intermédiaire iNKT CD4+ suite au stade DP, qui donnerait naissance aux 

compartiments SP4 et SP8, dans notre cas les cellules SP8 avec un profil mature. Cette hypothèse expliquerait ainsi l’absence de transition dans le marquage CD1a, avec une 
partie du compartiment SP8 qui dériverait directement du compartiment DP d’où leur 
phénotype SP8 CD1a+CD69+, et une autre partie qui dériverait d’un intermédiaire plus 
mature CD4+ ayant déjà perdu l’expression du CD1a, d’où leur phénotype SP8 CD1a-
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CD69low. Cette dernière voie de maturation du compartiment SP8 pourrait comprendre 

un intermédiaire entre le stade SP4 et SP8, avec pourquoi pas une réexpression 

progressive du CD8 avant la perte du CD4, donnant ainsi naissance à un phénotype 

CD4+CD8low (Figure 41). 

 En plus d’essayer de déterminer le cheminement des cellules iNKT au sein du thymus, nous avons également pu analyser, au sein des thymocytes iNKT humains, l’expression de 
facteurs de transcription décrits chez la souris. Nous avons ainsi mis en évidence que chez l’Homme aussi, le facteur PLZF est exprimé par la quasi-totalité des thymocytes iNKT, et 

constitue donc une signature moléculaire de cette sous-population de lymphocytes T. Comme chez la souris, l’expression de ce facteur pourrait dépendre de la molécule Egr2, 
dont un site de fixation est retrouvé au sein du promoteur du gène codant PLZF (Zbtb16) 

chez les deux espèces (Seiler et al., 2012). En revanche, l’analyse des facteurs de 
transcription, mis en évidence dans les différentes sous-populations de cellules iNKT 

murines au niveau thymique (T-bet pour iNKT1, GATA-3 pour iNKT2, et RORt pour 

Figure 41 Modèle de différenciation des cellules iNKT humaines au niveau thymique. Les cellules iNKT dériveraient 

toutes du stade immature DP. Ce compartiment pourrait donner naissance à un compartiment SP8 avec un niveau de maturation intermédiaire, dont on ne peut pas exclure qu’il pourrait être à l’origine du compartiment SP8 mature 
(flèche en pointillés). Le compartiment SP4 dériverait également du stade DP avec une maturation progressive. Un 

intermédiaire SP4, pas complètement mature, pourrait aussi donner naissance au compartiment SP8 mature, avec entre les deux un intermédiaire dont le phénotype n’est pas établi ( ?), mais pourrait être CD4+CD8low. Enfin le compartiment 

DN mature dériverait des compartiments SP4 et SP8 matures. 
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iNKT17), ne s’est pas révélée concluante en ce qui concerne les thymocytes iNKT humains. 

Nous avons réalisé cette même expérience à partir de PBMCs provenant de donneurs sains, et une fois encore, nous n’avons pas pu mettre en évidence l’expression de ces 
facteurs de transcription au sein des cellules iNKT des individus testés. Pourtant en périphérie, des cellules iNKT avec des profils cytokiniques distincts, à l’image des sous-

populations murines, ont pu être mises en évidence (Chang et al., 2012; Gutierrez-Arcelus 

et al., 2019; Knox et al., 2014; Venken et al., 2019). Il apparaît donc que chez l’Homme, à l’instar des cellules T conventionnelles CD4+ helper, les sous-populations de cellules iNKT ne semblent pas se définir au niveau thymique, et qu’elles apparaitraient plutôt en périphérie en fonction de l’environnement dans lequel elles se trouvent (cytokines, 
inflammation, contexte pathologique (Venken et al., 2019)). Ces sous-populations 

distinctes de cellules iNKT se trouveraient donc en faible fréquence chez des individus 

sains, ou pourraient être confinées dans des organes particuliers (autre que le sang, 

(Chang et al., 2012)), d’où nos résultats sur l’analyse des facteurs de transcription sur les PBMCs d’individus sains.  
 Nos premiers travaux sur l’autoréactivité des cellules iNKT, ont mis en évidence l’implication de la PTK SYK dans l’apparition de ce phénomène. Il semblait donc pertinent de s’intéresser à l’expression de cette molécule au niveau thymique, afin de déterminer si elle pouvait être acquise lors du développement de ces cellules. Nous avons d’abord 
généré des lignées cellulaires de thymocytes iNKT que nous avons ensuite testées pour leur autoréactivité. Une seule de ces lignées s’est révélée réactive face à des cibles CD1d+ présentant des glycolipides endogènes. Néanmoins, cette lignée n’exprimait pas la PTK SYK, signe que l’autoréactivité des cellules iNKT n’est pas systématiquement engendrée 
par le mécanisme que nous avons mis en évidence. La stimulation et la culture pouvant engendrer un biais sur nos lignées d’origine thymique, nous avons ensuite analysé l’expression de cette molécule par des thymocytes iNKT directement ex vivo. Nos résultats 

indiquent que les thymocytes iNKT, exprimant donc un TCR capable de reconnaitre le 

tétramère CD1d-GalCer et comprenant le segment V11, n’expriment en revanche pas 
la PTK SYK. Ce résultat est en accord avec le modèle de développement des lymphocytes 

T  conventionnels concernant l’expression de SYK. En effet, cette PTK est exprimée très 
précocement lors de la différenciation thymique, aux stades DN et iSP4 (stade 

intermédiaire SP4 entre le stade DN et DP) où le pré-TCR (chaines  et pT) délivre des 
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signaux, puis son expression diminue dans les stades suivants (Chu et al., 1999). Or dans 

notre étude, nous analysons des thymocytes iNKT exprimant le TCR iNKT mature donc déjà bien avancés dans leur processus de développement, d’où l’absence d’expression de 
SYK au sein de ces cellules. Néanmoins, nous avons identifié des cellules iNKT 

périphériques autoréactives, qui devraient normalement être éliminées lors de la 

sélection négative, et qui sont SYK+. Deux hypothèses peuvent expliquer ce phénomène : 

i) ces cellules auraient échappé à la sélection négative pour ensuite rejoindre la 

périphérie, or leur fréquence étant certainement très faible, nous ne serions pas en 

mesure de les identifier directement ex vivo,  ii) ces cellules auraient acquis l’expression 
de SYK en périphérie dans un contexte spécifique, comme lors de la rencontre avec un 

glycolipide endogène, ou dans un environnement cytokinique particulier. 

 Etant donné que l’autoréactivité de notre lignée de thymocytes iNKT ne semble pas due à l’expression de SYK, il serait intéressant d’étudier plus en profondeur cette lignée afin d’identifier le mécanisme associé. Le séquençage des TCR exprimés par ces thymocytes serait une première piste pour déterminer si, dans ce cas, l’expression d’un TCR particulier, et notamment d’une boucle CDR3 serait à l’origine de l’autoréactivité de ces 
cellules. 

 

 En conclusion, si beaucoup d’informations concernant les cellules iNKT sont disponibles 

chez la souris, nos deux projets de recherche ont pu mettre en évidence des données sur cette population chez l’Homme. Il apparaît ainsi que le développement des cellules iNKT 
humaines semble suivre le schéma établi pour les lymphocytes T  conventionnels, avec la présence en plus d’un compartiment DN. Nous avons également identifié un nouveau 
mécanisme moléculaire, impliquant la signalisation TCR, et pouvant conduire à l’autoréactivité des cellules iNKT. Néanmoins cette nouvelle voie n’est pas systématiquement à l’origine d’une autoréactivité, et les recherches dans ce domaine 
restent donc à poursuivre. 
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Background Somatic hypermutation promotes affinity

maturation of antibodies by targeting the cytidine deam-

inase AID to antibody genes, followed by antigen-based

selection of matured antibodies. Given the importance

of antibodies in medicine and research, developing ap-

proaches to reproduce this natural phenomenon in cell

culture is of some interest.

Results We use here the CRISPR-Cas 9 based CRISPR-X

approach to target AID to antibody genes carried by

expression vectors in HEK 293 cells. This directed muta-

genesis approach, combined with a highly sensitive

antigen-associated magnetic enrichment process, allowed

rapid progressive evolution of a human antibody against

the Human Leucocyte Antigen A*02:01 allele. Starting

from a low affinity monoclonal antibody expressed on

Ag-specific naïve blood circulating B cells, we obtained in

approximately 6 weeks antibodies with a two log increase

in affinity and which retained their specificity.

Conclusion Our strategy for in vitro affinity maturation

of antibodies is applicable to virtually any antigen. It not

only allows us to tap into the vast naive B cell repertoire

but could also be useful when dealing with antigens that

only elicit low affinity antibodies after immunization.

Background

The human B cell repertoire constitutes a source of anti-

bodies capable of recognizing virtually any antigen (Ag).

This is the result of a complex B lymphocyte maturation

process. Newly produced B cells express B cell receptors

(BCRs) generated by random somatic recombination of

V (Variable), D (Diversity) and J (Junction) gene seg-

ments and which generally have a low affinity for their

cognate Ag [1]. After exposure to an Ag, naïve B cells

with Ag-specific BCRs undergo somatic hypermutation

(SHM) catalyzed by the enzyme Activation induced cyti-

dine deaminase (AID) [2–4]. This enzyme is targeted to

the Ig-loci in B cells and deaminates cytosines, thus pro-

voking point mutations, insertions and deletions in the

variable domains of both the heavy and light chains.

This process ultimately leads to antibody diversification

and is followed by the selection of a matured B cell rep-

ertoire with higher affinity and specificity for the Ag.

This allows the overall diversity of the BCR / antibody

molecules to reach theoretically about 1013 different re-

ceptors in humans [5]. The repertoire thus constitutes

an almost unlimited resource of antibodies.

For several decades, monoclonal antibodies (mAb)

have been crucial tools in the treatment of diseases such

as autoimmune diseases and cancer, or for the control of

graft rejection. It is important to generate fully human

mAbs because they have a lower risk of immune re-

sponse induction in humans than the mouse, chimeric

or humanized mAbs generally used hitherto. Various

methods have been developed for isolating antibodies

directly from a natural repertoire of human B lympho-

cytes. In general, they derive from two main approaches.

The first of these is the high-throughput screening of

mAb produced by B cell cultures or plasma cells [6, 7].

This is a very effective method for obtaining mAb against

Ag to which an individual is exposed naturally or by vac-

cination. However, many Ag of therapeutic interest are
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not encountered sufficiently frequently naturally, or ex-

ploitable in vaccine strategies in humans, to profit from

this type of methodology. The second technique consists

in isolating single Ag-specific B cells using

fluorescent-tagged Ag, followed by cloning of their im-

munoglobulin genes and expression of recombinant anti-

bodies in a cell line. This technique allows interrogation of

both the immune/matured B cell repertoire and the naïve/

germline repertoire of an individual with respect to any

Ag available in purified form [8–10]. There is a limitation

to the interrogation of a naive B cell repertoire however:

the generally limited affinity of the corresponding recom-

binant antibodies, requiring identification of mutations

that enhance affinity while maintaining specificity.

Antibody optimization currently relies heavily on the

use of libraries generated by mutagenesis of antibody

chains using error-prone PCR or degenerate primers. Li-

braries are screened using techniques such as ribosome,

phage, yeast or mammalian display [11]. Co-expression

of AID and antibody or non-antibody genes in various

mammalian cell lines has also been used to initiate a

mutagenic process mimicking SHM [12–20]. This ap-

proach circumvents the need to construct mutant librar-

ies, but does not allow targeting of the AID enzyme to

sequences encoding the antibody. In B cells, AID is tar-

geted to the immunoglobulin locus by complex mecha-

nisms not yet fully elucidated [21].

We wanted to develop a simple strategy for AID-

targeting to antibody sequences in non-B cells to obtain

mutated antibodies with increased affinity. Various

CRISPR Cas9-based approaches using guide RNAs to

target base editors such as APOBEC or AID fused to

dead Cas9 (dCas9) to specific DNA sequences have been

described recently [22, 23]. These approaches generally

lead to mutations limited to a small part of the se-

quences corresponding to the guide RNA binding site. A

variant approach (CRISPR-X) uses a complex containing

dCas9 and a guide RNA containing bacteriophage MS2

coat protein binding sites to recruit a coat-AID fusion to

DNA [24]. This leads to more extensive mutagenesis

covering a window of approximately 100 bp around the

guide RNA binding site.

In this work, we present a CRISPR-X based strategy

for targeted in cellulo affinity maturation of low affinity

human mAbs. We apply it to a low affinity mAb named

A2Ab against HLA-A*02:01 which shows some cross-

reactivity against other HLA-A alleles. A2Ab was iso-

lated from circulating B cells of a naïve individual using

a procedure recently developed by our group [8, 10]. We

used CRISPR-X with multiplexed guide RNAs to target

AID to the VDJ segment encoding the A2Ab heavy chain

variable domain in HEK 293 cells co-expressing the light

chain. This directed-mutagenesis approach, combined

with mammalian surface expression display and a very

sensitive Ag-associated magnetic enrichment process,

allowed us to identify mAbs with increased affinity and a

sharpening of their specificity for HLA-A*02:01. Overall

we describe a novel procedure for generation of

high-affinity/optimized human mAbs that is applicable

to both naïve and mature circulating human B cells,

raising the possibility of generation of private antibodies

from a particular individual.

