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MODALITES D’ACTIVATION DES LYMPHOCYTES T g9d2 HUMAINS
RESUME

Les lymphocytes T g9d2 représentent la majeure population des LT gd circulant dans le sang
périphérique chez I’Homme adulte. Ce sont des cellules cytotoxiques impliquées dans la réponse
immunitaire contre de nombreux pathogénes et contre les cellules tumorales. lls reconnaissent des
antigenes solubles, non-peptidiques, de faible masse moléculaire : des intermediaires de la voie de
synthése des isoprénoides appelés phosphoantigénes. Les aminobisphosphonates permettent
I’accumulation de ces intermédiaires phosphoantigéniques dans de nombreuses cellules. Les LT g9d2
reconnaissent également des antigénes membranaires comme le complexe apolipoprotéine Al
ATPsynthase (présent sur de nombreuses cellules tumorales). On attribue aux LT g9d2une
implication directe dans le contr6le immunitaire des cancers et des infections gréce a leurs réactivités
anti-tumorales et contre de nombreux pathogénes, a leur capacité a produire des cytokines
inflammatoires et a leur activité cytolytique et bactéricide.

Les modalités précises d’activation des LT g9d2 humains par les phosphoantigénes ne sont
pas encore totalement connues. Nous avons mis en évidence la potentialisation de la réponse
lymphocytaire T g9d2 par les cellules dendritiques (DC). En effet, les LT g9d2 répondent mieux aux
phosphoantigenes, endogenes ou exogenes, en présence de cellules dendritiques (contrairement aux
autres cellules présentatrices d’antigenes), et ce, avec un contact entre les deux types cellulaires. Nous
avons vu que les DC immatures potentialisent mieux la réponse cytokinique (Thl et Th2) des LT
g9d2 que les DC matures, mais qu’elles n’influencent pas la réponse cytotoxique ou la prolifération.
Aux faibles doses d’antigene, les DCi stimulent les LT g9d2 pour qu’ils produisent les cytokines
nécessaires a leur propre maturation (compléete) sans toutefois provoquer leur lyse, leur permettant
ainsi d’activer d’autres cellules immunitaires. Notons également que les LT g9d2 n’induisent pas la
maturation des DC environnantes ne présentant pas de phosphoantigénes. De plus, nous avons mis en
évidence une réponse spécifique des LT g9d2 vis-a-vis de cellules dendritiques infectées par des
mycobactéries (production de cytokines, prolifération), ou seules les DC infectées ayant rencontré les
LT g9d2 deviennent matures (maturation complete). Cependant nous avons observé une fenétre de
temps trés courte entre I’infection des DC et I’activation efficace des LT g9d2. Des résultats
préliminaires laissent penser que la voie de synthese des isoprénoides est perturbée dans les DC
infectées par le BCG.

En conclusion, la capacité des DC immatures a potentialiser sélectivement les réponses
mémoires des LT g9d2 souligne I’effet adjuvant de ces lymphocytes et peut-é&tre d’autres cellules
mémoires naturelles ou de lymphocytes T conventionnels.

Mots-clés : Lymphocytes T g9d2 humains, cellules dendritiques, phosphoantigenes,
mycobacterium tuberculosis.
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CFSE: Carboxyfluorescéine Diacétate, Succinimidyl Ester
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CPA: Cellules Présentatrices de I'Antigéne
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HLA: Human Leukocytes Antigen

HMBPP: voir HDMAPP

HMG-CoA: Hydroxy-Méthyl-Glutaryl Co-enzyme A
ICAM-1: Intracellular Adhesion Molecule

IFN-g: Interféron-gamma
lg: Immunoglobuline
IL: Interleukine

IPP:  Isopentenyl Pyrophosphate

LB: Lymphocytes B

LFA: Lymphocyte Function-Associated Antigen-1
LPS: Lipopolysaccharide

LT: Lymphocytes T

M.BCG: mycobacterium bovis BCG

M.tub: Mycobacterium tuberculosis
MICA: CMH-I Related Protein A

NK: Natural Killer

NKR: Natural Killer Receptor

NKT: Natural Killer T cell

Pam: Pamidronate

PAMPs: Pathogen Associated Molecular Patterns
PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells
PC5: Phycoérythrine-Cyanine 5

PE:  Phycoérythrine

PFA: Paraformaldéhyde

PHA: Phytohémagglutinine

PMA: Phorbol 12-Myristate 13-Acetate
Poly (1:C): Polyinosinic : polycytidylic acid
Snarf-1: Semi-naphtorhodafluor-1

TCR: T Cell Receptor

TGF-b : Transforming Growth Factor-b
TLR: Toll Like Receptor

TNF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha
TUBag: TuberculosisAantigen

INTRODUCTION

I-LES LYMPHOCYTES T g9d2 HUMAINS.

1. L’immunité lymphocytaire T / Généralités.
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Les réponses immunitaires mises en jeu lors de I’entrée d’un pathogéne dans I’organisme (figure
1, face a page 6), sont diverses. Deux types de réponses immunitaires peuvent étre mises en jeu lors
d’une infection :

- la réponse immunitaire innée (ou non spécifique) mettant en jeu des mécanismes d’élimination
des pathogénes de maniére générale par les phagocytes (polynucléaires neutrophiles,
macrophages) ainsi que le systéme du complément (systeme aboutissant a la lyse des cellules
infectées),

- la réponse immunitaire adaptative (ou spécifique) impliquant les lymphocytes T naifs portant
le TCR (T Cell Receptor) spécifique des antigenes de I’agent infectieux et les LT mémoires
ayant déja rencontré le pathogéne lors d’une infection antérieure ; aboutissant également a
I’élimination des cellules infectées.

Les lymphocytes du sang périphérique humain représentent 25 & 35% des globules blancs qui
supportent une majeure partie de systtme immunitaire. 1ls sont issus de progéniteurs
hématopoiétiques de la lignee lymphoide. lIs se divisent en trois catégories : les lymphocytes B (LB),
les lymphocytes T (LT) et les natural killer (NK). Les lymphocytes T sont largement impliqués dans
I’immunité cellulaire permettant la destruction et I’élimination des pathogénes. lls expriment a leur
membrane un TCR composé de chaines a et b ou g et d. Les LT ab se divisent en deux populations

majoritaires : les LT auxiliaires (CD4") et les LT cytotoxiques (CD8™).

