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Résumé

Optimisation de I'activité immunostimulatrice des lymphocytes T Natural Killer

invariants: conséquences sur I'immunité anti-tumorale

Pour optimiser les stratégies vaccinales anti-tumorales, I'activation des cellules du
systéme immunitaire inné est cruciale pour générer I'expansion des lymphocytes T
spécifiques des antigénes tumoraux. Les lymphocytes T Natural Killer invariant
(INKT) représentent une famille unique de lymphocytes T innés ayant des propriétés
immunomodulatrices puissantes. Ces cellules reconnaissent via leur récepteur T des
antigenes glycolipidiques présentés par la molécule CD1d exprimée par les cellules
présentatrices d’antigénes. L'alpha-galactosylcéramide (a-GalCer), un puissant
activateur des cellules iNKT, est en développement clinique dans le cancer. Les
cellules dendritiques (DCs) sont équipées pour activer les cellules INKT and
promouvoir de puissantes réponses immunitaires adaptatives. Considérant la
capacité unique des DC CD8a" a présenter de fagon croisée les antigénes aux
lymphocytes T CD8", notre objectif a visé a délivrer I'a-GalCer (considéré ici comme
un adjuvant) et des antigénes tumoraux aux DC CD8a" dans le but de générer de
puissantes réponses T cytotoxiques anti-tumorales. Pour cela, les antigenes ont été
incorporés dans des nanoparticules de PLGA décorées a leur surface avec des
anticorps anti-Clec9a, un marquer exprimé spécifiquement par les DC CD8a". Nos
résultats montrent chez la souris que la co-délivrance simultanée de I'a-GalCer et
d’auto-antigénes tumoraux (Trp2 et gpl00) aux DC CD8a’ promeut une forte
réponse anti-tumorale dans un contexte prophylactique et thérapeutique. Nous
démontrons que cet effet vaccinal est d0 aux cellules INKT (mais pas aux
lymphocytes T auxiliaires) et aux lymphocytes T CD8". L'efficacité vaccinale est
corrélée a un rapport supérieur entre les lymphocytes T CD8" spécifiques des
antigénes tumoraux et les lymphocytes T CD4" régulateurs au sein des tumeurs.
Chez I'homme, la co-administration de I'a-GalCer et de I'antigéne tumoral (Mélan A)
aux DC BDCA3" (les équivalents humains des DC CD8a") induit une forte expansion
des lymphocytes T CD8" spécifiques du Mélan-A in vitro. Nos résultats montrent
pour la premiére fois que la tolérance aux auto-antigénes tumoraux peut étre levée
en exploitant la fonction «helper» des cellules iINKT et mettent en évidence de
nouvelles approches thérapeutiques contre le développement tumoral.



Abstract

Optimization of immune stimulatory activities of invariant Natural Killer T

lymphocytes: consequences on anti-tumor responses

To optimize anti-tumor vaccine strategies, exploitation of cells of the innate immune
system to assist the expansion of tumor antigen-specific T cells is of interest.
Invariant Natural Killer T lymphocytes (iINKT) are a unique population of “innate-like”
T cells endowed with potent immunomodulatory properties. These cells recognize
through their T cell receptor glycolipids presented by the CD1d molecule expressed
by antigen presenting cells. Alpha-galactosylceramide (a-GalCer), a potent iINKT cell
activator, is in clinical development in cancer. Dendritic cells (DC) are well equipped
to trigger INKT cells activation and to promote adaptive immune responses.
Regarding the unique ability of CD8a" DCs to cross-present antigens to CD8" T cell
response, we intended to deliver a-GalCer (viewed here as an adjuvant) and tumor
antigens to CD8a" DCs with the aim to generate efficient antitumor cytotoxic T cells.
To this end, antigens were incorporated in PLGA-based nanoparticles decorated with
anti-Clec9a antibodies, a marker specifically expressed by CD8a* DCs. Our results
show (mouse system) that simultaneous co-delivery of a-GalCer and tumor self-
antigens (Trp2 and gp100) to CD8a" DCs promotes strong anti-tumor responses in
prophylactic and therapeutic settings. We attributed the therapeutic effects of the
vaccine to iNKT cells (but not to T-helper lymphocytes) and to CD8" T lymphocytes.
The efficacy was correlated with a high ratio of tumor antigen specific CD8" T cells to
CD4" regulatory T lymphocytes infiltrating the tumor. In human, co-administration of
a-GalCer and a tumor antigen (Melan A) to DC BDCA3" (the human equivalent of
CD8a" DCs) strongly induces the expansion of Melan-A specific CD8" T lymphocytes
in vitro. Our results demonstrate that tolerance to self-antigens can be abrogated by
manipulating the NKT cells’ helper functions and shed light on novel therapeutic
approaches for controlling tumor development.
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1. La Classification des cellules NKT

Les cellules Natural Killer T (NKT) sont des lymphocytes qui ont la particularité
d’appartenir & la fois aux systémes immunitaire inné et adaptatif. Certaines d’entre
elles expriment a la fois des récepteurs de surface caractéristiques des cellules
Natural Killer (NK) (récepteurs NK1.1 chez la souris C57BL/6 et CD161 chez
’homme) et des lymphocytes T (complexe TCR et CD3) (Bendelac et al., 2007,
Godfrey et al.,, 2015) . Les cellules NKT murines expriment des récepteurs
appartenant a la famille Ly49 et NKG2D. Les cellules NKT humaines expriment des
molécules de surface similaires comprenant CD56, NKG2D et NKG2A. Les cellules
NKT humaines et murines expriment une variété de récepteurs et ligands activateurs
(par exemple CD28 et CD154) ou inhibiteurs (programmed death-1 (PD-1; CD279))
associés aux lymphocytes T, dont l'expression dépend de I'état d'activation de la
cellule. Grace a l'avancée technologique, la classification de ces lymphocytes non
conventionnels distingue 3 types de cellules NKT : les NKT type | ou NKT invariantes
(INKT), les NKT type Il ou NKT variantes (VNKT) et les NKT type Il ou « NKT-like ».

1.1 Les cellules NKT type | : Les cellules Natural Killer T invariantes
(INKT)
Les cellules NKT de type | représentent la majorité de la sous-population de cellules
NKT. Ces cellules expriment un TCR (T Cell Receptor) semi-invariant composé
d’'une chaine a avec un réarrangement Val4-Jal8 et d’'un nombre limité de chaines
B VB8, VB7 ou VB2 chez la souris et de Va24-Jal8 et VB11 chez I'homme (Godfrey
et al., 2004; Lantz and Bendelac, 1994). Les souris transgéniques TCR Val4 ont un
nombre de cellules iNKT plus élevé que les souris sauvages (Taniguchi et al., 1996),
alors que les souris Ja18" sont dépourvues en cellules iINKT (Cui et al., 1997). Le
spectre de reconnaissance des antigenes reconnus par le TCR des cellules iNKT
differe completement de celui des lymphocytes T conventionnels. Contrairement a
ces derniers qui reconnaissent des antigénes peptidiques présentés par le complexe
majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe | ou de classe Il, les cellules iINKT
reconnaissent des antigénes lipidiqgues ou glycolipidiques présentés par la molécule
CD21d, une molécule atypique du CMH de classe | non polymorphique.
Kawano et ses collaborateurs ont été les premiers a découvrir la nature des
antigenes des cellules iNKT (Kawano et al., 1997). En effet, lors d'un criblage de
molécules potentiellement anti-tumorales, ce groupe a décrit I'existence a partir

d'une d'éponge marine (espéces Agelas), d’'une structure lipidique capable d’activer
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ces cellules. Un analogue synthétigue a été produit: I'a-galactosylcéramide (a-
GalCer, KRN7000). Depuis cette découverte, un certain nombre d'antigénes
lipidiques naturels et synthétiques ont été décrits comme étant capables d’activer, via
la molécule CD1d, les cellules iNKT. Ces cellules sont maintenant identifiées en
utilisant un tétramére de CD1d chargé en a-GalCer (PBS-57) ou avec un de ses
analogues synthétiques (Benlagha et al., 2000). Cette technique a permis de
redéfinir plus précisément la classification de ces cellules et d'en apprendre
davantage sur leur développement et leur fonction, comme nous le verrons dans la

suite de notre manuscrit.

1.2 Les cellules NKT type IlI: Les cellules Natural Killer T variantes

(VNKT)

Les lymphocytes NKT de type Il sont décrits comme des cellules NKT dépendants de
CD1d mais avec un TCR non-invariant et non réactif a 'a-GalCer. Cette population
de cellules, retrouvée a la fois chez la souris et chez I'homme, présente un répertoire
de TCR plus hétérogéne. La composition du TCR de cette population reste plus
diversifiée par rapport aux cellules NKT de type I. Actuellement, aucun outil direct et
spécifique n'existe pour identifier la population de cellules NKT de type Il. Différentes
approches ont été développées pour étudier ces cellules chez la souris. Une de ces
approches consiste & comparer les réponses immunitaires entre les souris Ja18”
(dépourvues de cellules NKT de type 1) et les souris CD1d™ (dépourvues de cellules
NKT de type | et de type Il). En 2004, Jahng et al ont découvert un puissant ligand
glycolipidique endogene des cellules NKT de type Il : le sulfatide. Ce ligand est un
constituant de la myéline et se retrouve dans le systeme nerveux central (SNC)
(Jahng et al., 2004). La découverte du sulfatide a conduit a la génération d’un
tétramére CD1d chargé avec le sulfatide (Jahng et al., 2004). Les cellules NKT de
type Il réactives au sulfatide isolées a partir de souris naives ont un répertoire de
TCR oligoclonal avec des segments de genes Va3/Val-Ja7/Ja9 et VB8.1/VB3.1-
JB2.7 (Arrenberg et al., 2010). De fagon similaire au sulfatide, des tétrameres CD1d
chargés avec le B-glucosylcéramide (B-GlcCer) ou le glucosylsphingosine ont permis
l'identification d’autres sous-populations de cellules NKT humaines et murines de
type Il (Nair et al., 2015). De nombreuses cellules NKT de type Il semblent partager
des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles avec des cellules NKT de type |
telles qu'une auto-réactivité élevée (Gumperz et al.,, 2000), un développement
thymique dépendant de PLZF et SAP (Zhao et al., 2014; Weng et al., 2014) , une

expression constitutive dARNm d'IL-4 (Zhao et al., 2014) et la sécrétion rapide d’'une
12



large gamme de cytokines aprés stimulation, y compris IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10, IL-
17, GM-CSF et des médiateurs cytolytiques tels que la perforine (Zhao et al., 2014;
Weng et al., 2014). En outre, de nombreuses cellules NKT de type Il ont un
phénotype actiffmémoire CD44"CD69*CD122", tandis que le CD62L est plus ou
moins exprimé (Zhao et al., 2014; Weng et al., 2014; Stenstrom et al., 2004; Zhang
etal., 2011).

L'activation des cellules NKT de type Il avec le sulfatide régule la protection contre
les maladies auto-immunes. De facon intéressante, chez les souris développant une
encéphalomyélite auto-immune exprérimentale (EAE) ou un T1D (diabéte type 1), les
cellules NKT de type Il réactives au sulfatide s'accumulent respectivement, dans le
systeme nerveux central et dans les ganglions lymphatiques drainants. Ainsi,
'administration de sulfatides dérivés du cerveau ou de sulfatide synthétique protége
contre I'EAE et le diabéte (Jahng et al., 2004; Subramanian et al., 2012; Maricic et
al., 2014). 1l a été démontré que le transfert de cellules NKT de type Il a des souris
obéses entraine une perte de poids et une tolérance au glucose améliorée (Hams et
al., 2013). Dans les maladies inflammatoires du foie, les cellules NKT de type I
activées par le sulfatide protégent contre les lésions hépatiques (Halder et al., 2007,
Arrenberg et al., 2011). L'administration de sulfatide entraine I'activation de cellules
dendritiques plasmacytoides (pDCs). Les pDC activées produisent de I'lL-12 et MIP-
2 induisant le recrutement des cellules INKT dans le foie chez la souris. Les cellules
INKT recrutées deviennent anergisées, empéchant ainsi l'induction de [I'hépatite
induit par Concanavalin A (Con A) (Modele murin de maladies du foie a médiation
par les lymphocytes T) (Halder et al., 2007).

Dans le cas de linfection par Trypanosoma cruzi, un parasite protozoaire, les
cellules vNKT ont un rble protecteur (Duthie et al., 2005). Dans le cancer, les cellules
NKT de type Il exercent une activité immunosuppressive régulant négativement
I'immunosurveillance anti-tumorale (Ambrosino et al., 2007; Hix et al., 2011; Izhak et
al., 2013; Renukaradhya et al., 2008).

Dans la suite de notre manuscrit, nous nous intéresserons uniquement aux cellules
INKT.

2. Lalocalisation des cellules INKT

Chez la souris, les cellules iINKT constituent 0,2-0,5% des lymphocytes (et 0,5-2%

des lymphocytes T totaux) dans le thymus, la rate, le sang et la moelle osseuse et
13



15-35% des lymphocytes hépatiques (30-50% des lymphocytes T hépatiques)
(Benlagha et al., 2000; Matsuda et al., 2000). Chez I'homme, la fréquence des
cellules INKT est plus faible. Les cellules INKT représentent habituellement entre
0,001% et 3% (typiguement 0,01-0,1%) de cellules mononucléées sanguines
(PBMC) (Lee et al., 2002; Chan et al., 2009). Cette fréquence est similaire dans la
moelle osseuse et la rate chez 'homme (Chan et al., 2010). La fréquence des
cellules INKT humaines est plus faible dans le thymus (-~ 0,001-0,01% des
lymphocytes) (Baev et al., 2004; Berzins et al., 2005) et plus élevée dans le foie (~
1%) et 'omentum (10%) (Lynch et al., 2009; Berzins et al., 2011).

3. Le développement des cellules iNKT et I'acquisition de la
fonction effectrice

3.1 La sélection positive

Les lymphocytes T conventionnels subissent une sélection positive ou négative qui
est déterminée principalement par l'avidité des interactions TCR/ligand. Lorsque les
cellules T ont une réactivité faible a intermédiaire a I'auto-peptide/classe | ou classe Il
du CMH, elles sont positivement sélectionnées et se différencient en cellules T CD8"
ou CD4" positives (SP) matures. D'autre part, les cellules T a haute réactivité pour le
complexe auto-peptide/CMH sont éliminées par apoptose. Le résultat net de ces
interactions permet la génération de lymphocytes T avec une faible ou pas de
reconnaissance du soi et I'élimination des lymphocytes T auto-réactifs. Tout comme
les lymphocytes T conventionnels, les cellules iNKT subissent également des
événements de sélection positive et négative, qui permettent I'élimination de cellules
hautement autoréactives tout en conservant un pool fonctionnel de cellules.

Les cellules iNKT se développent dans le thymus a partir de thymocytes CD4'CD8"
doubles positifs (DP) qui ont subi un réarrangement spécifique de leur TCR. En effet,
les souris déficientes pour les protéines de recombinaison RAG-1 et RAG-2 et les
souris Ja18" sont dépourvues de cellules iNKT. La sélection positive des cellules
INKT est médiée par les interactions homotypiques des thymocytes DP et la
reconnaissance du complexe antigene glycolipide/CD1d (figure 1). Les cellules iINKT
sont absentes chez les souris CD1d” (Coles and Raulet, 2000; Xu et al., 2003).
Inversement, elles se développent normalement dans des souris transgéniques
pLck-hCD1d ou le CD1d est exprimé exclusivement sur des thymocytes corticaux
(Schumann et al., 2005). Ces expériences démontrent que I'expression de CD1d, en

particulier sur les thymocytes corticaux DP, est essentielle a la sélection positive des
14



cellules iINKT. De plus, pour une sélection efficace des cellules iNKT, le CD1d doit se
recycler par des voies intracellulaires spécifiques, ou il peut étre chargé avec des
antigenes dérivés des endosomes ou des lysosomes (Bendelac et al., 2007). La
protéine adaptatrice AP-3 et la prosaposine jouent un rdle important dans le
chargement des glycolipides dans le CD1d. En effet, les cellules présentatrices
d'antigéne (APC) dépourvues d'AP-3 ou de prosaposine ne parviennent pas a activer
correctement les cellules INKT (Kang and Cresswell, 2004). De plus, les souris
déficientes en AP-3 et prosaposine présentent un développement des cellules iINKT
altéré (Kang and Cresswell, 2004).

Il est de plus en plus admis que le ligand pour la sélection positive des cellules INKT
soit un auto-antigéne. Bien que l'a-GalCer soit un agoniste puissant des cellules
iINKT, il n'est pas exprimé dans les cellules de mammiferes, qui n’expriment pas de
glycolipides en anomérie alpha. L'a-GalCer n'est donc pas considéré comme un
ligand endogéne impliqué dans la sélection thymique. L’isoglobotrihexosylcéramide
iGb3, un glycosphinogolipide, a été proposé comme un ligand endogéene potentiel
(Zhou et al., 2004). Mais en 2007, Porubsky et al ont montré que les souris
déficientes pour l'enzyme iGb3 synthase, une enzyme essentielle dans la
biosynthése de la molécule iGb3, présentent un développement normal de cellules
INKT (Porubsky et al., 2007).
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Figure 1: Le développent des cellules iNKT. Les cellules NKT apparaissent dans
le thymus a partir d'un pool commun de précurseurs de thymocytes doublement
positifs CD4"CD8" qui ont subi un réarrangement et une expression de géne du TCR
aléatoire. L'expression d'un TCR qui se lie avec une avidité appropriée au MHC de
classe Il ou | (MHCIlI ou MHCI plus auto-peptide) sur des cellules épithéliales
thymiques conduit a la sélection positive de cellules T CD4" conventionnels (vert) ou
des cellules T CD8" (bleu), respectivement. Les thymocytes qui expriment un TCR
qui se lie au CD1d plus l'auto-lipide ou I'antigene glycolipidique, exprimé par d'autres
thymocytes DP, entrent dans la lignée de cellules iNKT (rouge). Une fois
sélectionnés, les précurseurs de cellules iNKT subissent une série d'étapes de
différenciation qui aboutissent finalement au pool de cellules INKT. Au moins quatre
stades distincts de développement de cellules INKT ont été définis en fonction de
I'expression de CD24, CD44 et NK1.1; Ceux-ci sont contrélés par une série de
facteurs de transcription (bleu). Les cellules iNKT qui émigrent du thymus le font le
plus souvent a I'étape 2 et passent a |'étape 3 en périphérie. Certaines cellules iINKT
thymiques matures migrent également vers la périphérie mais beaucoup restent
comme des cellules thymiques résidentes a long terme. Les cellules NKT CD4
semblent se brancher a partir des cellules NKT CD4" au stade 1 du développement,
bien gu'elles le fassent peut-étre plus t6t (fleche pointillée). Une voie distincte de
développement de cellules INKT donne naissance a une sous-population productrice
d'IL-17 (NKT-17; orange) qui semble étre régulée par le facteur de transcription
ROR-yt. On en sait beaucoup moins sur la voie de développement de ces cellules
(fleche pointillée).

De plus, chez 'hnomme, I'iGb3 synthase ne semble pas étre exprimée et son géne
porte également plusieurs mutations ponctuelles qui pourraient probablement inhiber
sa fonction (Christiansen et al., 2008). Plusieurs classes de molécules telles que les
phospholipides, les glycosphingolipides, les gangliosides et le galactosylcéramide
(en anomeérie B) et leurs dérivés ont été proposées comme des candidats possibles
pour la sélection positive des cellules iINKT (Pour revue, Bendelac et al., 2007).
Cependant, en raison du manque de preuves, leur réle dans ce processus reste

controversé.
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3.2 La sélection négative

Pour les lymphocytes T conventionnels, la plupart des thymocytes en développement
exprimant des TCR ayant une grande avidité pour les auto-peptides subissent une
sélection négative. Cependant, cette étape n'est pas aussi clairement définie pour les
cellules INKT. Il a été montré que la surexpression de CD1d chez des souris
transgéniques (Tg) entraine un nombre réduit de cellules INKT. Chez ces souris (Tg),
les cellules INKT résiduelles présentent a la fois une altération de VI et une
sensibilité réduite a I'antigéne. La méme équipe a également rapporté que l'addition
d'a-GalCer a une culture d'organe thymique foetal (FTOC) induit une disparition
dose-dépendante des cellules iNKT, suggérant que les cellules INKT sont sensibles
a la sélection négative (Chun et al., 2003). Une autre étude menée par Pellicci DG et
al a montré que, la présence d'a-GalCer pendant que les cellules INKT se
développent ablate leur développement. En revanche, l'introduction retardée de ce
composé in vitro ou in vivo, aprés que les cellules INKT se soient développées,
n'épuise pas ces cellules. Ces données indiquent que les cellules iINKT traversent
une fenétre de développement ou elles sont sensibles a la sélection négative médiée
par le TCR et suggerent que ces cellules avec un niveau élevé d'auto-réactivité
peuvent étre éliminées avant qu'elles ne quittent le thymus (Pellicci et al., 2003).

Cependant ces études sont critiquables car elles utilisent I'a-GalCer qui n’est pas un
ligand physiologique. Ainsi, dautres études sont nécessaires pour mieux
comprendre si les cellules INKT subissent, ou pas, une sélection négative et a quel
stade de développement et par l'intermédiaire de quels mécanismes moléculaires ce

processus se réalise.

3.3 La maturation des cellules iINKT

Apres la sélection positive, les cellules INKT subissent des stades distincts de
maturation qui sont caractérisés par l'acquisition séquentielle de CD4, CD24, CD44
et NK1.1 (figure 1): CD4*CD24"CD44"°NK1.1" (Stade 0), CD4"CD24"°CD44"°NK1.1"
(stade 1), CD4'/DN CD24"°CD44"NK1.1" (stade 2), et finalement CD4*/DN
CD24"°CD44"NK1.1" (stade 3) (Benlagha et al., 2002). Les lymphocytes iNKT de
stade 0 sont de petite taille et présents en trés faible nombre (environ 1 pour chaque
million de thymocytes) (Godfrey and Berzins, 2007), cohérent avec I'observation que
les cellules a ce stade ne subissent pas de prolifération. A l'inverse, les cellules INKT
de stade 1 proliferent rapidement, ce qui suggére que I'expansion post-sélection des
cellules INKT se produit a ce stade. Puis, au fur et a mesure que ces cellules se
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développent, une majorité de cellules CD24°CD44"NK1.1™ émigrent vers les tissus
périphériques, ou elles cessent de proliférer et expriment des marqueurs de cellules
NK (par exemple les récepteurs (NKG2D et Ly49), CD69 et CD122 (Matsuda et al.,
2006). De fagon intéressante, une fraction des cellules CD44" et NK1.1 reste dans
le thymus. Cette population, est en phase terminale de maturation et a une longue
durée de vie (Berzins et al., 2006; Drennan et al.,, 2009). Rapidement aprés la
sélection positive, et au cours de leur maturation dans le thymus, les cellules iINKT
deviennent fonctionnellement compétentes et peuvent répondre a I'engagement de
leur TCR, bien que la nature des cytokines qu’elles produisent varie selon le stade
de développement. Par exemple, les cellules INKT de stade 1 produisent
typiguement de I'lL-4 apres la stimulation du TCR in vitro, alors que les cellules INKT
de stade 2 produisent I'lL-4 et I'lFN-y et les cellules INKT matures (stade 3)
produisent plus d'IFN-y que d’IL-4 (Gadue and Stein, 2002). D’autres molécules,
comme les effecteurs cytolytiques (perforine, granzyme B et FAS ligand) et des
chimiokines et leurs récepteurs voient leur expression augmentée dans les cellules
matures du stade 3 (Matsuda et al., 2006).

