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Titre : ROle de la reconnaissance CD1d/TCR dans la différentiation des sous

populations iINKT

Les cellules invariantes « Natural Killer » T (iNKT) sont une population particuliere de
lymphocytes T dite non conventionnelle, qui reconnaissent des antigenes lipidiques
présentés CD1d, une molécule non classique apparentée au complexe majeur
d’histocompatibilité de classe | (CMH). Ces cellules expriment un TCR semi invariant composé
majoritairement d'une chaine TCRa invariante (Val4-Jal8 chez la souris, Va24-Jal8 chez
I'homme) associée principalement aux chaines TCR VB8.2, VB7, ou VB2 chez la souris, VB11
chez I'homme. Les cellules iNKT acquierent au cours du développement dans le thymus des
caractéristiques effectrices/mémoire liées au facteur clé de transcription PLZF, également
important pour le développement des cellules MAIT et des lymphocytes T 6y.

A I'image des lymphocytes T CD4+, les cellules iNKT se développent en trois principales sous
populations différenciées en phases terminales et fonctionnellement distinctes. Les cellules
iNKT1 expriment le facteur de transcription T-bet et sécretent de I'interféron-y ; les cellules
iNKT2 expriment le facteur de transcription GATA3 et PLZF et sécretent de I'lL-4 et IL-13 ; et
les cellules iINKT17 expriment le facteur de transcription ROR-yt et sécretent de I'lL-17. Fait
important, la distribution relative des trois sous-ensembles thymiques iNKT varie dans
différentes souches de souris et affecte le phénotype et I'état d'activation des cellules
environnantes. En effet, les cellules iNKT1 représentent le principal sous ensemble de cellules
iNKT chez les souris C57BL/6 (B6) tandis que la population iNKT2 est dominante chez les souris
BALB/c. Il y a plusieurs hypothéses concernant les éléments qui pourraient influencer

I'orientation du lignage des sous-ensembles iNKT.

Dans cette étude, nous avons cherché a évaluer dans quelle mesure la reconnaissance du
complexe CD1d/ligand par le TCR des cellules iNKT pourrait influencer leur différenciation.
Ainsi, dans un premier temps, nous avons comparé le développement des cellules iNKT entre
les souris C57BL/6 et BALB/c et étudié linfluence des molécules CD1d1l et CD1d2
différentiellement exprimées dans ces souris. Nos résultats montrent que les cellules iNKT des
souris C57BL/6 semblent percevoir un signal TCR plus faible et qu’il y aurait une corrélation

entre la composition des sous ensemble des cellules iNKT et la force du signal TCR ce qui
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soutiendrait I'idée que la force du signal TCR pourrait influencer la différenciation des sous
ensembles des cellules iNKT.

L’étude des souris BALB/c CD1d1 et BALB/c CD1d2, nous a permis de déduire que seule la
molécule CD1d1 permettait une sélection efficace de cellules iNKT, ressemblant en phénotype
et en nombre a celles observées chez les souris BALB/c, indiquant que I'expression
différentielle des molécules CD1d ne peut expliquer la composition différente du sous-
ensemble des cellules iINKT entre nos souris C57BL/6 et BALB/c.

Dans un second temps, nous avons analysé le développement de cellules iNKT dérivées de la
moelle osseuse de souris B6CD1d1d2KO et de souris BALB/c et inversement dans des souris
chimeres mixtes. Les cellules iNKT dérivant de la moelle B6CD1d1d2KO sont forcées de se
développer sur les cellules BALB/c exprimant la molécule CD1d, permettant leur sélection.
Nous avons constaté que la seule reconnaissance du complexe CD1d/ligand par le TCR des
cellules iNKT n'est pas suffisante pour conduire un programme de différenciation spécifique
de type C57BL/6 ou BALB/c, programme lié a la moelle d’origine de la souris CD1d déficiente.
Il'y aurait ainsi des facteurs génétiques intrinséques impliqués.

Et enfin, nous avons étudié I'influence de la demi dose de CD1d dans le développement de
nos cellules. Nous avons pu constater que les niveaux d'expression du complexe CD1d/ligand
influencent la différenciation des cellules iNKT liées a I'affinité de leur TCR.

L'ensemble de nos résultats nous permet d’apporter un éclairage déterminant quant aux

éléments qui pourraient influencer I'orientation du lignage des sous ensemble iNKT.