La spécificité antigénique des lymphocytes T est apportée par le TCR qu’ils portent a leur surface.

Ce récepteur est un hétérodimere, ancré dans la membrane plasmique des cellules, constitué d’une
chaine a et d’une chaine b ou des chaines g et d. Le TCR, qu’il soit ab ou gd, est composé de deux
chaines polypeptidiques de type immunoglobuline (lg), chacune étant elle-méme composée de deux
domaines :

- le domaine N-terminal est le plus externe. Il est extrémement variable d’un lymphocyte T a
un autre et est responsable de la reconnaissance de I’antigéne.

- le domaine C-terminal est plus proche de la membrane cellulaire. Pour une chaine donnée
(a, b, g ou d), ce domaine est identique d’un lymphocyte T a I'autre : on dit que ce domaine est «
constant ». Il se prolonge par une courte séquence hydrophobe d’une vingtaine d’acides aminés qui
assurent I’ancrage de la chaine protéique dans la membrane cellulaire, et par un trés court segment
intracytoplasmique.

Le TCR est par ailleurs tres étroitement associé au CD3, qui est un complexe multiprotéique
(ge, de et zz), dont la fonction est de transmettre un signal d’activation au lymphocyte T lorsque le
TCR est stimulé. Cette activation est réalisée grace aux motifs ITAM (Immuno Tyrosine based
Activation Motif), qui jouent un rdéle primordial dans la transduction du signal en activant, une fois
phosphorylés, des tyrosines kinases spécifiques et en initiant la cascade d’activation.

Un des éléments de la diversité du TCR est le résultat d’un phénoméne de réarrangement
génique au niveau des locus des chaines du TCR. Un phénomeéne similaire de réarrangement génique,
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a I’origine de la diversité des immunoglobulines, se déroule au niveau des lymphocytes B. Comme
dans le cas des génes des immunoglobulines, les segments géniques séparés V, (D) et J se réarrangent
lors de la maturation des cellules T pour former des génes fonctionnels qui codent pour les chaines du
récepteur des cellules T (Garcia, Teyton et al. 1999).

Le TCR reconnait I’antigeéne présenté dans une configuration particuliére a la surface d’une

autre cellule. 1l reconnait des molécules, généralement peptidiques, issues de la dégradation des
pathogénes et lié a une molécule du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité), on parle
d’antigéne apprété.
Les LT sont aussi caractérisés au niveau fonctionnel par les cytokines qu’ils produisent apres
activation antigénique. Brievement, les lymphocytes T de type Thl sécretent principalement des
cytokines pro-inflammatoires, comme I’interféron-g (IFN-g), qui sont impliqués dans les processus
de contrdle de I’infection. Les LT de type Th2 qui produisent principalement de I’lL-4, participent a
la réponse humorale en favorisant la production d’anticorps par les LB. Quant aux lymphocytes T
cytotoxiques, ils lysent les cellules tumorales ou infectées ainsi que les pathogénes qu’elles
contiennent par les voies perforine/granzyme, granulysine, Fas/FasL... .

Nous nous intéressons au laboratoire a certaines sous-populations de lymphocytes T humains
périphériques : les LT gd et les NKT (Natural Killer T cells) dont les caractéristiques et les fonctions
particulieres les placent a I’interface de I’immunité innée et acquise.

2. Les lymphocytes T « innate-like » humains : NKT et LT g9d2.

Récemment, plusieurs sous-populations lymphoides T exprimant des TCR ab ou gd ont été
identifiées, capables de reconnaitre des antigenes conservés de nature chimique variée (glycolipides
esters pyrophosphatés, ...), tant6t sous forme native ou en association avec des molécules
monomorphes apparentées aux molécules d’histocompatibilité (Bendelac, Bonneville et al. 2001).

Les lymphocytes NKT ont la particularité d’exprimer un TCR ab « invariant » Va24inv/Vb11.
Ils reconnaissent des glycolipides présentés par une molécule d'histocompatibilité tres conservée : le
CD1d, qui a une structure apparentée aux CMH | classiques. Ils sont recrutés trés activement sur des
sites inflammatoires aigus induits par des infections bactériennes ou directement par des glycolipides
bactériens. Ils migrent vers les sites d’inflammation aigue. Les lymphocytes NKT produisent de I'lL-4
et de I'lFN-g apres activation antigénique sans sensibilisation antérieure, d’ou leur positionnement a
I’interface de I’immunité innée et adaptative.

Les LT gd sont faiblement représentés dans les organes lymphoides secondaires (ganglions
lymphatiques, rate, plagues de Peyer) mais peuvent étres prédominants dans certains sites
épithéliaux : on parle de lymphocytes intra-épithéliaux. Dans le sang périphérique adulte les LT gd
représentent 1 a 5 % des lymphocytes T totaux. Les travaux réalisés dans le modéle murin montre que
les LT gd apparaissent en plusieurs vagues d’émigrations thymiques distinctes, avant les LT ab
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(Hayday 2000). Les LT ab et gd ont des progéniteurs communs mais se développent de maniere
indépendante. Des modeéles murins (transgénese) ont suggéré I’existence d’une sélection thymique
négative et positive des LT gd qui parait cependant moins drastique que la sélection des LT ab. Cet
aspect est cependant compensé par des mécanismes de sélection extra-thymique comme I’anergie
fonctionnelle. Avant la naissance, ce sont les LT gl/dl qui sont majoritaires, mais la tendance
s’inverse au cours de I’enfance jusqu’a la prédominance de la recombinaison g9/d2 chez I’adulte
(également appelée g2/d2 dans la littérature, selon la nomenclature choisie). D’autres populations de
lymphocytes T gd peuvent devenir majoritaires comme les LT g3/d3 dans certains cas pathologiques,
mais leur connaissance reste limitée (Kabelitz, Hinz et al. 1997).

Les LT gd sont retrouvés dans d’autres espéces (oiseaux, ruminants, souris, primates non-
humains). Chez la souris, les LT gd sont présents mais leurs caractéristiques et leurs fonctions sont
souvent différentes des LT gd humains, ce qui ne permet pas de rapprocher les études murines et
humaines de maniere systématique. C’est chez les singes (Macaca fascicularis) que les LT gd sont les
plus proches de ceux de I’Homme, ce qui peut permettre quelques études approfondies ou méme des
essais pré cliniques (Daubenberger, Salomon et al. 2001; Sicard, Ingoure et al. 2005).