Methods
Donors

Human peripheral blood samples were obtained from

anonymous adult donors after informed consent in ac-

cordance with the local ethics committee (Etablissement

Français du Sang, EFS, Nantes, procedure PLER NTS-

2016-08).

Cell lines and culture conditions

Human embryonic kidney 293A cells were obtained from

Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA (R70507).

Cells were grown as adherent monolayers in DMEM (4.5

g/l glucose) supplemented with 10% FBS, 1% Glutamax

(Gibco) and 1% penicillin (10,000 U/ml)/streptomycin

(10,000 U/ml) (a mixture from Gibco). The BLCL cell

lines HEN (HLA-A*02:01/ HLA-A*0101), B721.221 and

stably transfected HLA-A2 B721.221 (B721.221 A2)

were grown in suspension in RPMI medium supple-

mented with 10% FBS, 1% Glutamax (Gibco) and 1%

penicillin (10,000 U/ml)/streptomycin (10,000 U/ml) (a

mixture from Gibco).

Plasmid constructions

Plasmids for mutagenesis were obtained from Addgene:

pGH335_MS2-AID*Δ-Hygro (catalogue n° 85.406),

pX330S-2 to 7 from the Multiplex CRISPR/Cas9 Assem-

bly System kit (n° 1.000.000.055) and pX330A_dCas9-1 ×

7 from the multiplex CRISPR dCas9/Fok-dCas9 Accessory

pack (n° 1.000.000.062). The sgRNA scaffolds in the seven

latter plasmids were replaced by the sgRNA_2MS2 scaf-

fold from pGH224_sgRNA_2xMS2_Puro (Addgene n°

85.413) and guide sequences then introduced into their

BbsI sites before Golden Gate assembly. SgRNA design

was performed online using Sequence Scan for CRISPR

software (http://crispr.dfci.harvard.edu/SSC/). Final plas-

mids for mutagenesis thus obtained contain expression

cassettes for dCas9 and seven sgRNAs. For production of

antibodies, VH and VL regions from human antibodies

were subcloned respectively in an IgG-Abvec expression

vector (FJ475055) and an Iglambda –AbVec expression

vector (FJ51647) as previously described [8]. For mamma-

lian display of antibodies as IgG1, VH and VL regions

were subcloned into home-made expression vectors

derived from the OriP/EBNA1 based episomal vector

pCEP4. The VH and VL expression vectors contain a
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hygromycin B or Zeocin resistance marker respectively,

and a transmembrane region encoding sequence exists in

the C gamma constant region sequence.

IgG1 mammalian cell display

Heavy and light chain expression vectors were co-trans-

fected into the 293A cell line at a 1:1 ratio using JetPEI

(PolyplusTransfection, Cat. 101–10N) and cultured for

48 h. Selection of doubly transfected cells was performed

using Hygromycin B and Zeocin. Antibody surface expres-

sion on the selected cells was confirmed by flow

cytometry analysis after staining with a PE-labeled

goat-anti-human IgG Fc (Jackson ImmunoResearch).

Peptide MHC tetramer

The HLA-A*02:01–restricted peptides Pp65495 (human

CMV [HCMV], NLVPMVATV) and MelA27 (melanoma

Ag, ELAGIGILTV) and the HLA-B*0702-restricted

UV-sensitive peptide (AARGJTLAM; where J is

3-amino-3-(2-nitro)phenyl-propionic acid) were purchased

from GL Biochem (Shanghaï, China). Soluble peptide MHC

monomers used in this study carried a mutation in the α3

domain (A245V), that reduces CD8 binding to MHC class

I. Biotinylated HLA-A*02:01/MelA27 (HLA-A2/MelA),

HLA-A*02:01/Pp65495 (HLA-A2/Pp65), HLA-B*0702/UV

sensitive peptide (HLA-B7/pUV) monomers were tetra-

merized with allophycocyanin (APC)-labeled premium

grade streptavidins (Molecular Probes, Thermo Fischer Sci-

entific, ref. S32362) at a molar ratio of 4:1. When applicable,

the avidity of the tetramer for its specific antibody was

decreased by mixing specific (ie peptide HLA-A2) and un-

specific (ie peptide UV-sensitive HLA-B7) biotinylated

monomers before tetramerization with APC-labeled strep-

tavidins at different molar ratios.

Ag-specific B cell sorting from PBMC

B cell isolation was performed as previously described

[8, 10]. Briefly, PBMCs were obtained by Ficoll density

gradient centrifugation and incubated with PE-, APC

and BV421-conjugated tetramers (10 μg/mL in PBS plus

2% FBS, for 30 min at room temperature). The tetramer-

stained cells were enriched using anti-PE and-APC

Ab-coated paramagnetic beads and then stained with

anti-CD19-PerCpCy5.5 (BD Biosciences) mAbs. Stained

samples were collected on an ARIA Cell Sorter Cyt-

ometer (BD Biosciences) and single CD19+ CD3− PE+

APC+ BV421− tetramer cells were collected in individual

PCR tubes.

Flow cytometry analysis

The specificity and avidity of IgG expressing HEK 293

cells was analysed by flow cytometry. Cells were first

stained in PBS containing 0.5% BSA with Ag tetramers

for 30 min at room temperature. Anti-PE human IgG

was then added at a 1/500 dilution for 15 min on ice

without prior washing. The binding of mutant antibodies

was evaluted on 150,000 BLCL cells. Cells were incu-

bated with various concentrations of large-scale purified

mAbs diluted in 25 ml of PBS containing 0.5% BSA for

30 min at room temperature. Anti-PE goat anti-human

IgG was then added at a 1/500 dilution for 15 min on

ice without prior washing.

Mutagenesis

4 × 106 anti HLA-A2 IgG-expressing cells were seeded

the day before transfection in a 175 cm flask. For each

round of mutation, cells were transiently transfected

using JET-PRIME (PolyplusTransfection, Cat. 101–10 N)

with pGH335_MS2-AID*Δ-Hygro together with two

other plasmids allowing expression of a total of 9 differ-

ent sgRNAs along with dCas9 at a ration 1: 1: 1.

Affinity-based cell selection and immunomagnetic

enrichment

After a round of mutagenesis, transfected cells were

expanded until confluency over a week. For selection,

10-20 × 106 cells were washed, resuspended in 0.2 mL of

PBS containing 2% BSA and the antigen (i.e. APC

HLA-A2 tetramers or mixed APC HLA-A2/HLA-B7 tet-

ramers) and incubated for 30 min at room temperature.

The tetramer-stained cells were then positively enriched

using anti APC Ab-coated immunomagnetic beads and

columns as previously described [8]. The resulting

enriched fraction was stained with an anti human

IgG-PE. IgG PE+ and tetramer APC+ cells were col-

lected on an ARIA cell sorter. The adopted strategy for

evolution of mAb A2Ab was as follows: 1) three rounds

of mutagenesis; 2) magnetic enrichment with 3A2/1B7

tetramer; 3) FACS sorting of positive cells. Positively se-

lected and sorted mutated HEK 293 underwent two new

rounds of mutation using the same sgRNAs before selec-

tion with the 1A2/3B7 tetramer.

Antibody production

Antibody production was performed as previously de-

scribed [8]. Briefly, 293A cell lines were transiently

transfected with VH and VL expression vectors and cul-

tured for 5 days in serum free medium in 175 cm2 flasks.

Recombinant antibodies produced were purified from

cell supernatant by Fast Protein Liquid Chromatography

(FPLC) using a protein A column, and their concentra-

tion determined by absorbance measurement at 280 nm.

Elisa

96-well ELISA plates (Maxisorp, Nunc) were coated with

HLA-A2 monomers (overnight at 4 °C, final concentra-

tion 2 μg/mL in a coating buffer 1X (Affymetrix)), satu-

rated with a 10% FBS DMEM blocking buffer (Thermo
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Fischer Scientific) for 2 h at 37 °C and (iii) incubated

with serial dilutions of purified mAbs for 2 h at room

temperature. Binding of mAbs was detected with an

anti-human IgG-HRP Ab (BD Bioscience, 1 μg/mL, 1 h)

and addition of a chromogenic substrate for 20 min at

room temperature (Maxisorp, Nunc).

Anti–HLA antibody testing (Luminex)

A Single Antigen Flow Bead assay (LabScreen single-

antigen LS1A04, One Lambda, Inc., Canoga Park, CA),

was used to detect anti-HLA antibodies in donors and

test the specificity of antibodies against 97 MHC-class I

alleles. Analysis was performed with a Luminex 100 ana-

lyser (Luminex, Austin, TX) after removal of the back-

ground as previously described [10].

Surface Plasmon resonance

Surface Plasmon Resonance (SPR) experiments were

performed on a Biacore 3000 apparatus (GE Healthcare

Life Sciences, Uppsala, Sweden) on CM5 chips (GE

Healthcare) as previously described [10]. Briefly, mAbs

were immobilized at 10 μg/mL The sensor chip surface

was then deactivated and various dilutions of HLA-

A*02:01 peptide monomers were injected for 180 s at

40 μL/min.

Bioinformatics analysis

Amplicon preparation: total RNA was purified from 5 ×

106 HEK 293 cells and 1 μg of total RNA was reverse tran-

scribed using Superscript reverse transcriptase III (Ther-

moFisher). cDNA was subsequently amplified using Q5

DNA polymerase and primers targeting VH sequences.

Sense and antisense primers include target sequences suit-

able for Nextera indexage. Barcodes were further intro-

duced by PCR with indexed nextera and the amplicons

were sequenced at the IRIC’s Genomics Core Facility at

Montreal. Paired-end MiSeq technology (Miseq Reagent

Nano kit v2 (500 cycles) from Illumina, Inc. San Diego,

CA, USA) was used, with a 2 × 250 bp setup.

Pretreatment and sequence clustering

For each chip generated, approximately one million

reads were obtained for all the samples. The quality and

length distribution of the reads were checked using the

FASTQ tool (v0.11.7). After that, for each sample, the

paired-end sequences were assembled using the PEAR

software (v0.9.6) while keeping only the sequences

whose Phred score was greater than 33 and whose over-

lap was at least 10 nucleotides. Then 30,000 sequences

were randomly selected to normalize samples. Next, for

each sample, full length VH sequences were grouped ac-

cording to their identity and counted and clusters were

formed as described in the text. Mutations observed in

the mock control (gRNA only) experiment were then

eliminated in order to distinguish site-directed muta-

tions from RT-PCR or sequence errors. Only clusters

representing more than 0.1% of the total number of

sequences were retained.

Alignment and mutation analysis

For each sample, the generated clusters were annotated

by aligning each sequence cluster against the reference

sequence using Biostring library (v2.48.0) in a custom

R script, to generate a counting table. The generated

data were filtered by subtracting the mutations de-

tected in the mock sample. A position matrix was then

generated to create a Weblogo using the ggseqlogo

library (v0.1). The data processing was performed using

a custom R script.

Results

Isolation of a low affinity human antibody against HLA-

A*02:01

A human HLA-A*02:01 molecule (hereafter referred to

as HLA-A2) was selected as a target for antibody discov-

ery and maturation as it is easy to obtain blood samples

from donors not previously immunized against this

MHC allele. In addition, various recombinant HLA mol-

ecules were readily available in our laboratory. PBMCs

from three HLA-A2-negative donors with negative ser-

ology for HLA-A2 circulating antibodies (Additional file

1: Table S1) were tested for the presence of blood circu-

lating B cells specific for HLA-A2. This was done by

flow cytometry sorting of B cells that bound HLA-A2

tetramers labeled with two different fluorochromes but

did not bind HLA-B7 tetramers, using a technique de-

scribed previously [8, 10]. B lymphocytes stained specif-

ically by HLA-A2 tetramers could be identified in

PBMC from all three donors (see Fig. 1a for an example)

and were isolated as single cells. We attempted RT-PCR

amplification of sequences coding for the variable

regions of the heavy and light chains of four B lympho-

cytes isolated from one donor (NO) using a recently

published protocol [8, 10]. A pair of heavy and light

chain V region coding sequences was obtained for one

of the four cells. After cloning these gene segments into

eukaryotic expression vectors in phase with human

heavy and light chain constant domains, the correspond-

ing antibody (A2Ab) was successfully produced in the

supernatant of transfected HEK cells and tested for its

specificity. A2Ab recognizes HLA-A2 but not HLA-B7

in ELISA tests and this recognition does not depend on

the peptide loaded into the HLA pocket (Fig. 1b). A

single HLA antigen flow bead assay analysis confirmed

that A2Ab can recognize HLA-A*02:01, but also showed

that A2Ab recognizes closely related alleles belonging to

the HLA-A*02 supertype (HLA-A*02:03, A*02:06 and

A*69:01) and weakly cross-reacts with other MHC A
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alleles. However, B or C alleles are not recognized (data

not shown, results summarized in Fig. 1c). Finally, the af-

finity of A2Ab for the pp65/HLA-A2 complex was deter-

mined by surface plasmon resonance (SPR) to be in the

low micromolar range (Kd = 8.10− 6, Fig. 1d). This is con-

sistent with the HLA-A2-specific B cells being isolated

from a naive/non-immune blood circulating B cell reper-

toire. The full nucleotide sequences of the heavy and light

chains are provided in Additional file 1: Table S2.