3.4 Les facteurs régulant le développement et la maturation des

cellules iINKT

Comme les lymphocytes T conventionnels, le développement et la maturation des
cellules iNKT au stade DP et au-dela dépend de la capacité a exprimer un TCR
fonctionnel et une signalisation intacte. Les cellules INKT sont profondément
diminuées ou absentes chez des souris dépourvues en RAG, CD3C, Lck, ZAP-70,
SLP-76, ITK, LAT ou Vav (Jordan et al., 2008; Arase et al., 1995; Gadue et al., 1999;
Zhang et al., 1999; Chan et al., 2001; lwabuchi et al., 2001). Le développement des
cellules INKT est régulé par RORyt. Ce facteur de transcription prolonge la survie
des thymocytes DP par une régulation positive de la molécule anti-apoptotique Bcl-
XL et permet les réarrangements des segments de génes Val4-a-Jal8 au stade DP
(Bezbradica et al., 2005a; Egawa et al., 2005) .

Le développement des cellules iNKT dépend également de fagon critique de signaux
générés par I'engagement de la molécule de la famille des récepteurs de surface
« Signaling Lymphocyte Activation Molecule » (SLAM), qui est exprimée sur les
thymocytes DP.

Il a été montré que le facteur de transcription c-Myc (myelocytomatosis oncogene)
joue un rdle critigue dans le développement des cellules iNKT. En I'absence de c-

Myc, les précurseurs de cellules iNKT sont bloqués & un stade immature CD44"°
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NK1.1". Les cellules iNKT de stade 2 et 3 sont presque complétement absentes en
l'absence de c-Myc (Mycko et al., 2009).

La sélection positive génere, via l'activation du TCR, des taux plus élevés de calcium
intracellulaire induisant I'activation du facteur de transcription Egr2 (Early Growth
Factor 2), un régulateur important du développement des cellules iINKT. Les souris
déficientes en Egr2 ont une réduction significative du nombre de cellules INKT
thymiques et périphériques par rapport aux souris sauvages (Hu et al., 2011). Ainsi,
I'expression persistante plus élevée d'Egr2 joue un roéle dans les stades précoces et
tardifs de la différenciation de la lignée iINKT (Seiler et al., 2012).

L'acquisition des fonctions effectrices des cellules iINKT est étroitement régulée par
plusieurs facteurs de transcription (Das et al., 2010). L'un des principaux régulateurs
du développement des cellules INKT et de lacquisition d'un phénotype et de
fonctions effecteur/mémoire est le facteur de transcription PLZF, dont I'expression,
induite par Erg2, est la plus élevée dans les populations des stades 0 et 1(figure 1)
(Kovalovsky et al., 2008; Savage et al., 2008). Les animaux déficients en PLZF
présentent une réduction sévere du nombre de cellules INKT et les cellules iINKT
déficitaires en PLZF sont incapables de secréter les cytokines Thl et Th2 suite a une
stimulation (Kovalovsky et al., 2008; Savage et al., 2008). Le facteur de transcription
T-bet est indispensable pour les stades finaux de la maturation des cellules INKT
(Townsend et al., 2004; Matsuda et al., 2007) et l'absence de ce facteur de
transcription entraine une diminution du nombre de cellules INKT en bloquant le
développement au stade 2. Les cellules iINKT déficitaires en T-bet ne parviennent
pas a proliférer en réponse a I'lL-15. Ce phénomene est lié a une sous-expression de
CD122, un composant du récepteur IL-15 (Matsuda et al., 2007). De plus, les
cellules INKT déficientes en T-bet ne parviennent pas a produire I'lFN- y en réponse
a la stimulation du TCR et présentent une activité cytolytigue défectueuse
(Townsend et al.,, 2004; Matsuda et al., 2007). Il semble que T-bet régule
directement l'activation des génes associés aux fonctions cellulaires des cellules
INKT matures, comme la perforine, le CD178 et I''lFN-y (Matsuda et al., 2007).

La génération des cellules iNKT CD4" et la production de cytokines de type Th2 sont
régulées par le facteur de transcription GATA-3. De maniéere similaire aux cellules
INKT déficientes en PLZF, les cellules iINKT déficientes en GATA-3 ne produisent
pas de cytokines Thl ou Th2 en réponse a I'a-GalCer (Kim et al., 2006). Comme les
cellules iNKT progressent a I'étape 1, une proportion de cellules régule négativement

I'expression de CD4, donnant lieu aux cellules iINKT DN. Des études récentes ont
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identifié une sous-population unique de cellules INKT NK1.1'CD4 régulée
transcriptionnellement par RORyt et capable de produire de grandes quantités d'IL-
17 lors de la stimulation (Michel et al., 2008). Au cours du développement dans le
thymus, il a été rapporté que la signalisation de TGF-3 est nécessaire pour la survie
des cellules NKT17 (Havenar-Daughton et al., 2012).

La voie de signalisation rapamycine (mMTOR) a également été démontrée pour étre
importante dans la diversification des cellules INKT et dans l'acquisition de leurs
fonctions effectrices (Shin et al., 2014; Zhang et al., 2014; Wel et al., 2014).
L'absence d’expression de mTOR2 peut entrainer une perte des cellules NKT17. Il
est a noter que les cellules INKT sont également parfois classées en NKT1, NKT2 et
NKT17 sur la base de leurs profils de production de cytokines et I'expression
respective de T-bet, GATA-3 et RORyt (Lee et al, 2013; Constantinides and
Bendelac, 2013).

4. Les differentes sous-populations de cellules iINKT:

Les cellules NKT ont été caractérisées selon I'expression de CD4 et NK1.1 et selon
leur capacité a produire des cytokines Thl et Th2. Chez 'hnomme, les cellules INKT
CD4" produisent des cytokines pro- inflammatoires (profil de réponse Thl) et anti-
inflammatoires (profil de réponse Th2), alors que la sous-population CD4°, qui
comprend a la fois les cellules CD8" et double négatif (DN), produit principalement
des cytokines Thl (Godfrey et al., 2010). Ces populations CD4" et CD4" expriment
également des récepteurs aux chimiokines différents tels que CCR2, CCR5 et
CXCRS3. Une partie des cellules INKT humaines de type Thl (CD4’) exprime CD8aq,
et une tres petite population exprime CD8ap (Gumperz et al., 2002; Takahashi et al.,
2002). Les cellules iNKT CD8a" produisent plus d'IFN-y et sont plus cytotoxiques que
les sous-populations CD4" ou CD4'CD8 (O'Reilly et al., 2011).

Chez la souris, les cellules INKT ne semblent pas exprimer le CD8 et I'expression de
CD4 ne définit que partiellement les sous-populations distinctes de cellules iINKT
(Coquet et al., 2008). D'autres marqueurs de surface cellulaire et I'expression de
facteurs de transcription peuvent cependant permettre d'identifier des sous-
populations de cellules iINKT fonctionnellement distinctes (figure 2). Deux marqueurs
de surface peuvent étre utilisés en combinaison avec CD4 pour subdiviser les
populations de cellules iINKT chez la souris: le récepteur IL-17 B (IL-17RB, un
composant du récepteur IL-25) et le marqueur NK1.1. Les cellules NK1.1" et NK1.1°
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sont aussi présentes chez I’'homme mais les cellules NK1.1" ne sont présentes que

dans le thymus.
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Figure 2: les différentes sous-populations des cellules iINKT murines. La figure
compare les trois sous-populations majeures de cellules INKT. Les facteurs de
transcription cruciaux et les marqueurs de surface associés a chaque sous-
population sont présentés. Ces sous-populations sont associées a l'expression
constitutive des récepteurs des cytokines pour l'interleukine-12 (IL-12), I'lL-23 et / ou
I'lL-25. Les principales cytokines produites par chaque sous-population et les tissus

dans lesquels elles sont enrichies sont indiqués.

A. Les cellules INKT de type Thl:

Ces cellules constituent la majorité des cellules iINKT dans le foie et la rate chez la
souris. Elles produisent de I'lFN- y, n’expriment pas d'IL-17RB et peuvent présenter
un phénotype CD4" ou CD4 (Terashima et al., 2008; Watarai et al., 2012). Les
cellules iINKT productrices d'IFN-y sont pour la plupart NK1.1" (figure 2), bien qu'une
partie des cellules INKT NK1.1" puissent également produire I'lFN-y (Coquet et al.,
2008). Ces cellules peuvent produire certaines cytokines de type Th2, conjointement
avec I'lFN-y, en réponse a des stimuli forts (ligand du TCR) mais elles ne produisent
gue des cytokines de type Thl en réponse a IL-12 (Watarai et al., 2012). Les cellules
INKT de type Thl expriment le facteur de transcription T-bet. Elles expriment
également le CD122 (la chaine B du récepteur IL-15) et requierent I'lL-15 pour leur

développement (Watarai et al., 2012).
21



B. Les cellules iINKT de type Th2:

Les cellules iINKT de type Th2 sont caractérisées par I'expression d'IL-17RB et de
CD4 (figure 2). Elles peuvent produire I'lL-4, I'IL-9, I'lL-10 et I'lL-13 aprés activation.
Ces cellules peuvent étre activées par I'lL-25 et sont enrichies dans les poumons ou
elles contribuent a I'hyperréactivité des voies aériennes de type Th2 d'une maniére
dépendante de I'IL-25 (Stock et al., 2009; Terashima et al., 2008; Wataral et al.,
2012). Ces cellules n’expriment pas T-bet, le facteur de transcription associé aux
cellules iNKT de type Thl. A ce stade, aucun facteur de transcription spécifique n'a
été associé de facon unique a la production de cytokine de type Th2 dans des
cellules iNKT.

GATAS, qui régule la production de cytokines de type Th2 dans les lymphocytes T
CD4" restreint au CMH, est exprimé par toutes les cellules iNKT et n'est pas exprimé
a des niveaux plus éleveés par les cellules INKT de type Th2 (Watarai et al., 2012). |l
est possible que l'expression de GATA3 en l'absence de T-bet ou de RORyt
conduise au développement de cellules iNKT de type Th2.

Le facteur de transcription, E4 promoter-binding protein 4, (E4BP4, également
connue sous le nom de NFIL3) peut avoir un role dans la production de cytokines de
type Th2 par les cellules INKT (Motomura et al., 2011), mais ce facteur de
transcription est également requis pour la production de cytokines de type Th17 par
les cellules INKT et n'est donc pas spécifiguement associé aux cellules iINKT de type
Th2 (Watarai et al., 2012).

C. Les cellules iINKT de type Th17:

Les cellules INKT productrices d'IL-17A sont majoritairement contenues dans la
sous-population CD4'NK1.1" (Doisne et al., 2009; Rachitskaya et al., 2008; Michel et
al., 2007). Ces cellules ont également été décrites comme ayant un phénotype CD4
IL-17RB* (Watarai et al., 2012). Ces cellules sont capables de produire de I'lL-21 et
de I'lL-22 (Coquet et al., 2008; Paget et al., 2012). Comme les cellules Th17, la sous-
population de cellules INKT de type Th1l7 exprime CCR6 et nécessite RORyt pour
son développement. Contrairement aux cellules Th1l7 restreintes au CMH, ces
cellules se développent sous la forme d'une population distincte dans le thymus
(Doisne et al., 2009; Watarai et al., 2012; Michel et al., 2008). Cette population
exprime également I'lL-23R et produit de I'lL-17A en réponse a l'activation médiée
par I'lL-23 (figure 2) (Doisne et al., 2009; Watarai et al., 2012). Les cellules INKT de
type Th1l7 sont enrichies dans les ganglions lymphatiques périphériques, les
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poumons et la peau (Doisne et al., 2009; Coquet et al., 2008; Michel et al., 2007).
Dans les poumons, ces cellules peuvent réagir a une infection microbienne et

contribuer & une hyperréactivité de type neutrophile (Michel et al., 2007).

D. Autres sous-populations de cellules iINKT :

Des sous-populations de cellules INKT analogues a d'autres populations de
lymphocytes T CD4" restreintes au CMH, y compris les cellules TFH *follicular helper'
et les cellules Treg (T regulateurs), ont également été identifiées.

La production d’IL-21 par la sous-population de INKT ‘follicular helper' dépend de
BCL6 (B cell lymphoma 6). Cette sous-population exprime la molécule Programmed
death-1(PD1) et CXCRS5 (Chang et al., 2011a; King et al., 2011).

La présence de cellules iINKT exprimant Forkhead box P3 (FOXP3) a été démontrée
in vitro (Monteiro et al., 2010). Par ailleurs des cellules INKT productrices d'lL-10
mais FOXP3" ont été identifiées a I'état physiologique, notamment dans le tissu
adipeux, mais aussi dans divers états pathologiques (Ji et al., 2012; Lynch et al.,
2012; Schipper et al., 2012; Wu et al., 2012; Sag et al., 2014) et notamment dans le
sang périphérique de patients atteints de lupus érythémateux systémique (LES)
(Bosma et al., 2012).

5. La molécule CD1d et les ligands glycolipidiques :
5.1. La molécule CD1d

Les molécules CD1 sont des glycoprotéines transmembranaires qui présentent des
similarités structurelles avec le CMH de classe |: une chaine lourde composée de
trois domaines (al, a2 et a3) liées de maniére non-covalente a la f2-microglobuline
via le domaine a3. Chez I'homme, il existe cing isoformes du CD1 (CDla, CD1b,
CDl1c, CD1d et CD1e) alors que chez la souris, seule lI'isoforme CD1d est exprimée.
La molécule CD1d est exprimée de facon constitutive par la majorité des cellules
hématopoiétiqgues des organes lymphoides primaires et secondaires, par les APC
telles que les cellules dendritiques (DC), les macrophages, les monocytes et les
cellules B (Roark et al., 1998; Brossay et al., 1997), en particulier les cellules B de la
zone marginale (Roark et al., 1998; Bialecki et al., 2009).
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« Tirée de (Zajonc DM, Front Immunol 2015) »

Figure 3 : Représentation de la molécule CD1d murine. Le domaine al-a2 (vert,
ombre du saumon) forme les deux poches principales A 'et F' de CD1d qui se lient
au squelette lipidique, tandis que l'épitope glucidique est exposé. Le domaine a3

(brun) se lie de fagon non covalente a la $2-microblobuline (B2m, bleu).

Le CD1d est également exprimé sur les thymocytes corticaux ou il est essentiel pour
le développement des cellules NKT (Bendelac, 1995). Il est aussi exprimé sur les
cellules de Kupffer et les cellules endothéliales des sinusoides hépatiques (le foie est
trés riche en cellules iNKT) (Geissmann et al., 2005). Chez 'homme, les cellules
épithéliales intestinales expriment et présentent des antigenes par la molécule CD1d
(Dougan et al., 2007). Plus récemment, il a été montré que les adipocytes pouvaient
exprimer le CD1d et ainsi présenter des Ags lipidigues aux cellules iINKT
(Rakhshandehroo et al., 2014; Huh et al., 2013).

Le site de liaison CD1d/ligand est composé d'hélices al et a2, qui forment deux
poches hydrophobes profondes, appelées A ‘et F' (figure 3). Les poches accueillent
les chaines hydrocarbonées des antigenes glycolipidiques conduisant a leur
accessibilité au TCR (Koch et al., 2005; Zajonc et al., 2005). La structure de la
molécule CD1d est particulierement bien adaptée pour lier les glycosphingolipides
avec la chaine acyle dans la poche hydrophobe A' et la chaine sphingosine dans le

poche hydrophobe F'.
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5.2. Les antigénes glycol/lipidiques reconnus par les cellules iNKT :

Les cellules iNKT peuvent reconnaitre, via leur TCR, une variété importante
d'antigénes lipidiques incluant I'a-GalCer, des ligands microbiens exogéenes et une
liste croissante d'auto-antigenes (Kawano et al., 1997; Godfrey et al., 2010;
Taniguchi et al., 2010; Brutkiewicz, 2006; Zhou et al., 2004; Rossjohn et al., 2012).

5.2.1. Alpha-galactosylceramide (a-GalCer)

En 1997, Kawano et al ont identifié I'a-GalCer comme un ligand exceptionnellement
puissant pour les cellules INKT (Kawano et al., 1997), commercialement désigné
sous le nom de KRN7000 par Kirin Brewery. Cet activateur puissant des cellules
iINKT murines et humaines, est un glycosphingolipide (GSL) composé d’un squelette
de céramide constitué d'une phytosphingosine en C18 avec des groupes hydroxyle
en position carbone 3 'et 4' et une chaine d'acide gras en C26. Le lipide du céramide

est conjugué au galactose via une liaison a-anomere (figure 4).
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« Tirée de (Van Kaer L, Nat Rev Immunol 2005) »

Figure 4: La structure de I'a-GalCer. L'a-GalCer est la désignation générale des
glycosphingolipides qui contiennent un galactose glucidique attaché par une liaison
alpha a un lipide céramide qui a des chaines acyle et sphingosine de longueurs
variables. Le KRN7000 ((2S, 3S, 4R) -1-0- (alpha-D-galactopyranosyl) -N-
hexacosanoyl-2-amino-1, 3, 4-octadécanetriol) est la forme synthétique la plus
fréguemment utilisée dans les études expérimentales et est habituellement appelé a-
GalCer.

Des études ont documenté l'affinité forte du TCR semi-invariant des iINKT pour les
complexes a-GalCer/CD1d (Sidobre et al., 2002; Wun et al., 2011). Les sucres a

liaison a fournissent une activation beaucoup plus puissante aux cellules INKT. La
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liaison glycosidique aux lipides est de type B chez les mammiféres (Facciotti et al.,
2012; Pei et al., 2011) .

La liaison a est critique pour l'activité antigénique puissante de l'a-GalCer. L'isomere
B-anomere (BGalCer) stimule trés faiblement les cellules INKT (Ortaldo et al., 2004).
Des études récentes suggerent toutefois qu'il existe des GSL avec des sucres en
liaison a chez les mammiferes (Brennan et al.,, 2014), bien que leur structure
compléte n'ait pas été déterminée et que ces GSL ne soient pas abondants (Kain et
al., 2014).

Pendant de nombreuses années, l'a-GalCer a été le seul antigéne décrit comme
étant capable d'activer les cellules iINKT. L’activation des cellules iNKT par I'a-GalCer
conduit a une réponse cytokinigue de type Thl et Th2, avec des quantités
importantes d'IFN-y et d’IL-4 pouvant étre détectées dans le sérum dans les 3-4
heures qui suivent l'injection (Im et al., 2009). La réponse mixte in vivo a classé ce
composé comme un ligand des cellules iINKT de type ThO (Im et al., 2009; Arora et
al., 2011). Il a été démontré que lI'administration de I'a-GalCer chez la souris améliore
la clairance d'une variété de pathogenes infectieux sur la base de la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires par les cellules INKT (Tupin et al., 2007), alors que
dans des maladies auto-immunes, l'administration d'a-GalCer améliore la maladie,

un phénomene qui dépend de la cytokine anti-inflammatoire I1L-10 (Van Kaer, 2005).

5.2.2. Antigenes lipidiques synthétiques

La découverte du pouvoir immunoactivateur puissant de l'a-GalCer a conduit a la
synthése de nombreux analogues structuraux (Venkataswamy and Porcelli, 2010;
Tyznik et al., 2011). L'objectif de ces recherches était d'identifier des analogues
synthétiques capables d'induire une réponse cytokinique de type Thl et pouvant étre
utilisés dans le cadre de traitement d'affections telles que le cancer, l'allergie et
I'auto-immunité.

Les modifications apportées a cette structure ont inclus des changements dans la
chaine sphingosine, la chaine N-acyle, la liaison glycosidique et dans la fraction
glucidique (Venkataswamy and Porcelli, 2010; Im et al., 2009; Arora et al., 2011)
(figure 5).
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Figure 5 : Structure de KRN7000 et ses analogues structurels. Le KRN7000 est
composé d'un a-galactose lié par une liaison 1'-O-glycosidiqgue a une base
phytosphingosine C18 et d'une chaine d'acyle grasse C26 totalement saturée.
Quelgues exemples d'analogues de polarisation Thl et Th2 représentatifs et leurs

modifications chimiques par rapport a KRN7000 sont présentés sur la figure.

Deux agonistes capables de polariser la production de cytokines Th2 ont été
identifiés. Il s'agit d'un analogue connu sous le nom d'OCH, qui contient une chaine
de phytosphingosine (C9) tronquée et une chaine N-acyle |égerement plus courte
(C24) que le KRN7000.

D’autres analogues de l'a-GalCer ont été obtenus en modifiant la longueur et le
degré d'insaturation de la chaine N-acyle : I'analogue C20: 2, qui est également un

inducteur trés puissant des cytokines Th2. Ces analogues, comparativement au
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KRN7000, induisent une production d'lL-4 similaire mais une production d'IFN-y
beaucoup plus faible et plus transitoire chez la souris (Oki et al., 2005; Yu et al.,
2005).

L'OCH et l'analogue C20: 2 ont montré des effets thérapeutiqgues supérieurs dans
divers modéles murins de maladies auto-immunes ou inflammatoires
comparativement aux agonistes non Th2 tels que le KRN7000 (Forestier et al., 2007,
Ueno et al., 2005). Cependant, 'lOCH a une capacité trés faible a stimuler les
cellules iINKT humaines (Forestier et al., 2007; Im et al., 2009). A l'inverse, I'analogue
C20: 2 est un agoniste puissant des cellules INKT humaines, et le profil de cytokines
sécrétées est similaire entre le C20: 2 et le KRN7000 (Yu et al., 2005; Im et al., 2009;
Silk et al., 2008).

L'analogue C-glycoside (a-C-GalCer) a été identifié chez la souris comme étant un
composé induisant peu de sécrétion d'IL-4, mais une production forte et soutenue
d'IFN-y (Schmieg et al., 2003). Ce composé conduit a une transactivation prononcée
des cellules NK murines et & une sécrétion d’'IFN-y (Schmieg et al., 2005). Cet
analogue a montré des effets thérapeutiques supérieurs par rapport au KRN 7000,
dans des modeles murins de cancer et d'infections chroniques (Schmieg et al.,
2003). Cependant, l'analogue C-glycoside stimule faiblement les cellules INKT
humaines en culture (Lu et al., 2006; Li et al., 2009a).

Plus récemment, la molécule 7DW8-5 a été identifiée comme le glycolipide le plus
puissant avec une bioactivité supérieure a celle de I'a-GalCer (Li et al., 2010). Cet
analogue differe de I'a-GalCer. En effet, il posséde un anneau de benzéne fluoré a
la fin de la chaine d'acyle gras de longueur C10 (Li et al., 2010). Neal et al ont
montré que l'administration du composé 7DW8-5 protege de linfection par le
Plasmodium (I'agent du paludisme) et cela plus efficacement que le KRN7000 (Padte
et al., 2013).

La liste des antigénes lipidiques synthétiques capables d’activer les cellules iINKT est
croissante et leur capacité a induire des réponses immunitaires efficaces est trés

prometteur sur le plan thérapeutique (pour revue, Carrefio et al., 2016).

5.2.3. Les ligands exogeéenes - les glycolipides microbiens

Un certain nombre de glycolipides présents dans les parois cellulaires des bactéries
et capables d’activer les cellules INKT a été identifié. Des études initiales ont
démontré que les GSL des bactéries Sphingomonas (gram’) contenant un acide
galacturonique (GalA) ou un acide glucuronique (GIcA) activaient de fagon CD1d-
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dépendante les cellules iINKT murines et humaines (figure 6) (Kinjo et al., 2013;
Tupin et al., 2007; Mattner et al., 2005; Kinjo et al., 2008; Kronenberg and Rudensky,
2005). D'autres études ont démontré la présence de glycodiacylglycérols chez
Sphingomonas spp (Mattner et al., 2005; Freigang et al., 2012; Sriram et al., 2005)
Ehrlicha, et Borrelia burgdorferi (Kinjo et al., 2006) (I'agent de la maladie de Lyme).
Par exemple, I'a-galactosyl-diacylglycérol (BbGL-Il) de Borrelia burgdorferi stimule
les cellules INKT murines de maniere dépendante de CD1d (Kinjo et al., 2006; Ben-
Menachem et al., 2003).