3. Le récepteur T gd.

Le clonage des chaines g et d du TCR et la connaissance de leur structure primaire, classe le
TCR gd dans la superfamille des immunoglobulines et laisse supposer une structure quaternaire
proche de celle du TCR ab. Comme le TCR ab, le TCR gd est associé aux molécules CD3 et aux
chaines z. L'existence de plusieurs segments d’ADN différant par leur nombre d'exons se traduit par
la possibilité d'exprimer différents TCR (14 génes g dont 6 sont fonctionnels et environ 10 chaines d),
notamment les sous-populations exprimant g1 ou g9 et d1, d2 ou encore d3. La diversité théorique du
TCR gd est plus faible en comparaison a celle du TCR ab si on considere le nombre d’éléments
V(D)J disponibles. Cependant, cet aspect est compensé par une forte diversité jonctionnelle. Les LT
gd, auxquels nous nous intéressons plus particulierement ici expriment une combinaison particuliére
des régions variables du TCR : I’association entre g9 et d2.

4. | a sous-population g9d2.

Les LT exprimant les chaines du TCR g9 et d2, auxquels I’équipe dirigée par Marc Bonneville
s’intéresse depuis de nombreuses années, représentent environ 1 & 5% des lymphocytes T du sang
périphérique de I’adulte (Lanier, Ruitenberg et al. 1988; Groh, Porcelli et al. 1989) mais plus de 90%
des LT gd totaux périphériques. Les principales caractéristiques des lymphocytes T g9d2 résident
dans I’expression d’un TCR unique et conservé et I’absence des co-récepteurs de CD4 et CD8 qui
sont habituellement trés impliqués dans la réponse immunitaire. Le TCR ¢g9d2 est unique car il se
compose toujours des mémes chaines g et d, et est conservé inter-especes ; par exemple, les LT g9d2
des singes Macaca fascicularis ont une spécificité antigénique et des fonctionnalités trés similaires a
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leur contre-partie humaine, caractéristique qui n’est pas retrouvée chez la souris. Les lymphocytes T
g9d2 partagent de nombreux marqueurs constitutifs avec les LT ab, entre autres CD2, CD3, LFA-1,
LFA-3, CD95/Fas, récepteurs aux chimiokines, CD25, HLA-DR. Les LT g9d2 expriment également
des marqueurs d’activation dont I’expression est induite comme le CD16.

De nombreuses études in vitro et in vivo suggérent que les LT g9d2 jouent un réle important
dans la protection de I’organisme contre de nombreux pathogénes et tumeurs de part leur spécificité,
leur fréquence, leur localisation et leurs fonctions effectrices. 1ls reconnaissent une grande diversité
d’agent infectieux et de cellules tumorales d’origine variée. En effet, les LT g9d2 sont capables de
reconnaitre des cellules infectées par des bactéries, des protozoaires ou des virus. Notamment, les LT
g9d2 ont des réactivités reconnues contre des bactéries comme Mycobacterium tuberculosis
(Holoshitz, Koning et al. 1989), Legionella (Kroca, Johansson et al. 2001), Salmonella (Hara, Mizuno
et al. 1992), Neisseiria meningitidis (Raziuddin, Mir et al. 1994) ou encore Listeria monocytogenes
(Jouen-Beades, Paris et al. 1997). Des réactivités leur sont également attribuées contre les
Plasmodium (Ho, Webster et al. 1990), les toxoplasmes (Scalise, Gerli et al. 1992) et contre les virus
EBV et HIV (pour revue (Bonneville, 2006 #350)). Les lymphocytes T ¢g9d2 sont également
impliqués dans la défense anti-tumorale, ils reconnaissent de nombreux antigénes cellulaires
tumoraux et exercent une forte activité cytotoxique, suggérant leur implication dans I’élimination des
cellules cancéreuses. En effet, de nombreuses lignées de cellules tumorales sont reconnues par les LT
g9d2, comme les cellules Daudi (lignée B issue d’un lymphdme) (Fisch, Malkovsky et al. 1990) ou
encore la lignée RPMI-8233 (Selin, Stewart et al. 1992), des lignée lymphoblastiques T (De Libero,
Casorati et al. 1991) et méme des lignées d’érytroleucémies (K-562) (Di Fabrizio, Kimura et al.
1991), de carcinomes (Corvaisier, Moreau-Aubry et al. 2005) ou de mélanomes.

5. Propriétés fonctionnelles.

Comme nous l'avons vu, les LT g9d2 jouent un réle important dans la lutte contre de
nombreux pathogenes et cellules tumorales grace a leur réactivité rapide et efficace. Bien que leurs
roles semblent important dans différentes pathologies, la réponse des LT g9d2 est intégrée dans
I'immunité a médiation cellulaire globale mise en ceuvre lors d'une infection. En réponse aux cellules
reconnues, les LT g9d2 : (i) produisent beaucoup de cytokines, (ii) peuvent lyser leurs cellules cibles
et (iii) proliféerent largement en présence d’IL-2 exogene.

5.1. Cytokines.

La production de cytokines par les LT g9d2 est remarquablement importante dans I’immunité
contre les pathogenes. lls ont la possibilité de produire, apres activation antigénique des doses élevées
de cytokines, notamment des interleukines (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5), du TNFa, de I'lFN-g, du GM-
CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) ou encore du TGF-b (Transforming
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Growth Factor-b) (Wesch, 2001 #351;0tto, 2005 #197). On peut distinguer trois types de profil de
sécrétion:

- les cellules T g9d2 de type Thi, qui produisent beaucoup d’IFN-g et peu d’IL-4,

- les cellules T g9d2 de type ThO, qui produisent autant d’IFN-g que d’IL-4

- les cellules T g9d2 de type Th2, qui produisent trés peu d’IFN-g et beaucoup d’IL-4.