Mots clés : iNKT, CD1d, reconnaissance TCR/CD1d, différentiation, force du signal TCR
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Title : Role of CD1d/TCR recognition in the differentiation of iNKT
subpopulations

Invariant Natural Killer T cells are a particular population of so-called non-conventional T
lymphocytes, which recognize lipid antigens presented by CD1d, a non-classical molecule
related to the major histocompatibility complex class I. These cells express a semi-invariant
TCR mostly composed of an invariant TCR a chain (Va14-Jal8 in mice, Va24-Jal18 in humans)
associated mainly with TCR V8.2, V7, or VB2 chains in mice, VB11 in humans. NKT cells
acquire during their development in the thymus effector/memory characteristics linked to the
key transcription factor PLZF, also important for the development of MAIT and T&y cells.

Like CD4+ T lymphocytes, iNKT cells develop into three main subpopulations that are
terminally differentiated and functionally distinct. iNKT1 cells express the transcription factor
T-bet and mainly secrete interferon-y; iNKT2 cells express the transcription factor GATA3 and
PLZF and secrete IL-4 and IL-13; and iNKT17 cells express the transcription factor ROR-yt and
secrete IL-17. Importantly, the relative distribution of the three thymic iNKT subsets varies in
different mouse strains and affects the phenotype and activation state of surrounding cells.
Indeed, iNKT1 cells represent the main subset of iNKT cells in C57BL/6 mice while the iNKT2
population is dominant in BALB/c mice. There are several hypotheses regarding elements that

might influence the lineage orientation of iINKT subsets.

In this study, we sought to assess to what extent the recognition of the CD1d/ligand complex
by the TCR of iNKT cells could influence their differentiation.

Thus, first, we compared the development of iNKT cells between C57BL/6 and BALB/c mice
and studied the influence of CD1d1 and CD1d2 molecules differentially expressed in these
mice. Our results show that the iNKT cells of C57BL/6 mice seem to perceive a weaker TCR
signal and that there would be a correlation between the composition of the iNKT cell subsets
and the strength of the TCR signal, which would support the idea that the strength of the TCR
signal could influence the differentiation of iNKT cell subsets.

The study of BALB/c CD1d1 and BALB/c CD1d2 mice allowed us to deduce that only the CD1d1
molecule provided an efficient selection of iNKT cells, resembling in phenotype and number

to that observed in BALB/c mice, indicating that the differential expression of CD1d molecules
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does not explain the different composition of the iNKT cell subset between C57BL/6 and
BALB/c mice.

Secondly, we analyzed the development of iNKT cells derived from the bone marrow of
B6CD1d1d2KO mice and BALB/c mice and vice versa in mixed chimeric mice. iNKT cells derived
from B6CD1d1d2KO bone marrow are forced to develop on BALB/c cells expressing the CD1d
molecule, allowing them to be selected . We have found that recognition of the CD1d/ligand
complex by the TCR of iNKT cells alone is not sufficient to drive a specific differentiation
program of the C57BL/6 or BALB/c type, a program linked to the tissue of origin of the CD1d-
deficient mouse and involving intrinsic genetic factors.

And finally, we studied the influence of the half dose of CD1d in the development of iNKT cells.
We were able to observe that the expression levels of the CD1d/ligand complex influence the
differentiation of iNKT cells linked to the affinity of their TCR.

All of our results allow us to shed decisive light on the elements that could influence the

orientation of the lineage of iNKT subsets.

Keywords : iNKT, CD1d, TCR/CD1d recognition, differentiation, TCR signal strength
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|. Ala découverte des lymphocytes T Natural Killer : Historique,
définition, développement, maturation....

A. Caractérisation des lymphocytes T Natural Killer

1) Historigque de la découverte des cellules iINKT

En 1995 apparait pour la premiere fois la terminologie NKT dans une revue scientifique. Elle
décrit alors une population de lymphocytes T af} partageant des caractéristiques avec le
lignage Natural Killer (NK), notamment I'expression du marqueur NK1.1%.

Avant cette dénomination, en 1987, deux groupes distincts ont décrit une population de
lymphocyte T n’exprimant pas les marqueurs CD4 et CD8 (cellules double négatives, DN) et
ayant une expression biaisée pour la chaine VB8 du TCR?3. A peu prés a la méme période,
d’autres groupes ont pu mettre en évidence I'existence d’'une population de lymphocyte T aff
exprimant le marqueur NK1.1, marqueur qui était jusqu’alors considéré comme un marqueur
exclusif des cellules NK. Ces cellules T NK1.1+ expriment également un répertoire biaisé pour
la chaine VB8.2 du TCR et se divisent en deux sous-groupes : les cellules DN, et les cellules
CD4+>.