La liste des antigenes lipidiques microbiens comprend également des glycolipides
contenant du glucosyl-diacylglycérol (Glc-DAG) isolé de Streptococcus pneumoniae
et des streptocoques du groupe B. Ces glycolipides induisent la production de
cytokines par les cellules INKT humaines et murines in vivo et cela de facon
indépendante de la signalisation du TLR et de I'lL-12 (Kinjo et al., 2011, 2006). Ces
pathogénes sont importants d’'un point de vue clinique car ils peuvent provoquer des
pneumonies, des septicémies et des méningites (Kinjo et al., 2013, 2011). Un autre
composé appelé Phosphatidylinositol mannosides (PIM4) a été isolé chez
Mycobacterium bovis. Celui-ci active les cellules INKT humaines et murines via le
CD1d, déclenchant ainsi la production d'IFN-y et I'expression de marqueurs de
cytotoxicité (Fischer et al., 2004). Il a été montré qu’ Helicobacter pylori, une bactérie
gui colonise I'estomac et est associé a la protection contre I'asthme (Matricardi et al.,
2000; Reibman et al., 2008), produit un cholesteryl-a-glucoside (cholesteryl 6-O-acyl
a-glucoside, AGIc-Chol) (Hirai et al., 1995) qui a été chimiquement synthétisé (PI57)
(figure 6). Lorsque PI57 est administré en i.p. aux souris de 2 semaines, il augmente
le nombre total de cellules INKT DN dans le poumon fournissant une protection
contre le développement de I'hyperréactivité des voies aériennes (AHR) chez la
souris. Cette molécule (PI57) induit des niveaux plus élevés d'IFN-y par les cellules

iINKT murines et humaines de fagon dépendante de CD1d (Chang et al., 2011b).
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Figure 6: Structure de différents ligands exogenes des cellules iNKT. De
nombreuses sources de pathogenes activent les cellules iNKT via leur expression de
molécules glycolipidigues comme : GSL-1 par sphingomonas spp, Glc-DAG par
S.pneumoniae, BbGL-Il ¢ par B.burgdoferi, asperamide B par A.fumigatus et PI157

par H.pylori.

Dans un modéle d’infection fongique, Albacker et al ont décrit un glycolipide extrait
d’Aspergillus fumigatus, un champignon se trouvant dans |'environnement et
couramment associé a la sensibilisation allergique et a l'asthme séveére chez
I'nomme qui active directement les cellules iINKT via le CD1d. Ce glycosphingolipide,
I'asperamide B, est le premier antigene fongique décrit comme étant capable d'étre
présenté par CD1d et de stimuler directement les cellules iINKT murines et humaines
(Albacker et al., 2013).

L'ensemble de ces travaux montre que le spectre de reconnaissance antigénique
des cellules INKT est assez large et que de nombreux agents pathogenes bactériens

peuvent produire des structures lipidiques capables de les activer.
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5.2.4. Les antigénes endogenes:

Ces auto-antigenes sont principalement des glycosphingolipides, mais la liste
comprend également une variété de phospholipides. Les antigénes endogéenes des
cellules iINKT sont nécessaires a la sélection des cellules iINKT dans le thymus. lls

pourraient aussi contribuer a [lactivation de ces derniéres lors d’épisodes

inflammatoires et infectieux (Brennan et al., 2011).

A. Les glycosphingolipides

L'isoglobotrinexosylcéramide (iGB3), un GSL issu de la dégradation de
l'isoglobotétrahexosylceramide, est reconnu a la fois par les cellules INKT murines et
humaines (figure 7). Les souris ayant une déficience génétique de l'enzyme de
dégradation du glycosphingolipide lysosomal, I'enzyme B-hexosaminidase b (Hexb ")
impliquée dans la synthése de IGB3, présentent une réduction sévére du nombre de
cellules Val4 NKT (environ 95% de réduction). Cela suggere que ce lipide favorise le
développement des cellules iINKT chez la souris lors de la sélection positive (Zhou et
al., 2004).
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Figure 7 : Les structures des ligands endogenes des cellules iINKT de type
glycosphingolipidiques. L’isoglobotrinexosylcéramide (iGB3), le ganglioside GD3
et le Beta-glucosylceramide (B-GlcCer).
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Cependant, un rapport plus récent a démontré que les souris déficientes en iIGB3-
synthase ont un nombre normal de cellules INKT (Porubsky et al., 2007). Il a été
suggéré que le défaut cellulaire des iINKT chez les souris Hexb™ pourrait étre di a
une fonction lysosomale altérée plutdt qu'a une absence d'iGB3 (Gadola et al.,
2006). En outre, I''GB3 est présent a des niveaux pratiguement indétectables dans
les tissus lymphoides murins (Li et al., 2009b; Speak et al., 2007).

Des études chez 'homme ont révélé que l'antigene iGB3 n'est pas présent sur les
cellules de mammiféres (Speak et al., 2007) car I'ilGB3-synthase qui le génére est
absente (Christiansen et al., 2008). Wu et ses collaborateurs ont suggéré que le
ganglioside GD3, qui est fortement exprimé sur les tumeurs des cellules
neuroectodermiques, pouvait stimuler les cellules INKT (Wu et al., 2003).

Le laboratoire d'accueil a démontré I'existence de structures glycolipidiques
chargées (probablement des gangliosides) exprimées au sein des DC (décrit ci-
dessus) activées par le CpG ODN (un agoniste du TLR9) et capables d’activer les
cellules iNKT (Paget et al., 2007). Un travail plus récent montre qu’en effet le GD3,
mais aussi le GM3, sont des activateurs potentiels des cellules iINKT (Paget et al.,
en préparation).

Récemment, Brennan PJ et al ont montré que le B-D-glucopyranosylcéramide (B3-
GluCer) était un ligand endogéene capable de stimuler l'activité des cellules iINKT
murines et humaines et que son activité dépendait de la composition de la chaine N-
acyle (Brennan et al., 2011).

De plus, le B-GlcCer, précurseur de la plupart des GSLs en dehors du systéme
nerveux central, s'accumule dans I'APC aprés stimulation par le lipopolysaccharide
(LPS) et in vivo apres une infection bactérienne. Le blocage de la synthése de B-
GlcCer dans des DC dérivées de moelle osseuse (BMDC) réduit l'activation des
cellules iINKT en réponse au LPS, au CPG ODN ou a des bactéries entiéres (Paget
et al., 2007; Brennan et al., 2011).

B. Les phospholipides

En plus des GSL, d'autres études ont identifié les phospholipides comme des auto-
antigénes capables de stimuler les cellules INKT. Ceux-ci incluent le
phosphatidylcholine, le phosphatidylinositol et le phosphatidyléthanolamine
(Bendelac et al., 2007; Venkataswamy and Porcelli, 2010). Ces composeés activent
un faible pourcentage de cellules INKT de maniére dépendante de CD1d (Bendelac

et al., 2007). Bien que les phospholipides soient proposés comme des auto-
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antigenes pour les cellules iNKT, leur activité stimulatrice est faible par rapport aux
antigenes lipidiqgues a énantiomere a. De plus, ces composés n'activent qu’une faible
proportion de cellules. Des études ont visé a analyser la structure des lipides
présents, de facon naturelle, dans la poche hydrophobe de la molécule CD1d. Ainsi,
Fox et coll ont identifié le lysophosphatidylcholine comme un auto-antigene capable
d’activer une sous-population de cellules INKT humaines (Fox et al., 2009) (figure 8).
Dans une autre étude, le lysophosphatidylcholine a été isolé du plasma de patients
atteints de myélome multiple et a également été montré comme stimulant I'activation
des cellules INKT (Chang et al., 2008). Le lysophosphatidylcholine contient une seule
gueue d'acide gras et est connu pour s'accumuler en conditions inflammatoires telles
que l'auto-immunité, I'asthme et les cancers ou les phospholipases sont activées.
Contrairement aux cytokines sécrétées par les cellules iNKT telles que I'lFN-y et I'IL-
4 en réponse a dautres stimuli, les cellules INKT stimulées par les
lysophospholipides ne sécréetent que le GM-CSF. Plus récemment, il a été montré
gue les lysophospholipides activent les cellules NKT de type Il aussi puissamment
gue le sulfatide. Leur capacité a activer ces cellules pourrait étre importante dans
les maladies inflammatoires du foie en induisant I'anergie des cellules NKT de type I,

ce qui protége contre I'hépatite induite par la concanavaline A (Maricic et al., 2015).
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Figure 8 : Structures de ligands endogéenes de type phospholipidique.
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Le plasmalogéne C16-lysophosphatidyléthanolamine (pLPE), un lipide a base de
glycérol avec une seule chaine d'acide gras, a été identifie comme un auto-antigene
qui non seulement stimule ['activation des cellules INKT mais est également
nécessaire pour la génération d'un répertoire complet de cellules INKT in vivo
(Facciotti et al., 2012).

6. Mécanismes d’activation des cellules iINKT

Les cellules iINKT sont capables de s’activer tres rapidement en réponse a une

stimulation dépendante du TCR mais aussi en réponse a certaines cytokines.

Plusieurs mécanismes d’activation ont été décrits.

6.1. Activation purement dépendante du TCR

L'activation classique des cellules iINKT se fait suite a la reconnaissance par son
TCR, d'un glycolipide présenté par le CD1d. La plupart des études ont utilisé 'a-
GalCer (Kronenberg, 2005; Bendelac et al., 2007). D'autres chercheurs ont utilisé la
molécule CD1d soluble et ont montré in vitro apres fixation du CD1d sur une plaque,
gue les glycolipides microbiens liés au CD1d étaient suffisants pour activer les
cellules iNKT (Kronenberg, 2005). Ces résultats ont été confirmés physiologiguement
avec plusieurs glycolipides microbiens récemment identifiés a partir d'a-
protéobactéries, telles que Sphingomonas, Ehrlichia, Rickettsia, ainsi que Borrelia.
Ces glycolipides agonistes peuvent activer directement les cellules INKT (Kinjo et al.,
2005, 2006; Mattner et al., 2005; Sriram et al., 2005) indépendamment des TLR ou

de l'iL-12.

6.2. Activation dépendante du TCR et de cytokines

Les cellules INKT sont capables de sécréter rapidement des cytokines au cours des
processus infectieux méme si I'agent infectieux ne produit pas de lipides restreints a
la molécule CD1d, comme cela est le cas pour Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus et Mycobacterium tuberculosis ou au cours des infections
virales (Mattner et al., 2005; Brigl et al., 2003). Il semble en fait qu'au cours de ces
infections, la stimulation des récepteurs innés de signalisation (Pattern recognition
receptors, PRR), dont les récepteurs de type Toll (TLR) sur les DC joue un rdle clé. Il
a été montré que l'activation des DC via les TLR pourrait contribuer a la synthese de
néoantigenes lipidiques capables d’activer les cellules iINKT, notamment de

gangliosides. En parallele, la sécrétion par les DC activées de cytokines telles que
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lIL-12, I'L-18 et/ou I'IFN de type | participe au processus d'activation des cellules
INKT (Mattner et al., 2005; Brigl et al., 2003; Paget et al., 2007; Brigl et al., 2011).

6.3. Activation dépendante de cytokines

Les cellules iINKT expriment, parfois fortement, plusieurs récepteurs de cytokines.
Par conséquent, des cytokines telles que I'lL-12 et I'lL-18 peuvent conduire a
I'activation des cellules INKT et cela en l'absence d'engagement du TCR. Plusieurs
études ont montré que les cellules INKT libéraient de I'lFN-y lorsqu'elles étaient
stimulées par I'lL-12 et I'lL-18 (Leite-De-Moraes et al., 1999; Eberl and MacDonald,
1998; Park et al., 2003). Ces résultats ont été confirmés au cours d'une infection
virale. En effet, I'infection par le cytomegalovirus murin (MCMV) conduit a I'activation
des DC d'une maniére dépendante du TLR9 et de la production d'IL-12 et d’IFNa/.
Ces 2 types de cytokines activent directement les cellules INKT de facon
indépendante du CD1d (Tyznik et al., 2008). De maniére intéressante, en l'absence
d'engagement du TCR, mais en coopération avec I'lL-12, IL-33 peut également
induire la production de I'IFN-y par les cellules iINKT (Bourgeois et al., 2009). Plus
récemment, Paget et al ont montré qu'au cours de linfection par le virus de
lInfluenza A (IAV), I'lL-113 et I'lL-23 produits par les DC infectées activent les cellules
iINKT indépendamment de la molécule CD1d. Cette voie d’activation aboutit a la
production de I'lL-22 par les cellules INKT ce qui pourrait étre bénéfique pour
préserver l'intégrité de I'épithélium pulmonaire (Paget et al., 2012; Ivanov et al.,
2013).

7. Etat d’activation des cellules iINKT en réponse a I'a-GalCer

7.1 Primo activation :

Lors de la stimulation du TCR par l'a-GalCer, les cellules INKT modulent les
réponses immunitaires en produisant rapidement et en grande quantité, diverses
cytokines (Bendelac et al., 2007; Michel et al., 2007; Monteiro et al., 2013) et en
exprimant a leur surface des molécules de co-stimulation, dont CD40. Ce processus
aboutit a la trans-activation de nombreuses populations cellulaires dont les DC, les
cellules NK, les macrophages, et les cellules T et B (Bendelac et al., 2007). Ainsi, les
cellules INKT jouent un rdle intermédiaire important entre limmunité innée et
l'immunité adaptative. De par cette propriété unique, les cellules iINKT jouent un réle

central dans les réponses immunitaires associées au cancer, aux maladies auto-
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immunes, aux infections et a l'inflammation (Terabe and Berzofsky, 2008; Simoni et
al., 2013).

Aprés l'administration de l'a-GalCer chez la souris (8-12h), les cellules iNKT
deviennent rapidement indétectables (internalisation transitoire du TCR) (Wilson et
al., 2003; Crowe et al., 2003; Harada et al., 2004). Ces données ont clairement
écarté la possibilité que I'administration de I'a-GalCer entrainait la mort cellulaire des
cellules INKT périphériques. Lors de l'activation avec I'a-GalCer, les cellules iINKT
proliferent rapidement in vivo et atteignent un pic au troisieme jour (Parekh et al.,
2005; Wilson et al., 2003; Crowe et al., 2003). Apres la période d'expansion, le
nombre des cellules INKT se réduit par des mécanismes impliquant le facteur

proapoptotique Bim, membre de la famille Bcl-2 (Uldrich et al., 2005).

7.2 Activation secondaire «xphénoméne d’anergie»

Les cellules iINKT acquierent un comportement anergique (état de non réponse) en
réponse au traitement secondaire avec I'a-GalCer (Parekh et al., 2005; Uldrich et al.,
2005; Ikarashi et al., 2005; Fujii et al., 2002). Cette anergie limite I'efficacité de I'a-
GalCer et pose un obstacle majeur aux approches immunothérapeutiques basées
sur I'activation des cellules iNKT.

Chez la souris, et a titre d’exemple, les cellules INKT anergisées sont incapables de
protéger contre le développement de mélanomes B16 métastatigues dans le
poumon lors d'une nouvelle stimulation avec I'a-GalCer (Parekh et al., 2005).
L'anergie des cellules iNKT décrite par Parekh et al a plusieurs caractéristiques en
commun avec l'anergie des lymphocytes T conventionnels: elle est durable,
indépendante de l'antigene persistant et réversible avec l'administration de [I'lL-2.
Comme dans les lymphocytes T conventionnels, I'apport exogéne d'IL-2, mais pas
d'IL-15, restaure la prolifération de cellules iINKT anergiques et la production d’IL-4
mais pas d’IFN-y (lyoda et al., 2010).

Certaines études montrent que I'absence d’activation des cellules INKT anergisées
est liée a un défaut de signalisation du TCR, comme cela est le cas pour les
lymphocytes T conventionnels. L'activité de Cbl-b, E3 ubiquitin-protein ligase, est
critigue pour l'induction de I'anergie. Cbl-b favorise la dégradation de CARMAL, une
molécule critique impliquée dans l'activation de NF-kB par le TCR. Les cellules iINKT
CARMAL™ sont incapables de produire IlFN-y aprés stimulation par 'a-GalCer. La
diminution de la production d'IFN- y observée dans les cellules INKT anergisées et

I'échec du rejet de la tumeur sont restaurés chez les souris Cbl-b” (Kojo et al.,
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2009). Une analyse transcriptomique récente, réalisée par le laboratoire, montre que
de nouvelles voies de signalisation pourraient étre altérées au sein des cellules INKT
anergisées.

Les cellules iINKT anergisées expriment des taux élevés de la molécule Programmed
death-1 (PD-1 ou CD279), un membre de la famille des récepteurs CD28.
L'interaction de PD-1 sur des lymphocytes T avec ses ligands, PD-L1 (B7-H1 ou
CD274) et PD-L2 (B7-DC ou CD273) sur les APC délivre des signaux inhibiteurs aux
lymphocytes T. Parekh et al ont montré que les cellules iINKT des souris déficientes
en PD-1 étaient résistantes au développement de I'anergie induite par I'a-GalCer. De
plus, le blocage des interactions PD-1/PD1-L au moment du traitement par I'a-

GalCer empéche linduction de l'anergie des cellules INKT et améliore Il'activité
antitumorale de l'a-GalCer chez la souris (Parekh et al., 2009). Une étude plus

récente réalisée par T Kamata et al en 2016 a montré que le blocage de PD-L1 sur
des APC sensibilisées avec de I'a-GalCer augmentait la production de cytokines
Th1l, la fonction cytotoxique directe des cellules INKT humaines et entrainait une
cytotoxicité accrue des cellules NK chez les patients de NSCLC (Non-Small Cell
Lung Cancer) (Kamata et al., 2016). Ces résultats sont en contradiction avec ceux
d’'lyoda et al qui montrent que l'injection d’a-GalCer chez les souris déficientes en
PD-1 conduit & I'anergie des iINKT. De plus, l'utilisation d’'anti-PD-1 ne rétablit pas
I'activation des cellules INKT (lyoda et al., 2010).

La nature des APC pourrait jouer un role crucial dans l'induction de I'anergie des
cellules iNKT. Il a été démontré que les DC chargées avec l'a-GalCer activent
fortement les cellules INKT et ne les rendent pas anergiques contrairement aux
lymphocytes B sensibilisés avec l'a-GalCer. En effet, les lymphocytes B qui
expriment de faibles niveaux de molécules co-stimulatrices anergisent puissamment
les cellules INKT (Parekh et al., 2005). L'injection intradermique de I'a-GalCer par
rapport a l'injection intraveineuse chez les souris active les cellules iNKT via les DC
sans induire l'anergie et induit une protection tumorale supérieure (Bontkes et al.,
2010).

En accord avec les résultats obtenus chez la souris, il a été montré chez 'homme
gue le traitement répété par I'a-GalCer libre entraine une diminution progressive du
nombre de cellules iNKT circulantes tandis que la vaccination par les DC chargées
avec l'a-GalCer induit une expansion des cellules INKT (Giaccone et al., 2002;
Chang et al., 2005).

37



De facon intéressante, les cellules INKT pulmonaires ne s’anergisent pas apres
l'injection répétée d'a-GalCer par voie intranasale. Les DC et non les cellules B sont
impliquées dans la présentation sélective de I'a-GalCer aux cellules iNKT dans le
poumon (Courtney et al., 2011; lvanov et al., 2012). De plus, I'a-GalCer administré
en tant qu'adjuvant par voie intranasale conduit & une induction efficace des
réponses immunitaires cellulaires aux antigenes co-administrés (Courtney et al.,
2011). L'anergie des cellules INKT a été décrite dans le contexte d'une infection
microbienne (Chiba et al., 2008). Il a été montré que les cellules INKT humaines
expriment des taux plus élevés de PD-1 lors de I'infection par HIV (Moll et al., 2009),
Mycobacterium tuberculosis (Kee et al., 2012) et lors de la sarcoidose (Snyder-
Cappione et al.,, 2013). L'expression de PD-1 chez ces patients corrélait
négativement avec la prolifération et la production de I'lFN-y par les cellules INKT en

réponse a l'a-GalCer.

L'acquisition d'un phénotype anergique par les cellules INKT est peut-étre une
condition préalable essentielle pour éviter une inflammation incontrolée et une

destruction des tissus.

7.3 Réponse IL-10 régulatrice

Récemment, le phénotype «anergique» des iNKT a été remis en question (Sag et al.,
2014). Sag et al ont montré que les cellules INKT précédemment stimulées avec I'a-
GalCer se divisent plus rapidement que les cellules INKT non stimulées. De plus, ces
cellules restent cytotoxiques et pouvent réagir a la restimulation avec I'a-GalCer. Les
auteurs montrent dans cet article que les cellules dites INKT «anergiques» ont des
propriétés communes avec les lymphocytes T régulateurs, y compris I'expression
accrue de CTLA4 , PD1, Nrp-1 (Neuropilin-1) et le récepteur de folate 4 (FR4) ainsi
que l'expression constitutive d'IL-10. Ces auteurs ont donc nommé ces cellules, les
NKT10 (Sag et al., 2014).

De maniére intéressante, les cellules NKT10 sont identifiées dans les tissus adipeux
de souris ainsi que dans le sang périphérique humain. Les cellules NKT10
préviennent I'immunité anti-tumorale suite a une injection d’a-GalCer mais sont
bénéfiqgues dans I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), un modele
murin de la sclérose en plaques (Sag et al., 2014). L'identification de cette nouvelle
sous population de cellules iINKT souléve des questions intéressantes. Il n'est pas
encore clair si cette sous population se développe dans le thymus et s’expand suite a

une stimulation, ou bien si cette sous-population se différencie plus précocement
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dans le thymus. De plus, les mécanismes moléculaires régulant le développement et
la différenciation des cellules NKT10 ne sont pas encore connus. Des données
récentes provenant d'études sur les cellules T CD8" effectrices indiquent que la
protéine E2A régule I'expression de I'lL-10 en collaboration avec IRF4 (Masson et al.,
2014). L'identification de la sous populaion NKT10 fournit cependant quelques
réponses sur le rble anti-inflammatoire attribué aux cellules INKT dans diverses
maladies. Dans un modele allogénique de transplantation cutanée, I'activation
répétée des cellules iINKT en utilisant I'a-GalCer a entrainé une réduction du rejet de
transplantation (Oh et al., 2005). A I'époque, les auteurs avaient suggéré que ce
phénoméne pouvait étre lié a la production d’'IL-10. L'identification des cellules
NKT10 endogénes pourrait aussi expliquer le rble régulateur attribué aux cellules
iINKT trouvées dans le tissu adipeux sous-cutané (Huh et al., 2013; Ji et al., 2012).
L'activation avec I'a-GalCer des cellules iNKT isolées a partir du tissu adipeux sous-
cutané de souris saines conduit & une augmentation de la production de I'lL-10, I'lL-4
et I'lL-2, ce qui favorise I'expansion des macrophages M2 suppresseurs et des
cellules Treg adipeuses (Ji et al., 2012; Huh et al., 2013; Lynch et al., 2015). Ainsi,
les cellules NKT10 semblent jouer un réle tolérogene dans le maintien du tissu
adipeux sain. La capacité de l'a-GalCer a induire le développement des cellules
NKT10 in vivo est partagée avec quatre autres antigenes polarisant de type Thl qui
possédent des structures apparentées (C-Gly, EF77, SMC124 et DBO06-1)
(Wingender et al., 2015; Birkholz et al., 2015). En revanche, aucune expansion de
cellules NKT10 n’a été observée avec I'antigene de type OCH (a polarisation de type
Th2). L'activation de cellules iNKT induite par les cytokines (IL-12 et IL-18 suite a
I'administration du LPS) ou suite a une infection virale (MCMV, virus de la grippe) ou
bactérienne (Sphingobium yanoikuyae), n’'induit également pas d’expansion de cette
sous-population (Wingender et al., 2015; Barthelemy et al., 2017).
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8. Rble des cellules dendritiques dans |'activation des cellules INKT

Les cellules iNKT n'ont pas besoin de stimulation directe de leurs TCR pour étre
activées. Par exemple, les DC stimulées par un ligand de type TLR4 (LPS
Salmonella Typhimurium), TLR7 (le ligand R848) ou TLR9 (CPG-ODN) induisent
I'activation des cellules iINKT via la neosynthése d‘antigenes endogénes (GSL) au
sein des DC. La production d’lL-12, IL-18 et/ou IFN de type | par les DC favorise
I'activation des cellules INKT (Brigl et al., 2003; Salio et al., 2007; Paget et al., 2007).
Dans le cas d'Escherichia coli, qui exprime le LPS, les DC peuvent activer les
cellules iNKT directement via I'lL-12 et I'IL-18 de fagon indépendante du CD1d
(Nagarajan and Kronenberg, 2007).