Lors d'une stimulation antigénique, environ 25% des LT g9d2 ont un profil Th1 avec une forte
sécrétion d'IFN-g, de TNF-a et de GM-CSF ; mais tres peu (<5%) produisent de I'lL-4. Les LT g9d2
produisent peu d'IL-2, ce qui nécessite un apport d'lL-2 exogene pour induire leur expansion. Ceci est
en adequation avec les effets directs de LT g9d2 dans le cadre d’une infection bactérienne. En effet,
I’IFN-g est une cytokine pro-inflammatoire importante dans la réponse immunitaire : augmentation
des molécules de présentation antigénique sur les cellules présentatrices de I’antigéne (CPA) (CMH |
et 1) et favorise I’activité des NK. De maniere synergique, le TNF-a renforce I’activité cytotoxique
des cellules, augmente I’adhésivité de I’endothélium vasculaire pour les lymphocytes (ce qui favorise
la migration des lymphocytes vers les ganglions) et favorise également la surexpression de CMH 1 et
Il sur les macrophages.

5.2 Lyse des cellules cibles.

En plus d’une production importante de cytokines, les LT g9d2 sont hautement cytotoxiques,
ils lysent les cellules qui leur présentent des antigénes non-peptidiques (Lang, Peyrat et al. 1995). En
effet, les LT g9d2 sont programmes pour proliférer et tuer les cellules infectées par une grande
diversité de bactéries (Dagna, lellem et al. 2002; von Lilienfeld-Toal, Nattermann et al. 2006); ils
tuent également les mérozoites des plasmodium et les cellules tumorales. Pour cela, les LT g9d2
utilisent deux voies (Oliaro, Dudal et al. 2005): la voie perforine-granzyme (Mami-Chouaib, Flament
et al. 1996) et la voie Fas/FasLigand (Dieli, Troye-Blomberg et al. 2000; Dalton, Howell et al. 2004).
En outre, les LT g9d2 ont la capacité de détruire des pathogenes extracellulaires et intracellulaires
comme Mycobacterium tuberculosis par dégranulation de granulysine et perforine (Dieli, Troye-
Blomberg et al. 2001). L’activité cytotoxique de ces LT est modulée par I’expression de multiples
récepteurs NK (lectines type-C et superfamille des Ig) fonctionnels chez les LTg9d2. Ils peuvent
aussi bien inhiber la reconnaissance des antigénes non-peptidiques de cellules infectées ou de cellules
tumorales que stimuler la production d’IFN-g (Poccia, Cipriani et al. 1997).

5.3 Prolifération.

De nombreux pathogenes induisent I'amplification des LT g9d2. Lors d'infections bactériennes,
les LT g9d2 peuvent représenter jusqu'a 25% des LT du sang périphérique, notamment dans
I'infection par les mycobactéries (Holoshitz, Koning et al. 1989) ou par Neisseria meningitidis
(Raziuddin, Mir et al. 1994). Certains parasites induisent également une amplification importante des
LT g9d2 comme les Plasmodium (Ho, Webster et al. 1990). Par contre, les virus n'induisent qu‘une
réponse limitée des LT g9d2 et ont peu d'influence sur leur prolifération (Poccia, Agrati et al. 2005).
Par exemple, dans le cadre d’une infection par le HIV, des études montrent une augmentation breve
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des LT g9d2 suivi d’une déplétion complete.

L'amplification des LT g9d2 in vivo a été observé lors d'essais pré-cliniques et cliniques
réalisés chez le primate et des patients atteint de cancers. L’administration d’agonistes synthétiques
non-peptidiques a différentes doses,a plusieurs reprises et I’injection simultanée de petites doses d’IL-
2, induit une prolifération spécifique des LT g9d2 dans le sang périphérique (Sicard, Ingoure et al.
2005). Cette étude est potentiellement prometteuse pour des traitements anti-cancéreux.

6. Les récepteurs NK (NKR).

Les LT g9d2 matures expriment a leur surface des récepteurs NK activateurs ou inhibiteurs de
signaux (les LT g9d2 du sang de cordon ou du thymus n’en n’expriment pas) (Meissner, Radke et al.
2003). Ces recepteurs NK regroupent trois catégories de molécules: les lectines de type-C, des
molécules apparentées aux immunoglobulines et les hétérodiméres CD94/NKG2x (NK gene 2). Les
NKR reconnaissent des molécules CMH 1. Les NKR activateurs (KAR) sont associés a la protéine
transmembranaire DAP12 et transduisent les signaux activateurs.

Alors que seulement 7% des LT ab expriment au moins un NKR a sa surface, plus de 70%
des LT d2 expriment un ou plusieurs NKR. Ceci leur permet un bon contr6le de leurs activités
effectrices ou mémoires. 60 a 80 % des LT g9d2 expriment I’hétérodimere inhibiteur CD94/NKG2A
(Halary, Peyrat et al. 1997) et autant expriment NKG2D (activateur) (Bauer, Groh et al. 1999).
NKG2D reconnait les ligands MICA (CMH-I related protein A). Chez la souris comme chez
I’homme, la liaison de NKG2D avec MICA induit la fonction cytotoxique des LTg9d2, la
production de cytokines (TNF-a) ou encore I’augmentation de I’expression de CD25 et CD69
(marqueurs d’activation des LT). Cette activation est abrogée lors du blocage de NKG2D par un
anticorps monoclonal (Rincon-Orozco, Kunzmann et al. 2005). Des données récemment obtenues
dans le laboratoire suggérent que le récepteur inhibiteur ILT2 qui est exprime par les LT g9d2 joue un
role critique dans le contrdle de I’activation antigénique.

Ces récepteurs NK permettent de faire la différence entre une cellule saine et une cellule
infectée, activée ou tumorale, ce qui est primordial pour I’équilibre de la réponse immunitaire. 1l
existe une balance permanente des signaux activateurs et inhibiteurs, qui est principalement assurée
par CD94/NKG2D pour les LT g9d2. L’équilibre est rompu quand le LT reconnait les épitopes
présentés par les CMH | d’une cellule infectée ou tumorale et qui induisent son activation. Au
contraire, lorsque I’activation doit s’arréter, les signaux inhibiteurs prennent le dessus, jusqu’au
rétablissement de I’équilibre.

7. Spécificités antigéniques des lymphocytes T g9d2 humains.

Les lymphocytes T g9d2 humains et de primates reconnaissent dans leur majorité des petits
composés non-peptidiques phosphorylés, de maniére TCR dépendante qui vont étre détaillés ci-
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dessous.