CRISPR-X targeted mutagenesis of A2Ab and screening

for higher avidity antibodies

We used the CRISPR-X approach [24] (Fig. 2a) to mu-

tate the A2Ab sequence. Our overall procedure using it-

erative mutation and selection is summarized in Fig. 3a.

HEK 293 cells were engineered to express cell surface

A2Ab by stable transfection of episomal vectors express-

ing its heavy and light chains (HC and LC, respectively).

For induction of mutations, these cells were then transi-

ently transfected with a plasmid coding for AID*Δ fused

to MS2 coat protein, and plasmids coding for dCas9 and

nine different sgRNAs (Additional file 1: Table S3) span-

ning the sequence coding for the A2Ab HC variable do-

main (Fig. 2b). AID*Δ is an AID mutant with increased

SHM activity whose Nuclear Export Signal (NES) has been

removed [24]. It has significantly increased mutation activ-

ity compared to wild-type AID without a NES [24]. Three

successive transient transfections were performed before

cells were screened for expression of mutant antibodies

with increased avidity for HLA-A2.

Fig. 1 Isolation and characterization of human mAb A2Ab. a Sorting strategy used to isolate HLA-A2-specific B lymphocytes from donor NO. Cells

with the following phenotypic characteristics: CD3-, CD19+ (left panel), both PE and APC labeled HLA-A2 tetramers+ (middle panel), HLA-B7 tetramer

BV421- (right panel) were isolated and used to produce recombinant antibodies. b A2Ab Ab in Fig. 1b and a control anti- pp65-HLA-A*02:01 human

mAb (Ac-anti pp65-A2) were tested by ELISA against the following peptide-MHC recombinant monomers: pp65-HLA-A*02:01 (pp65-A2), MelA-HLA-

A*02:01 (MelA-A2) and pUV-HLA-B*0701 (pUV-B7). Statistical significance was determined using a two-way ANOVA test followed by a Tukey’s multiple

comparison post-test (n = 3, bars indicate standard deviations) (****: p < 0.0001; *:p = 0,0143; ns: not significant). c) The specificity of A2Ab was assessed

in a Luminex single antigen bead assay. Results are shown in terms of interval MFI. Positivity threshold was set at 1000. d The affinity of A2Ab was

measured by surface plasmon resonance by flowing various concentrations of pp65-A2 complex over CM5 chip-bound A2Ab
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Cells we started from stably expressed cell surface A2Ab

and thus were able to bind tetramers comprising four

HLA-A2 molecules. These cells were subjected to three

successive transfections. We expected cells expressing

higher avidity antibodies post-mutagenesis to be able to

bind tetramers containing fewer HLA-A2 molecules. We

thus sought to identify cells in the mutated polyclonal

population using labeling with a tetramer made up of 3

HLA-A2 molecules and one B7 molecule (3A2/1B7). As

shown in Fig. 3b, we were unable to detect any 3A2/

1B7-labeled cells in the mutated polyclonal population by

flow cytometry, while all cells expressing IgG were labeled

with the initial tetramer (4A2) as expected.

We suspected that 3A2/1B7-labeled cells might be too

rare to be detectable in the fraction of the mutated poly-

clonal population we tested, so we tried to enrich them be-

fore analysis. The mutated poylconal population was first

incubated with the 3A2/1B7 tetramer coupled to APC, then

subjected to positive selection using paramagnetic beads

coupled to anti-APC antibodies. After magnetic enrich-

ment, we observed a small proportion of cells clearly la-

beled by the 3A2/1B7 tetramer (Fig. 3c, left dot-plot).

Notably, no such cells were detected when our protocol

was carried out using A2Ab-expressing HEK 293 cells

transfected with a hyperactive non-guided AID (Fig. 3c,

middle dot-plot), or with guide RNAs alone (“mock”, Fig.

3c, right dot-plot). This first “positive” population (R1) was

purified by cell sorting and expanded in vitro to yield popu-

lation R1+ (> 95% pure). In marked contrast to the starting

population, the R1+ population bound tetramers with just 3

HLA-A2 molecules (3A2/1B7, Fig. 3d, upper left dot-plot).

To complete a further round of mutagenesis/selection,

we exposed the R1+ population to two successive trans-

fections for mutagenesis using the same batch of

sgRNAs as above, before selection was performed. This

time we used a more stringent enrichment process with

tetramers containing only one HLA-A2 molecule (1A2/

3B7). A new population of tetramer positive cells was

obtained (R2+), with a 2.2 fold increase in the 3A2/1B7

tetramer mean fluorescence intensity compared to R1+

(Fig. 3d, bottom left dot-plot). The R2+ population was

also stained by tetramer 1A2/3B7, in marked contrast to

R1+ cells (Fig. 3d, compare upper and lower right

dot-plots). Each round of mutation and selection thus

increases the avidity of the antibodies.

Antibody sequence evolution during mutagenesis and

selection rounds

As described above, we were unable to detect cells cap-

able of binding to the 3A2/1B7 tetramer after one round

of mutagenesis until we used magnetic enrichment. This

enrichment generated the R1 population. FACS sorting

of this population yielded the R1+ population capable of

binding 3A2/1B7 tetramers and the R1- population

incapable of binding this tetramer. We used next gener-

ation sequencing (NGS) to search for heavy chain se-

quences enriched in the R1+ population relative to the

R1- population and which could contain mutations re-

sponsible for the increased affinity of the R1+ population

antibodies. 30,000 randomly selected reads from each

population were analyzed. Reads represented more than

50 times were placed into a read-specific cluster, while

Fig. 2 Schematic illustration of CRISPR-X. a dCas9 associated with a sgRNA containing MS2 hairpins recruits AID*Δ fused to MS2 coat protein

leading to localized mutations (stars). Mutations can be induced in the sgRNA binding site or upstream or downstream from it, though only

downstream mutations are illustrated here. b Binding sites for the nine sgRNAs used on the A2Ab heavy chain variable domain coding sequence

are shown. Blue and orange colors indicate complementarity to non-coding and coding strands respectively
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Fig. 3 Generation and selection of HEK 293 cells expressing affinity-matured antibodies. a Overall strategy for antibody affinity maturation. HEK 293

cells expressing the initial Ab are subjected to CRISPR-X mutagenesis. Cells expressing variant antibodies of higher avidity are enriched using Stringent

Tetramer-Associated Magnetic Enrichment (S-TAME) and expanded in vitro (R for “ enriched population”, subscript n for round of mutation/selection).

Enriched cells are separated by FACS into tetramer positive-staining (R+) and tetramer negative-staining (R-) populations. Multiple rounds of mutation/

selection can be performed successively as indicated. b Staining of A2Ab-expressing HEK 293 cells with 4A2-tetramers or 3A2/1B7 tetramers as marked

after 3 successive transfections for CRISPR-X mutagenesis. Results shown are before the S-TAME step. c Staining of cells with tetramer 3A2/1B7 after S-

TAME. Results are shown for cells transfected with dCas9, sgRNAs and MS2 AID*Δ (R1 cells, left panel), AID*Δ alone (middle panel) and sgRNA alone

(right panel). d Cells from the R1 population staining positive with the 3A2/1B7 tetramer were isolated by FACS (R1+ cells). Staining of these cells with

tetramers 3A2/1B7 (upper left panel) and 1A2/3B7 (upper right panel) is shown. R1+ cells were subjected to a second round of mutagenesis, S-TAME

and FACS selection to generate R2+ cells. Staining of R2+ cells with tetramers 3A2/1B7 (lower left panel) and 1A2/3B7 lower right panel) is shown. The

number of cells within marked gates is shown between brackets as a percentage of the total cells analysed
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reads represented less than 50 times were grouped to-

gether in a category we termed “small clusters”. For the

R1+ population, two large clusters representing together

42.5% of reads were detected, in addition to a third large

cluster representing WT sequences (Table 1). Six other

clusters representing together 5.2% of reads were also de-

tected, together with numerous reads in the small cluster

category. Seven of these eight non-WT clusters were

clearly under-represented in the R1- population, where

the WT cluster and small clusters predominated. Muta-

tions observed in the seven clusters were located in the

FRW3 and CDR3 regions (Fig. 4). They were often shared

between different clusters, suggesting that they contribute

to the increased affinity of R1+ population antibodies.

That WT and small cluster sequences represent 52.6%

of R1+ reads might seem surprising. However, in the HEK

293 cells subjected to mutagenesis, antibody genes are

present on episomal vectors, with several vector copies

per cell [25]. Cells selected with the 3A2/1B7 tetramer

may contain only one gene copy with a mutation leading

to an antibody of increased affinity. All the other copies

could contain either no mutation or neutral or even dele-

terious mutations, yet they will be co-enriched with the

copy carrying the affinity-increasing mutation.

The second round of mutation/selection led to a drastic

decline in WT reads (from 13.6% for R1+, to 0% for R2+),

while in the R2+ population a cluster representing nearly

half of the NGS reads emerged, corresponding to HCs ac-

cumulating six mutated amino acids: D74H/S80 T/W102

L/M112I/G121D/R124P (Table 2, Fig. 4). Interestingly, the

CDR2 D74H mutation was not detected in the R1+ popu-

lation. Nine of the thirteen R2+ clusters (a cluster contains

more than 50 reads of the cluster-specific sequence) differ

only very slightly from this main sequence, underlining a

strong convergence of most of the R2+ clusters. The

W102, M112I, G121D and R124P mutations were already

well represented in the R1+ population (Table 1). The sec-

ond round of mutation/selection led to emergence of two

new R2 + −specific mutations: D74H in the CDR2 and

S80 T in the FRW3 region.

Characterization of evolved antibodies against HLA-A2

The R2+ antibodies C4.4 and C4.18 (Tables 1 and 2) were

produced as recombinant proteins for comparison of their

affinity and specificity to those of the initial A2Ab. As

shown in Fig. 5a, C4.4 and C4.18 mAbs show clearly in-

creased reactivity against HLA-A*02:01 compared to

A2Ab in an ELISA. We next determined C4.18’s affinity

for HLA-A*02:01 by SPR: Kd = 10− 7 (Fig. 5b). This is an

almost two log increase over that of the initial A2Ab (Kd

= 8 × 10− 6). We were unable to make enough C4.4 for

SPR studies.

These results demonstrate that our matured antibodies

bind with higher affinity to antigen than A2Ab in fully

in vitro tests. But can they bind to antigen expressed on

the surface of cells, a prerequisite for biological activity?

The initial A2Ab was not of sufficient affinity to bind to

two HLA-A2 expressing cell lines tested, 721.221 B cells

made HLA-A2 positive by transfection (721.221(A2)),

and naturally HLA-A2 expressing BLCL HEN. However,

the increased affinity of C4.4 and C4.18 led to ready de-

tection of such binding (Fig. 5c). Binding to 721.221(A2)

B cells was HLA-A2 dependent, as no binding was ob-

served to the parental HLA-A2 negative 721.221 B cells.

A single HLA antigen flow bead assay analysis con-

firmed that C4.4 and C4.18 had higher affinity than

A2Ab for HLA-A*02:01 and also showed a gain in speci-

ficity, as they had significantly less crossreactivity against

other HLA-A alleles (compare Fig. 5d to Fig. 1c).

Discussion

We show that starting from a low affinity antibody,

CRISPR-X targeting of AID to antibody genes can be

used to obtain affinity-matured human antibodies in cel-

lulo in about 6 weeks. Thus we increased the affinity of a

Table 1 CRISPR-X-mediated evolution of A2Ab: NGS analysis,

round 1

R1

Cluster name mAb
name

%R1+
(counts)

%R1-
(counts)

G121E C3.2 31.8 (9542) 0.3 (94)

WT A2Ab 13.6 (4103) 52.6
(15788)

W102 L//M112I//G121D//R124P C3.9 10.7 (3197) 0

G121E//V140 L 1.1 (340) 0

G121D C3.3 1.1 (316) 0.3 (95)

S103 N//G121D C3.5 0.9 (261) 0

W102 L//D109A//M112I//G121D//
R124P

0.8 (239) 0

M112I//G121D//R124P 0.7 (209) 0

V140 L 0,6 (168) 1.5 (448)

R117S 0 0.5 (148)

Y114S 0 0.4 (124)

D109A 0 0.4 (119)

S103R 0 0.2 (67)

S108A 0 0.2 (66)

G137R 0 0.2 (61)

R119S 0 0.2 (60)

P60A 0 0.2 (54)

V123G 0 0.2 (54)

small clusters R1+ (number) C3.4 38.7 (11625)

small clusters R1- (number) 42.7
(12817)

total 100 (30000) 100 (30000)
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fully human anti-HLA-A*02:01 mAb to sufficient levels

for biological activity and without loss of specificity in

just 2 cycles of mutation/selection (each cycle consisting

of several successive mutagenesis transfections prior to

the selection steps). The low affinity antibody we started

from was expressed by naive B cells. Our procedure thus

mimics in vitro antibody maturation in secondary

lymphoid organs, where naive B lymphocytes stimulated

by Ag recognition via specific BCRs of limited affinity go

on to generate receptors optimized for Ag recognition.