L'intérét et les études portés a ces deux populations se sont accrus a la découverte qu’elles
étaient sources de cytokines immunorégulatrices tel que I'lL-4, I'Interféron-y (IFN-y) ou encore
le TNF®’. Cependant, a cette époque, on ignorait si les études décrivaient la méme population
ou s’il s’agissait de deux populations distinctes de lymphocytes T ap.

L'utilisation de souris déficiente pour la B2 microglobuline a permis de mettre évidence le réle
clé d’une molécule apparentée au CMH de classe | exprimée sur les cellules hématopoiétiques,
dans le développement des cellules T NK1.1+, ces cellules étant absentes chez ces souris®®.
Une étude postérieure a permis d’identifier la molécule de classe | non classique CD1d comme
médiatrice de la sélection des cellules T NK1.1+%.

A la méme période, le caractére invariant des cellules T NK1.1+ a été découvert. En effet, ces
cellules ont la particularité d’exprimer un TCR semi invariant composé d’une chaine a
invariante, Val4-Jal18, et d’un répertoire VB restreint!!. Il est dit que la chaine a du TCR de

ces cellules est monomorphe.
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De I’éponge marine Agelas mauritianus, le premier ligand des cellules T NK1.1+ a été extrait,
le KRN7000, plus couramment appelé I'a-GalCer pour alpha-Galactosylceramide!?. Cette
découverte a permis de révolutionner I'étude de ces cellules, permettant la création d’un outil
de détection par cytométrie en flux, le tétramere de CD1d couplé a I’a-GalCer (TET-aGalCer)
13.

Au milieu des années 1990, on utilise désormais le terme NKT pour identifier cette population
de ces cellules T NK1.1+%, la terminologie T NK1.1+ posant des difficultés. En effet, le marqueur
NK1.1 n’est pas exprimé dans toutes les souches de souris, notamment chez les souris BALB/c

ou encore les NOD. De plus, toutes les cellules NKT n’expriment pas ce marqueur.

2) Définition

Les cellules NKT sont une population particuliere de cellules immunitaires. Elles ont des
caractéristiques de cellules immunitaires innées et des caractéristiques de cellules
immunitaires adaptives. Elles font parties de la famille des cellules T innées comme les cellules
MAIT ou encore les lymphocytes T y&6'4%5. Contrairement aux cellules T conventionnelles, les
cellules T innées ont la particularité de reconnaitre rapidement des antigénes et s’activer en
conséquence notamment via la sécrétion de diverses cytokines!®!’. Ces cellules agissent donc
plus tot que les cellules T conventionnelles, on dit qu’elles sont une passerelle forte entre

I'immunité innée et I'immunité adaptative régulant de nombreuses réponses immunitaires?®.

Les cellules NKT sont donc une des populations non conventionnelles de lymphocytes T. Ces
lymphocytes T af doivent leur noms du fait qu’elles partagent des caractéristiques du lignageT
et du lignage NK. En effet, ces cellules expriment un récepteur T de diversité trés réduite
avec une chaine a invariante, Val4-Jal18, et un répertoire VP restreint (VB2, 7 ou 8). Ce TCR
semi-invariant leur permet de ne reconnaitre qu’une diversité limitée d’antigéne de type
glycolipidiques présentée par la molécule non polymorphique apparentée au CMH de classe
| : CD1d. Les cellules NKT expriment des marqueurs NK comme NK1.1, NKG2D ou encore
CD49b mais aussi des marqueurs d’activation et de mémoire (CD44, CD69). Ces cellules
peuvent sécréter différents types de cytokines en fonction des facteurs de transcriptions

q Xxpriment et ce, dés leur génération dans le thymus.
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Cette définition s’applique a un type bien particulier de cellules NKT. Nous verrons dans la partie

suivant qu’il existe une plus grande diversité de ces cellules.

3) Diversité des cellules iINKT

La définition ci-dessus caractérise les premiers types de cellules NKT découvertes. Il s’agit des
cellules NKT dites classiques, de type | ou encore invariantes (plus communément appelées
cellules iNKT). Ces derniéres sont les plus connues et les mieux caractérisées. Mon étude
portera uniquement sur ce type de cellules NKT que nous décrirons plus amplement dans les
autres parties.