7.1. Antigénes solubles.

Deés la caractérisation des LT g9d2, il a été montré qu’ils reconnaissaient une grande variété
d’agent infectieux et de cellules tumorales. Dans les années 1990, les principaux LT g9d2 circulant
dans le sang ont été associés a une réactivité vis-a-vis de Mycobacterium tuberculosis (M. tub) et des
lymphocytes B tumoraux (Pfeffer, Schoel et al. 1990). C’est alors qu’a émergé I’hypothese
d’antigénes de nature non-peptidique reconnus par les LT g9d2.

Rapidement, des équipes ont décrit la réactivité des LT g9d2 vis-a-vis de molécules relarguées
par M. tub. (et bactéries associées) (O'Brien, Happ et al. 1989; Kabelitz, Bender et al. 1990). L’étude
de ces fractions activatrices, séparées par chromatographies, ont abouties a I’identification de quatre
fractions nommées TUBag 1 a 4 (Tuberculosis antigen) (Constant, Davodeau et al. 1994). Puis
I’analyse de ces fractions a montré qu’elles contenaient des groupements phosphoester et
pyrophosphoester (Poquet, Constant et al. 1996). Parallelement, I’équipe de Tanaka et al. a identifié
un groupe de molécules activant spécifiquement les LT g9d2, contenant également une groupement
phosphate : I’isopentényl pyrophosphate (IPP) et le dimétylallyl pyrophosphate (DMAPP) (Tanaka,
Morita et al. 1995). Des études moléculaires des fractions TUBag 1 a 4 ont ensuite montré que les
molécules activant les LT g9d2 sont des dérivés d’IPP ou de DMAPP.

Les molécules IPP et DMAPP, dénommées phosphoantigenes, sont des intermédiaires de la
voie de synthese des isoprénoides. Il existe deux voies de synthese des isoprénoides : (i) la voie des
mévalonates, principalement dans les archéobactéries, certaines eubactéries et surtout dans les cellules
eucaryotes qui aboutit notamment a la synthése de cholestérol (Banthorpe, Charlwood et al. 1972)
(figure 3, ci-contre) et (ii) la voie de Rhomer MEP ou DOXP (2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate)
principalement utilisée par les eubactéries, les chloroplastes des algues et des plantes (Rohmer, Knani
et al. 1993).

Physiologiquement, I'IPP est produit par les cellules procaryotes et eucaryotes normales mais
sa concentration intracellulaire est insuffisante pour déclencher I’activation des LT g9d2. Lors d’une
dérégulation cellulaire donnant des cellules cancéreuses par exemple, I'lPP est détecté en quantité non
négligeable, ce qui favorise la reconnaissance naturelle de cellules tumorales par les LT g9d2 (Gober,
Kistowska et al. 2003). En effet, la voie des mévalonates est suractivée dans les cellules tumorales
pour pouvoir produire assez de stérols nécessaires a la croissance de la cellule et a I’intégrité de sa
membrane. Ceci présente un avantage car la cellule est ainsi mieux repérée par le systeme
immunitaire. De plus il n’existe pas de voie alternative de production de HMBPP dans les cellules de
mammiferes (Edwards and Ericsson 1999).

7.2. Modulation des voies métaboliques des isoprénoides.

Les phosphoantigénes sont trés spécifiques des LT g9d2 : des expériences sur les PBMC ont
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montré que la stimulation par ces molécules non-peptidiques phosphorylées était restreinte aux LT
g9d2 (Constant, Davodeau et al. 1994; Espinosa, Belmant et al. 2001). Ces résultats ont été confirmés
par des expeériences de bloquage du TCR a I’aide d’anticorps spécifiques et de transfert de TCR dans
la lignée T Jurkat (Bukowski, Morita et al. 1995).

De maniére importante, certains inhibiteurs pharmacologiques de la voie des mévalonates,
comme les aminobisphosphonates (ABP) et les alkylamines, peuvent sensibiliser certaines cellules
saines ou tumorales a une reconnaissance par les LT g9d2 (Thompson, 2006 #315;Kunzmann, 2000
#75;Gober, 2003 #107) .1l a été démontré que ces molécules ciblent la FPP synthase, enzyme
participant a la conversion de I’'IPP, ce qui abouti a une accumulation extra-physiologique de ce
phosphoantigénes dans les cellules. Les principaux ABP sont I’étidronate, le clorodronate, le
pamidronate ou encore le zolédronate. Initialement utilisés comme agents thérapeutiques pour limiter
les remaniements o0sseux associés a certaines tumeurs, l'intérét des ABP est maintenant ré-évalué dans
le traitement des cancers par stimulation des LT g9d2 (Wilhelm, 2003 #352).

A I’inverse, les composés pharmacologiques de la famille des statines bloquent la HMG-CoA
réductase, par consequent inhibent la synthése d’IPP. En pharmacologie, ces molécules sont utilisées
comme hypolipidémiants pour abaisser la cholestérolémie (pour revue (Arnaud, Veillard et al. 2005)).
L’atorvastatine et la mévastatine sont deux molécules appartenant a cette famille et facilement
disponibles chez des fournisseurs de molécules chimiques de synthese. Dans notre modele d’étude,
ces molécules nous permettent de bloquer la voie des mévalonates pour inhiber totalement la présence
des intermédiaires comme I’IPP ou le HMBPP dans les cellules traitées (Hewitt, Lissina et al. 2005).

7.3. Structure et activité biologique des phosphoantigenes.

De nombreux phosphoantigénes synthétiques sont dorénavant produits a large échelle, dans
des conditions GMP, notamment par la société InnatePharma, comme le Bromohydrine
Pyrophosphate (BrHPP) (Espinosa, Belmant et al. 2001).

Les phosphoantigenes les plus puissants pour activer les LTg9d2 sont produits par la voie
DOXP (micro-organismes). Parmi ceux-ci, le HDMAPP est actif a une concentration de 0,1 nM. Les
métabolites de la voie des mévalonates (eucaryotes), comme I’IPP, sont 10 000 fois moins puissants.
La forte bioactivité des composeés microbiens, produits a de trés faibles quantités, permet alors une
capacité de détection de quelques micro-organismes pathogenes par les LT g9d2.