Using SHM for in vitro affinity maturation of antibodies

is an attractive strategy and has been used previously in a

variety of cell lines [2, 26–29]. Some recently described

technologies to affinity-mature antibodies in vitro rely on

the integration of a library of CDR3 domains using

CRISPR Cas9 technology [30] or mutagenesis of only the

most permissive CDR positions [31]. Prior to these ap-

proaches, the Bowers group pioneered the coupling of

AID-induced somatic hypermutation with mammalian

cell surface display in the easily transfectable HEK 293

cells for in vitro maturation of mAbs [15]. We have ex-

tended this latter approach to include specific targeting of

AID to the immunoglobulin genes to be mutated using a

combination of dCas9-AID fusions and specific guide

RNAs. We have also introduced a magnetic enrichment

step prior to FACS sorting of mutated cells to facilitate

isolation of cells expressing higher affinity antibodies.

These modifications proved necessary to obtain our

affinity matured anti-HLA antibodies after only 2

rounds of mutation/selection. Indeed, we were unable

to detect any cells carrying higher affinity antibodies

when AID activity was not targeted to the Ig se-

quences, and we could only detect and isolate them

after the first mutation round if magnetic enrichment

preceded FACS sorting.

While this manuscript was in preparation, Liu et al.

described a variety of diversifying base editors and

showed that they retained their intrinsic nucleotide

preferences when recruited to DNA as MS2 coat

fusions [32]. They also demonstrated that it was

possible to use diversifying base editors to affinity

mature a previously studied murine anti-4-hydroxy-

3-nitrophenylacetyl (NP) antibody called B1–8 [32].

The matured antibodies they obtained contained vari-

ous mutations that had already been observed after

subjecting B1–8 to SHM in a mouse in vivo

immunization model. The effect of these point muta-

tions was tested separately, and it was not clear

whether any of their antibodies contained multiple mu-

tations. In our study, we define previously unknown

combination of mutations that are required to increase

the affinity of a human antibody against HLA-A2, with-

out loss of specificity. As might be expected, “benefi-

cial” mutations could be found in the CDR2 and CDR3.

Interestingly, CDR3 mutations appeared after the first

round of mutation/selection, while CDR2 mutations

only appeared after the second round. In addition to

the CDR2 and CDR3 mutations, some mutations also

appeared in the FRW3. In particular, the C4.18 mAb

obtained after the second round of mutagenesis differs

from the first round C3.9 mAb by only two additional

mutated amino acids located in FRW3. This is interest-

ing as antibody in vitro evolution studies have

suggested that mutations leading to higher affinity often

correspond to residues distant from the antigen binding

site and that affinity maturation of antibodies occurs

most effectively by changes in second sphere residues

rather than contact residues [33, 34]. It is also interest-

ing to note that increasing the affinity of our antibodies

for HLA-A*02:01 also led to an increase in their

Fig. 4 Web Logo representation of amino acid mutations in the A2Ab heavy chain. WT: starting sequence. R1+, R2+: sequences after one or two

rounds of mutation/selection respectively. The height of each letter is proportional to the preference for that amino acid at that site, and letters

are colored by amino-acid hydrophobicity. Residue positions are numbered starting from the first amino acid of the leader peptide of the heavy

chain. Major mutation sites are indicated by arrows

Devilder et al. BMC Biotechnology           (2019) 19:14 Page 9 of 13



specificity: they progressively lost their crossreactivity

against non-HLA-A*02 alleles.

The progressive evolution of A2Ab we observed, with a

gradual accumulation of combinations of mutations, is

probably necessary for the maturation of the affinity of

most antibodies. The combination of CDR and FRW mu-

tations could result from CRISPR-X allowing simultan-

eous targeting of multiple sites all along the Ig variable

sequence and potentially represents an important advan-

tage over other recently described technologies limiting

mutagenesis to the CDR3 [30] or to the most permissive

CDR positions [31].

Our CRISPR-X based approach can readily be devel-

oped further to increase the potential for antibody diver-

sification. We used the same 9 gRNAs for both rounds

of mutagenesis. Further rounds of mutagenesis could be

carried out using different gRNAs. The CRISPR-X

approach using S. pyogenes dCas9 requires the presence

of an NGG PAM immediately downstream from the

gRNA binding site. Cas9 variants with relaxed PAM re-

quirements could also be used in this approach, includ-

ing the recently described variant using a PAM reduced

to NG. This would lift almost all constraints on gRNA

choice. We focused on mutating the Ig heavy chain gene

alone, but both heavy and light chain genes were present

in cells subjected to mutagenesis. We did not detect any

light chain mutations after transfection of the heavy

chain gRNAs (data not shown), demonstrating the speci-

ficity of the targeting approach. However, AID could be

targeted simultaneously to both heavy and light chain

Table 2: CRISPR-X-mediated evolution of A2Ab: NGS analysis, round 2

R2

Cluster name mAb name %R2+ (counts) %R2- (counts)

D74H//S80 T//W102 L//M112I//G121D//R124P C4.4 49.2 (14755) 9.2 (2756)

D74H//S80 T//W102 L//D109A//M112I//G121D//R124P 2.4 (733) 0.2 (73)

D74H//S80 T//M112I//G121D//R124P 2.2 (650) 0

G121E 1.7 (496) 38.9 (11670)

D74H//S80 T//F83S//W102 L//M112I//G121D//R124P 0.7 (223) 0.4 (112)

D74H//S80 T//A98P//W102 L//M112I//G121D//R124P 0.6 (182) 0

D74H//S80 T//W102 L//M112I//G121D//R124P//V140 L 0.6 (173) 0

D74H//W102 L//M112I//G121D//R124P C4.18 0.5 (163) 0

G121D//R124P 0.2 (74) 0.9 (274)

D74H//S80 T//W102 L//S104 T//M112I//G121D//R124P 0.2 (72) 0

D74H//S80 T//W102 L//G121E 0.2 (68) 0

W102 L//M112I//G121D//R124P 0.2 (63) 4.2 (1247)

D74H//S80 T//W102 L//L105R//M112I//G121D//R124P 0.2 (59) 0

W52C//G121E 0 1.1 (333)

G121E//V140 L 0 0.7 (209)

R47S//R57H//G121E 0 0.7 (204)

W102 L//G121E 0 0.7 (203)

WT 0 0.6 (193)

M112I//G121D//R124P A2Ab 0 0.5 (137)

W102 L//M112I//G121E 0 0.4 (128)

H101Q//G121E 0 0.4 (122)

I39M//H101Q//G121E 0 0.4 (119)

P60S//G121E 0 0,4 (81)

C41Y//G121E 0 0.2 (66)

I39M//G121E 0 0.2 (56)

W102C//G121E 0 0.2 (56)

small clusters R2+ (number) 41 (12289)

small clusters R2- (number) 39.9 (11961)

total 100 (30000) 100 (30000)
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genes by cotransfecting cells with a mixture of heavy

and light chain gRNAs, increasing the diversification

possibilities by association of mutated heavy and light

chains in different combinations.

The A2Ab mAb used here served as an initial proof of

concept for antibody maturation in vitro using CRISPR-X.

However, the fully human mAbs specific for the HLA-

A*02:01 allele we generated could have direct clinical ap-

plications, notably in the context of mismatch HLA-A2

organ transplantation. Two recent studies described the

efficacy of anti-HLA-A2-specific CARs of murine origin

in the control of graft rejection in animal models [35, 36].

Using fully human antibodies could be an important step

forward for implementation of such strategies to humans.

Furthermore, the availability of a series of mAbs of in-

creasing affinity (derived from different rounds of

mutation/selection) could be useful to study the impact of

CAR affinity on biological activity and could also help to

improve predictive algorythms for antibody maturation.

Conclusions
We describe here a new approach for progressive and

controlled antibody evolution. This procedure should

allow us to obtain antibodies of high affinity and specifi-

city against virtually any Ag, if available in a recombin-

ant form, starting directly from circulating naïve B cells,

which represent a vast pool of Ag-specific antibodies to

tap into. Our approach may prove particularly useful

when fully human antibodies are required: when first

isolated from non-immunized individuals, they are often

of insufficient affinity for therapeutic or research pur-

poses. Many Ag of interest for the treatment of

Fig. 5 Characterization of evolved antibodies against HLA-A2. a ELISA dose-response curves of R2+ mutated mAbs C4.4 and C4.18 compared to

A2Ab. Statistical significance was determined using a one-way ANOVA test followed by a Tukey’s multiple comparison post-test (n = 3, bars

indicate standard deviations) (****: p < 0.0001; ***:p = 0,003). b The affinity of C4.18 was measured by surface plasmon resonance by flowing

various concentrations of pp65-A2 complex over CM5 chip-bound C4.18. c Top panel: staining of 721.221 cells which either express HLA-A2

(721.221(A2)) or do not express it (721.221) by A2Ab, C4.4 and C4.18 at 20 μg/mL. MFI are indicated. Lower panel: dose response staining of

A2Ab, C4.4 and C4.18 against BLCL HEN expressing HLA-A2. MFI obtained with various concentrations of C4.18 and C4.4 are indicated. d The

specificity of mutated R2+ mAbs was assessed in a Luminex single antigen bead assay. Results are shown in terms of interval MFI. Positivity

threshold was set at 1000
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pathologies such as cancer are in this category and thus

represent potential targets for this approach. In

addition, our approach can be adapted to optimize anti-

body specificity by addition of a simple negative

selection step to eliminate antibodies with undesired

interactions. This could be useful for improving the spe-

cificity of currently existing murine, chimeric or human-

ized antibodies.
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Additional file 1: Table S1. Isolation of human anti-HLA-A2 B lympho-

cytes from the PBMC of grafted patients.This table indicates the number

of HLA-A2-specific B cells isolated from each donors.Table S2. Full nu-

cleotide sequences.This table indicates the nucleotide sequences of the

variable segments of the heavy and light chains of A2Ab and of the

heavy chain of the various R1+ or R2+ mutants.Table S3. gRNA se-

quences binding to the Ig gene sense (s) or antisense (as) strands.This

table indicates the nucleotide sequence of the gRNAs which are num-

bered according to their position from the ATG (A corresponding to nu-

cleotide number 1) of the A2Ab variable heavy chain sequence (see

Additional file 1: Table S2). (DOCX 51 kb)
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Statement of translational relevance 42 

Glioblastoma representing the majority of primary malignant brain tumors display a dismal 43 

prognosis with a recurrence rate of more than 90%. Therapeutic immunotherapies, including 44 

the emerging use of adoptive cell therapy, has shown promising anti-tumor efficacy. In this 45 

work, we clearly show that the more resistant subset of glioblastoma cells are spontaneously 46 

killed by non-alloreactive allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocyte effectors. This natural 47 

reactivity process, mediated by the γδ TCR and tightly regulated by cellular stress-associated 48 

NKG2D pathway, led to the identification of highly reactive allogeneic Vγ9Vδ2 T 49 

lymphocyte subsets. Importantly, we provide evidence of allogeneic Vγ9Vδ2 T lymphocyte 50 

immunotherapy efficacy in vivo, in absence of any prior tumor cell sensitization. Our study 51 

brings new insights into novel immunotherapeutic options for therapy directed at the 52 

recurrence of GBM based on adoptive transfer of allogeneic Vγ9Vδ2 T lymphocytes at the 53 

tumor bed.  54 

 55 
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Abstract 56 

 57 

Purpose: Cellular immunotherapies are currently being explored to eliminate highly invasive 58 

and chemoradioresistant glioblastoma (GBM) cells involved in rapid relapse. We recently 59 

showed that concomitant stereotactic injections of non-alloreactive allogeneic Vγ9Vδ2 T 60 

lymphocytes eradicate zoledronate-primed human GBM cells. In the present study, we 61 

investigated the spontaneous reactivity of allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes toward 62 

primary human GBM cells, in vitro and in vivo, in absence of any prior sensitization. 63 

Experimental Design: Through functional and trancriptomic analyses, we extensively 64 

characterized the immunoreactivity of human Vγ9Vδ2 T lymphocytes against various primary 65 