Il a été démontré que l'administration de DCs chargées en a-GalCer conduit a une
production prolongée d'IFN-y par les cellules INKT par rapport aux souris ayant recu
une seule injection d'a-GalCer soluble. Cette activité n'est pas trouvée pour les
cellules autres que les DC (les macrophages et les lymphocytes B) pulsées avec I'a-
GalCer (Fujii et al., 2002). En éliminant les DC (en utilisant les souris CD11c-DTR), il
a été montré que les DC sont cruciales pour l'activation in vivo des cellules iNKT
(Bezbradica et al., 2005b; Schmieg et al., 2005). En outre, lorsque les souris sont
immunisées avec de l'a-GalCer libre ou incorporé au sein d’APC peu de temps aprés
l'administration de cellules de mélanome B16 en iv, la formation de métastases dans
le poumon est significativement réduite chez les souris ayant recu des DC chargées
d'a-GalCer par rapport a I'a-GalCer libre (Fujii et al., 2002; Parekh et al., 2005). Les
effets antitumoraux sont en corrélation avec le nombre de cellules INKT productrices
d'IFN-y.

En revanche, plusieurs groupes ont montré que, les cellules INKT deviennent
anergiques pendant de longues périodes de temps lorsqu'elles sont exposées a une
seule injection d'a-GalCer libre (Fujii et al., 2002; Parekh et al., 2005; Uldrich et al.,
2005). L'anergie des cellules iINKT pourrait étre le résultat de la présentation non
spécifique de I'a-GalCer par les cellules B (Fujii et al., 2002; Parekh et al., 2005).
Récemment, Veinotte L et al ont montré que l'interaction CXCR6/CXCL16, exprimés
par les cellules INKT et les DC respectivement, joue un réle dans la régulation des
réponses des cellules iNKT. Ces auteurs ont montré que le transfert de DC CXCL16"
chargées d’'a-GalCer aux souris WT augmente la production d’IFNy par les cellules
iNKT par rapport & la délivrance de DC CXCL16"™¢ ou de DC CXCL16™ chargées
d'a-GalCer. En outre, les DC CXCL16" ou CXCL16""* chargées d'a-GalCer générent
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une protection améliorée contre les métastases tumorales par rapport aux DC
CXCL16™%0ou DC CXCL16" (Veinotte et al., 2016).

Ces études révelent un réle crucial des DC dans la modulation et I'activation de
cellules INKT in vivo. lls pourraient avoir des implications dans la conception
d'immunothérapies qui exploitent les fonctions immunorégulatrices des cellules iINKT
(Fuijii, 2008).

9. Les cellules dendritiques (DC)

Les DC englobent une famille hétérogene de cellules dérivées de la moelle osseuse
reconnues comme les cellules les plus spécialisées et les plus puissantes parmi les
APC du systeme immunitaire (Banchereau et al., 2000; Steinman et al., 1975;
Steinman, 2012). Il'y a plus de quatre décennies, Ralph Steinman et Zanvil Cohn les
identifiaient a I'origine comme une population rare de cellules «mobiles» avec une
morphologie «stellate» distincte et des projections ramifiees étendues (Steinman et
al., 1975). Des études ultérieures ont établi que les DC ont une capacité supérieure
par rapport aux autres APC a activer les lymphocytes T naifs dans les zones de
lymphocytes T secondaires pour déclencher une réponse immunitaire primaire
(Banchereau et al., 2000; Steinman et al., 1975; Steinman, 2012). Les DC sont
spécialisés dans la capture des antigénes et dans leur présentation en association
avec le CMH. Ces complexes sont efficacement reconnus par le TCR des
lymphocytes T. De plus, les DC fournissent aux lymphocytes T de puissants signaux
de co-stimulation pour amplifier et contréler les réponses immunitaires (Banchereau
et al., 2000; Steinman et al., 1975; Steinman, 2012). Il a été clairement établi que les
DC jouent un réle essentiel dans la régulation de I'équilibre entre I'immunité et la
tolérance (Banchereau and Steinman, 1998; Cools et al., 2007; Steinman and
Banchereau, 2007). En raison de leurs propriétés au sein du systéme immunitaire,
les DC sont largement étudiés en particulier dans les domaines de la transplantation,
de l'allergie, des maladies auto-immunes, des maladies infectieuses et du cancer
(Banchereau et al., 2000; Steinman et al., 1975; Steinman, 2012).

9.1 Les sous-populations de DC

Les DC ont été divisés en sous-populations sur la base de I'expression de certains

marqueurs de surface: CD103 (également connu sous le nom d'intégrine aE), CD11b

(également connu sous le nom d'intégrine aM), CX3C-récepteur de chimiokine 1

(CX3CR1), F4/80, CD8a, CD24, CD172a (également connu sous le nom de SIRPa
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et SHPS1), XC-récepteur de chimiokine 1 (XCR1), CLEC9A (également connu sous
le nom de DNGR1), E-cadhérine (également appelée cadhérine 1) et CD64 (FcyRI).

Les DC peuvent se diviser en trois sous-types principaux : deux lignées principales
de DC conventionnelles (cDC) : «cDC de type 1 (cDC1s)» pour les DC CD8a" et
CD103" et «cDC2s» pour les DCs CD11b" et CD172a". Les DC plasmacytoides

(pDC) représente le deuxiéme groupe de DC.

9.1.1 Les DC conventionnelles

Les cDC dérivent de progéniteurs (pré-cDC) qui proviennent eux méme du
progéniteur commun des DC (CDP). L'analyse transcriptomique a montré que les
cDC possedent une signature moléculaire spécifiqgue qui les distingue des pDC et
d'autres populations de cellules myéloides (Miller et al., 2012). En particulier, le
facteur de transcription zbtb46 est spécifiquement exprimé par les cDCs (Satpathy et
al., 2012; Meredith et al., 2012).
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Figure 9. Différenciation des DC. Les DC font partie de la lignée cellulaire

hématopoiétique, provenant de cellules souches hématopoiétiques, qui se
différencient ensuite en progéniteurs communs des cellules myéloides (CMP). Le
facteur de transcription Nur77 est important dans la différenciation des CMPs en
monocytes. Ces derniers peuvent se différencier en DC dérivées de monocytes
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(moDCs) dans des conditions inflammatoires. Les CMPs peuvent également générer
des progéniteurs de cellules dendritiques (CDP) DC appelés CDP. Les sous-
populations de DC conventionnelles, les (cDC1) et (cDC2), et les pDC proviennent
du CDP, avec les facteurs de transcription critiques indiqués pour chaque lignée. Les
marqueurs pour chaque sous-population de DC sont affichés a droite, pour les souris
(noir) ou I'homme (vert). Les cDC1 chez la souris peuvent étre identifiées par
I'expression de CD8a dans les organes lymphoides ou de CD103 dans les tissus

périphériques.

Récemment, deux études ont identifié les précurseurs des cDC1 et cDC2 : les «pré-
cDC1ls» et «pré-cDC2s» (figure 9) (Grajales-Reyes et al., 2015; Schlitzer et al.,
2015).

Bien que le développement de toutes les sous-populations de DC soit principalement
dépendant du FLT3L (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand) (McKenna et al., 2000;
Ginhoux et al., 2009), la différenciation en sous-populations de DC est également

contrdlée par de nombreux autres facteurs, notamment les facteurs de transcription.

A.Les cDC1:

Ces cellules c¢DC1, également appelées DC dépendantes de Batf3, comprennent
des DC CD8a" résidents et des DC CD103" langerin® migrateurs. Ces cellules
partagent une ontogénie commune et une signature moléculaire, y compris
I'expression spécifigue de XCR1 et TLR3 (Crozat et al., 2010; Miller et al., 2012).
Leur développement dépend des facteurs de transcription IRF8 et Batf3 (Ginhoux et
al., 2009; Hildner et al., 2008; Edelson et al., 2010). Les souris dépourvues d'IRF8
(IFN-regulatory factor 8) (Schiavoni et al., 2002), d’'ID2 (DNA-binding protein
inhibitor) (Ginhoux et al., 2009; Hacker et al., 2003), du BATF3 (basic leucine zipper
transcriptional factor ATF-like 3) (Hildner et al., 2008) ou du NFIL3 (nuclear factor
interleukin (IL)-3-regulated protein) (Kashiwada et al.,, 2011) présentent un grave
défaut dans le développement de cDC1l. Les DC dépendantes de Batf3 sont
spécialisées dans la présentation croisée (présentation d’antigénes exogéenes par la
molécule de CMH de classe 1) en raison de caractéristiques spécifiques de leur voie
endocytique (Guilliams et al., 2016, 2014).

On a signalé deux voies intracellulaires principales pour la présentation croisée
d'antigénes exogénes, les voies «cytosolique» et «vacuolaire» (figure 10). La
présentation croisée via la voie cytosoligue est sensible aux inhibiteurs du

protéasome (Kovacsovics-Bankowski and Rock, 1995), ce qui suggere que les
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protéines internalisées accedent au cytosol, ou elles sont dégradées par le
protéasome. Les peptides générés par le protéasome sont ensuite transportés et
transloqués dans le réticulum endoplasmique (RE) par TAP1/2 (Transporter
associated with antigen processing) et chargés ensuite sur des molécules du CMH
de classe | nouvellement synthétisées. Il n'existe cependant aucune preuve directe
gue la charge de peptides sur les molécules du CMH de classe | se produise dans le
RE. Le recrutement de TAP et du complexe de chargement de CMH de classe
I/peptides, tels que la tapasin - la calreticuline et 'ERp57, vers les phagosomes et les
endosomes suggere que le chargement des peptides pourrait se produire dans les
compartiments endocytaires (Houde et al., 2003; Guermonprez et al., 2003; Burgdorf
et al., 2008). De plus, les polypeptides générés par le protéasome doivent étre
coupés par des amino-terminal peptidases devant d’étre chargées sur des molécules
du CMH de classe I. ERAP1 (ER-associated aminopeptidase 1) et IRAP (endosomal
insulin-responsive aminopeptidase), également connue sous le nom de cystinyl
aminopeptidase, ont été mises en évidence pour étre impliqguées dans la

présentation croisée (Firat et al., 2007; Saveanu et al., 2009).
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Figure 10: Intracellular pathways for cross-presentation in dendritic cells. Apres
la phagocytose, les antigenes exogenes peuvent étre exportés dans le cytosol, ou ils
sont traités par le protéasome. Les antigenes traités peuvent ensuite étre chargés
sur des molécules du CMH de classe | dans le réticulum endoplasmique (RE) (la
voie cytosoligue avec chargement RE) ou réimportés dans le phagosome pour étre
chargés sur des molécules du CMH de classe | (voie cytosoligue avec chargement
phagosomal). En outre, les antigénes exogenes peuvent étre dégradés en peptides
dans le phagosome, ou ils sont ensuite chargés sur des molécules de CMH de

classe | (voie vacuolaire).

En revanche, la présentation croisée via la voie vacuolaire est résistante aux
inhibiteurs du protéasome et est généralement indépendante de TAP, mais est
sensible aux inhibiteurs de la protéolyse lysosomale (en particulier, les inhibiteurs de
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la cathepsine S) (Bertholet et al., 2006; Shen et al., 2004). Ceci suggére que le
traitement et le chargement de l'antigéne sur les molécules du CMH de classe | se
produisent tous les deux dans les compartiments endocytaires. Ajoutant a la
confusion, il a été montré récemment que la voie cytosolique (protéasome-
dépendante) peut également se produire indépendamment de TAP, éventuellement
a travers un autre, encore non identifié, transporteur peptidique (Merzougui et al.,
2011).

Aprés l'absorption de I'antigéne, la dégradation de I'antigéne dans les compartiments
endocytaires reste limitée dans les DC CD8a" par le maintien d'un pH alcalin dans
les endosomes et les phagosomes. Ce phénomeéne est di a la production d'espéces
réactives d'oxygéne (ROS) dans les compartiments endocytaires de DC CD8a" suite
au recrutement de NOX2 par RAC2 (Savina et al., 2009).

L'engagement de XCR1, exprimé par les DC CD8a", et le XCL1, une puissante
chimiokine produite par les lymphocytes T CD8" suite a la reconnaissance de
l'antigéne, a été proposé pour développer une réponse CTL efficace in vivo (Crozat
et al., 2010; Dorner et al., 2009). XCL1 est un Chemoattractant pour les DC CD8a",
via son récepteur XCR1, mais pas pour les DC CD8 ou d’autres types cellulaires.
Fonctionnellement, XCL1 augmente I'expansion de lymphocytes T CD8" spécifiques
de l'antigene et leur capacité a sécréter I'IFN-y. L'absence de XCL1 altere le
développement de la cytotoxicité aux antigénes présentés par les DC CD8a* (Dorner
et al., 2009).

De plus, l'ablation in vivo des DC dépendantes de Batf3 abroge la présentation
croisée d'antigenes solubles ou associés a des cellules et d'antigenes dérivés de
tumeurs ou de pathogenes (Hildner et al., 2008; Edelson et al., 2010; Igyarto et al.,
2011; Helft et al., 2012).

En 2014, Arora et ses collégues ont montré, en utilisant des souris Batf3”, que les
DC CD8a" étaient fortement impliqguées dans lactivation des cellules iNKT via la
présentation des glycolipides, y compris I'a-GalCer, par le CD1d (Arora et al., 2014).
Ushida et al ont montré, en utilisant I'a-GalCer marqué avec un flurophore, que les
DC CD8a" incorporaient de plus grandes quantités d'a-GalCer et le conservaient
intact plus longtemps que les DC CD8a™ ou le Cy5-aGC est dégradé par le faible pH
des endosomes (Ushida et al., 2015).

D’autres études ont montré que les DC CD8a" sont particuli@rement puissantes non
seulement pour activer les cellules INKT mais aussi pour déclencher des réponses

immunitaires innées.
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Dans notre laboratoire, nous avons développé une stratégie de ciblage active afin de
délivrer l'a-GalCer au sein des DC CD8a’. Pour ce faire, nous avons utilisé des
nanoparticules (NPs) a base de PLGA (poly lactic coglycolic acid) couverts par un
anticorps anti-DEC205, récepteur d’endocytose fortement exprimé sur les DC
CD8a". La prise en charge de l'a-GalCer par les DC CD8a" active fortement les
cellules iNKT in vitro et in vivo. De fagon intéressante, apres une primo-activation par
les NP/DEC205/a-GalCer, les cellules INKT sont capables de répondre de nouveau a
une seconde stimulation en évitant I'anergie. De méme, la co-délivrance d'a-GalCer
et d’ovalbumine (OVA) dans les DC CD8a* améliore les propriétés adjuvantes d’a-
GalCer et induise des réponses immunitaires humorales et cellulaires spécifiques de
'OVA plus importante comparativement a I'administration de ces composés sous

une forme libre (Macho-Fernandez et al., 2014).

B.Les cDC2:

Les cDC2 dépendants d'IRF4 comprennent les DC CD8a'CD11b" résidents et les DC
CD11b" migrateurs. Leur développement dépend des facteurs de transcription tels
gue RelB et IRF4 (Wu et al., 1998; Suzuki et al., 2004; Schlitzer et al., 2013). Ces
cellules sont spécialisées pour la présentation des antigénes restreints au CMH I
(Dudziak et al., 2007; Vander Lugt et al., 2014). Il a été montré que les DC
dépendantes d'IRF4 induisent la différenciation des cellules T CD4" naives en
cellules de type Th2 et Th17 dans les ganglions lymphatiques drainants en réponse
a un allergéne ou a l'infection par un pathogene (Schlitzer et al., 2013; Plantinga et
al., 2013; Persson et al., 2013; Gao et al., 2013; Williams et al., 2013).

9.1.2 Les DC plasmacytoides:

Les pDC sont considérées comme des DC résidentes qui sont complétement
matures dans la moelle osseuse avant d'entrer dans la circulation sanguine.
Cependant, elles peuvent étre recrutées dans les tissus périphériques pendant
l'inflammation (Reizis et al., 2011). Les pDCs dérivent du précurseur pré-pDC qui
provient lui-méme du progéniteur commun des DC (figure 9) (Naik et al., 2007; Onal
et al., 2007). Leur développement dépend de FIt3-L et des facteurs de transcription
BCL11A et E2-2 (Cisse et al., 2008; Ippolito et al., 2014). La reconnaissance des
virus ou des auto-acides nucléiques par les pDCs est principalement médiée par les
récepteurs TLR7 et TLR9. L'activation de ces récepteurs entraine la sécrétion d'IFN
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de type | via la voie MyD88-IRF7 ainsi que la production de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines via la voie MyD88-NF-kB (pour revue, Gilliet et al.,
2008; Blasius and Beutler, 2010; Kawal and Akira, 2011). TLR7 détecte les ARNs
viraux, I'ARN endogéne et les oligoribonucléotides synthétiques, tandis que TLR9
détecte les ADN viraux contenant des séquences d'ADN riches en CpG non
méthylées, I'ADN endogéne et les oligodésoxyribonucléotides CpG synthétiques.
Puisque les pDC expriment de maniére constitutive des niveaux élevés d'IRF7 et
produisent des IFN de type | (Kim et al., 2014), elles sont largement résistantes a
l'infection virale (Kumagai et al., 2009; Lund et al., 2006; GeurtsvanKessel et al.,
2008; Swiecki et al., 2010; Cervantes-Barragan et al., 2012).

9.2 Les DC humaines

Historiquement, les DC humaines trouvées dans les tissus lymphoides et non
lymphoides ont été classées en deux groupes principaux : les pDC et les DC
«conventionnelles» ou «myéloides». Les DC conventionnelles ou myéloides ont été
subdivisées en deux sous-groupes sur la base de leur expression de CD141
(également connu sous le nom de BDCA3 et de thrombomoduline) et de CD1c
(également connu sous le nom de BDCA1) (Ziegler-Heitbrock et al., 2010; Schlitzer
et al., 2013; Segura et al., 2012; Yu et al., 2013). Il a été montré que les profils
d'expression génique et les fonctions des DC CD141" et des DC CD1c" humaines
ressemblent a ceux des cDC1 et cDC2 murines (Haniffa et al., 2012; Crozat et al.,
2010; Jongbloed et al., 2010; Robbins et al., 2008). Il a été montré que l'injection de
FLT3L chez des volontaires humains a considérablement augmenté le nombre de
pDC de sang, cDCs CD141" (cDC1s) et cDCs CD1c" (cDC2s) (Pulendran et al.,
2000). De plus, E2-2, BATF3 et IRF4 sont des facteurs de transcription importants
respectivement pour les pDCs (Cisse et al., 2008), cDCs CD141" (cDC1s) (Poulin et
al., 2012) et cDCs CD1c" humaines (cDC2s) (Schlitzer et al., 2013; Watchmaker et
al., 2014). Certains marqueurs phénotypiques sont conserves entre les sous-
populations de DC murines et humaines. D'autres facteurs de transcription impliqués
peuvent étre différents chez 'homme, comme les patients avec des mutations IRF8
manquent les deux sous-populations de cDC (Hambleton et al., 2011).

Récemment, plusieurs études ont montré que les DC BDCA3"CLEC9A*, également
appelés DC BDCA3", excellent dans la présentation croisée et l'activation des
lymphocytes T CD8" (Poulin et al., 2010; Jongbloed et al., 2010; Bachem et al.,
2010; Crozat et al., 2010). Les DC BDCA3" produisent de grandes quantités d’IFN
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de type Il (IFN-A) en réponse aux virus ou a I'ARN synthétique polyl: C (Lauterbach
et al.,, 2010; Zhang et al., 2013; Yoshio et al., 2013; Schulte et al., 2015). Cette
cytokine favorise les réponses Thl et augmente I'activité antivirale (hépatite B) (Egli
et al., 2014; Wack et al., 2015).

La CLEC9A (C-type lectin domain family 9A, DNGR-1) est un récepteur de lectine de
type C impliqué dans la détection et la présentation d'antigenes dérivés de cellules
nécrotiqgues (Caminschi et al., 2008; Huysamen et al., 2008; Sancho et al., 2009).
Cette molécule, également fortement exprimée chez les DC CD8a" murines, est
exprimée de maniére quasiment sélective sur des mDC BDCA3". Une faible
expression sur les cellules B et les monocytes a aussi été décrite (Caminschi et al.,
2008; Huysamen et al., 2008; Sancho et al., 2008). Chez I'nomme, les DC BDCA3"
exprimant CLEC9A se retrouvent dans le sang, la rate, les ganglions lymphatiques,
les amygdales et la moelle osseuse (Jongbloed et al., 2010; Poulin et al., 2010). Il a
été démontré, chez la souris, que le ciblage des DC CD8a", (protéine de fusion
anticorps anti-clec9a et antigene) aboutissait a la présentation de I'antigene par le
MHC de classe | et de classe Il (Caminschi et al., 2008; Durant et al., 2014; Idoyaga
et al., 2011; Joffre et al., 2010; Lahoud et al., 2011; Picco et al., 2014; Sancho et al.,
2008). De maniére intéressante, méme en l'absence d'adjuvant, le ciblage d'antigéne
au sein des DC exprimant Clec9a peut également favoriser une puissante immunité
humorale et entrainer un développement long et efficace des lymphocytes T
auxiliaires folliculaires (Lahoud et al., 2011). Une étude menée par Park HY et al a
analysé la réponse des cellules B suite a l'injection de petites quantités de hapten
nitrophenol (NP) conjuguées a l'anti-Clec9A en I'absence d'adjuvants. Des réponses
Ab élevées et trés prolongées, approchant celles obtenues par de fortes doses de
protéine NP non ciblé avec de l'adjuvant alun ont été obtenues. La réponse a NP-
anti-Clec9A comprenait la formation transitoire de centres germinatifs, la maturation
de l'affinité des Ab et une certaine formation de cellules B mémoires. Les titres d'Ab
du sérum sont restés élevés 35 semaines apres la vaccination (Park et al., 2013a).
L'administration ciblée in vivo d'antigénes tumoraux en combinaison avec un
adjuvant induit une immunité antitumorale dans un modeéele de mélanome murin
(Sancho et al., 2008).

Zhongyi Yan et al ont découvert un nouveau peptide WH, qui peut se lier
sélectivement aux DC Clec9a” murines induites par FIt3L. Lorsqu'il est couplé a
I'épitope OVA257-264, le peptide WH améliore la présentation croisée de 'OVA257-

264 par les DC Clec9a” et favorisent ainsi I'activation des lymphocytes T CD8"
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spécifiqgues d'OVA. Dans un modéle de souris a métastases pulmonaires B16-OVA,
les auteurs ont montré que le peptide de fusion WH-OVA257-264 peut améliorer
I'activation des lymphocytes T CD8" et diminuer les loci des métastases pulmonaires
(Yan et al., 2016).

Picco G et ses collégues ont montré en utilisant des épitopes HLA-A2 provenant de
I'Ag associé a la tumeur, MUCL1, couplés a I'Ab anti-Clec9a une efficacité dans la
génération d'une réponse de cellules Thl et l'inhibition de la croissance tumorale
dans un modele de souris transgénique exprimant MUC1 et A2K/b humains a la fois
dans les parameétres prophylactiques et thérapeutiques. En outre, ils ont également
montré, en utilisant des PBMC isolées a partir de sang des volontaires sains, que le
ciblage de I'epitope HLA-A2 de 'Ag MUC1 au CLEC9A humaine in vitro peut induire
une réponse de lymphocytes T CD8" spécifiques de MUCL1 (Picco et al., 2014). Ces
travaux montrent que CLEC9A est une cible prometteuse pour augmenter I'efficacité

des vaccins contre les maladies infectieuses ou malignes.