7.4. Autres ligands : I’ATPsynthase.

Nous avons récemment montré que les cellules Tg9d2 reconnaissent un complexe composé
de I’apolipoprotéine Al et de I’ATP synthase (AS) qui est un complexe multimérique normalement
présent dans la membrane interne mitochondriale et qui est parfois présent a la surface des cellules
tumorales reconnues par les LT g9d2 (Scotet, Martinez et al. 2005). La contribution réelle de I’apoAl
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n’est pas élucidée. Nous savons toutefois que I’apoAl n’est pas suffisante a elle seule pour induire
I’activation des LT g9d2. Comme nous I’avons montré au laboratoire dans un systeme acellulaire
avec des billes recouvertes d’apoAl et/ou d’AS, I’apoAl doit étre complexé a I’AS pour induire
I’activation des LT g9d2. Les mécanismes de translocation du complexe apoAl-AS a la surface des
cellules tumorales reste toutefois méconnu. Le lien potentiel entre les phosphoantigenes et I’AS reste
encore a démontrer.

8. Contexte de reconnaissance des phosphoantigénes par les LT g9d2.

Les modalités précises de reconnaissance des phosphoantigenes par les LT g9d2 restent peu
claires. Diverses études ont cependant ébauché les mécanismes mis en jeu (Espinosa, Belmant et al.
2001) et une implication du TCR a été clairement démontrée.

En 1993, notre laboratoire a décrit la spécificité des LT g9d2 plus en détail (Davodeau, Peyrat
et al. 1993). Bien que I’activation des LT g9d2 par les phosphoantigénes survienne dans les secondes
qui suivent I’exposition antigénique, celle-ci nécessite un contact entre les cellules présentatrices et
les LT g9d2 (Lang, Peyrat et al. 1995; Morita, Beckman et al. 1995). Les phosphoantigénes
pourraient alors étre reconnus en association avec des molécules membranaires qui, sur la base de
nombreux travaux, seraient distinctes des molécules du CMH classiques ou non<lassiques. En effet,
grace a l'utilisation d'anticorps, notre laboratoire a décrit que les molécules du CMH de classe | et 11
ainsi que les CD1 a, b et ¢ n'interviennent pas dans cette reconnaissance (Lang, Peyrat et al. 1995).
Pourtant, des cellules Jurkat (naturellement dépourvues de TCR) transfectées avec les chainesg9 et
d2 ont développé une réactivité vis-a-vis d’antigenes mycobactériens et de cellules Daudi (Bukowski,
Morita et al. 1995).

L’implication du TCR dans la reconnaissance de ligands solubles ou de cellules tumorales par les LT
g9d2 est aujourd’hui largement acceptée bien que le mécanisme réel ne soit toujours pas démontré. La
modélisation cristallographique du TCR @g9d2 permet de visualiser la présence d’une cavité
susceptible de recevoir des petites molécules comme les phosphoantigénes (Allison, Winter et al.
2001). En effet, la présence de résidus chargés positivement pourrait interagir avec les groupements
phosphate. 1l est également possible que la boucle CDR3 de la chained du TCR interagisse avec la
portion hydrophobe des phosphoantigenes. Les essais de co-cristallisation du TCR g9d2 avec ses
ligands phosphorylés ont échoué (Rudolph, Wingren et al. 2004). Il existe plusieurs hypothéses
permettant d’expliquer la réactivité des LT g9d2 envers les phosphoantigénes : (i) ils pourraient étre
directement reconnus sous forme native ou modifiée, (ii) ils pourraient étre présentés par des
molécules exprimées a la surface des cellules cibles (ex. ATP synthase) ou (iii) ils pourraient induire
la modification ou I’expression de molécules qui, présentes a la surface des cellules cibles, seraient
alors reconnues par les LT g9d2.

La majorité des études sur ce sujet vont dans le sens d’une présentation indépendante du CMH mais
ou un contact cellulaire est nécessaire. L'IPP et les autres phosphoantigénes n’ont pas besoin d’étre
internalisés par les CPA pour étres présentés au LT g9d2 (Morita, Beckman et al. 1995) ;
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contrairement aux aminobisphosphonates qui sont internalisés pour atteindre leur cible intracellulaire
(enzyme de la voie des mévalonates) et stimuler correctement les LT g9d2 (Gober, Kistowska et al.
2003).

Lorsqu’elles sont incubées en présence de phosphoantigénes solubles (IPP), les cellules T g9d2
voient leur acidification augmenter des les premiéres minutes de contact (microphysiométrie) et
commencent a sécréter du TNF-a aprés 30 minutes, ce qui suggére que le TCR est rapidement engagé
par ces agonistes (Sireci, Espinosa et al. 2001). Cependant, de maniére surprenante, les signaux
intracellulaires (phosphorylation de ERK et de MAPK), délivrés aprés engagement du TCR sont trés
retardés dans ces conditions en comparaison a une stimulation de ces cellules par un anticorps anti
CD3 (Lafont, Liautard et al. 2001). Les modalités précises de transduction du signal TCR aprés
activation par des phosphoantigénes restent donc encore largement méconnues.

Les travaux de I’équipe de Fournié (Espinosa, Tabiasco et al. 2002; Favier, Espinosa et al.
2003) montrent clairement que les LT g9d2 établissent une synapse immunologique mature avec des
cellules myélo-monocytaires (lignée tumorale THP1) en présence de phosphoantigénes. Cette synapse
est caractérisée par un enrichissement en molécules de TCR, en CD2 et en tyrosines phosphorylées.
Les co-récepteurs activateurs CD94 et NKG2D sont également présents dans cette synapse
immunologique. L’activation des LT g9d2 et la production de cytokines sont couplées a la formation
de la synapse. La formation d’une synapse immunologique a été formellement démontrée aussi bien
pour les antigenes membranaires que pour les antigénes solubles (Espinosa, Tabiasco et al. 2002).

Le r6le des molécules d’adhésion dans I’activation des LT g9d2 a aussi été analysé. Il a été
montré que ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1) participe activement a ce procesus (Kato,
Tanaka et al. 2003; Corvaisier, Moreau-Aubry et al. 2005). ICAM-1 est exprimé a la surface de
cellules présentatrices d’antigenes et se lie a son ligand appelé LFA-1 qui est fortement exprimé par
les LT g9d2. En effet, les expériences menées par ces équipes montrent que des cellules tumorales
traitées au pamidronate (donc accumulant beaucoup d’IPP) sont capables d’activer efficacement les
LT g9d2 seulement lorsqu’elles expriment fortement ICAM-1.