GBM cultures directly derived from patient tumors. 66 

Results: We evidence that GBM cells displaying a mesenchymal subtype signature are 67 

spontaneously eliminated by allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes, a reactivity process 68 

being mediated by γδ TCR and tightly regulated by cellular stress-associated NKG2D 69 

pathway. This led to the identification of highly-reactive Vγ9Vδ2 T lymphocyte populations, 70 

independently of a specific TCR repertoire signature. Moreover, we finally provide evidence 71 

of immunotherapeutic efficacy in vivo, in absence of any prior tumor cell sensitization. 72 

Conclusions: By identifying pathways implicated in the selective natural recognition of 73 

mesenchymal GBM cell subtypes, accounting for 30% of primary diagnosed and 60% of 74 

recurrent GBM, our results pave the way for novel targeted cellular immunotherapies. 75 

 76 

77 



 4 

Introduction 78 

Glioblastoma (GBM) are the most frequent primary brain tumors in adult with an incidence of 79 

5 per 100,000 people. Current standard therapy, defined by the Stupp protocol, includes 80 

surgery followed by radiotherapy with concomitant and adjuvant chemotherapy (1). Despite 81 

such aggressive treatments, the median survival does not exceed 18 months, with less than 82 

5% of patients alive at 5 years. This dismal prognosis might be explained by deep invasive 83 

tumor growth, limited surgical efficiency, poor drug delivery across the Blood Brain Barrier 84 

and a high degree of GBM tumor heterogeneity. First, GBM display inter-tumor 85 

heterogeneity mostly characterized by distinct genetic alterations occurring in individual 86 

tumors and leading to various responses in identical patients. The genetic landscape of GBM 87 

has been performed through Genome Wide Association Studies (GWAS) allowing the 88 

identification of up to four molecular subtypes with relative prognostic or predictive 89 

significance (2,3). There are marked differences between the mesenchymal subtype (MES) 90 

and the three other ones (defined here as CNP, referring to Classical, Neural and Proneural 91 

subtypes). MES subtype is associated with poor survival, in contrast to CNP subtype which 92 

are generally associated with a more favorable outcome (2,4,5). Second, spatial heterogeneity 93 

within the same tumor, including active tumor zones as well as hypoxic and necrotic zones, is 94 

common in GBM (6,7). Importantly, hypoxic zones constitute cellular niches for MES GBM 95 

cells and also cancer stem-like cells (CSC) with singular phenotypic properties including 96 

transient quiescence, self-renewal, resistance to radiation-induced DNA damages and the 97 

ability to reconstitute the initial tumor. Thus, new strategies targeting highly resistant cancer 98 

cells, including mesenchymal GBM cells and CSC, may significantly improve patients' 99 

outcomes. 100 

 In line with their spectacular effects evidenced in various solid and circulating cancer 101 

indications (8–11), immunotherapies have also been proposed for treating GBM patients (12), 102 

including adoptive transfer of immune cells. Among attractive immune effectors, peripheral 103 

Vγ9Vδ2 T lymphocytes, mostly present in primates and representing 5-10% of blood CD3
+
 104 

lymphocytes in healthy adults, are important players in natural host defenses against infection 105 

and malignancies (13). These transitional T lymphocytes are selectively activated in a TCR-106 

dependent, but MHC-independent manner, by non-peptidic small molecules (hereafter called 107 

phosphoantigens (PAg)), such as isopentenyl pyrophosphate (IPP). Accordingly, target cells 108 

sensitization by pharmacological aminobisphosphonate (NBP) compounds, such as 109 

zoledronate, inhibiting a key enzyme of the mammalian mevalonate pathway that degrades 110 
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Pag and upregulate the reactivity of Vγ9Vδ2 T lymphocytes. We have described a mandatory 111 

role played by BTN3A/CD277 butyrophilins which are type I glycoproteins from the B7 112 

superfamily in this still unclear reactivity process (14–16). Besides TCR-dependent 113 

mechanism, cell recognition and subsequent Vγ9Vδ2 T lymphocyte activation also involves 114 

the engagement of Natural Killer (NK) receptors, such as the activating NKG2D (natural 115 

killer group 2, member D) receptor (17). This receptor recognizes stress-induced molecular 116 

determinants that are barely expressed by healthy cells while often upregulated by infected or 117 

transformed cells. Importantly, given the absence of MHC restriction, the injection of 118 

allogeneic Vγ9Vδ2 T lymphocytes within the surrounding cerebral parenchyma following 119 

tumor resection represents a unique opportunity to deliver elevated quantities of tumor-120 

reactive T lymphocytes in the vicinity of residual malignancy. In line with this, we showed 121 

that concomitant stereotactic injections of allogeneic Vγ9Vδ2 T lymphocytes and zoledronate 122 

eradicate human GBM cells in vivo (18). This study also showed that Vγ9Vδ2 T lymphocytes 123 

display unexpected efficient and natural cytotoxicity against some human GBM cells (19). 124 

 125 

In the present study, we investigated the molecular mechanisms regulating the spontaneous 126 

reactivity of allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes toward some human GBM cells. 127 

Using primary GBM cells from patients, we demonstrate that allogeneic Vγ9Vδ2 T 128 

lymphocytes specifically and spontaneously react against GBM cells with a mesenchymal 129 

signature. This work next showed that highly reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes, that  are 130 

engaged through both TCR and NKG2D pathways, but independently of a specific TCR 131 

signature. Finally, we provided evidence of allogeneic Vγ9Vδ2 T lymphocyte immunotherapy 132 

efficacy in vivo, in absence of any prior sensitization. 133 

 134 

Materials and Methods 135 

Human primary GBM cultures 136 

Human primary GBM cultures were obtained after mechanical dissociation of surgical 137 

resection tumor samples from patients (n=17). All procedures involving human patients were 138 

performed in accordance with the ethical standards of the ethic national research committee 139 

and with the 1964 Helsinki declaration and its later amendments or comparable ethical 140 

standards. Informed consent was obtained from all individual patients included in this study. 141 

Primary cultures were established and stored at -180°C. Cell frozen vials were grown in  142 

define medium (DMEM/Ham F12 (Gibco, Cergy Pontoise, France), 2 mM L-glutamine 143 
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(Gibco), N2- and B27-supplement (Gibco), 2 μg/ml heparin (Sigma Aldrich, Saint Louis, 144 

MO), 20 ng/ml EGF and 25 ng/ml bFGF (Peprotech, Rocky Hill, NJ), 100 IU/ml penicillin 145 

and 100 mg/ml streptomycin (Gibco)) at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO2. All 146 

experiments were performed with GBM cells in culture for less than 3 months (passages<7) 147 

and cells were regularly checked for mycoplasma contamination. There are 5 MES cultures 148 

(GBM-1, 4, 8, 11 and 12) and 12 CNP (GBM-3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 16, 17, 18 and 19). 149 

For pilot studies, GBM-1 and GBM-10 were used as representative of human mesenchymal 150 

and CNP tumor cells, respectively. 151 

 152 

Generation and expansion of allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes 153 

After informed consent was obtained, human peripheral-blood mononuclear cells (PBMC) 154 

were isolated from blood samples of healthy adult volunteers recruited at the Etablissement 155 

Français du Sang (EFS, Nantes, France). For specific expansions of Vγ9Vδ2 T lymphocytes, 156 

PBMC were incubated with 5 µM of zoledronic acid monohydrate (#82712, Sigma-Aldrich) 157 

or with 3 µM of BrHPP (bromohydin pyrophosphate, kindly provided by Innate Pharma 158 

(Marseille, France)) in RPMI 1640 culture medium supplemented with 10 % heat inactivated 159 

FCS, 2 mM L-glutamine, 100 mg/ml streptomycin, 100 IU/ml penicillin (all from Gibco) and 160 

100 IU/mL recombinant human IL-2 (rhIL-2) (Proleukin, Novartis, Basel, Switzerland). After 161 

4 days of culture, cells were supplemented with rhIL-2 (300 IU/mL). After 3 weeks, a non-162 

specific expansion was performed using PHA-feeders: Leucoagglutinin PHA-L (#L4144, 163 

Sigma-Aldrich) and 35 Gy-irradiated allogeneic feeder cells mixing human PBMC and 164 

Epstein-Barr virus-transformed B-lymphoblastoid cell lines. Vγ9Vδ2 T lymphocytes were 165 

incubated in RPMI 1640 culture medium supplemented with 10 % heat inactivated FCS, 2 166 

mM L-glutamine, 100 mg/ml streptomycin, 100 IU/ml penicillin (all from Gibco) and 300 167 

IU/mL rhIL-2. After three weeks, purity (> 85 %) of amplified Vδ2
+
 T lymphocyte cultures 168 

was checked by flow cytometry. Clones were obtained by flow cytometry sorting or seeding 169 

Vγ9Vδ2 T lymphocytes (0.3 cells/well) in RPMI 1640 medium containing rhIL-2, 170 

leukoagglutinin (0.5 mg/mL), and irradiated allogeneic feeder cells (5x10
4
 PBL mixed with 171 

5x10
3
 transformed human B lymphocytes/well). After expansion, cells were checked for Vδ2 172 

TCR chain expression (purity>99 %) and further expanded using PHA-feeders, as described 173 

above.  174 

 175 

Transcriptomic analysis 176 
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Primary GBM cells were washed twice in PBS, then total RNA was isolated using the 177 

RNeasy MiniKit (Qiagen, Courtaboeuf, France), according to the manufacturer’s instructions 178 

with DNAse I treatment. The quantity and quality of RNA were, respectively, checked using 179 

NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 180 

and Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent, Santa Clara, CA, USA). RNA (1.5 mg) was processed 181 

and hybridized to the Genechip Human Genome U133 Plus 2.0 Expression array (Affymetrix, 182 

CA, USA), which contains over 54,000 probe sets analyzing the expression levels of over 183 

47,000 transcripts and variants. This roughly corresponds to 29,500 distinct Unigene 184 

identifiers. The processing was performed according to the recommendations of the 185 

manufacturer. The raw signals of each probes for all the arrays where normalized against a 186 

virtual median chip (median raw intensity per row) using a local weighted scattered plot 187 

smoother analysis. The data were filtered to remove probes with low intensity values by 188 

sample category in order to keep the signature of little class of sample. The hierarchical 189 

clustering used to detect groups of correlated genes supported by a statistical method (limma) 190 

to detect differential expression among biological conditions, was computed on median-gene-191 

centered and log-transformed data using average linkage and uncentered correlation distances 192 

with the Cluster program (20). Functional annotations of gene clusters and differential 193 

expressed genes were performed using GoMiner software (21) and the Gene Ontology 194 

database (22). Raw and normalized data have been deposited in the GEO database under 195 

accession number (GSE83626). For RNAseq analysis, library construction was performed 196 

using 500 ng of total RNA with SureSelect Strand-Specific RNA Library Prep for Illumina 197 

Multiplexed kit (5190-6410, Agilent Technologies), according to Agilent_PrepLib_G9691-198 

90010_juillet2015_vD protocol. Purifications were carried out with NucleoMag NGS Clean-199 

up and Size Select (Macherey-Nagel, Düren, Germany). Fragments size of libraries was 200 

controlled on D1000 ScreenTape with 2200 TapeStation system (Agilent Technologies). 201 

Libraries with P5-P7 adaptors were specifically quantified on LightCycler® 480 Instrument II 202 

(Roche Life Science) and normalized with DNA Standards (1-6) (# KK4903, 203 

KAPABIOSYSTEMS, CliniSciences). 12 pM of each library was pooled and prepared 204 

according to denaturing and diluting libraries protocol for the Hiseq and GAIIx, 205 

part#15050107 v02 (Illumina) for cluster generation on cBotTM system. Paired-end 206 

sequencing (2 x 100 cycles) was carried out in 4 lanes on HiSeq® 2500 system (Illumina) in 207 

TruSeq v3 chemistry, according to the instructions of HiSeq® 2500 System Guide, 208 

part#15035786 v01 (Illumina). After demultiplexing and quality control with fastQC_0.11.2 209 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), Illumina adapter were trimmed 210 
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with Cutadapt-1.2.1 (Martin, 2011) and reads with Phred quality score below 30 were filtered 211 

with prinseq-lite-0.20.3. Reads were aligned against human HG19 reference genome with 212 

Tophat2.0.10 and counted with HTseq-count from HTSeq-0.5.4p5 and differential analysis 213 

with DESeq2. 214 

 215 

Vγ9Vδ2 TCR sequencing 216 

Total RNA was purified from indicated Vγ9Vδ2 T lymphocyte clones using NucleoSpin 217 

RNA Plus Kit (Macherey-Nagel), according to the manufacturer’s recommendations (Gratas 218 

et al, 2017). 500 ng RNA was reverse-transcribed using the Maxima First strand cDNA 219 

synthesis kit (Thermoscientific, UK ) and cDNA (50ng) was subsequently amplified using Q5 220 

Hot Start High-Fidelity DNA polymerase and primers targeting variable region of γ (forward 221 