10. Le role adjuvant des cellules iNKT dans la régulation de la
réponse immunitaire

La fonction régulatrice des cellules iINKT dans l'induction de I'immunité adaptative est
surtout liée a la production de cytokines par ces dernieres. L'administration d'a-
GalCer entraine I'activation des cellules iINKT, un événement qui est caractérisé par
une production rapide et robuste d'une variété de cytokines et de chimiokines, y
compris IL-2, IL-4, IL-10, IL-13 IL-17, IFN-y, TNFa, TGFR, GM-CSF, RANTES,
éotaxine, MIP-la et MIP-18 (Matsuda et al., 2008; Monteiro and Graca, 2014).
L'activation des cellules INKT conduit a I'activation polyclonale des cellules T, B et
NK et a la mobilisation des macrophages et des neutrophiles (Wu and Van Kaer,
2011). Cela suggere un réle possible des cellules INKT en tant que cellules
auxiliaires immunologiques.

La présentation d'a-GalCer par le CD1d exprimé sur les DC conduit a une interaction
réciproque entre les cellules iNKT et les DC. Les cellules iNKT régulent a la hausse
'expression de CD40L et liberent des cytokines, y compris I'lFN-y (Kitamura et al.,
1999; Matsuda et al., 2000; Tomura et al., 1999). Ceci favorise la maturation des DC
et I'expression des marqueurs de co-stimulation, tels que CD80 et CD86, CMH Il et
la production d'IL-12 (Brigl et al., 2003). Les DC matures produisent des chimiokines

qui attirent d'autres cellules immunitaires et orchestrent la réponse immunitaire.
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Eberl et ses collegues ont montré que les cellules INKT activées par I'a-GalCer
pouvaient induire une prolifération étendue de lymphocytes T CD4" et CDS8"
mémoires via des voies dépendantes de I'lFN-y et de I'lL-12 (Eberl et al., 2000). Il a
été rapporté que, lorsqu'il était utilisé comme adjuvant, I'a-GalCer pouvait induire une
puissante réponse immunitaire antitumorale par les cellules T CD4" de fagon
dépendante des cellules iNKT (Chung et al., 2007; Hong et al., 2006).

L'aide fournie par les cellules INKT peut aussi améliorer les réponses des
lymphocytes T CD8" aux peptides co-injectés (Hermans et al., 2003; Fujii et al.,
2003; Silk et al., 2004; Gottschalk et al., 2015). D'une maniére similaire a l'aide des
lymphocytes T CD4" conventionnelles, I'aide apportée par les cellules iNKT dépend
de facon critique de la présentation des peptides et des glycolipides par la méme DC
et de linteraction CD40/CD40L (figure 11) (Ridge et al., 1998; Fujii et al., 2003;
Hermans et al., 2003; Semmling et al., 2010).

IL-4, GM-CSF, LEN—y, TNF-a
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@ Cytokine
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Figure 11: Le rble «helper» des cellules iINKT. Tout comme pour les
lymphocytes T CD4", les cellules iNKT peuvent fournir une «aide» aux APC. La
présentation de I'a-GalCer via la molécule CD1d par les DC conduit a une régulation
positive de CD40L sur les cellules INKT et a la libération de cytokines pro-
inflammatoires, telles que I'lFN-y, qui favorisent la maturation des DC. La production
d'IL-12 active davantage les cellules iNKT ainsi que les cellules T CD8". L'aide
fournie par les cellules iINKT peut améliorer les réponses des lymphocytes T CD8"

contre les peptides co-administrés.
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La nature de l'aide fournie par les cellules INKT differe de l'aide fournie par les
lymphocytes T CD4". En effet, en présence de lymphocytes T CD4", les DC vont
recruter les LTCD8" exprimant des ligands CCR5 (Castellino et al., 2006). Par
contre, les DC activées aprés contact avec les cellules INKT vont induire la
production de la chimiokine CCL17 qui attire les lymphocytes T CD8" natifs
exprimant le récepteur de chimiokines CCR4 (figure 11) (Semmling et al., 2010). De
plus, les cellules iINKT peuvent favoriser l'interaction entre les DC XCR1" et les pDC,
ce qui est important pour l'induction des lymphocytes T CD8" mémoires (Shimizu et
al., 2013a). L'activité adjuvante des ligands de cellules iINKT peut étre combinée
avec d’autres adjuvants classiques qui activent les PRR. Il a été montré que l'ajout
d'agonistes de TLR in vitro améliore fortement la production d'IFN-y par les
splénocytes de souris prétraitées avec I'a-GalCer (Ando et al., 2013). Chez la souris,
la prolifération et la fonction effectrice des lymphocytes T CD8" spécifiques de
l'antigene sont significativement améliorées par I'administration du ligand de TLR4
(MPL ou LPS) en combinaison avec l'a-GalCer (Hermans et al., 2007; Ando et al.,
2015).

L'a-GalCer favorise également les réponses immunitaires humorales. En effet, en
présence d’'a-GalCer, des réponses anticorps robustes peuvent étre obtenues méme
dans des animaux dépourvus de CMH Il, qui n'ont aucun potentiel pour l'aide
classique délivrée par les lymphocytes T CD4" (Galli et al., 2003; Dellabona et al.,
2014). Une interaction apparentée entre les cellules iINKT et CD1d sur les
lymphocytes B peut favoriser la différenciation des cellules iINKT en cellules NKT
(NKTgy) CXCR5" PD-1" (Chang et al., 2011a). La co-administration d'a-GalCer en
conjonction avec une protéine donne lieu a la formation rapide de centre germinatif
(GC) et a la production d'anticorps spécifiques de I'antigene administré (Barral et al.,
2008; Leadbetter et al., 2008). Cette activation est dépendante des cellules NKTgy,
CD40L (Galli et al., 2007) et de I'expression de CD1d sur les cellules B (Lang et al.,
2008). Les cellules iNKT peuvent également aider indirectement les cellules B en
stimulant l'aide des lymphocytes T conventionnelles. Les DC activées par une
interaction avec les cellules iNKT via CD1d ont une capacité accrue a induire des
cellules Tey classiques qui, a leur tour, interagissent avec les lymphocytes B (Tonti et
al., 2009; Scanlon et al., 2011).
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11. Fonctions biologiques des cellules INKT dans certaines
maladies

11.1 Les cellules INKT dans les maladies infectieuses

Les cellules iNKT jouent un réle important au cours des infections bactériennes,
virales, fongiques et protozoaires (Bendelac et al.,, 2007). Ces cellule, via leur
capacité a produire I'lFN-y et I'lL-17A, sont importantes chez la souris pour lutter
contre l'infection bacterienne par Streptococcus pneumoniae (le pneumocoque). Les
souris Jal8” (dépourvues en cellules iNKT) présentent des charges bactériennes
plus élevées dans les poumons et un taux de survie plus faible par rapport aux souris
sauvages (WT) (Kawakami et al., 2003; Barthelemy et al., 2017).

Chlamydia muridarum est le modéle murin pour l'infection de Chlamydia trachomatis,
une infection sexuellement transmissible. Dans ce modéle, le réle des cellules INKT
est contradictoire. Un rapport suggérant que les cellules INKT augmentent la
croissance de cet organisme en induisant un milieu cytokinique type Th2 (Joyee et
al., 2007). D'autres études suggérent que les cellules INKT favorisent la clairance
des bactéries, mais aussi la pathologie (Jiang et al., 2012).

Les cellules iNKT sont également importantes dans les infections par Borrelia
burgdorferi (Olson et al., 2009; Lee et al., 2010), les infections fongiques par
Cryptococcus neoformans (Kawakami et al., 2001; Cohen et al., 2011), les infections
par les parasites protozoaires tels que Leishmania major, L. donovani et
Trypanosome cruzi (Ishikawa et al., 2000; Amprey et al., 2004; Duthie et al., 2005).
Les cellules NKT jouent également un rbéle important dans la réponse immunitaire au
cours d’'une helminthiase : la schistosomiase. Les INKT et vNKT ont des effets
opposés, et peut-étre complémentaires, sur la balance Th1/Th2 au cours de cette
maladie parasitaire chronique (Mallevaey et al., 2007).

Il a été démontré que les cellules INKT ont un réle bénéfique contre les infections
virales, en particulier les virus de la famille de I'herpés, tels que le cytomégalovirus
murin (MCMV), le virus herpes simplex type 1 (HSV-1) et le virus de I'herpes génital
(HSV-2) (Grubor-Bauk et al., 2003). Cependant les mécanismes conduisant a cet
effet sont encore peu connus.

Les cellules iNKT pourraient jouer un réle précoce et critigue dans la pathogenéese de
l'infection virale de la dengue chez I'homme (Matangkasombut et al., 2014,

Kamaladasa et al., 2016).
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Au cours de l'infection par le virus de la grippe A (IAV), Paget C et al ont montré que
les cellules iNKT jouent un réle positif dans le contréle des dommages épithéliaux du
poumon en sécrétant de I'lL-22 (Paget et al., 2012). Le réle potentiel de ces cellules
dans la surinfection bactérienne post-grippale a aussi été étudié. Récemment,
Barthelemy et al ont trouvé que la diminution de l'activation des cellules iINKT chez
les animaux surinfectés était liée & une production massive IL-10, induite par I'AV
plutdét qu'a un défaut fonctionnel intrinseque. L’IL-10 prévient l'activation des cellules
INKT en réponse aux pneumocoques en inhibant la production de I'lL-12 par les DC.
La neutralisation de I'lL-10 restaure l'activation des cellules INKT et augmente la
résistance a linfection bactérienne secondaire (Barthelemy et al., 2017). Le
traitement par I'a-GalCer au cours de la phase précoce (au jour 4) ou pendant la
phase de résolution (jour 14) de la grippe est associé a une diminution de la
croissance et de la dissémination du pneumocoque (Barthelemy et al., 2016).
L’exploitation de [I'activité antibactérienne des cellules INKT pourrait donc étre
exploitée dans le cas du pneumocoque (lvanov et al., 2014).

Chez I'homme, il semble que les cellules iINKT jouent aussi un réle important dans
les infections virales (Levy et al., 2003; Banovic et al., 2011). Les patients atteints du
syndrome lymphoprolifératif X (XLP) ont une mutation SAP. Ces patients ne
possédent pas de cellules INKT et meurent d'infection incontrblée par le virus
Epstein-Barr (EBV) (Nichols et al., 2005; Pasquier et al., 2005). De plus, le nombre
de cellules iNKT est réduit et leurs fonctions altérées chez les patients présentant
une infection active par Mycobacterium tuberculosis (Kee et al., 2012).

11.2 Les cellules iNKT dans les maladies allergiques

L'asthme allergique est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes
associé a une réponse Th2 prédominante. L’asthme est associé a une éosinophilie,
a une augmentation de la production de mucus dans le poumon, une hyperréactivité
des voies aériennes et une synthese d'IgE spécifique (Wills-Karp, 1999; Umetsu et
al., 2002). La production de cytokines Th2, telles que I'IL-4, I'lL-13 et I'lL-5, est
importante dans le recrutement des éosinophiles dans les voies respiratoires et pour
I'nyperréactivité des voies aériennes (AHR), qui sont caractéristiques de l'asthme.

Les souris déficientes en cellules iNKT (souris CD1d” ou Jal8"), montrent une
inflammation réduite des voies respiratoires dans un modéle d'asthme allergique
chez la souris (Lisbonne et al., 2003; Akbari et al., 2003; Araujo et al., 2004). Sur la
base d'expériences de transfert adoptif, il semble que la production d'IL-4 et d'IL-13
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par les cellules INKT soit essentielle dans la mise en place de la maladie (Akbari et
al., 2003).

Il est intéressant de noter que les souris infectées par le virus de Sendai développent
une maladie pulmonaire chroniqgue et une hypersensibilité des voies aériennes
similaire a I'asthme et a la maladie pulmonaire obstructive chronique (COPD) chez
'hnomme. Cette manifestation chronigue dépend de [I'IL-13 produite par les
macrophages et les cellules iINKT. La déplétion des macrophages et des cellules
iINKT réduit la pathologie. Ces données suggerent que les cellules iINKT participent a
la pathogenese aux maladies pulmonaires inflammatoires chroniques (Kim, E.Y,
Nat. Med. 2008).

11.3 Les cellules INKT dans les maladies auto-immunes

Plusieurs maladies auto-immunes ont été associées a un faible taux de cellules iINKT
telles que la sclérose en plaques (MS), le lupus érythémateux systémique (SLE), la
polyarthrite rhumatoide (RA), le diabete de type 1 (T1D), la maladie de Crohn (CD)
« une maladie inflammatoire chronique intestinale » et d’autres maladies (van der
Vliet et al., 2001; Novak and Lehuen, 2011; Simoni et al., 2013). Le T1D est une
maladie auto-immune chronique dans laquelle les cellules B pancréatiques
sécrétrices d'insuline sont détruites sélectivement. C’'est une maladie a médiation
Th1 qui fait intervenir les cellules T CD8" et les macrophages. Le nombre de cellules
INKT est réduit chez les souris jeunes diabétigues non obéses (NOD), et
laugmentation de leur nombre par transfert adoptif ou via lintroduction d'un
transgéne Val4-Jal8 inhibe le développement du T1D (Lehuen et al.,, 1998;
Hammond et al., 1998). En outre, la déficience en CD1d exacerbe le diabéte chez
les souris NOD (Shi et al., 2001). Des rapports suggerent que la protection des
cellules iINKT est associée a l'induction d'une réponse Th2 aux auto-antigenes des
flots (Laloux et al., 2001; Forestier et al., 2007; Hong et al., 2001). Une étude chez
les patients diabétigues montre que les cellules iINKT des ganglions pancréatiques
présentent une production défectueuse d'IL-4 (Kent et al., 2005).

Dans l'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), un modeéle murin de la
sclérose en plagues chez I'homme, les cellules INKT infiltrent le systeme nerveux
central (SNC). Il a été montré que les souris dépourvues de cellules INKT
développent une EAE plus sévére que les souris témoins (Oh and Chung, 2011).
L'augmentation du nombre de cellules INKT protége les souris contre I'EAE en

inhibant les réponses Thl et Thl7 auto-immunes (Mars et al.,, 2002, 2008).
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Récemment, un autre groupe a montré que les cellules iNKT, produisant I'lL-4 ou
'IL-10, inhibent les réponses Thl et réduisent la sévérité de I'EAE (Oh and Chung,
2011). Dans le sang des patients atteints de la sclérose en plaques, la fréquence
totale des cellules iINKT est diminuée (van der Vliet et al., 2001; Araki et al., 2003).
En rémission, les cellules iNKT CD4" sécrétent de grandes quantités d'IL-4 qui
pourraient favoriser un biais Th2, suggérant un réle bénéfique de cette sous-
population) (Araki et al., 2003).

11.4 Les cellules iNKT et I'immunité antitumorale :

L'importance des cellules iNKT dans la protection contre les tumeurs est soulignée
par plusieurs constatations. Tout d'abord, un certain nombre d'études indépendantes
ont montré une diminution du nombre de cellules INKT dans le sang périphérique de
patients atteints d'une variété de cancers (Tahir et al., 2001; Yoneda et al., 2005). De
plus, les cellules INKT qui persistent semblent avoir une activité proliférative et
fonctionnelle amoindrie (Yanagisawa et al., 2002; Dhodapkar et al., 2003). D’'une
facon intéressante, une augmentation de la fréquence des cellules INKT du sang
périphérique chez les patients cancéreux suscite une réponse plus favorable a la
radiothérapie (Schneiders et al., 2012).

Chez les souris qui sont sujettes au développement de tumeurs en raison de la perte
du géne suppresseur de tumeur (p53™), I'absence de cellules iINKT (souris p53”
Ja18" ou p53" CD1d™) entraine un développement plus précoce et plus fréquent
des tumeurs et donc une survie plus courte comparativement aux souris p53”
(Swann et al., 2009). De méme, le traitement des souris Cdld™ et Ja18" avec un
cancérogene entraine une augmentation de l'incidence et une apparition plus
précoce des tumeurs par rapport aux souris sauvages traitées (Smyth et al., 2000).
Inversement, l'administration d'a-GalCer aux souris contrOle la croissance et la
métastase des tumeurs adoptivement transférées (Nakagawa et al., 1998a, 1998b)
ou des tumeurs induites par des cancérogenes (Hayakawa et al., 2003; Crowe et al.,
2002) ou des tumeurs spontanées (Bellone et al., 2010). De plus, le transfert adoptif
de cellules iINKT dans des souris Jal8" prévient la croissance de sarcomes sous-
cutanés (Crowe et al., 2002). Le transfert adoptif de cellules iINKT purifiées dans des
souris NOD-Scid-IL2ry" (NSG) déficientes en lymphocytes est suffisante pour
protéger les souris contre une tumeur CD1d" (Bassiri et al., 2014). Ces travaux
montrent que les cellules INKT jouent un réle central et non redondant dans la
réponse aux tumeurs.
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11.4.1 Les mécanismes par lesquels les cellules iINKT exercent ces
effets antitumoraux.

A. Modulation indirecte des réponses antitumorales par les

cytokines
Suite a l'administration de l'a-GalCer, les cellules INKT s’activent rapidement et
produisent de grandes quantités de cytokines immunomodulatrices telles que I'lFN-y.
Comme discuté avant, les cellules iNKT activées conduisent a la maturation des DC
et a la transactivation de nombreuses cellules de systeme immunitaire qui ont une
activité anti tumorale, notamment les NK et les lymphocytes T CD8" (figure 12(a)).
Les DC matures sont de puissants producteurs d'IL-12, ce qui induit la production
soutenue d'IFN-y par les cellules INKT et les cellules NK (Takeda et al., 1996;
Hayakawa et al., 2001). L'importance des cellules iINKT dans le rejet de tumeurs
médié par I'lL-12 a été montré grace a I'utilisation de souris Jal8” (Kawano et al.,
1997). Les DC matures sont également importantes dans ['activation des
lymphocytes T CD8", ce qui aboutit a la genése de cellules effectrices et mémoires
(Fuijii et al., 2003; Stober et al., 2003).
La combinaison de cytokines (par exemple, IL-2, IL-12 et IFN-y) résultant de
I'activation des cellules INKT conduit également a une régulation positive des ligands
induisant la mort (par exemple CD178 ou CD253) sur les cellules NK et les
lymphocytes T CD8" (Medvedev et al., 1997; Smyth et al., 2001).
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Figure 12: Mécanismes possibles de réponses antitumorales a médiation
cellulaire par iNKT. (a) Cytotoxicité indirecte. Les cellules iINKT et les DC se co-
activent réciproquement par les interactions TCR/CD1d/GAg et CD40/CD154,
aboutissant a la libération de plusieurs cytokines qui activent et favorisent
secondairement la cytotoxicité antitumorale d'autres lymphocytes effecteurs. (b)
Modulation du TME. Les cellules INKT tuent les TAM et les MDSC, et limitent
également l'angiogenése, pour contrdler indirectement la croissance tumorale. (c)
cytotoxicité directe. Les cellules iINKT provoquent la lyse des cibles tumorales par
'engagement de TCR ou de NKG2D. DC: cellule dendritique; GAg: antigéne
glycolipidique; TC: cellule tumorale; TAM: macrophage associé a une tumeur;
MDSC: cellule suppresseur dérivée de myéloide; TME: microenvironnement des

tumeurs.

B. Contrble indirect de la croissance tumorale via l'altération
du microenvironnement tumoral (TME)

Il est important de noter que les cellules INKT peuvent cibler les macrophages
associés aux tumeurs (TAM), qui sont connus pour produire I'lL-6, une cytokine qui

semble favoriser la prolifération de nombreuses tumeurs solides, y compris les
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neuroblastomes et les carcinomes du sein et de la prostate (Song et al., 2009). Les
TAMs présentent de maniére croisée un ou plusieurs ligands CD1d endogénes
(neuroblastomes). Suite a ce processus, les TAMs peuvent étre spécifiguement
reconnus et tués par les cellules iNKT (figure 12 (b)) (Song et al., 2009). D'autres
cibles potentielles de cellules INKT dans le TME comprennent des cellules
suppressives dérivées de cellules myéloides (MDSCs). On a constaté que les MDSC
s'accumulent dans le sang, les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse ainsi
gque dans les sites tumoraux chez la plupart des patients et chez les animaux
porteurs de tumeurs. Ces cellules inhibent a la fois I'immunité innée et adaptative
(Ostrand-Rosenberg and Sinha, 2009). Il a été rapporté que les cellules iINKT jouent
un réle clé pour « convertir » les MDSC en APC, ce qui permet l'activation des
fonctions effectrices des lymphocytes T (Ko et al., 2009; Lee et al., 2012).

C. Cytotoxicité Antitumorale Directe

En plus de leur contrdle indirect sur la croissance tumorale, les cellules INKT peuvent
directement reconnaitre et éliminer les cellules tumorales (Figure 12 (c)). Les cellules
INKT seules, ou en combinaison avec des cellules NK, peuvent tuer une variété de
cibles tumorales in vitro (Kawano et al., 1997; Kawamura et al., 1998; Matsumoto et
al., 2000). Bien que ce mécanisme de destruction semble dépendre de la présence
de glycolipides stimulants et de la molécule CD1d (Metelitsa et al., 2003; Wingender
et al., 2010), la cytotoxicité des cellules INKT semble également étre déclenchée par
linteraction de NKG2D avec des ligands de stress exprimés par la cible
(Kuylenstierna et al., 2011).

Conformément a leur capacité cytotoxique directe, les cellules iINKT expriment la
perforine et les granzymes, ainsi que le CD178 (FasL) (Wingender et al., 2010). Les
cellules iINKT seules sont suffisantes pour contrdler la croissance d'un lymphome T in
vivo, un phénomene qui dépend de la perforine et de la protéine adaptatrice SAP
(Bassiri et al., 2014; Das et al., 2013).
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11.4.2 Suppression de I'activation des cellules INKT

Trois types cellulaires peuvent interférer avec I'activité anti-tumorale des cellules
iINKT: les lymphocytes T régulateurs (Treg), les MDSC et les cellules vNKT.

Les lymphocytes T régulateurs peuvent supprimer |'effet anti-tumoral des cellules
iINKT par un mécanisme dépendant du contact et de la production d’IL-10 (Venken et
al., 2013). Ainsi, les cellules Treg suppriment I'effet protecteur du transfert adoptif de
cellules iNKT dans des souris Ja18" (Nishikawa et al., 2003). En accord avec ces
résultats, l'appauvrissement des cellules Treg ou I'élimination a court terme de leur
activité suppressive résulte en une augmentation des réponses antitumorales des
cellules iNKT avec une augmentation de I'activation des lymphocytes T CD8 et NK et
de la production de I'lFN-y (Mattarollo et al., 2013).

Yanagisawa et al ont découvert que les réponses antitumorales des cellules iINKT
activées par l'a-GalCer sont supprimées par la production d'oxyde nitrique par les
MDSCs. L'administration d'un acide rétinoique aux souris porteuses de cancer réduit
la population de cellules CD11b" Gr-1* et rétablit efficacement la protection induite
par I'a-GalCer (Yanagisawa et al., 2006).

De plus, il a été démontré que les TAM producteurs de CCL20 peuvent agir comme
un piege hypoxique pour les cellules iNKT infiltrant les tumeurs, ce qui entraine un
dysfonctionnement de ces dernieres (Liu et al., 2012).

Les cellules NKT de type Il peuvent étre suppressives dans le contexte de l'immunité
antitumorale. La suppression tumorale induite par les cellules vNKT peut étre médiée
par la sécrétion d'IL-13, ce qui entraine l'activation de MDSC sécrétant le TGF-3 qui
inhibent les cellules T CD8" spécifiques de tumeur ou les cellules NKT de type |
(Ambrosino et al., 2008; Marrero et al., 2015; Terabe et al., 2005). Chez 'homme,
Chang et al, ont également montré une augmentation des cellules NKT de type Il
sécrétant I'lL-13 chez des patients atteints de myélome multiple (Chang et al., 2008).
Collectivement, ces études démontrent I'importance des Tregs, MDSC et des
cellules NKT de type Il présents dans I'environnement tumoral sur le contrble de la
fonction des cellules INKT. La compréhension des processus impliqgués dans ces
phénomenes pourrait permettre de manipuler plus efficacement les cellules INKT
dans la cadre de stratégies immuno-thérapeutiques.
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11.4.3 Immunothérapie basée sur les cellules iINKT
11.4.3.1- L'immunothérapie du cancer

L'immunothérapie anti-tumorale est définie comme une forme de thérapie biologique
qui utilise des substances pour activer ou inhiber le systéme immunitaire et pour
aider l'organisme a éradiquer les cellules tumorales. Il existe deux types
d'immunothérapies: I'immunothérapie active et 'immunothérapie passive ou les deux
approches peuvent étre non spécifigues ou spécifiques. L'immunothérapie non
spécifique induit une réponse immunitaire générale tandis que l'immunothérapie
spécifique induit une réponse immunitaire particuliere & un antigene spécifique.
L'immunothérapie active utilise des vaccins et la thérapie cellulaire. De plus,
l'immunothérapie active posséde une mémoire immunologique.