Les modalités précises d’activation des LT g9d2 par des phosphoantigenes, qu’ils soient
solubles ou exprimés par des cellules tumorales ou infectées, doivent encore étre mieux définies afin
de pouvoir comprendre la biologie de cette sous population lymphocytaire et d’envisager une
manipulation des LT g9d2 et leur utilisation & terme dans le cadre d’essais immuno-thérapeutiques.

11-1 ES CELLULES DENDRITIQUES.

Les cellules monocytaires représentent une population cellulaire hétérogéne composé des
monocytes, des cellules dendritiques et des macrophages. Elles résident principalement dans le sang
et les tissus périphériques et plus particulierement sur les lieux ou lescontacts avec I’environnement
extérieur est important (peau et muqueuses). Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules
specialisées dans I’apprétement et la présentation d’antigénes, elles sont le prototype des cellules
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présentatrices d’antigenes et jouent un réle critique dans la réponse immunitaire. Elles se définissent
d’un point de vue morphologique, phénotypique et fonctionnel.

1. Sous-populations et phénotypes des cellules dendritiques.

Dans le sang humain, les cellules dendritiques sont partagées en deux sous populations : les
DC myéloides, CD11ct CD123%Pe qyec une morphologie monocytique (O'Doherty, Peng et al.

1994) et les DC plasmacytoides, CD123*" CD11c™ plutét de type lymphocytaire (Olweus,
BitMansour et al. 1997). Les DC myéloides ont des interactions avec de hombreux pathogenes (virus
ou bactéries). Les DC plasmacytoides jouent un role important dans I'immunité antivirale innée et
dans l'auto-immunité, elles produisent de grandes quantités IFN-a (puissant antiviral). Dans notre
modele d’étude, nous nous intéresserons uniqguement aux DC myéloides dont les propriétés vont étre
décrites ci-dessous.

2. Les cellules dendritiques dérivées de monocytes du sang périphérique.

Les cellules dendritiques dérivées de monocytes traversent différents stades de
développement : forme de précurseur (monocyte), forme immature (DCi) puis mature (DCm) avant la
mort cellulaire. Les DC sont des cellules qui ne se divisent pas et sont difficilement isolables telles
quelles a partir d’échantillons ex vivo en raison de leur faible fréquence. En effet, elles circulent trés
peu dans le sang périphérique (environ 1% des PBMC) (Pacanowski, Kahi et al. 2001); elles sont
principalement présentes dans les organes lymphoides secondaires ou dans les épithéliums. De ce fait,
les cellules utilisées in vitro sont obtenues par différenciation de monocytes circulant dans le sang,
qui sont présents en quantité plus importante (10 a 15 % des PBMC) et dont I’isolement est plus aise.

L’initiation de la maturation des cellules dendritiques nécessite au moins un stimuli signalant
un « danger » lors d’une rencontre avec un pathogéne, lors d’une inflammation ou d’unelésion
tissulaire (ex : CD40ligand, TNF-a, IL-1, IL-6, lipopolysaccharides...) (Matzinger 2002). Ces
signaux sont captés et transmis par des protéines transmembranaires des DC : les Toll-like receptors
(TLR), les récepteurs de cytokines, ceux de la famille du TNF-Récepteur ou encore les récepteurs Fc.
Actuellement, onze TLR différents ont été identifiés dont neuf ont des spécificités connues (pour
revue (Kawai and Akira 2005)). Les cellules dendritiques portent de nombreux TLR a leur surface
(figure 6, ci-contre). Ces deux états (immature et mature) correspondent & deux situations
fonctionnelles distinctes. Les cellules dendritiques immatures capturent les antigenes et les apprétent a
leur membrane en association avec les molécules du CMH. Pendant ce processus, les cellules
dendritiques subissent des modifications aboutissant au stade mature permettant des interactions
importantes et efficaces avec les LT. La maturation des cellules dendritiques est un procédé complexe
qui entraine des changements :
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- morphologiques : réorganisation du cytosquelette, apparition de dendrites caractéristiques,

- phénotypiques : augmentation de I’expression des molécules de co-stimulation (CD80, CD83,
CD86) et de présentation (CMH | ou Il) , augmentation de molécules d’adhésion (ICAM), et
de DC-LAMP (protéine lysosomale), induction de la production de cytokines (IL-12, TNF-a,
IL-15) et de chimiokines (IP-10, RANTES, MIP-1, ...),

- fonctionnels : diminution de la capacité phagocytaire, migration vers les tissus lymphoides
(principalement les ganglions), présentation de I’antigéne aux LT et LB.

Les cellules dendritiques en cours de maturation ont également une mobilité plus importante pour se
rendre sur les sites privilégiés de rencontre avec les LT comme les ganglions lymphatiques et leur
présenter les antigenes.

Dans les organes lymphoides, les DC peuvent rencontrer jusqu’a 500 lymphocytes par heure
(Stoll, Delon et al. 2002; Bousso and Robey 2003). Aprés des contacts brefs avec beaucoup de LT,
les DC sont capables d’établir des interactions stables et longues (plusieurs heures) avec une dizaine
de cellules simultanément. Ces interactions induisent une prolifération importante des LT naifs et la
production massive de cytokines par les LT mémoires, ainsi que I’augmentation des marqueurs
d’activation (co-récepteurs, TCR, récepteurs a I’lL-2, CD69...). Apres séparation des cellules, les LT
migrent rapidement et se multiplient activement, avant de sortir du ganglion par les vaisseaux
efférents (Mempel, Henrickson et al. 2004). Les LT ainsi obtenus ont un caractére mémoire qui
permettra une réactivation plus rapide et plus intense lors d’une infection ultérieure par le méme
pathogéne. La bonne activation du LT par la DC dépend de beaucoup de facteurs comme la quantité
d’antigéne sur la DC, I’affinité du TCR pour le complexe CMH-peptide, la durée du contact
cellulaire, le stade de maturation de la DC et le type de stimulus de maturation recu par la DC (Gett,
Sallusto et al. 2003).