5'-GGTCACCTAGAGCAACCTC-3’ and reverse 5‘-GTATGTTCCAGCCTTCTGG-3’) and 222 

δ (forward 5‘-GTCATGTCAGCCATTGAGTTG-3’ and reverse 5‘-223 

CCTTCACCAGACAAGCGAC-3’) chains. After checking for single product amplification 224 

on agarose gel, samples were purified using PCR Clean-Up Kit (Macherey-Nagel, Germany), 225 

according to the manufacturer’s recommendations. Purified PCR products were sequenced 226 

(Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany). Sequences were analyzed by IMGT/V-Quest to 227 

identify V(D)J segments. 228 

 229 

CD107a cell surface mobilization 230 

GBM cells were cocultured with Vγ9Vδ2 T lymphocytes (E:T ratio 1) in define culture 231 

medium containing 5 µM monensin (Sigma-Aldrich) and APC-labeled anti-human CD107a 232 

mAb (#H4A3 from BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA and BioLegend, San Diego, 233 

CA, USA) for 4h at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO2. Vγ9Vδ2 T lymphocytes 234 

were then stained with FITC-labeled anti-human V2 TCR mAb (#IMMU389; Beckman 235 

Coulter, Fullerton, CA) and analyzed by flow cytometry. Acquisition was performed using 236 

FACSCalibur or Accuri C6Plus flow cytometer (BD Biosciences) and the events were 237 

analyzed using the FlowJo software 10 (Treestar, Ashland, OR). 238 

 239 

Cytolytic activity 240 

Cytolytic activity was assessed through standard 
51

Cr -release assays. Primary GBM cultures 241 

were labeled with 
51

Cr (75 mCi for 1x10
6
 cells) for 1h at 37°C, washed four times with define 242 

culture medium, plated at 3x10
3
 cells per well, and T lymphocytes were added at the indicated 243 

E:T ratios in 96-well round-bottom plates. When indicated, tumor cells were pretreated 244 
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overnight with zoledronate at 20 mM. For blocking assays, cells were preincubated 30min at 245 

37°C with mouse anti-human CD277/BTN3A1 mAbs (#103.2; ImCheck Therapeutics, 246 

Marseille, France) for primary GBM cultures, and mouse anti-human NKG2D (#1D11; 247 

BioLegend) for Vγ9Vδ2 T lymphocytes. After a 4h coculture at 37°C, 
51

Cr released activity 248 

was measured in supernatants using a scintillation counter (MicroBeta, Perkin Elmer, 249 

Courtaboeuf, France). Each test was performed in triplicate. Percentage of tumor target cell 250 

lysis = ((experimental release-spontaneous release)/(maximum release-spontaneous 251 

release))*100. Maximum and spontaneous release were determined by adding 1 % Triton X-252 

100 (Sigma) or medium respectively, to 
51

Cr-labeled tumor target cells in the absence of T 253 

lymphocytes. 254 

 255 

Cell surface phenotyping 256 

Primary GBM cell surface phenotype was determined by flow cytometry using the following 257 

mouse anti-human mAbs: anti-ULBP2, 5, 6-PE (#165903), anti-ULBP3-PE (#166510), anti-258 

ULBP1-AF488 (#170818; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), anti-MICA/B-PE (#6D4; 259 

BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) and associated isotype controls. To assess the 260 

whole NKG2D ligand expression, primary GBM cultures were incubated with FcR-blocking 261 

Reagent (Miltenyi Biotec), washed, labelled with 10 mg/ml recombinant human 262 

NKG2D/CD134 Fc Chimera protein (R&D Systems) or isotype control, incubated with 1 263 

mg/ml of goat anti-human IgG Biotin (EFS, Nantes, France) followed with Strepatividin-264 

FITC staining (EFS, Nantes, France). Vγ9Vδ2 T cell surface phenotype was determined using 265 

anti-human NKG2D-PE (#ID11; BD Biosciences), anti-NKG2A-PE (#Z199; Beckman 266 

Coulter Immunotech, Marseille, France) or corresponding isotype-matched control mAbs. 267 

Data were collected using FACSCalibur (BD Biosciences) cytometer and analyzed using 268 

Flowjo 7.6.1 and 8 software (TreeStar). 269 

 270 

Videomicroscopy 271 

Primary GBM cells were incubated in define medium overnight in Ibidi chamber slides 272 

(Martinsried, Germany) coated with fibronectin (Merck, Darmstadt, Germany). For 273 

intracellular Ca
2+

 measurements, Vγ9Vδ2 T lymphocytes were loaded with 1 mM Fura-2/AM 274 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in Hanks Balanced Salt Solution (HBSS, Gibco) 275 

supplemented with HEPES (Sigma). Recording was performed using a DMI 6000B 276 

microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Cells were illuminated every 10 s with 277 

a 300 W xenon lamp by using 340/10 nm and 380/10 nm excitation filters. Emission at 510 278 
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nm was captured using a Cool Snap HQ2 camera (Roper, Tucson, AZ, USA) and ratio 279 

measurements were performed with Metafluor software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 280 

USA). 281 

 282 

Stereotaxic implantation of GBM cells and transfer of Vγ9Vδ2 T lymphocytes in mice 283 

NSG (NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ) mice (Charles River Laboratories; Wilmington, 284 

MA, USA) mice were bred in the animal facility of the University of Nantes (UTE, SFR F. 285 

Bonamy) under SPF status and used at 8–12 weeks of age, accordingly to institutional 286 

guidelines (Agreement #00186.02; Regional ethics committee of the Pays de la Loire 287 

(France)). Primary M1 or CNP1 cultures (1x10
4
 in 2 µL PBS) were injected using a 288 

stereotactic frame (Stoelting,Wood Dale, IL, USA) at 2 mm right lateral of the mediane suture 289 

and 0.5 mm anterior of the Bregma, depth: 2.5 mm. For adoptive T lymphocyte transfer 290 

assays, 2x10
7
 allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes in 15-20 µL sterile PBS were 291 

stereotaxically injected into the GBM tumor bed at 7, 14 and 21 days (3 injections) after 292 

tumor implantation (23). 293 

 294 

Statistical analysis 295 

Data are expressed as mean ± SD/SEM and were analyzed using GraphPad Prism 6.0 296 

software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). The difference between groups was 297 

analyzed by either Sidak, Wilcoxon, ANOVA, Kruskall-Wallis, Mann-Whitney or Log-rank  298 

tests (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 299 

 300 

Results 301 

Selective and spontaneous reactivity of allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes against 302 

primary mesenchymal human GBM cultures 303 

We previously reported an unexpected spontaneous activation of allogeneic human Vγ9Vδ2 T 304 

lymphocytes against some GBM cells as shown in Fig. 1A. We first aimed at extending this 305 

observation by analyzing reactivity of peripheral allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes 306 

from various healthy donors against a broad panel of primary human GBM cell cultures, 307 

directly dissociated from distinct patient tumors (n=17). Of note, primary GBM cultures 308 

display single or multiple alterations such as EGFR and/or PDGFR amplification, 309 

INK4a/ARF/PTEN loss (Table T1). The reactivity of Vγ9Vδ2 T lymphocytes against GBM 310 

cells, pretreated or not with NBP, was analyzed after a 4 hours-coculture (Fig. 1B and Fig. 311 
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S1A). When primary GBM cells were sensitized with NBP, all Vγ9Vδ2 T lymphocytes 312 

strongly upregulated CD107a expression (Fig. S1A). Importantly, 5 out of the 17 primary 313 

GBM cells spontaneously activated Vγ9Vδ2 T lymphocytes (Fig. 1B). A supervised 314 

hierarchical transcriptomic analysis based on the Verhaak transcriptional signatures using our 315 

previously published database (GEO GSE83626), identified the spontaneously recognized 316 

GBM cells as the mesenchymal subtype and non-naturally recognized ones as the CNP 317 

subtype, as shown in the volcano plot (Fig. 1C). Accordingly, allogeneic Vγ9Vδ2 T 318 

lymphocytes reacted stronger against mesenchymal GBM cells grouped according to this 319 

molecular signature, as compared to the other subtypes (Fig. 1D). 
51

Cr-release assays were 320 

performed using a representative primary GBM cells from either mesenchymal or CNP 321 

subtypes, respectively GBM-1 and GBM-10 cells. As shown in Fig. 1E, Vγ9Vδ2 T 322 

lymphocytes spontaneously killed only GBM-1 cells, but not GBM-10 cells, in a E/T-323 

dependent manner. Altogether, these results showed that allogeneic human Vγ9Vδ2 T 324 

lymphocytes spontaneously recognize and eliminate mesenchymal human GBM cells, in the 325 

absence of any treatment. 326 

 327 

Vγ9Vδ2 T lymphocytes display heterogeneous spontaneous reactivity against 328 

mesenchymal GBM cells 329 

Besides this selective and spontaneous reactivity against mesenchymal GBM cells, 330 

heterogeneous CD107a expression levels observed in activated T lymphocytes also suggested 331 

intrinsic activation abilities of Vγ9Vδ2 T lymphocytes. Therefore, we analyzed the reactivity 332 

of a panel of allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes (n=44), generated from distinct 333 

healthy donor samples, against either GBM-1 or GBM-10 cells. Whereas a weak CD107a 334 

expression was detected in the majority of Vγ9Vδ2 T lymphocyte populations cocultured with 335 

GBM-10 cells, this expression level was significantly higher upon coculture with GBM-1 336 

cells (Fig. 2A). Interestingly, this assay identified highly reactive Vγ9Vδ2 T lymphocyte 337 

populations (CD107a positive cells >20%). Of note, the selective and spontaneous recognition 338 

of mesenchymal GBM cells was detected in both highly and poorly reactive Vγ9Vδ2 T 339 

lymphocyte lines (Fig. 2B) and was accompanied by the selective lysis of mesenchymal 340 

GBM tumor cells, for highly reactive lymphocytes (Fig. 2C). Sensitization of GBM cells with 341 

elevated doses of NBP overcame the various levels of reactivity (Fig. S1B). These results 342 

indicated that, besides their ability to selectively and spontaneously react against 343 

mesenchymal GBM cells, allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocyte subsets display various 344 

functional reactivity abilities toward tumor cells. 345 
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 346 

Vγ9Vδ2 TCR-mediated reactivity is not driven by a specific TCR repertoire 347 

Vγ9Vδ2 TCR contribution was assessed in cytotoxicity assays using BTN3A/CD277 348 

blocking mAb (#103.2, Fig. 3A and Fig. S1C). To further investigate whether a specific 349 

repertoire is linked to this TCR-mediated activation process, T lymphocyte clones were first 350 

isolated from 3 highly reactive polyclonal Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines with similar natural 351 

reactivities (named L1, L2, and L3) from different healthy donors, and next analyzed at 352 

transcriptomic/phenotypic (TCR repertoire) and functional (cytotoxicity) levels. Of note, only 353 

25 clones sufficiently expanded among more than hundred clones that emerged in this 354 

process. 
51

Cr-release assays were performed using mesenchymal GBM-1 cells to determine 355 

and compare the relative cytotoxic abilities of each Vγ9Vδ2 T lymphocyte clones (Fig. 3B). 4 356 

clones displayed a cytotoxic activity against GBM-1 cells significantly higher than the 357 

polyclonal population whereas only 2 clones were significantly less reactive. To next 358 

determine whereas such an elevated cytotoxic activity was associated with a specific TCR 359 

repertoire, Vγ9 and Vδ2 gene segments were sequenced and analyzed (nomenclature of (24)). 360 

The majority of clones expressed a similar Vγ9 sequence (TRGV9*01-TRG1P*01), with 2 361 

clones (#L3-19, #L2-9) expressing different Vγ9 rearrangements (TRGV9*01-TRGJP1*01 362 

and TRGV9*02-TRGJ1*02, respectively). As expected, more diversity was observed with the 363 

Vδ2 TCR repertoire since 6 signatures were detected. For technical reasons, we could not 364 

determine the Vδ2 TCR repertoire for a third of the clones (Fig. 3C, group #nd). 365 

Nevertheless, these results indicated that the Vγ9Vδ2 TCR repertoire was composed of, at 366 

least, 4 distinct clonotypes and that no specific Vγ9Vδ2 TCR signature was assigned to highly 367 

reactive T lymphocyte clones (Fig. 3D). Altogether, these results show that selective 368 

spontaneous elimination of mesenchymal GBM cells involved TCR engagement, 369 

independently of a specific Vγ9Vδ2 TCR repertoire. 370 

 371 

Spontaneous elimination of human mesenchymal GBM cells by allogeneic Vγ9Vδ2 T 372 

lymphocytes involves NKG2D activating receptors 373 

Besides γδ TCR engagement, inhibitory or activating surface molecules are also involved in 374 

the reactivity tuning of Vγ9Vδ2 T lymphocytes. Accordingly, single-cell videomicroscopy 375 

analyses of early intracellular Ca
2+

 responses in activated Vγ9Vδ2 T lymphocytes showed 376 

that cell-to-cell contacts with NBP-sensitized GBM cells triggered rapid and sustained Ca
2+