En revanche, I'immunothérapie passive n'a pas de mémoire immunologique. Il existe
un effet anti-tumoral temporaire et le traitement chronique peut étre nécessaire. Dans
ce type de thérapie, la réponse immunitaire de I'h6te est initi€ée par 'administration
d’anticorps ou d'autres composants immunitaires tels que des « checkpoint
inhibitors » et des cytokines.

L'immunothérapie combinée (passive et active) a le potentiel d'activer plusieurs
composants cellulaires du systéme immunitaire qui peuvent provoquer une réponse

immunitaire anti-tumorale efficace.

A- Immunostimulants

L'utilisation d'immunostimulants pour le traitement du cancer est 'une des premiéres
approches en immunothérapie non spécifique. Les cytokines les plus importantes
pour la thérapie contre le cancer, l'interleukine-2 (IL-2) et l'interféron alpha (IFN-a)
ont démontré leurs propriétés anticancéreuses et ont été approuvées par la Food
and Drug Administration (FDA) pour le traitement de divers types de cancers, y
compris le mélanome métastatique et le carcinome des cellules rénales (Kirkwood et
al., 2008) . Les inconvénients de cette immunothérapie sont son colt élevé et ses

effets indésirables séveres mais réversibles.

B- Anticorps monoclonaux (mAb)

Les mécanismes d’actions des mAbs peuvent étre multiples. Ceux-ci incluent une
toxicité directe soit sous la forme d'une cytotoxicité cellulaire dépendante des
anticorps (ADCC) ou une cytotoxicité dépendante du complément (CDC)
(Rituximab). Des mAbs peuvent étre dirigés contre des cellules immunitaires
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effectives et améliorer leur activité (Blincyto et Ipilimumab), ou encore ralentir la
croissance tumorale (trastuzumab et Ramucirumab) ou délivrer des isotopes
radioactifs (Zevalin®), des toxines (Mylotarg® et Ontak®) ou des meédicaments
chimiothérapeutiques (Adcetris®) aux cellules tumorales (Bisht et al., 2010).

C- Immunomodulateurs

lls sont également appelés «immune-checkpoints». Les tumeurs induisent une
tolérance des cellules T spécifiques de la tumeur en induisant I'expression de ligands
inhibiteurs qui bloquent les fonctions des lymphocytes T dans le microenvironnement
tumoral (Drake et al., 2006; Mellman et al., 2011). L'lpilimumab, un anticorps anti-
CTLA-4, a été approuvé par la FDA en 2011 comme un traitement de premiére ligne
pour les patients atteints de mélanome. Des essais de phase Il ont montré une
prolongation de la survie globale des patients (Hodi et al., 2010; Robert et al., 2011;
Sharma and Allison, 2015). Les anticorps dirigés contre PD1 ou PD-L1 ont atteint les
phases cliniques et incluent le pembrolizumab et le nivolumab (Chen and Mellman,
2013).

La combinaison des mAbs anti-CTLA-4 et anti-PD1 a démontré un effet synergique.
Un essai clinique de phase | et Il avec lipilimumab (anti-CTLA-4) combiné avec le
nivolumab (anti-PD1) a rapporté une régression tumorale chez 50-61% des patients

traités avec un mélanome avancé (\Wolchok et al., 2013).

D- Thérapie a base de lymphocytes T transférés de maniére adoptive (ACT)

L’ACT (Adoptive cell therapy) est une immunothérapie nouvelle et prometteuse
particulierement efficace contre le mélanome métastatique (Rosenberg and Dudley,
2009). Dans 'ACT, les lymphocytes T d'un patient qui ont une activité antitumorale,
sont isolés et, apres expansion ex vivo, sont ré-infusés chez le méme patient. Avec
cette technique, de grandes quantités de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL)
peuvent étre manipulés afin d'augmenter l'efficacité des cellules transférées. La
déplétion lymphatiqgue a montré une amélioration de la fonctionnalité des TIL non
seulement en éliminant les cellules immunosuppressives, comme le Treg et les
MDSCs dans le microenvironnement de la tumeur, mais aussi en augmentant les
taux de cytokines IL-7 et IL-15 (Gattinoni et al., 2005; Klebanoff et al., 2004). Dans le
méme but, des facteurs de croissance, tels que I'lL-2, peuvent également étre
infusés avec les cellules transférées (Rosenberg et al., 2011).
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E- Vaccins du cancer

Les vaccins contre le cancer créent probablement l'une des classes les plus diverses
dans les approches immunothérapeutiques et sont classés dans la catégorie

«immunothérapie active» :

E-1-Vaccins a base de peptides ou de protéines

Ce type de vaccins utilise une protéine entiere ou un peptide court dérivé(e) des
cellules tumorales. Une étude récente, ou GplO0 a été co-administré avec
l'immunostimulant IL-2, a montré une réponse immunitaire anticancéreuse avec un
taux de survie prolongé chez les patients atteints de mélanome avancé
(Schwartzentruber et al., 2011). Etant donné que les TAA (tumor-associated antigen)
sont de nature peu immunogene, un adjuvant immunostimulant est essentiel pour
générer une réponse immunitaire efficace. La FDA a approuvé le vaccin Cervarix
formulé avec du MPL (monophosphoryl lipide A) et du sel d'aluminium comme vaccin
prophylactique contre le papillomavirus humain (Schiffman and Wacholder, 2012).
En effet, plusieurs vaccins peptidiques/protéiques combinés avec des agonistes de
TLR sont testés dans des essais cliniques; Il s'agit notamment de I'’Ampligen ou de
I'Histonol ciblant TLR3, MELITAC 12.1 ciblant TLR4 ou encore le Resiquimod ciblant
TLR9 (Guo et al., 2013).

E-2-Vaccins a base des cellules tumorales entiéres autologues ou allogéniques

Ces vaccins sont préparés a partir de cellules tumorales autologues ou de lignées de
cellules tumorales allogéniques. Méme si ['utilisation de cellules tumorales
autologues élimine le probléme de sélection de I'antigéne en offrant I'avantage de
cibler les antigenes associés a la tumeur de lindividu, cette approche a été
abandonnée en raison de la grande complexité de la préparation du vaccin pour
chaque patient (Mellman et al., 2011). L'utilisation de cellules tumorales allogéniques
a été favorisée en raison de sa capacité a introduire de multiples antigénes et donc a
stimuler une meilleure réponse immunitaire. Un exemple de cette classe de vaccins
contre le cancer s'appelle GVAX qui utilise des lignées cellulaires allogéniques du
cancer de la prostate (VITAL-1 et VITAL-2) qui sont manipulées pour sécréter le GM-
CSF (Higano et al., 2008). Malgré son succes dans les essais cliniques de phase | et
lI, 'application de GVAX a pris fin dans les essais cliniques de phase Ill contre le
cancer de la prostate en raison du taux accru de décés (Drake, 2009).
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E-3-Vaccins a base de cellules dendritiques

L'un des vaccins a base de DC s'appelle DCVAX-Prostate. Ce vaccin a été préparé
en incubant des DC de patient avec un antigene membranaire spécifique de la
prostate (PSMA) avant d'étre infusé chez le méme patient. Les essais cliniques de
phase | et Il avec DCVAX-prostate, chez les patients atteints de cancer de la
prostate se sont révélés efficaces et le vaccin a induit une réponse immunitaire
anticancéreuse (Fishman, 2009).

Le Sipuleucel-T (Provenge ™) a été approuvé par la FDA en 2010 pour le traitement
du cancer de la prostate (MCRPC) (Longo, 2010). Ce vaccin autologue a été
fabriqué a partir d’APC provenant de PBMC de patient, incubés avec le PA2024 qui
contient de la phosphatase acide prostatique (PAP, un antigéne prostatique)
fusionné au GM-CSF. Les études cliniques de phase Ill de Sipuleucel-T ont réussi a
fournir une augmentation significative des taux de survie qui ont mené a
I'approbation de la FDA (Kantoff et al., 2010).

E-4-Vaccin a base de nanoparticules

Les vaccins a base de nanoparticules (NPs) sont trés prometteurs dans I'immuno-
thérapie anticancéreuse. Ces nanosystéemes peuvent contenir 'antigéne et I'adjuvant
et aussi des ligands ou anticorps permettant un ciblage spécifique. L’antigéne peut
étre une protéine, un peptide ou un morceau d'’ADN codant pour l'antigéne tumoral.
Les ligands de ciblage, tels que les anticorps spécifiques de DC (anticorps anti-
lectine DEC-205) ou des ligands de TLRs, peuvent étre conjugués avec des NP.
Cette approche a au moins deux avantages : le ciblage cellulaire et une entrée des
NPs (et donc de I'antigéne) dans la cellule via un processus d’endocytose, ce qui
influence le « processing » de I'antigene (Elamanchili et al., 2007; Kwon et al., 2005).
Plusieurs types de matériaux tels que des émulsions multiples, des liposomes et des
NP polymériques (telles les PLGA) sont actuellement étudiés. Pour les applications
cliniques et biologiques, les NP sont particulierement attrayantes en raison de leur
faible toxicité, leur faible immunogénicité et leur biocompatibilité (Park et al., 2013).
Par contre, afin d’augmenter leur efficacité dans le traitement des cancers
notamment non-hépatiques, il est primordial d'utiliser des NP ayant un caractere
furtif. En effet, il est important que les NP, aprés injection, ne soient pas directement
prises en charge par les macrophages (notamment hépatiques) ; processus qui les
empécherait d’atteindre leur cible. Rendre une NP furtive est possible en pégylant les

NP. Leur temps de résidence dans la circulation sanguine est ainsi largement
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amélioré. Cette propriété permet aux NP de pouvoir plus facilement traverser
d'autres types d’endothélium vasculaire comme ceux présents dans les tissus
tumoraux. La structure particuliére de I'endothélium vasculaire intratumoral permet
une accumulation sélective (et passive) des NP dans les tumeurs (effet EPR,
Enhanced permeability and retention) (Tran et al.,, 2015). Les NP de derniere
génération permettent en plus de pouvoir cibler un type cellulaire en particulier. Le
ciblage des DC, véritable sentinelle du systéme immunitaire, par les NP présente
plusieurs avantages, notamment la capacité des NP a délivrer de grandes quantités
d'antigénes associés aux tumeurs et a les délivrer de fagon continue. Ceci permet
une prise en charge soutenue de I'Ag par les DC et améliore la réponse immune. Les
mémes antigenes sous forme solubles seraient rapidement éliminés de la circulation.
Les NP sont diverses et varient dans leur forme, leur taille, leur charge de surface,
leur I'nydrophobie ou hydrophilie (Bachmann and Jennings, 2010). Un essai clinique
de phase |, d'un vaccin a base de liposomes a été lancé dans le cadre du cancer du
sein, des ovaires ou encore de la prostate. Il a été montré que ce vaccin, destiné a
induire des réponses T fonctionnelles et efficaces, était sOr et immunogéne
(Berinstein et al., 2012). Les NP polyméres sont également utilisés et généralement
trés stables. En fait, les PLGA sont utilisées depuis des décennies chez I'homme.
C’est le polymére le plus étudié pour la formulation de vaccins et il a été démontré
qu'il augmentait les réponses adaptatives spécifique de I'Ag (Chen et al., 2014;
Johansen et al., 2000; Shen et al., 2006). D'autres types de NP ont été développées
et s'averent également efficaces. C'est le cas par exemple de MelQbG10 qui est une
NP de type viral chargée de (CpG-ODN) et couplée au peptide Melan-A/IMART-146.35.
Une étude de phase I/l chez les patients atteints de mélanome de stade II-IV a
montré que le vaccin était bien toléré et que 14/22 patients ont généré des réponses
des cellules T fonctionnelles capables de dégranuler et de produire I''FN-y , TNF-a et
IL-2 (Speiser et al., 2010).

11.4.3.2- 'immunothérapie du cancer et les cellules iINKT

Les cellules iINKT ont fait I'objet d'une grande attention dans 'immunothérapie en
raison de leur réle de pont entre le systétme immunitaire inné et adaptatif. Apres
activation, les cellules INKT produisent rapidement des cytokines et peuvent
également servir de médiateur a la cytotoxicité directe. En raison de leurs puissantes
fonctions effectrices, de nombreux travaux ont étudié la facon de moduler
efficacement ces cellules dans le contexte du cancer, de linfection et de la

transplantation. Les agonistes (a-GalCer,...) des cellules INKT ont été utilisés
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comme adjuvants vaccinaux pour améeliorer les réponses des lymphocytes T et B

spécifiques de l'antigene.
A. Essais précliniques

Les études du rdle antitumoral de cellules iINKT chez la souris comprennent
'administration d'a-GalCer libre en présence (ou pas) d’Ag, de DC ou de cellules
tumorales chargées avec de [l'a-GalCer, ou encore des composants
(microorganismes, particules ou vaccines conjugués) pour co-délivrer I'a-GalCer et

I'Ag dans la méme APC.

A.1 Co-administration d’a-GalCer avec un antigene

La co-administration d'a-GalCer avec des antigenes solubles (comme [I'OVA)
améliore significativement les réponses des lymphocytes T CD8" et CD4"
spécifiqgues de I'OVA chez la souris (Fuijii et al., 2003; Hermans et al., 2003; Singh et
al., 2014b). L'inconvénient de cette approche est que la co-administration n‘assure
pas nécessairement la prise en charge de l'antigene et de l'adjuvant par la méme
APC, en particulier si les difféerents composants du vaccin ont des
pharmacocinétiques différentes.

La présentation d'une partie de lI'a-GalCer par les APC non professionnelles peut
limiter les réponses immunitaires et provoquer l'anergie des cellules iNKT. Pour
exploiter pleinement l'aide des cellules iNKT et induire des T CD8" robustes, il est
essentiel que le ligand iINKT et le peptide antigénique soient ciblés sur la méme APC
professionnelle (Semmling et al., 2010).

A.2 DC chargées par I'a-GalCer

L'administration de DC chargées ex vivo avec I'a-GalCer favorise une production
prolongée d'IFN-y et empéche l'anergie des cellules iINKT, ce qui a pour résultat des
effets anti-tumoraux plus puissants (une plus grande résistance aux métastases du
mélanome B16 (Fujii et al., 2002; Toura et al., 1999) ou contre le cancer
pancréatique murin (Nagaraj et al., 2006).

Une approche plus récente a consisté a générer des APC atrtificielles, telles que des
cellules humaines de rein embryonnaires transfectées par CD1d, chargées par l'a-
GalCer, et transfectées avec de 'ARN messager (ARNm) codant pour l'antigene
cible (Mart-1) (Shimizu et al., 2013b). Lorsqu'elles sont administrées aux souris, ces
cellules activent les cellules INKT et activent les lymphocytes T spécifiques de
l'antigene.
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Il a été démontré que l'injection de DC dérivées de la moelle osseuse (BM-DCs)
CD1d” chargées d'a-GalCer entraine une puissante activation des cellules iNKT. Ce
résultat suggére que l'a-GalCer est transféré vers des DC CD1d" résidentes
(Petersen et al., 2011). En plus, la réponse de lymphocytes T CD8" spécifique
induite en réponse a l'administration intraveineuse de BM-DC chargées par un Ag, a
été supprimée chez des souris déplétées sélectivement de DC CD8a" langerine”
résidentes. Ce résultat suggére que l'antigene est transféré des cellules injectées
vers des APC résidentes. Ces travaux indiquent que les vaccins basés sur
'administration de DCs peuvent fonctionner comme un véhicule et transférer leurs

Ag et adjuvant aux APCs endogenes (Petersen et al., 2011).

A.3 Anticorps ciblant le complexe CD1d/a-GalCer aux tumeurs

Une autre approche prometteuse a été développée en utilisant des anticorps
spécifiqgues d’antigenes exprimés par les cellules cancéreuses, en association avec
le complexe CD1d/a-GalCer. Les études a ce jour ont utilisé les fragments variables
d'anticorps reconnaissant les antigenes associés aux tumeurs (Tumor Associated
Antigen, TAA) humaines, en particulier 'lHER-2 et I'antigene carcino-embryonnaire,
qui sont exprimés a la surface de plusieurs types de cancers, y compris certains
cancers du sein, du poumon et du c6lon. Des analyses in vitro ont montré que ces
fragments variables d’anticorps spécifiques de tumeur, fusionnés avec CD1d
peuvent cibler efficacement les cellules tumorales, permettant ainsi leur
reconnaissance directe par les cellules iINKT. Ce processus conduit a la lyse des
cellules tumorales. Des études in vivo chez des souris porteuses de tumeurs ont
démontré que cette approche conduit a la mise en place de divers mécanismes
immunitaires antitumoraux. Ceux-ci, orchestrés par la stimulation directe des cellules
iINKT, comprenent l'activation des cellules NK, la libération de cytokines Thl et
I'activation des lymphocytes T CD8" cytotoxiques spécifiques des antigénes
tumoraux (Stirnemann et al., 2008; Corgnac et al., 2013, 2014).

A.4 Vaccins a base de cellules tumorales entieres chargées avec de I'a-GalCer

Pour le traitement du cancer, les vaccins comprenant des cellules tumorales
irradiées traitées avec de I'a-GalCer provoquent une immunité protectrice plus forte
que les cellules tumorales non chargées. Dans ce modéle, les APC résidentes
prennent en charge les cellules tumorales chargées en a-GalCer et présentent les
TAA et l'ao-GalCer. Ce processus se traduit par une immunité antitumorale

dépendante des cellules iNKT (réle adjuvant) et des lymphocytes T CD4" et CD8"
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(Shimizu et al., 2007a). L'avantage de lutilisation de vaccins tumoraux entiers
autologues est qu'ils fournissent une large gamme de TAA. Chez la souris, les
vaccins comprenant des cellules tumorales entiéres chargées avec I'a-GalCer ont
conduit & une protection tumorale efficace y compris dans un modéle de myélome
(Liu K, J Exp Med.2005), de mélanome (Shimizu et al., 2007a, 2007b), de
lymphomes B (Chung et al., 2007; Mattarollo et al., 2012), de leucémies myéloides
(Mattarollo et al., 2012; Gibbins et al., 2014), de cancer de l'ovaire (Choi et al., 2008)
et de cancer du coélon (Dong et al., 2016). Toutes ces tumeurs n’expriment pas le
CD1d ce qui souligne le réle des APC résidentes dans ces réponses protectrices.
Les réponses mémoires observées dans ces travaux ont été attribuées a la
présentation croisée par les DC (Shimizu et al., 2007a; Chung et al., 2007). Dans un
modéle de gliome intracranien, I'impact thérapeutique de I'administration de cellules
de gliome irradiées chargées avec l'a-GalCer est augmenté lorsque les cellules T
régulatrices sont déplétées (Hunn et al., 2012).

L'utilisation de cellules tumorales chargées d'a-GalCer est plus compliqguée a
envisager chez 'homme. La nécessité de prélever des cellules tumorales pour la
production de vaccins spécifiques ainsi que les précautions nécessaires pour
minimiser le risque d'inoculation de cellules tumorales viables, et la nécessité de
disposer d'installations conformes de type GMP (Good Manufacturing Practice) pour
fabriquer ce type de vaccin personnalisé limite cette stratégie. De plus, le risque
d’'induire des réponses auto-immunes existent. Par conséquent, d’autres approches

thérapeutiques doivent étre mises en place.

A.5 Vaccins synthétiques conjugués activant les cellules iNKT

Etant donné la difficulté & fabriquer des vaccins cellulaires autologues chez 'homme
(Haillemichael et al., 2013), d'autres types de stratégies doivent étre envisagées.
L’administration conjointe de glycolipides activant les cellules iNKT et d’antigenes
tumoraux incorporés dans des « systemes » capables de cibler la méme APC est
potentiellement intéressante.

Des études récentes ont démontré I'efficacité des vaccins "conjugués". Un antigéne
est conjugué, via un bras enzymatiquement clivable, a un agoniste glycolipidique de
cellule INKT, tel que l'a-GalCer. En utilisant un bras clivable par la cathepsine B, il
été montré que cette construction favorise une réponse immunitaire puissante
dépendante des lymphocytes T CD8" et capable d’éradiquer la croissance tumorale
chez la souris (mélanome B16 exprimant 'OVA) (Anderson et al.,, 2014). Il est

important de noter que le vaccin conjugué a démontré une activité biologique
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supérieure au mélange peptide/glycolipide non conjugué ce qui met en évidence
I'importance de cibler l'antigene et le ligand des cellules iNKT au sein de la méme
APC (Anderson et al., 2014).

A.6 Microorganismes / Nanoparticules

Les systémes de distribution de nanoparticules, tels que les lipo-particules ou les
micro-organismes, offrent une alternative aux vaccins cellulaires. La co-
administration d'un TAA (Trp2) avec l'a-GalCer dans les liposomes cationiques
améliore la réponse T cytotoxique antitumorale in vivo chez la souris (Neumann et
al., 2015). La vaccination par des VLP (Virus-like particles) liées a I'a-GalCer active
efficacement les cellules iNKT spléniques, génére des lymphocytes T CD8"
spécifiques de 'Ag et favorise le rejet tumoral (McKee et al., 2012). Notre laboratoire
a montré pour la premiére fois que la co-encapsulation de I'a-GalCer et de I'OVA
dans des nanoparticules a base de poly (acide lactique-co-glycolique) acide (PLGA)
génére de puissantes réponses T CD8" spécifiques de I'antigéne tumoral (Macho-
Fernandez et al., 2014). Il semble en fait que ce type de construction soit plus
puissant que les nanopaticules de PLGA ayant incorporé I'antigéne et d’autres types
d’adjuvants tels que le R848 et le poly | :C (Dolen et al., 2015). Ce dernier résultat
suggere que l'effet adjuvant médié par les cellules iINKT est supérieur a l'effet
adjuvant induit, de facon plus classique, par des agonistes TLR.

L'utilisation de micro-organismes en tant que véhicule de délivrance peut apporter un
avantage supplémentaire a savoir la délivrance de signaux aus récepteurs de type
TLR et de signaux médiés par les cellules iINKT. La vaccination thérapeutique avec
un vaccin a base de Listeria monocytogenes exprimant un TAA (Mage-b, qui est
abondamment exprimée par une variété de carcinomes humains) en association
avec lI'a-GalCer prévient les métastases hépatigues dans un modeéle de cancer du
sein métastatique (modele de 4T1) (Singh et al., 2014a). Ce résultat est associé a
une augmentation significative du pourcentage de cellules iINKT actives dans la rate
ainsi qu'a une augmentation de la réponse médiée par les lymphocytes T CD8".
Ainsi, des systéemes de délivrance de nanoparticules peuvent étre utilisés avec
succeés pour co-délivrer des peptides antigéniques et des ligands de cellules iINKT
aux APC. Les véhicules d'administration a base de micro-organismes peuvent avoir
l'avantage supplémentaire d'activer des PRR dans les APC. Les inconvénients de

cette derniere approche incluent la possibilité de former des réponses d'anticorps
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neutralisants contre le microorganisme ou d'induire des réponses de cellules T CD8"

contre des peptides microbiens.

B. Essais cliniques

Trois stratégies différentes visant a exploiter le potentiel anti-tumoral des cellules
iINKT ont été développées : I'administration de ligands activant les cellules iINKT
(toutes les études humaines décrites jusqu'a présent ont utilisé l'a-GalCer),
l'administration d’APC pulsées in vitro avec I'a-GalCer et le transfert de cellules iINKT
aprés expansion ex vivo et/ou activeées. Une combinaison de ces différentes

méthodes a aussi été tentée.