Les antigenes présentés par les DC peuvent étre d’origine exogene (bactéries, virus, débris
apoptotiques, protéines, heat shock protein, complexes immuns) ou endogéne (synthétisés dans la
cellule tel qu’une protéine ou un métabolite). Les pathogénes sont internalisés partout dans
I’organisme via des récepteurs Fc, des lectines de type C ou encore des intégrines. Les cellules
dendritiques fractionnent les protéines en peptides pour les charger sur les molécules du CMH (classe
| ou Il) puis gagnent les formations lymphoides secondaires pour les présenter aux LT. Les peptides
endogénes sont dégradés par ubiquitination et transportés dans le réticulum endoplasmique ou ils sont
chargés sur des molécules CMH |I. Les complexes CMH I-peptide subissent des dernieres
modifications dans I’appareil de Golgi avant d’étres transportés a la surface des DC. Le complexe

CMH I-peptide est alors présentés aux LT CD8". Les pathogénes ou autres molécules exogeénes
phagocytées par la DC sont prédigérées dans les vésicules endosomales puis celles-ci fusionnent avec
des lysosomes qui contiennent des protéases permettant la lyse des protéines en peptides. Ces
peptides sont chargés sur des molécules CMH 11 puis les complexes sont transportés jusqu'a la surface

via des tubules pour étres présentés aux LT CD4* (Chow, Toomre et al. 2002). Il existe un
phénomeéne de présentation croisée permettant la présentation de peptides d’origine exogene sur des
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CMH I. Ceci est possible car certaines molécules de CMH | contiennent des signaux leur permettant
de recevoir des peptides exogénes provenant des vésicules lysosomales et sont transportées ainsi a la
membrane des DC (Albert, Pearce et al. 1998).

Le modeéle le plus couramment utilisé en laboratoire pour réaliser des études phénotypiques et
fonctionnelles des DC humaines est celui mit au point par F. Sallusto & A. Lanzavecchia (Sallusto
and Lanzavecchia 1994) ou les cellules dendritiques sont obtenues a partir de monocytes isolés a
partir des PBMC, en présence de GM-CSF et d’IL-4. Il est également possible d’obtenir des cellules
dendritiques a partir des précurseurs médullaires, mais I’isolement de ces derniers est moins aisé que
celui des PBMC. Dans des conditions usuelles de culture, il faut environ 7 jours pourobtenir des
cellules dendritiques (immatures). Le protocole est détaillé dans la section « matériel et méthodes ».

3. Coopération lymphocytes T / DC.

Comme nous I’avons vu ci-dessus les DC interagissent avec toutes les populations de
lymphocytes T. Le r6le majeur des DC est, suite a une maturation induite par un pathogéne, de
pouvoir présenter des antigénes et d’activer les lymphocytes T naifs (« priming »). Les cellules
dendritiques initient la réponse des LT naifs dans les organes lymphoides secondaires comme les
ganglions lymphatiques, la rate ou les tissus lymphatiques associées aux muqueuses. Les LT « innate-
like », grace a leurs propriétés effectrices particulieres qui leur permettent d’étre activés efficacement
et rapidement lors de situations pathologiques comme [I’infection, se situent a I’interface de
Ilimmunité innée et adaptative. Un des rbles possible de ces cellules serait donc de participer a
I’amplification de la réponse immune en favorisant la maturation des DC, et par conséquent leur
capacité a activer les effecteurs de la réponse adaptative.

Comme nous I’avons vu précédemment, les cellules NKT (Natural Killer T Cells) expriment a
la fois les marqueurs des cellules NK (Natural Killer) et un TCR. Ces molécules lipidiques portées
par les pathogénes ou provenant directement des tissus sont présentées par les cellules dendritiques
via des molécules CD1d aux lymphocytes NKT. Des travaux récents réalisés dans un modele murin
ont montré que les cellules NKT, lorsqu’elles sont activées par des DCi sensibilisées par un
glycolipide antigénique, peuvent induire la maturation fonctionnelle des DC (Fujii, Liu et al. 2004).
De maniére similaire, les cellules Vd1 qui reconnaissent le CD1c, lorsqu’elles sont activées par des
cellules dendritiques immatures induisent une maturation fonctionnelle des DC (production d’IL-
12p70 et capacité d’activation des cellules T conventionnelles naives). Au moment ou nousavons
démarré nos travaux, deux étudex in vitro montraient que les LT g9d2 activés par des
phosphoantigenes solubles (BrHPP) ou induits (ABP) sont capables d’induire la maturation de DCi
(augmentation de HLA-DR, CD86, CD83, production d’IL-12p40/70) (Conti, 2005 #112;Ismaili,
2002 #228).
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Les mécanismes mis en jeu dans ces situations impliquent des facteurs solubles comme le
TNF-a et des interactions membranaires de type CD40/CD40L (pour revue (Munz, Steinman et al.
2005)).

Cependant, dans ces modeéles in vitro I’induction de maturation des DC par les LT g9d2 et le
devenir des DC porteuses d’antigenes n’a pas été analysée de maniére précise. En effet, il est
intéressant de déterminer si I’induction de la maturation concerne a la fois les DC porteuses
d’antigénes et les DC environnantes (effet « by-stander ») ou nécessite des interactions directes LT
g9d2-DC. De plus, ces travaux ont été réalisés avec des modeles peu physiologiques puisqu’ils sont
basés sur une activation des LT g9d2 avec des agonistes synthétiques (BrHPP) ou des inhibiteurs
pharmacologiques (ABP). Il est donc intéressant d’étudier ce phénoméne dans un contexte infectieux
dans lequel les LT g9d2 peuvent étre activés par des DC infectées (modéle mycobactérien).

111-LES MYCOBACTERIES :Modéle M.bovis BCG (M.BCG).

1. Rappel sur les mycobactéries.

Les mycobactéries appartiennent au genre unique Mycobacterium. Ce sont des bacilles
atypiques comprenant plus de cinquante espéces commensales ou pathogénes opportunistes qui vivent
dans les matiéres organiques décomposees et trois espéces pathogénes strictes : M. tuberculosis
(M.tub.) ou bacille de Koch, responsable de 90% des cas de tuberculose humaine, M. bovis, et M.
africanum ...). M. leprae ou bacille de Hensen est I’agent de la lepre. Ces bactéries son