 377 

responses, characteristic of simultaneous engagement of both TCR and receptors interacting 378 

with tumor-expressed molecules (Fig. S1D). Importantly, in the absence of any NBP 379 
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sensitization, higher levels of intracellular Ca
2+

 responses were measured in activated 380 

Vγ9Vδ2 T lymphocytes cocultured with mesenchymal GBM-1 cells, as compared to GBM-10 381 

cells (Fig. 4A). Surface phenotyping of selected activating (DNAM-1, NKG2C, NKG2D, 382 

NKp30, NKp44) and inhibitory (NKG2A, ILT2) receptors was performed in various Vγ9Vδ2 383 

T lymphocyte lines. As shown in Fig. 4B, an elevated expression of CD226/DNAM-1 and 384 

CD314/NKG2D (Natural Killer group 2D receptor) was detected in all the analyzed lines. 385 

Importantly, cytometric analysis showed that NKG2D receptors were expressed at 386 

significantly higher levels on mesenchymal GBM-reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes, as 387 

compared to their poorly reactive lymphocyte counterparts (Fig. 4C). The involvement of 388 

NKG2D axis in the spontaneous reactivity was next demonstrated by the results showing the 389 

blocking effect of NKG2D mAb (Fig. 4D). The combination of NKG2D and BTN3A (clone 390 

#103.2) blocking mAbs completely abolished this effect. Of note, NKG2D mAb did not 391 

significantly affect the reactivity of Vγ9Vδ2 T lymphocytes against GBM cells sensitized 392 

with elevated doses of NBP (Fig. S1E). Altogether, these results show that NKG2D, which is 393 

highly expressed in GBM-reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes, is strongly involved with the 394 

TCR in the spontaneous reactivity of allogeneic Vγ9Vδ2 T lymphocytes against mesenchymal 395 

GBM cells. 396 

 397 

Mesenchymal primary GBM cultures express high levels of NKG2D ligands 398 

As spontaneous recognition of human mesenchymal GBM cells by allogeneic Vγ9Vδ2 T 399 

lymphocytes involves NKG2D receptors expressed by Vγ9Vδ2 T lymphocytes, expression 400 

profiles of NKG2D ligands in GBM cells were analyzed through transcriptomic and 401 

cytometric analyses. Gene analysis using the PANTHER software showed that immune 402 

system process, immune response and response to stress represented 3 of the 6 most 403 

differentiated pathways between mesenchymal and CNP GBM cells (Fig. 5A). Binding of 404 

recombinant human NKG2D Fc chimera protein indicated that NKG2D ligands were 405 

expressed at a higher level by mesenchymal GBM cells, as compared to CNP GBM cells 406 

(Fig. 5B). Accordingly, levels of RNA encoding for MICA/B (MHC class I Chain related 407 

protein A and B) and ULBP2 (UL16 binding protein 2) molecules, which are well-known 408 

NKG2D ligands, were detected at significantly higher levels in mesenchymal GBM cultures, 409 

as compared to CNP cultures (Fig. 5C). No significant expression of other NKG2D ligands, 410 

such as ULBP 4, 5 and 6 molecules, and no significant differential expression for other 411 

ligands were detected at the mRNA level (data not shown and Fig. S2). Accordingly, 412 

expression of ULBP2 and MICA/B proteins was significantly increased at the surface of 413 



 14 

mesenchymal GBM cells, as compared to CNP cultures (Fig. 5D). These results show that 414 

mesenchymal GBM cells highly express several NKG2D ligands, as compared to their CNP 415 

counterparts, which might favor their recognition by immune effectors, such as human 416 

Vγ9Vδ2 T lymphocytes. 417 

 418 

Allogeneic Vγ9Vδ2 T lymphocytes control the development of human mesenchymal 419 

GBM tumors in vivo 420 

Finally, the ability of Vγ9Vδ2 T lymphocytes to spontaneously control the growth of 421 

mesenchymal GBM tumor cells was investigated in vivo using preclinical orthotopic mouse 422 

models. Human tumor cells from either GBM-1 (mesenchymal) or GBM-10 (CNP) primary 423 

cultures were orthotopically implanted into the cerebral subventricular zone of 424 

immunodeficient NSG mice. Tumor-bearing mice were then treated with three successive 425 

stereotactic injections of allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes performed at days 7, 14 426 

and 21 following tumor implantation (Fig. 6A). As shown in Fig. 6B, untreated GBM-1-427 

tumor bearing mice displayed a median survival of 27 days (none, solid line). Three injections 428 

of poorly reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes (Poorly reactive, dotted line) in GBM-1 mice 429 

modestly reduced tumor growth in vivo. Strikingly, a clear anti-tumor activity was measured 430 

after 3 administrations of highly reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes (Highly reactive, dashed 431 

line). As shown in the table below the survival graph, this latter group could further be 432 

divided in poor and good responders with significantly different median survival values of 32 433 

and 58 days, respectively. Importantly, two mice from the good responders group were 434 

considered as long-term survivors (> 150 days) suggesting a complete elimination of the 435 

tumor. Of note, the tumor progression was also delayed in non-mesenchymal GBM-10 tumor-436 

bearing mice after injection of either poorly or highly reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes but to 437 

a lesser extend (e.g., absence of long-term survivors) (Fig. S3). Altogether these results show 438 

that adoptive transfer of allogeneic human PBMC-derived PBL-Vγ9Vδ2 T lymphocytes 439 

significantly increased GBM-bearing mouse lifespan, in particular when tumors displayed a 440 

mesenchymal signature. 441 

 442 

Discussion 443 

This study uncovers an unexpected spontaneous reactivity involving both TCR and 444 

NKG2D activating receptors displayed by human Vγ9Vδ2 T lymphocytes against human 445 

primary mesenchymal GBM tumor cells. 446 
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Human Vγ9Vδ2 T lymphocytes are antigenically activated in a cell-to-cell contact and a 447 

TCR-dependent manner. It is currently proposed that non-peptidic PAg metabolites interact 448 

intracellularly with BTN3A1/CD277 butyrophilin molecules, rather than being directly 449 

detected by the Vγ9Vδ2 TCR (15,25), these interactions then specifically triggering T 450 

lymphocyte reactivity. Here, we demonstrated spontaneous recognition of some GBM cells 451 

by allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes, in absence of any NBP-sensitization. This 452 

process involves Vγ9Vδ2 TCR, as indicated by the results of experiments showing the impact 453 

of anti-BTN3A/CD277 blocking mAbs on Vγ9Vδ2 T lymphocyte activation. Structural 454 

diversity of γδ TCR depends on both combinatorial usage of different sets of V, D and J 455 

segments and junctional diversification processes associated with the addition, or loss, of 456 

variable numbers of nucleotides at the V–Jγ, V–Dδ or D–Jδ junctions. In agreement with 457 

previous studies showing an intermediate Vγ9Vδ2 V(D)J TCR diversity (reviewed by (26)), 458 

TCR repertoire analysis of the GBM-reactive T lymphocyte clones provided evidences for a 459 

frequent expression of TCR heterodimers comprising rather conserved recombined Vγ9 460 

chains (mainly TRGV9*01-TRG1P*01 segments), associated to more diverse Vδ2 chains. 461 

Importantly, no Vγ9Vδ2 TCR signatures could be specifically assigned to reactive Vγ9Vδ2 T 462 

lymphocytes. To illustrate this point, some highly reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes had a 463 

Vγ9Vδ2 TCR signature similar to poorly reactive T lymphocytes. 464 

Human Vγ9Vδ2 T lymphocytes sense stress-induced molecules through both TCR and 465 

non-TCR molecules (e.g., NK receptors) that act separately, synergistically or additively to 466 

activate particular T lymphocyte effector functions through the generation of signals of 467 

appropriate strength, duration and quality (reviewed by (17)). In line with previous reports, 468 

our study showed that NKG2D homodimers were highly expressed among activating 469 

receptors on human Vγ9Vδ2 T lymphocytes and account for this differential reactivity 470 

process against human GBM cells. This finding was drawn from a set of complementary 471 

observations: (i) the fast kinetics and the intensity of early intracellular Ca
2+

 flux patterns in 472 

activated Vγ9Vδ2 T lymphocytes; (ii) the elevated expression levels of several NKG2D 473 

ligands in mesenchymal GBM cells, as compared to other GBM subtypes; (iii) the impact of 474 

anti-NKG2D blocking mAbs on Vγ9Vδ2 T lymphocytes reactivity. The importance of this 475 

pathway has been previously reported in anti-tumor reactivities of  T lymphocytes in other 476 

cancer cells (27). NKG2D ligands has recently been detected in glioblastoma stem cells in 477 

situ (28) and implicated in the reactivity of Temozolomide-resistant GBM cell lines by 478 

Vγ9Vδ2 T lymphocytes (29,30). Here, we demonstrate for the first time that allogeneic 479 
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Vγ9Vδ2 T lymphocytes can spontaneously react against human primary GBM cells 480 

displaying a mesenchymal signature through high expression of several NKG2D ligands such 481 

as ULBP 2 and MICA/B surface stress proteins. 482 

GBM is an archetypical example of heterogeneous cancer with a strong histological, 483 

molecular and cellular heterogeneity both between patients and within the same individual 484 

tumor (31,32). GBM heterogeneity has been recently extended based on tumor bioenergetic 485 

requirements (33). Metabolic changes in tumor cells go beyond the classical tumoral 486 

glycolytic avidity. In fact, dysregulation of the mevalonate pathway leading to PAg 487 

metabolites accumulation has been reported in tumor cells, including cancer stem cells 488 

(34,35). The ability of human Vγ9Vδ2 T lymphocytes to sense tumor cells has been 489 

extensively studied in vivo against a variety of tumors, including GBM, in particular after 490 

NBP-sensitization (19,23,36). In this study, we demonstrated a spontaneous recognition of the 491 

primary GBM mesenchymal subtype by allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes, in 492 

absence of any NBP-sensitization, both in vitro and in vivo. Whereas bioinformatic analyses 493 

did not reveal differences in the expression levels of enzymes of the mevalonate pathway 494 

between GBM cell subsets (data not shown), using human primary cultures enriched in 495 

cancer stem cells, mesenchymal tumor cells clearly exhibit a singular metabolic profile as 496 

compare to CNP tumor cells (33). Importantly, in patients, the mesenchymal subtype, 497 

representing 30% of de novo GBM and 60% of recurrent GBM, has been associated with the 498 

worst prognosis (37). In agreement with this dismal prognosis, mesenchymal GBM stem cells 499 

are more resistant to radiation and chemotherapy. Thus, the natural and selective eradication 500 

of mesenchymal GBM cells, containing highly resistant and infiltrative cancer stem cells, by 501 

allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes represents a particularly attractive strategy as the 502 

dismal prognosis of GBM is mainly due to tumor recurrence. At the time of recurrence, which 503 

usually occurs within the first year of the initial diagnosis, treatment options remain 504 

extremely limited, usually depend on medical center expertise as well as patients’ individual 505 

characteristics, such as age, performance status, tumor location, time to recurrence, and 506 

modestly improve the outcome of the disease (38). Based on our study, we propose 507 

stereotactic administrations of allogeneic human PBL-amplified Vγ9Vδ2 T lymphocytes after 508 

first line GBM treatments to specifically track and eliminate mesenchymal GBM tumors, in 509 

the absence of NBP sensitization. Importantly, previous publications have reported that 510 

Vγ9Vδ2 T cell therapy is safe for brain tumor patients (39). Of note, limited brain homing of 511 

allogeneic human Vγ9Vδ2 T cells was observed after systemic injections in NSG mice (UJ, 512 

NJ and ES, unpublished data). Furthermore, Halliday et al. have shown that radiation 513 
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promote a proneural-mesechymal shift (40), in line with increased mesenchymal frequencies 514 

in GBM relapse (37). Radiation as well as temozolomide have been shown to increase 515 

NKG2D ligands expression on tumor cells (39,41). Finally, Vγ9Vδ2 T lymphocyte reactivity 516 

is not restricted by MHC molecules, thus eliminating any risk of deleterious direct 517 

alloreactive responses towards non-transformed surrounding cells (39,42). Therefore, the 518 

constitution of selected clinical allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocyte banks, established 519 

from PBL of healthy donors, would represent a unique opportunity for designing efficient 520 

adoptive transfer immunotherapies in GBM patients.  521 

 In this regard, this study highlights novel immunotherapeutic options directed at 522 

recurrence of GBM tumors based on adoptive transfer of allogeneic Vγ9Vδ2 T lymphocytes 523 

at tumor bed. This work also reinforces molecular subtype identification as a fundamental 524 

basis for GBM patient stratification and provides a proof-of-principle of immunotherapeutic 525 

options based on adoptive transfer of allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes, independent 526 

of patient immune system status. 527 

 528 
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Legends to figures 670 

 671 

Figure 1. Selective natural cytotoxicity of Vγ9Vδ2 T lymphocytes toward mesenchymal 672 

GBM cells. 673 

(A) Representative flow cytometry analysis of CD107a cell surface protein expression of 674 