B.1 Injection intraveineuse d'a-GalCer

La premiere étude clinique visant a étudier l'effet anti-tumoral de l'a-GalCer a
consisté en linjection intraveineuse répétée de l'a-GalCer a des doses variables
chez des patients atteints de tumeurs solides (Giaccone et al., 2002). Aucune toxicité
lite a la dose n'a été observée. Une augmentation du taux de cytokines sériques
(TNF-a et GM-CSF) a été observée chez 5 des 24 patients 4-6 h apres l'injection d'a-
GalCer. Par contre, aucune réponse clinigue n'a été observée chez ces patients
(Giaccone et al., 2002).

B.2 Transfert adoptif des APC chargées avec I'a-GalCer

Le premier essai de phase | a utilisé I'administration intraveineuse de DC immatures
dérivées de monocytes chargées avec I'a-GalCer et qui ont été administrées chez
des patients atteints de tumeurs métastatiques (Nieda et al., 2004). Bien que
I'activation des cellules iINKT ait augmenté les taux sériques de cytokines, y compris
'IFN-y et I'IL-12 et la transactivation des cellules T et NK, seulement 2 des 12
patients ont montré une diminution des margqueurs tumoraux sériques, ce qui indique
une efficacité minimale de ce traitement (Nieda et al., 2004).

Deux études ultérieures utilisant des DC dérivées de monocytes chargées avec I'a-
CalCer ont été publiées. La premiére, en utilisant des injections hebdomadaires
intraveineuse de DC cultivées en présence d’IL-2 chez les patients atteints de cancer
du poumon, a démontré une expansion de la fréquence des cellules iNKT et des taux
élevés d'IFNy (Ishikawa et al., 2005). L'IFN-y a cessé d'étre détecté a partir de la
deuxieme injection. Ce phénomeéne est probablement lié a l'anergie des cellules
INKT (Ishikawa et al., 2005).
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Chang et ses collegues ont rapporté que l'injection de DC matures dérivées de
monocytes chargées avec l'a-GalCer induit une élévation de la fréquence des
cellules INKT supérieure a 100 fois, ainsi que des concentrations sériques plus
élevées d'IFN-y et d'IL-12 (Chang et al., 2005). L'activation des cellules INKT a été
observée jusqu'a 6 mois chez certains patients et corrélait avec une augmentation
des taux d'IL12p40, d'IP-10 et de MIP-1B ainsi qu'une augmentation des
lymphocytes T CD8" mémoires (Chang et al., 2005).

Uchida et ses collegues ont modifié le protocole d'administration en injectant les APC
de sang périphérique chargées avec I'a-GalCer directement dans la sous-muqueuse
nasale de patients atteints de cancer de la téte et du cou (Uchida et al., 2008). Une
élévation du nombre de cellules INKT et l'activation de NK a été observée chez
environ la moitié des patients, et une réduction ou une stabilisation de la croissance
tumorale a été observée chez 6 des 9 patients (Uchida et al., 2008). Une étude de
suivi a démontré que I'administration via la sous-muqueuse nasale était optimale par
rapport & lI'administration via la sous-muqueuse buccale (Kurosaki et al., 2011). Les
auteurs ont également indigué que l'administration orale induit I'expansion de
lymphocytes T régulateurs CD4" CD25" FoxP3" (Kurosaki et al., 2011).

Plus récemment, quatre études supplémentaires ont été publiées dans lesquelles
des patients atteints de cancer ont recu une injection d’APC sensibilisées avec l'a-
GalCer soit par voie intraveineuse soit par voie intradermique (Nicol et al., 2011;
Nagato et al., 2012; Richter et al., 2013; Motohashi et al., 2009). L'injection
intraveineuse d’APC générées en présence de GM-CSF et d'IL-2 et chargées avec
I'a-GalCer chez des patients souffrant de cancer du poumon a montré une expansion
des cellules INKT. Le nombre accru de cellules productrices d'IFN-y dans le sang
périphérique est associé a un prolongement de la survie (Motohashi et al., 2009).
Une augmentation de la production d'IFN-y ainsi que I'expansion et l'infiltration de
cellules INKT ont également été observées apres l'injection d'APCs pulsées a l'a-
GalCer et activées par le cocktail GM-CSF/IL2 (Nagato et al., 2012). Pour les
patients atteints de cancers d'origine différente et métastatique, Nicol et ses
collegues ont rapporté que l'injection intraveineuse d’APC chargées stimule l'activité
antitumorale tant au niveau du site tumoral principal que dans les sites de
métastases (Nicol et al., 2011). Plus de la moitié des patients ont montré une
stabilisation de la maladie ou une réduction de la masse tumorale (Nicol et al., 2011).
Enfin, le traitement de patients atteints de myélome multiple avec des APCs

chargées avec l'a-GalCer et le médicament immunomodulateur Iénalidomide induit
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des effets anti-tumoraux. Ces effets sont associés a une élévation de I'lL-2 dans le
sérum et a une activation de lymphocytes innés (Richter et al., 2013; Chang et al.,
2006).

B.3. Transfert adoptif de cellules iNKT activées ex vivo

Une stratégie alternative pour compenser la diminution de la fréquence des cellules
iINKT observées chez les patients atteints de cancer consiste a expandre in vitro les
cellules INKT autologues et a les ré-injecter. Le transfert adoptif de cellules iINKT
activées in vitro chez des patients atteints d'un cancer du poumon entraine une
expansion in vivo des cellules INKT, une activation en aval des cellules NK et une
libération d'IFN-y (Motohashi et al., 2006). Il est intéressant de noter que le transfert
combiné de cellules iINKT et de DC chargées avec I'a-GalCer a été rapporté comme
induisant une immunité antitumorale importante chez les patients atteints de
carcinomes épidermoides de la téte et du cou (Yamasaki et al., 2011; Kunii et al.,
2009). Dans ces études, les patients ont montré une réponse partielle ou une
stabilisation de la maladie, et dans certains cas, une régression tumorale (Yamasaki
et al.,, 2011; Kunii et al., 2009). Bien que les réponses dans ces études soient
modérées, il faut noter que ce type de stratégie thérapeutique a été réalisé sur des
patients atteints de tumeurs malignes avancées et chez qui la chimiothérapie
standard, l'irradiation et/ou les traitements chirurgicaux avaient échoué. De plus, la
majorité de ces patients avaient des cancers CD1d négatif.

Des études futures sur I'immunothérapie a base de cellules iINKT peuvent tirer parti
de deux technologies récentes. Comme mentionné précédemment, de nombreuses
tumeurs malignes sont associées a une diminution du nombre et de la capacité
proliférative des cellules iNKT du sang périphérique. Afin de contourner la difficulté
d’expandre ces cellules rares et potentiellement défectueuses chez les patients,
Watarai et al ont généré des cellules iPSC (Induced pluripotent stem cells) a partir de
cellules INKT matures chez la souris. Ces IPSC peuvent étre différenciées en
cellules iNKT in vitro en présence de Flt3l et d’'IL-7 et sécréter de grandes quantités
de cytokines Thl (IFN-y). Les cellules iPSC-NKT produites de cette maniére
induisent des réponses T CD8 spécifiques de l'antigene OVA ce qui limite la
croissance des cellules tumorales EL-4 exprimant 'OVA (EG7) chez la souris
(Wataral et al., 2010) sans induire la « maladie du greffon contre I'héte » (GvHD)
(Fuijii et al., 2013).
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Il est cependant peu clair si les iPSC humaines dérivées des cellules iINKT peuvent
se différencier en cellules iNKT fonctionnelles ex vivo. Les auteurs ont généré des
cellules iPSC a partir de cellules iNKT isolées de PBMCs de donneurs sains aprés
expansion in vitro. Ces iPSC ont été ensuite différenciés in vitro en cellules iINKT par
une combinaison de cytokines IL-7/IL-15. Les cellules iNKT obtenues présentent une
prolifération et une production d'IFN-y en réponse a l'a-GalCer. Les iINKT activées
induisent la maturation des DC et activent les lymphocytes T cytotoxiques et les
cellules NK. Ces cellules ont présenté également une cytotoxicité de type NK médiée
par NKG2D et DNAM-1(CD226) contre des lignées cellulaires cancéreuses
(Kitayama et al., 2016). Les caractéristiques immunologiques uniques des cellules
iINKT et leur disponibilité illimitée a partir de cellules souches pluripotentes offrent
des perspectives trés prometteuses dans le cadre de lutte contre le cancer.

La deuxieme stratégie est basée sur [l'utilisation des CAR (chimeric antigen
receptors). Récemment, un rapport de Heczey et al a décrit I'expression par les
cellules iINKT de CAR portant une spécificité pour GD2, un glycolipide hautement
exprimé sur les cellules de neuroblastome. Dans cette étude, les auteurs montrent
gue les cellules INKT dérivées de PBMC de donneurs sains et transduites (a l'aide
de rétrovirus) avec des constructions CAR protégent les souris NSG humanisées
contre le neuroblastome métastatique et cela sans induire de GvHD (Heczey et al.,
2014). Il reste a voir si ces deux technologies peuvent étre combinées pour générer
des cellules iPSC-NKT fonctionnelles portant des CAR.
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Objectifs

Les vaccins antitumoraux font partie de I'arsenal immunothérapeutique pour lutter
contre les cancers. Cependant, bien que la combinaison avec d’autres types de
traitement (par exemple les anti-check points) semble prometteuse, leur efficacité en
clinique reste limitée.

La découverte des cellules INKT et de I'a-GalCer a suscité un grand intérét dans le
domaine du cancer. Bien que les résultats pré-cliniques soient prometteurs, la
translation chez 'homme reste assez décevante (Carrefo et al., 2016). Ce résultat
pourrait s’expliquer par la diminution du nombre et de la fonction des cellules INKT
chez les patients, un marqueur de mauvais pronostic clinique en général (Najera
Chuc et al., 2012; Molling et al., 2007). Par conséquent, les stratégies d'intervention
thérapeutique visant a restaurer le nombre et la fonction cellules iINKT seraient une
bonne option.

Les stratégies traditionnelles de vaccination sont basées sur I'induction de réponses
CTL efficaces pour éliminer les cellules tumorales. De nombreux de facteurs
influence la qualité de la réponse CTL, y compris la nature de la sous-population de
DC, la durée de la présentation de I'antigéne et les signaux de costimulation délivrés
par les APC ou, de facon plus générale, par I'environnement. Les DC sont des
régulateurs centraux de la réponse immunitaire adaptative et sont nécessaires pour
I'induction des réponses immunes contre le cancer, notamment celles médiées par
les lymphocytes T. En particulier, les réponses antitumorales dépendent d’une sous-
population spécialisée de DC conventionnelles qui excele dans la présentation
croisée des antigénes, ce qui conduit a l'activation des lymphocytes T CD8"
cytotoxiques : les DC BDCA3" (chez 'hnomme) et les DC CD8a" (chez la souris).

La maturation des DC est nécessaire pour fournir des signaux costimulateurs aux
cellules T. Dans le cas de la vaccinnation, c’est I'adjuvant qui remplit cette fonction.
Le choix de I'adjuvant est critique pour promouvoir, de facon efficace et durable, une
réponse immunitaire. Dans le cadre de I'immunothérapie dédiée au traitement du
cancer, l'induction de réponses immunitaires médiées notamment (mais pas
uniquement) par les lymphocytes T CD8 est recherchée (Kantoff et al., 2010;
Jeanbart and Swartz, 2015).

Il a été montré que les cellules INKT peuvent jouer un réle de « helper » (méme en
absence de lymphocytes T CD4 helper) et ainsi déclencher des réponses

immunitaires efficaces (Semmling et al., 2010). L’aide fournie par les cellules iINKT
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dépend de la présentation des peptides et des glycolipides par la méme APC afin

d’améliorer les réponses des lymphocytes T CD8 contre les peptides co-présentés.

Le but de mon travail de these a visé a optimiser le role adjuvant des cellules INKT
dans I'immunothérapie du cancer. Pour cela, notre stratégie a été de co-encapsuler
'a-GalCer et des auto-antigenes tumoraux dans des nanoparticules de PLGA et de
cibler de facon active les DCs CD8a" murines ou les DC BDCA3" humaines. Pour
assurer ce ciblage, les nanoparticules ont été décorées a leur surface par des
anticorps anti-Clec9a, dont I'expression est assez spécifique de ces cellules. Nos
travaux montrent l'efficacité de cette stratégie et suggerent que la rupture de la
tolérance aux auto-Ag tumoraux peut étre rompue en sollicitant I'aide des cellules

INKT.
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Matériels et Méthodes

Souris

Les souris males C57BI/6 (8 semaines) ont été achetées chez Janvier (Le Genest-
St-Isle, France). Les souris transgéniques Rag2/OT-I (enrichies en cellules T CD8"
spécifigues du peptide OVAzs7-264) proviennent du laboratoire Charles River (St.
Germain sur I'Arbresle, France). Les souris Cd1d”, Ja18 (qui ne possédent pas de
cellules iNKT) et Baft3” (qui ont une proportion fortement réduite de DC CD8a") ont
€également été utilisées et ont été décrites dans (Mendiratta et al., 1997; Cui et Al.,
1997; Hildner et al., 2008). La souris rapporteur IL-10-B-lactamase (souris ITIB) a été
décrite dans (Bouabe et al., 2011). Tous les travaux réalisés sur les animaux sont
conformes aux reglements de I'Institut Pasteur de Lille sur les directives des soins et
l'utilisation des animaux et ont aussi été approuvés par le comité local sur
I'expérimentation animale (CEAA75 et 00357.03).

Réactifs et peptides

L’alpha-GalCer a été synthétisé comme décrit précédemment (Macho-Fernandez et
al., 2014). L'OVA a été achetée chez InvoGen (Toulouse, France). Le kit de tracage
des cellules "vybrant CFDA-SE" provient de chez Invitrogen (Courtaboeuf Cedex,
France) et le kit de "PKH26 Red Fluorescent Cell Linker" a été acheté chez Sigma
Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). Toutes les cytokines utilisées dans les tests in
vitro d'expansion et de différenciation proviennent de chez Peprotech (Neuilly-Sur-
Seine, France). Les peptides suivants ont été synthétisés et purifiés par
chromatographie liquide haute performance pureté (>95-99%)(GL Biochem, Shangai,
Chine): SIINFEKL, peptide formé des acides aminés (AA) 257-264 de I'OVA,
SVYDFFVWL, peptide formé des AA 180-188 de I'antigéne de mélanome Trp2 murin
(tyrosinase related protein-2); KVPRNQDWL, peptide formé des AA 25-33 de la
glycoprotéine humaine 100 (gp100) et HSYTTAEELAGIGILTV, peptide formé des AA
18-35 de Melan A humain.

Description des anticorps monoclonaux (mAbs), tétrameres et dextrameéres

Les mAbs murins dirigés contre Siglec-H (conjugué a I'APC), CD11c, NK1.1, PD1,
TCRva2 (conjugués au PE-Cy7), TCRB, CD8a, CD172a (conjugués au FITC), CD24
(conjugué au PerCp-Cy5.5), IFN-y et son contrdle isotypique (conjugués a I'Alexa
Fluor 647), les molécules du MHC Classe Il IA/IE (conjugué au Pacifique Blue),
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CD8a et Clec9a (également appelé DNGR-1) (conjugués au PE) ont tous été
achetés chez BD Biosciences (Le Pont de Claix Cedex, France) ou encore Ozyme /
Biolegend (Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Les anticorps utilisés pour analyser
les cellules CD45" infiltrant les tumeurs sont: CD3-APC-Cy7, CD8-Alexa Fluor (AF)
700, CDA4-Pacific Blue, CD25-FITC, FoxP3-PECy7, perforin-APC et proviennent
également de chez Ozyme/Biolegend ou eBiosciences. Les mAbs murins dirigés
contre les molécules humaines HLA-DR (conjugué a I'APC-Cy7), CD11c (conjugué
a I'AF700), le TCR des iNKT (conjugué au PercpCy5.5 (clone 6B11)) ainsi que le kit
"FITC anti-Human Lineage Cocktail* proviennent de chez Ozyme/Biolegend. Les
mAbs dirigés contre les molécules humaines CD8 (conjugué au V500), CD3
(conjugué a I'AF700, APC-H7 ou au FITC, V450), CCR7 (conjugué a I'AF647),
CD14, CD19, CD20, CD56 (conjugués au V450), IFN-y (conjugué au FITC), le
molécule HLA-DR (conjugué au V421), CD45RA (conjugué au PE-Cy7) et CCRY
(conjugué au FITC) ont été achetés chez BD Biosciences. Les mAbs contre BDCAL
(conjugué a I'APC), CLEC9A (conjugué au PE), BDCA3 (conjugué au FITC ou a
'APC), le TCR des iNKT (conjugué au PE) (clone 6B11) proviennent de chez
Miltenyi Biotec (Paris, France). Les dextraméres de H-2K°/Trp2.g0.18s et A2/Melan
Aze.35 (Conjugués au PE) ont été achetés chez Immudex (Copenhague, Danemark).
Le tétramere de CD1d chargé d'a-GalCer (conjugué au PE) provient de ['Institut
national des allergies et des maladies infectieuses (Tetramer Facility, USA). Les
analyses en cytométrie de flux ont été effectuées sur un cytometre de type LSR
Fortessa (BD Biosciences) et les données acquises ont été traitées a l'aide du
logiciel FlowJo (Tree Star Inc.). Les mAbs anti-Clec9a murin (clone 7H11) et anti-
CLEC9A humain (clone 8F9), ainsi que les isotypes contrbles, rat IgG1l (clone
HRPN) et souris IgG2a (clone C1.18.4), utilisés pour décorer les nanoparticules,
proviennent de chez Miltenyi Biotec (Paris, France) et de chez BioXCell (West
Lebanon, NH). L'anticorps neutralisant anti-CD8B murin (YTS-156.7, IgG2b) a été
décrit dans (Kyaw et al., 2013) et l'anticorps anti-CD4 murin (GK1.5, IgG2b) a été
donné par le Dr L. Fend (Transgene, Strasbourg). Les contréles isotypiques de ces 2

anticorps, proviennent de chez BioXCell (West Lebanon, NH).

Préparation et caractérisation des NP de PLGA

Les NP de Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), recouvertes de lipide-polyéthyléne
glycol et portants les mAbs, ont été générées en utilisant le copolymére de PLGA
comme décrit précédemment (Macho-Fernandez et al., 2014; Cruz et al., 2010,
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2011; Kitayama et al., 2016). En bref, la protéine OVA (5 mg, dépourvue
d’endotoxine) ou les peptides tumoraux (20 mg) ainsi que I'a-GalCer (50 pg) ont été
co-encapsulés dans 100 mg de PLGA. Les anticorps anti-ClecOA/CLEC9A ou leurs
contrbles isotypiques ont été attachés a la couche de lipide-polyéthyléne glycol
(Macho-Fernandez et al., 2014; Cruz et al., 2010, 2011). Les NP de PLGA ont été
caractérisées par une diffusion dynamique de la lumiére et un potentiel zéta (Macho-
Fernandez et al., 2014; Cruz et al., 2010). L'incorporation de I'OVA ou des peptides
dans les NP a été quantifiée par dosage de protéines au bleu de Coomassie
(Thermo Fischer scientific, Waltham, MA) ou encore par chromatographie liquide
haute performance a phase inverse (Tel et al., 2013). La présence des mAbs a la

surface des NP a été quantifiée par un dosage de protéines au bleu de Coomassie.

Lignes cellulaires et hybridomes murins

Les cellules EG7 et B16F10 ont été achetées a 'ATCC (American Type Culture
Collection, USA). Les cellules iNKT Vai14/VB8.2" et I'hybridome DN32.D3 ont été
donnés par le Dr A. Bendelac (Chicago, Etats-Unis). L'hybridome T murin 58a/B

transfecté avec un TCR invariant humain Va24/VB11 (qui reconnait I'a-GalCer
présenté par le CD1d humain) a été décrit par Thedrez et ses collegues (Thedrez et
al., 2007).

Validation des NP in vitro

Dans une premiere approche, des cellules de rate de souris WT ou déficientes
(Cd1d”, Ja18", Baft3™) ont été incubées pendant 48 heures avec différentes doses
d'a-GalCer/OVA libres ou co-encapsulés dans nos NP. Dans une seconde approche,
des DC générées de moelle osseuse (BM-DC) en présence de FLT3L ont été
incubées pendant 2 heures avec différentes doses d'a-GalCer/OVA libres ou
vectorisés (1x10° cellules/puit). Aprés lavage, I'hybridome iNKT (DN32.D3, 1x10°
cellules / puits) a été ajouté aux BM-DC sensibilisées. Apres 24h de co-culture, les
cytokines murines ont été mesurées dans les surnageants de culture par ELISA.

Evaluation in vivo de l'activation primaire et secondaire des cellules iNKT

Les souris ont été administrées par voie intraveineuse (i.v.) avec différentes doses
d'a-GalCer libre ou vectorisé. (1) Activation primaire: Trois heures plus tard, les
sérums ont été recueillis et 'IFN-y a été quantifié par ELISA. Chez ces mémes

souris, les cellules de rate ont été préparées et la production intracellulaire d'IFN-y a
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été quantifiée par cytométrie en flux. (2) Activation secondaire et anergie : Les souris
ont recu une deuxieme dose d'a-GalCer libre 7 jours aprés la primo-injection. La
production d’'IFN-y a ensuite été quantifiée comme décrit ci-dessus. Pour I'étude de
la fréquence des cellules iINKT produisant de I'lL-10, les souris ITIB (IL-10-reporter)
ont recu en i.v. 'a-GalCer libre ou vectorisé. Un mois plus tard, I'expression de la -
lactamase (reflétant la présence d’'IL-10) par les cellules INKT a été évaluée par
cytométrie en flux (Bouabe et al., 2011). En bref, les splénocytes ont été repris dans
du PBS contenant le substrat CCF4-AM (1 uM) et le probénécide (2,5 mM) et
incubés dans l'obscurité pendant 45 minutes a température ambiante. Les cellules
ont ensuite été lavées, marquées avec les mAbs appropriés, y compris le tétrameére

CD1d/a-GalCer, et l'iodure de propidium puis analysées par cytométrie en flux.

Analyse de la réponse des lymphocytes T CD8" et des réponses antitumorales

spécifigue de I'OVA

Pour évaluer la réponse des lymphocytes T CD8" spécifiques de I'OVA in vivo, des
splénocytes de souris Rag2/OT-1 (2x10’ cellules) marqués au CFSE, ont été
transférés par voie i.v. a des souris C57BL/6 naives au jour 0. Un jour plus tard, ces
souris ont été immunisées par injection dans les coussinets plantaires, avec I'OVA/a-
GalCer libres ou vectorisés (200 ng d’'OVA et 5ng a-GalCer/souris). (1) A jour 4, la
fréquence des lymphocytes T CD8" spécifiques de I'OVA et marqués au CFSE a été
guantifiée dans les ganglions lymphatiques poplités et dans la rate par cytométrie en
flux. Pour ce faire, les cellules ont été marquées avec les mAbs anti-CD8-PE et anti-
TCRVa2-PECy7. (2) Pour lanalyse de lactivit¢ CTL in vivo, 6 jours apres
I'immunisation avec les NP (ou forme libre), les souris ont été injectées a la fois avec
des splénocytes chargés avec SIINFEKL et marqués au CFSE et des splénocytes
contréles marqués au PKH-26 (2x10" cellules/souris). Deux jours plus tard, les
cellules de la rate ont été préparées et le nombre de cellules marquées au CFSE ou
au PKH-26 a été déterminé par cytométrie en flux. Le pourcentage de lyse spécifique
a été calculé comme suit: (1- {ratio non pulsé / ratio pulsé}) X 100, ou le ratio est égal
au nombre de cellules marquées au PKH-26/cellules marquées au CFSE.