Vγ9Vδ2 T lymphocytes cocultured with primary GBM-1 or GBM-10 cells (E:T ratio 1:1). (B) 675 

Frequency of CD107a
+
 cells among Vγ9Vδ2 T lymphocytes cocultured with 17 primary 676 

GBM cultures (E:T ratio 1:1). (C) Volcano plot of CNP vs MES GBM cells showing the fold 677 

ratio and odds ratio. Each dot represents distinct Vγ9Vδ2 T cell line. (D) Mean frequency of 678 

CD107a
+
 cells among Vγ9Vδ2 T lymphocytes depending on the molecular subtype of 679 

primary GBM cells. (E) Cytotoxicity of Vγ9Vδ2 T lymphocytes against primary GBM cells 680 

using 
51

Cr release assays. Results are expressed as % of cytotoxicity (mean ± SD, n=2 in 681 

triplicates from two different Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines, Sidak’s multiple comparison test, 682 

***p<0.001). 683 

 684 

Figure 2. Heterogeneous reactivity of Vγ9Vδ2 T lymphocytes against mesenchymal 685 

GBM cells. 686 

(A) Frequency of CD107a
+
 cells among TCRVδ2

+
 lymphocytes (%) after coculture with 687 

either the mesenchymal GBM-1 (empty) or CNP GBM-10 (black) cells. Each point 688 

corresponds to an individual allogeneic PBMC-derived Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines (n=44, 689 

mean ± SD, Wilcoxon matched-pairs signed Rank test, ***p<0.001). (B) CD107a expression 690 

in 4 representative Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines after coculture with either mesenchymal 691 

(empty spot) or CNP (black spot) GBM cells (2-way ANOVA test, *p<0.05 and **p<0.01). 692 

(C) Natural cytotoxicity of 2 representative Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines (L2 and L7) against 693 

either mesenchymal GBM-1 or CNP GBM-10 cells in 
51

Cr-release assays (E:T ratio 10:1). 694 

Results are expressed as % of cytotoxicity (n=3 in triplicates, mean ± SD, 2-way ANOVA test, 695 

***p<0.001). 696 

 697 

Figure 3. Spontaneous elimination of mesenchymal GBM cells through Vγ9Vδ2 TCR 698 

engagement independently of a particular TCR repertoire signature. 699 

(A) Natural cytotoxicity of Vγ9Vδ2 T lymphocytes in the presence of blocking mAb against 700 

BTN3A/CD277 (clone #103.2). 
51

Cr-release assays (E:T ratio 10:1) were performed using 701 
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either highly or poorly reactive Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines against GBM-1 cells. Relative 702 

cytotoxicities of highly (n=3) and poorly (n=2) reactive T cells were normalized to 703 

cytotoxicity in absence of blocking antibody (mean ± SD; n≥2 in triplicates, Kruskal-Wallis 704 

test, ***p<0.001). (B) Cytotoxicity of Vγ9Vδ2 T lymphocyte clones generated from 3 distinct 705 

highly reactive Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines (L1, L2 and L3) against GBM-1 cells. 706 

Cytotoxicity was analyzed for each clone using 
51

Cr-release assays and normalized to 707 

respective polyclonal cytotoxicity (E:T ratio: 10:1). Results are expressed as relative 708 

cytotoxicity (n=3 in triplicates, mean ± SD). (C) TCR repertoires of Vγ9Vδ2 T lymphocyte 709 

clonotypes. Vγ9 and Vδ2 TCR chain sequences are indicated with their respective frequencies 710 

among analyzed clonotypes. Undetermined gene segments are indicated as nd. (D) 711 

Frequencies of TCR repertoire based on their respective immunoreactivity (IR) profiles. 712 

 713 

Figure 4. Spontaneous elimination of GBM cells by Vγ9Vδ2 T lymphocytes is tuned by 714 

NKG2D. 715 

(A) Intracellular Ca
2+

 levels monitored with the Fura-2/AM probe in Vγ9Vδ2 T lymphocytes 716 

after coculture with either GBM-1 or GBM-10 cells. (B) Expression of activating and 717 

inhibiting NK receptor was analyzed using flow cytometry in highly (n=4) and poorly (n=14) 718 

reactive Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines. Results are expressed as % of positive cells. (C) Highly 719 

(n=4) and poorly (n=14) reactive Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines were analyzed by flow 720 

cytometry for NKG2D receptor expression. Results are expressed as specific median 721 

fluorescence intensity (MFI) (MFI test - MFI isotype control) (mean ± SD; Mann-Whitney 722 

test ***p<0.001). (D) Relative cytotoxicity Vγ9Vδ2 T cell against GBM-1 cells (E:T ratio 723 

10:1) in presence of NKG2D blocking antibody, alone or in combination with BTN3A/CD277 724 

blocking antibody. Relative cytotoxicities of highly (n=3) and poorly (n=2) reactive T cells 725 

were normalized to cytotoxicity in absence of blocking antibody (mean ± SD; n≥2 in 726 

triplicates, Kruskal-Wallis test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 727 

 728 

Figure 5. Mesenchymal primary GBM cell cultures highly express NKG2D ligands. 729 

(A) Up-regulated pathways in MES primary GBM cultures compared to CNP. Clusters 730 

obtained after transcriptomic analysis (DNA microarrays) followed by functional annotations 731 

of differentially expressed genes (GO: Gene Ontology) with indicated number of changed 732 

genes. (B) Tumor cell surface phenotyping performed by flow cytometry with a recombinant 733 

human NKG2D-Ig fusion protein to assess whole NKG2D ligands expression. Left panel: 734 
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grey and white histograms correspond respectively to CNP and MES GBM cultures. Right 735 

panel: Results are expressed as specific median fluorescence intensity (MFI) (mean ± SD; 736 

Mann-Whitney test, ***p<0.001). (C) Transcriptomic expression analysis of known Vγ9Vδ2 737 

T cell ligands in mesenchymal (n=5) and CNP primary cells (n=12). (Tumor cell surface 738 

phenotyping performed by flow cytometry using specific antibodies against ULBP 1, ULBP 739 

2/5/6, ULBP 3 and MIC A/B expression. Histograms correspond to, respectively, CNP and 740 

MES GBM cultures as in (B). Results are expressed as specific median fluorescence intensity 741 

(MFI) (mean ± SD; 2-way ANOVA test, **p<0.01 and ***p<0.001).  742 

 743 

Figure 6. Allogeneic human Vγ9Vδ2 T lymphocytes efficiently eliminate primary 744 

mesenchymal GBM cells in vivo. 745 

Top panel Survival curves of GBM-1 tumor-bearing mice untreated (solid line) or treated 746 

with poorly (dotted line) or highly (dashed line) reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes. Allogeneic 747 

human Vγ9Vδ2 T lymphocytes were injected at the tumor site at days 7, 14 and 21 after 748 

tumor cell implantation. Bottom panel Relative number of subjects at risk for each group and 749 

median survival of GBM-1 tumor-bearing mice treated with Vγ9Vδ2 T lymphocytes are 750 

indicated in the table. Mice treated with highly reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes were divided 751 

in poor and good responders (R) (n=15 mice treated with poorly or highly reactive Vγ9Vδ2 T 752 

lymphocytes, n=8 for poor responders and n=7 for good responders; Log-rank Test, *p<0.05 753 

and ***p<0.001). 754 

 755 

 756 

 757 
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GBM-1 GBM-3 GBM-4 GBM-5 GBM-6 GBM-7 GBM-8 GBM-9 GBM-10 GBM-11 GBM-12 GBM-13 GBM-14 GBM-16 GBM-17 GBM-18 GBM-19

TP53 present present present present present present present present present present present present present present present present present

EGFR normal normal normal normal normal normal normal amplified amplified normal normal normal normal normal normal normal normal

PDGFR normal normal normal normal normal amplified normal amplified amplified normal normal amplified normal normal normal normal normal

PTEN normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal normal loss normal normal normal

INK4a/ARF loss loss loss present loss loss present loss loss present loss loss loss loss loss loss present

IDH1 wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type wild-type

MGMT absent expressed absent absent absent absent absent absent absent expressed absent expressed absent absent absent expressed absent

Molecular 

subtype
MES CNP MES CNP CNP CNP MES CNP CNP MES MES CNP CNP CNP CNP CNP CNP

Supplementary Table 1. Genomic information of primary GBM cultures.

Each primary culture are derived from a distinct GBM patient following surgical resection. Major genomic alterations reported in GBM are 

presented for each primary cultures, as well as their molecular signature. MES stands for mesenchymal and CNP for Classical, Neural and 

Proneural. 



Supplementary Figure S1. Zoledronate induced-reactivity of Vγ9Vδ2 T lymphocytes against primary GBM cultures. 
A. Frequency of CD107a+ cells among Vγ9Vδ2 T lymphocytes cocultured with each of the primary GBM cultures (n=17) after overnight zoledronate sensitization (E:T ratio 
1:1). B. Cytotoxicity (51Cr release assays) of Vγ9Vδ2 T lymphocytes against primary GBM cells, after overnight zoledronate sensitization (E:T ratio 10:1; mean ±SD; n=3 in 
triplicates). C. Relative cytotoxicity (51Cr release assays) of either highly (white; n=3) or poorly (grey; n=2) reactive Vγ9Vδ2 T lymphocyte lines against GBM-1 cells in 
presence of blocking mAb against BTN3A/CD277 (#103.2). Relative cytotoxicities of Vγ9Vδ2 T lymphocytes were normalized to cytotoxicity in absence of blocking mAbs 
(E:T ratio: 10:1; mean ± SD; n≥2 in triplicates). D. Ca2+ activation profiles of Vγ9Vδ2 T lymphocytes measured during coculture with either GBM-1 or GBM-10 cells, 
previously sensitized overnight with zoledronate. E. Relative cytotoxicity of highly (white; n=3) and poorly (grey; n=2) reactive Vγ9Vδ2 T lymphocytes against zoledronate 
sensitized GBM-1 cells (E:T ratio 10:1) in presence of NKG2D (#1D11) alone or in combination with BTN3A/CD277( #103.2) blocking mAbs. Relative cytotoxicities were 
normalized to cytotoxicity in absence of blocking mAbs (mean±SD; n≥2 in triplicates). Kruskal-Wallis test: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Supplementary Figure S2. Expression of Vγ9Vδ2 T cell ligands in  primary GBM cultures. 
Analysis of transcriptomic expression of known γδ TCR and NKG2D ligands in MES (n=5) and CNP primary human GBM 
cells (n=12). 







nous peut venir « passer ses tubes » en 

autonomie. Mais avant cela, il faut faire son marquage. C’est-à-dire qu’il faut 
prélever le nombre de cellules nécessaire pour l’expérience, et les incuber avec un 

anticorps qui va se fixer sur la molécule qu’on souhaite analyser. Cet anticorps est couplé à ce qu’on appelle un fluorochrome, qui lorsqu’il est frappé par 
le laser va émettre un rayonnement à une longueur d’onde précise. C’est ce 

rayonnement que capte la machine avant 

de le retranscrire en image sur l’ordinateur. 

Au final, une fois qu’elles ont livrées leurs 
informations, les cellules vont... à la 

poubelle ! 

 

Parcours d’une cellule au sein d’un cytomètre en flux : 1 la 

cellule est aspirée par une aiguille, 2 elle est frappée par le laser 

qui excite les fluorochromes, 3 le cytomètre récupère les 

différentes longueurs d’onde émises par les fluorochromes 
excités et les transforme en image, 4 la cellule se dirige vers la 

poubelle. 

 

 

Faire parler les cellules iNKT 

Dans le cadre de ma thèse, j’utilise la 

cytométrie en flux quasiment au 

quotidien pour étudier des cellules 

immunitaires appelées iNKT. J’essaye de 
comprendre pourquoi certaines de ces 

cellules peuvent réagir contre des 

cellules saines de notre corps. On dit alors qu’elles sont auto-réactives.  

Avec mon équipe, nous avons identifié un 

marqueur à la surface de certaines 

cellules iNKT qui pourrait indiquer qu’il s’agit d’une cellule auto-réactive. Grâce 

au cytomètre en flux, nous pouvons trier 

efficacement les cellules iNKT porteuses du marqueur au sein d’échantillons de 

sang de donneurs sains. Seules ces cellules d’intérêt sont alors conservées ; 

les autres sont jetées. Après ce premier 

tri, nous mettons en contact les cellules 

iNKT avec des cellules saines pour voir si 

elles les attaquent ou non. Là encore, j’utilise la cytométrie en flux pour 
détecter une molécule exprimée 

seulement par les cellules iNKT activées, 

ce qui me permet de déterminer le 

nombre de cellules auto-réactives parmi 

celles que nous avions triées au 

préalable.  

Pour connaitre la suite de mes travaux, je 

vous donne rendez-vous à ma 

soutenance de thèse. En espérant, d’ici là, 

avoir compris pourquoi ces cellules iNKT 

auto-réactives existent.
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