Pour l'analyse de la réponse anti-tumorale (contexte prophylactique), des souris ont
été injectées par voie sous cutanée (s.c.) avec 'OVA/a-GalCer libres ou vectorisés.
Sept jours plus tard, ces souris ont regu par voie s.c, des cellules de lymphome EL-4
exprimant I'OVA (cellules EG7, 2x10° cellules/souris). Dans un contexte

thérapeutique, les souris ont d'abord recu par voie i.v., des splénocytes de souris
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Rag2/0OT-1 (5x10° cellules/souris) puis ont été injectées avec des cellules EG7.
L’'immunisation des souris avec I'OVA/a-GalCer libres ou vectorisés s’est faite 1 et 5
jours apres l'injection des cellules EG7. Dans les 2 protocoles, la taille des tumeurs a
ensuite été mesurée en fonction du temps et le volume tumoral (mm?®) a été calculé
selon la formule: longueur (mm) X (largeur® (mm? X 3,14/6. Pour des raisons
éthiques, les souris ont été sacrifiées avant que la taille de la tumeur atteigne 1500

mm?®.

Analyse des Ilymphocytes T CD8" et des réponses anti-tumorales (auto-

antigénes tumoraux)

Pour analyser la réponse immunitaire aux auto-antigénes tumoraux, les formulations
de NP contenant les auto-antigenes et a-GalCer ont été injectées par voie s.c. (dos
de la souris) 2 fois avec un intervalle de 7 jours entre les 2 injections. Sept jours
aprés la derniére injection, la production de cytokines par des cellules issues des
ganglions drainants la peau et/ou des splénocytes, a été quantifiée aprés une
restimulation ex vivo avec des peptides libre Trp2 et gp100 (10 ug/ml). Pour étudier
I'effet de nos constructions sur la réponse anti-tumorale (protocole prophylactique),
des souris ont été immunisées deux fois (jour O et jour 7) et ont ensuite été inoculées
avec les cellules tumorales B16F10 (5x10°) & jour 14. Pour le protocole
thérapeutique, des souris ont été injectées avec 5x10° cellules B16F10 (jour 0) avant
les deux vaccinations (jour 5 et jour 12). La taille des tumeurs a ensuite été mesurée
tous les 2 jours. Le phénotype des lymphocytes T infiltrants les tumeurs a été
analysé a jour 14 (protocole thérapeutique). En résumé, des suspensions cellulaires
ont été préparées a partir des tumeurs et ont été enrichies en cellules CD45" en
utilisant le systéme de séparation magnétigue multiMACS (Miltenyi Biotec,
Allemagne). Pour identifier les lymphocytes T CD8", les cellules ont ensuite été
marquées avec le dextramére H-2KP/Trp2igp1ss conjugué au PE (30min, T°
ambiante), puis les mAbs anti-CD3 et anti-CD8. Pour I'étude des lymphocytes T
CD4" régulateurs, les cellules enrichies ont été marquées avec les mAbs spécifiques
des molécules CD3, CD4 et CD25 puis fixées, perméabilisées et marquées avec le
mADb anti-Foxp3. Les cellules ont ensuite été acquises sur le cytometre de type LSR
Fortessa et analyser a I'aide du logiciel FlowJo.
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Génération des DC humaines comprenant les BDCA3" CLEC9A" et les cellules

iINKT humaines

Les cellules CD34" sont issues de sang de cordon qui provient de chez ABCell-Bio
(Paris, France) ou encore de I'EFS Grenoble. Pour I'étape d’amplification, les cellules
CD34" ont été cultivées dans le milieu StemSpan en présence de FIt3L (100 ng/ml),
de SCF (100 ng/ml), d'IL-3 (20 ng/ml) et de thrombopoiétine (TPO) (50 ng/ml)
pendant une semaine. Ensuite, pour induire leur différenciation en DC, ces cellules
ont été cultivées dans un milieu RPMI 1640 complet (plaque de 96 puits a fond rond,
1-2x10* cellules/puit) contenant du SCF (20 ng/ml), du GM-CSF (20 ng/ml), de I'lL-4
(20 ng/ml) et du FIt3L (100 ng/ml). Pour optimiser I'étape de différenciation et
augmenter le rendement en DC, 1mM de stemregenin-1 (SR-1) a été rajouté
(Calbiochem, Fontenay-sous-Bois France) (Balan et al., 2014). Le milieu en
présence des facteurs de différenciation est renouvelé au bout de 5 jours. Les DC
ont été récoltées entre le jour 10 et le jour 14. Le phénotype des DC humaines ainsi
obtenues et notamment le pourcentage de DC BDCA3'/CLEC9A" a été vérifié par
cytométrie en flux, en utilisant les anticorps appropriés. Pour induire I'expansion des
cellules iINKT, les PBMC humaines ont été cultivées en présence d'a-GalCer libre ou
vectorisé (10 ng/ml). L'IL-2 (50 ng/ml) a été rajouté 24h apres le début de la culture.
A jour 7, le pourcentage de cellules iNKT (cellules CD3* 6B11%) a été déterminé par
cytométrie en flux. Pour enrichir la préparation cellulaire en cellules iNKT, les cellules
6B11" ont été sélectionnées positivement avec des billes immunomagnétiques selon

les instructions du fabricant (séparateur MACS, Miltenyi Biotec).

Ciblage de DC BDCA3" CLEC9A" et co-culture avec les cellules iNKT
Pour étudier la spécificité de ciblage, les DC humaines totales générées in vitro

(1x10° cellules/puits) ont été incubées avec les NP couplés & I'Alexa Fluor 647.
Aprés 15 minutes, la fréquence des différentes sous-populations de DC positives
pour I'Alexa Fluor 647 a été analysée par cytométrie de flux. Pour I'étude de
I'activation des cellules iNKT, les DC totales ont été chargées avec l'a-GalCer libre
ou vectorisé et co-cultivées pendant 24 ou 48 heures avec I'hybridome iNKT 58a/f3

ou avec des cellules INKT primaires aprés expansion (pureté> 95%) (Rapport 1: 5).

L’expansion des lymphocytes T CD8" spécifiques au Melan Az 35

Pour induire I'expansion des lymphocytes T CD8" spécifiques au Melan Azss, les

PBMC (2x10° cellules/puits) d'individus HLA-A2* ont été cultivés avec le peptide
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Melan Aig 35 libre ou vectorisé (0,9 ug/ml) plus a-GalCer (10 ng/ml) en présence d'IL-
2 (50 ng/ml) pendant 14 jours. La fréquence des cellules positives pour le
dextrameére A2/Melan Ages-35 a été analysée par cytométrie en flux. Pour I'analyse de
I'expression d'IFN-y et de CD107, les cellules ont été marquées dans un premier
temps avec le dextramere A2/Melan Azs.35 conjugué au PE puis lavées et restimulées
avec des cellules T2 déficientes en TAP et chargées avec le peptide Melan A
(rapport 10: 1) pendant 5 heures. Les cellules ont ensuite été marquées avec les
mAbs anti-CD3 et anti-CD8 puis fixées et perméabilisées pour quantifier la présence
d’'IFN-y. Pour 'étude de I'expression de CD107, les mAbs anti-CD107a+b ont été
ajoutés dans le milieu de culture au début de la restimulation, en présence de Golgi-
STOP pendant 4 heures. Les cellules ont ensuite été marquées avec les mAbs anti-
CD3 et anti-CD8.

Origine des PBMC

Des échantillons de sang provenant de donneurs sains et de patients atteints de

mélanome (stade | & IV) ont été obtenus a I'EFS Grenoble. L'approbation de I'étude a
été donnée par le comité local d'éthique de I'hdpital universitaire de Grenoble. La
Déclaration des principes d'Helsinki a été suivie et tous les participants ont donné
leur consentement écrit. Les échantillons de PBMC ont été obtenus via des
protocoles standards.

Analyses statistigues

Les données sont exprimées en moyenne + SEM. Un test U de Mann-Whitney a été
utilisé pour comparer deux groupes, sauf indication contraire. Un test de Kruskal-
Wallis (non paramétrique), suivi du post-test de Dunn (logiciel PRISM v6, Graphpad)
a eteé utilisé dans les expériences incluant un nombre de groupes supérieur a 2. Pour
'analyse statistique de la taille des tumeurs, les moyennes de "l'aire sous la courbe”
de chaque individu ont été comparées en utilisant un test U de Mann-Whitney, sauf

indication contraire. Une valeur de P <0,05 a été considérée comme significative.
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Résultats

La stimulation in vitro des cellules iINKT est améliorée lorsque I'a-GalCer est
délivré par les NP/Clec9a

Nous avons tout d'abord testé la capacité des NP de PLGA contenant I'a-GalCer et
'OVA et décorées avec l'anticorps anti-Clec9a (comparativement aux NP/IgG) a
activer les cellules iINKT in vitro. Nos résultats montrent que les NP/a-
GalCer/OVA/Clec9a induisent une plus grande production d'IFN-y (une cytokine anti-
tumorale trés importante) par les splénocytes de souris WT comparativement aux
NP/a-GalCer/OVA/IgG ou encore a l'a-GalCer libre (figure 1A). Cette production
d'IFN-y est dépendante de la présence des cellules INKT puisqu’elle est abolie chez
des souris CD1d" ou encore Ja18" (figure 1B). De plus, cette production d'IFN-y en
réponse aux NP/a-GalCer/OVA/Clec9a implique également les DC CD8a’. En effet,
les splénocytes de souris Baft3 " ne produisent plus d'IFN-y en réponse a l'a-
GalCer/OVA vectorisés dans les NP/Clec9A (figure 1C).

Nous avons ensuite généré in vitro des BM-DC en présence de FIt3L (phénotype,
figure 1D, panel de gauche). Lorsque ces BM-DC sont pulsées in vitro avec l'a-
GalCer encapsulé dans les NP/Clec9a, elles induisent une production d'IL-2 par
I'nybridome iINKT DN32.D3 plus élevée comparativement a I'a-GalCer encapsulé
dans les NP/IgG ou encore l'a-GalCer libre (figure 1D, panel de droite. En
conclusion, la distribution ciblée de l'a-GalCer par les NP/Clec9a activent

efficacement (comparativement aux groupes contrdles) les cellules iINKT in vitro.
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Figure 1: La stimulation in vitro des cellules iINKT est améliorée lorsque I'a-
GalCer est délivré par les NP/Clec9a. A, Les cellules spléniques de souris WT ont
été stimulées avec des doses croissantes d'a-GalCer/OVA libres ou encapsulés dans
des NP/Clec9A (NP/a-GalCer/OVA/Clec9a) ou des NP/IgG (NP/a-GalCer/OVA/IgG).
B, Les cellules spléniques de souris WT, Cd1d™ ou Jal18” ont été incubées avec de
I'a-GalCer/OVA libres ou encapsulés. C, Les splénocytes de souris WT ou Baft3” ont
été incubés avec I'a-GalCer/OVA encapsulés dans les NP/Clec9a ou NP /IgG. Il est a
noter que la déficience en Baft3 n'a pas réduit le nombre de cellules iINKT spléniques
(non représenté). A-C, La production d'IFNy dans les surnageants de culture a été
guantifiée par ELISA. D, (Panel de gauche), Stratégie de gating pour la détection des
BM-DC. La population Siglec H CD11c® MHC classe II" a été sélectionnée et
représentent les DC totales. Parmi ces cellules, les sous-populations
CD172°VCD24" (CD8a *) et CD24°“CD172" (CD1lb *) ont été identifiées.
L'expression de Clec9a par les DC CD24" et CD172" est représentée. (Panel de
droite), les BM-DC totales ont été pulsées pendant 2 heures avec l'a-GalCer libre ou
encapsulé et, aprés lavage, les BM-DC ont été cultivées avec I'hybridome DN32.D3.

La production d’'IL-2 a été quantifiée dans les surnageants. D, Les résultats
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représentent un pool de trois expériences indépendantes (A, C) ou montrent les
résultats d’'une expérience représentative de deux ou trois (B et D panel de droite).
*** P <0.001, ** P <0.01, * P <0.05 (test de Kruskal-Wallis (A, B et D) ou Mann-
Whitney U test (C)).

La stimulation primaire et secondaire in vivo des cellules iINKT est améliorée

lorsque I'a-GalCer est délivré par les NP/Clec9a

Nous avons ensuite évalué la capacité de I'a-GalCer vectorisée dans les NP/Clec9A,
a activer les cellules iNKT in vivo. Quelle que soit la dose injectée, les NP/a-GalCer
/OVA/Clec9a induisent une fréquence plus élevée de cellules iNKT produisant I'IFN-y
comparativement aux NP/a-GalCer/OVA/IgG ou a-GalCer/OVA libre (figure 2A,
panel de gauche). Il est & noter que l'inoculation de 5 ng d'a-GalCer incorporé dans
les NP/Clec9a activent aussi efficacement la production d’'IFN-y par les iINKT que 100
ng d'a-GalCer libre, ce qui montre I'efficacité de la vectorisation de l'a-GalCer dans
les NP/Clec9A a activer les iINKT. De plus, dans ces deux groupes d'animaux, la
concentration sérique d’'IFN-y est identique ainsi que la transactivation des cellules
NK (figure 2A, panel de droite et résultats non montrés).

L’injection répétée d’a-GalCer libre conduit a un état de non réponse des cellules
iINKT appelé anergie, en raison de l'activation non contrdlée de ces cellules (Parekh
et al., 2009). Ce phénomene peut avoir un impact profond sur le développement des
thérapies vaccinales basées sur les cellules INKT dans le cancer, en limitant I'effet
prime-boost. Nous avons donc regardé si notre systeme de délivrance de I'a-GalCer
pouvait contrer cet effet négatif. Pour cela, nous avons injecté aux souris 100 ng d'a-
GalCer libre ou 5 ng d'a-GalCer incorporé dans les NP/Clec9a (ou NP/IgG), ces 2
doses ayant été utilisées car elles sont a I'origine d’'une primo-activation des iNKT
(figure 2A). Comme attendu, la seconde administration d'a-GalCer libre conduit a
une fréquence beaucoup plus faible de cellules INKT produisant ['1FN-y
comparativement aux souris ayant recu une seule injection d'a-GalCer (figure 2B,
panel de gauche). De facon intéressante, I'activation primaire des cellules iNKT par
les NP/a-GalCer/OVA/Clec9a conduit a une activation secondaire des iNKT plus
forte que celle observée avec I'a-GalCer libre (lors de la primo-activation), méme si
celle-ci reste significativement inférieure a une primo-activation des iINKT. Cet effet
des NP/a-GalCer/OVA/Clec9a est associé a une plus faible expression de surface de
la molécule PD-1 sur les cellules iINKT (Parekh et al., 2009) (figure 2B, panel de
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droite). Par conséquent, l'activation primaire des cellules INKT par les NP/a-
GalCer/OVA/Clec9a améliore la fonctionnalité (mesurée par la production d'IFN-y)
des cellules iINKT lors d’'une stimulation secondaire. En paralléle de cet état d’anergie
décrit pour les cellules iINKT, il a été démontré que l'inoculation d’a-GalCer libre induit
I'expansion de cellules INKT immunosuppressives, produisant de I'IL-10 (cellules
NKT10) (Sag et al., 2014), ce qui peut également constituer un probleme pour la
mise en place d'une thérapie anti-cancéreuse. Nos résultats confirment que
'administration d'a-GalCer libre chez les souris ITIB (IL-10 reporter) conduit a
I'expansion des cellules NKT10 (figure 2C). De fagon remarquable, l'activation
primaire des cellules iINKT par les NP/a-GalCer/OVA/Clec9a réduit la fréquence de
cellules NKT10. Pris dans leur ensemble, les résultats montrent que les stimulations
primaire et secondaire in vivo des cellules iINKT sont trés nettement améliorées en

délivrant I'a-GalCer via les NP/Clec9a.
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Figure 2 : La stimulation primaire et secondaire in vivo des cellules iINKT est
améliorée lorsque I'a-GalCer est délivrée par les NP/Clec9a. A panel de gauche,
Des souris WT ont été injectées en i.v. avec du PBS ou des doses croissantes d'a-
GalCer libre ou encapsulé dans les NP/Clec9a ou NP/IgG. Aprés 3 heures, les
cellules iNKT spléniques ont été préparées pour quantifier par cytométrie de flux, la
production intracellulaire d'IFN-y par les cellules iNKT. Les résultats représentent la

moyenne £ sem des cellules iINKT positives pour I'lFN-y. A Panel de droite, la figure



représente la concentration sérique d'IFN-y (100 ng d’'a-GalCer libre/souris versus 5
ng d'a-GalCer encapsulé/souris). B, Les souris ont été injectées en i.v. avec l'a-
GalCer libre (100 ng/souris) ou avec l'a-GalCer encapsulé dans NP/clec9a (5
ng/souris). Sept jours plus tard, les souris ont recu une deuxieme injection d'a-
GalCer libre (100 ng/souris). Les cellules iINKT de rate ont été préparées 3 heures
plus tard, pour quantifier la production intracellulaire d'IFN-y (panel de gauche) ou
I'expression de PD1 (panel de droite). C, Panel de gauche, Afin de quantifier les
NKT10, les souris ITIB ont été utilisées. Dot plots représentatifs des cellules iINKT
(Tétramére CD1d"TCRb") exprimant la fluorescence CCF4-bleu (correspondant aux
cellules IL-10-B-lactamase™). Panel de droite, Le pourcentage de cellules iNKT IL-10-
B-lactamase”™ parmi les cellules iNKT totales est représenté (n = 5). A-C, Une
expérience représentative d’au moins deux expériences est montrée (n = 5).*** P
<0,001 ** P <0,01, * P <0,05 (test de Kruskal-Wallis).

La co-administration de I'OVA (antigene contr6le) et de I'a-GalCer encapsulés
dans les NP/Clec9a induit des réponses T CD8" et anti-tumorales puissantes.

Nous avons ensuite testé I'efficacité de notre systéme de distribution sur I'expansion
in vivo des lymphocytes T CD8". A cette fin, des souris préalablement injectées avec
des lymphocytes T CD8" spécifiques du peptide OVAus7.264 (iSSus de rate de souris
Rag/OT-I) et marqués au CFSE, ont été inoculées (en s.c.) avec lI'a-GalCer et TOVA
encapsulés dans des NP/Clec9a ou des NP/IgG ou bien sous forme libre. Nos
résultats montrent une forte expansion des lymphocytes T CD8" spécifiques du
peptide I'OVAs7-264, présents dans la rate et les ganglions drainants, aprés injection
des NP/a-GalCer/OVA/Clec9a, comparativement aux deux groupes contréles (figure
3A). Cette expansion des lymphocytes T CD8" spécifiques du peptide I'OVA257.264
présent dans la rate et les ganglions drainants, nécessite la présence des
lymphocytes iNKT puisque I'injection de NP chez les souris CD1d™” montre un niveau
de prolifération de ces lymphocytes diminué par rapport aux souris WT (figure 3B).
L'aide des cellules iINKT est donc critique pour la présentation croisée du peptide de
I'OVA dans notre modéle. Parallelement & la prolifération des lymphocytes T CD8",
nous avons également évalué l'effet in vivo de nos constructions sur la fonction
cytotoxique des lymphocytes T CD8" (figure 3C). L'inoculation des NP/a-
GalCer/OVA/Clec9a induit une réponse CTL plus €levée par rapport aux souris

témoins. Il est quand méme a noter que l'injection de NP/a-GalCer/OVA/IgG induit
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une réponse cytotoxique significativement supérieure a celle de I'a-GalCer/OVA libre.
Finalement, nous avons étudié I'efficacité de nos constructions sur les réponses anti-
tumorales. Pour étudier les effets de la co-délivrance de 'OVA et de I'a-GalCer sur le
contréle du développement tumoral, des souris ont été immunisées avec les NP/a-
GalCer/OVA/Clec9a (ou les formulations contrdles), 7 jours avant la greffe de
cellules de lymphome EL4 exprimant 'OVA (EG7)(protocole prophylactique). Comme
le montre la figure 3D, linoculation de NP/a-GalCer/OVA/Clec9a retarde la
croissance des cellules de lymphome EG7, par rapport aux NP/a-GalCer/OVA/IgG
ou encore a I'OVA et lI'a-GalCer libres. De la méme facon, linjection de NP/a-
GalCer/OVA/Clec9a a des souris portant des tumeurs EG7 préétablies, entraine
également un retard dans la croissance tumorale, comparativement aux groupes
controles (figure 3E). Ainsi, nos résultats montrent que I'OVA et l'a-GalCer
encapsulés dans les NP/Clec9a ont des effets protecteurs, a la fois en contexte
prophylactique et thérapeutique, sur le développement de tumeurs solides.
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Figure 3: La co-administration de I'OVA (antigéne contrdle) et de I'a-GalCer
encapsulés dans les NP/Clec9a induit des réponses T CD8" et anti-tumorales
puissantes. A-B, Des souris WT, préalablement injectées avec des cellules
Rag2/OT-I marquées au CFSE, ont été inoculées dans les coussinets plantaires

avec I'OVA (210 ng/souris) et I'a-GalCer (5 ng/souris) libres ou co-encapsulés dans
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les NP/gG ou NP/Clec9a. Trois jours plus tard, la prolifération des -cellules
Va,TCR'CD8a" issues des ganglions drainants ou de la rate a été analysée par
cytométrie de flux (n = 5-7). A, Panel de gauche, Les histogrammes représentent le
pourcentage de cellules Va,TCR'CD8a" en prolifération, issues des ganglions
drainants (poplités). A, panel de droite, Des dot plots représentatifs de la prolifération
(CFSE") de ces cellules en réponse a I'a-GalCer/OVA libres ou vectorisés chez la
souris WT sont montrés. B, Les histogrammes représentent la prolifération des
cellules Va,TCR*CD8a" issues des ganglions drainants et de la rate de souris WT et
CD1d™, en réponse & l'a-GalCer/OVA vectorisés dans les NP/Clec9A. C, Pour
I'étude de la réponse CTL, 6 jours aprés l'immunisation avec nos constructions, les
souris ont été transférées avec un mélange de splénocytes WT chargés avec le
peptide SIINFEKL et marqués au CFSE (cellules cibles syngéniques) et de
splénocytes WT non chargés et marqués au PKH-26 (cellules syngéniques
contrdles). Les données représentent le pourcentage de lyse spécifique (n = 5). D,
Des souris WT ont été injectées par voie s.c. avec de 'OVA (1,26 pg/souris) et de l'a-
GalCer (30 ng/souris) libres ou vectorisés. Sept jours plus tard, les souris ont été
inoculées en s.c. avec des cellules EG7 exprimant I'OVA (2x10° cellules/souris). E,
Des souris préalablement injectées avec des cellules Rag2/OT-l (5x10°
splénocytes/souris) ont été inoculées avec des cellules EG7 exprimant 'OVA. Un et
cing jours plus tard, ces souris ont été injectées avec 'OVA (210 ng/souris) et I'a-
GalCer (5 ng/souris) libres ou vectorisés. D et E, La taille des tumeurs a ensuite été
mesurée tous les deux jours (n = 8). A-E, Une expérience représentative d'au moins
deux expériences est affichée. ** P <0,01, * P <0,05 (test de Kruskal-Wallis) (A, B et
C) et test U de Mann-Whitney (aire sous la courbe) (D-E)).

Les NP/Clec9a chargées avec l'a-GalCer et les auto-antigénes tumoraux
retardent le développement des tumeurs

Nous avons ensuite examiné si notre systeme de ciblage pouvait abroger la
tolérance vis-a-vis des auto-antigénes tumoraux et ainsi permettre le développement
d’une réponse anti-tumorale efficace. A cette fin, deux peptides tumoraux, Trp2 et
gp100 (épitopes T CD8" dominants exprimés par les mélanomes B16 hautement
malins), ont été incorporés dans les NP/a-GalCer/Clec9a. Dans un premier temps,

nous avons testé si notre construction était capable d’induire une réponse spécifique
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dirigée contre des 2 antigénes tumoraux. L'immunisation s.c. de souris avec les
NP/a-GalCer/peptides tumoraux/Clec9a conduit & une forte production d'IFN-y par
les cellules des ganglions lymphatiques drainants aprés restimulation ex vivo avec
les peptides libres (figure 4A). Suite a ces résultats, nous avons testé I'efficacité de
notre construction dans la réponse anti-tumorale. 