On distingue ainsi deux autres types de populations de cellules NKT. Cette classification est
basée sur différents critéres, a savoirl®20 :

Leur restriction a CD1d

Leur réactivité a I'a-GalCer

- Leschaines a et B qu’elles expriment

Les cytokines qu’elles sécrétent

On observe dans le tableau n°1 ci-dessous la classification des trois populations de cellules

NKT™,
Type | Type |l Type llI
(NKT classique, (NKT non (NKT-like)
iNKT) classique)
Dépendance Oui Oui Non
CcDhid
Réactivité a Oui Non Non
I'aGal-Cer
Chaine a du Valdlal8 (Souris) Divers, Divers
TCR enrichissement
Va24)al8 (Homme) Va3.2)a9-Va8
Chaine B du VB-8,7 et 2 (Souris) Divers, Divers
TCR enrichissement
VP11 (Homme) VB8.2 (Souris)
Cytokines IFN-y, IL-4, IL-17 IFN-y, IL-4 IFN-y
sécrétées

Tableau n° 1 : Classification des différents types de lymphocytes T Natural Killer, inspiré de *°
Les trois types de cellules NKT : les cellules iNKT, les NKT non classiques et les NKT-like distinguables
par leur dépendance a CD1d, leur réactivité a I'aGal-Cer et le TCR exprimé.
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a) Cellules NKT Type Il ou NKT non classique

L'utilisation de souris déficientes pour la molécule du CMH de classe Il a permis de mettre en
évidence une population périphérique de cellules CD4+, ayant une origine thymique, un
phénotype mémoire, un répertoire TCR diversifié et une expression du marqueur NK1.1 pour
certaines de ces cellules?'. C’est la premiére étude qui décrit une population de cellules NKT
n’exprimant pas le TCR semi invariant Val4-Ja28 et non réactive a I’a-Gal-Cer. Par la suite,
ces cellules seront nommées NKT de type I, ou encore NKT non classiques.

Ces cellules, également restreintes a la molécule CD1d, ont un répertoire TCR plus hétérogene
qgue les cellules iNKT. On retrouve cependant un enrichissement pour quelques chaines :
Va3/Val-la7/)a9 et VB8.1/VB3.1-1B2.7%2. Les cellules NKT de type Il reconnaissent différents
lipides comparés aux cellules iINKT notamment les sphingolipides comme les sulfatides ou
encore les glycéro/phospholipides?®?*. Cette population est beaucoup moins étudiée et
caractérisée que la précédente en raison du manque d’outils et de marqueurs spécifiques. En
effet, le tétramére de CD1d associé a I’a-Gal-Cer utilisé pour étudier les cellules iNKT de type
I, ne permet pas de marquer les cellules de type Il. Pour y pallier, certains groupes ont
produitsdes tétrameres de CD1d couplés a la sulfatide. Cependant, ce tétramére semble
difficile a utiliser en raison de I'instabilité du complexe CD1d/sulfatide?®. D’autres approches
ont été utilisées pour étudier ces cellules, telles que I'utilisation de la souris Ja18KO (souris
dépourvus de cellules NKT de type |) ou encore la souris transgénique 24af générer en
surexprimant un TCR du répertoire de cellules NKT de type Il (Va3.2/VB9) a partir
d’hybridomes NKT de type |j26,27,

b) Cellules NKT Type Il ou NKT « like »

Ce troisieme groupe est assez hétérogene. On ne parle plus de cellules NKT mais de cellules
de type NKT. Ce groupe est composé de cellules T exprimant des marqueurs NK, non
dépendantes a la molécule CD1d, non réactives a I'a-Gal-Cer et présentant un répertoire TCR
diversifiés a I'image des cellules T a conventionnelles?®?°. Une population de cellules CD8+
NKT « like » a pu étre identifiée chez la souris CD1d”" 3. Ces cellules sont phénotypiquement
différentes, elles expriment d’autres marqueurs et ont un profil cytokinique différent

comparées autres types de cellules NKT3. Ces cellules auraient également un potentiel anti
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tumoral®2. Parmi ce groupe hétérogéne de cellules, il y aurait également des cellules T ap
conventionnelles, qui suite a une infection, surexprimeraient des marqueurs NK tel que les
marqueurs NK1.1 ou DX533. Ainsi, ce troisieme groupe de cellules ne répond donc pas a la

définition classique des cellules NKT et ne sont donc pas considérées comme telles.

c) Lescellules NKT chez 'Homme

Les cellules iNKT chez 'Homme sont bien moins fréquentes que chez la souris et tres
hétérogenes d’un individu a I'autre, ce qui rend leur étude un peu plus complexe. Les cellules
iNKT humaines sont surtout retrouvées dans le sang périphérique (~0,01% a 0,2%) et a une
trés faible fréquence dans le thymus (~0,002%) comme nous pouvons le voir sur la figure n® 1
sur des marquages en cytométrie en flux que nous avons réalisé343>, Les cellules iNKT murines
et humaines présentent de nombreuses similarités.

Les cellules iNKT humaines expriment un TCR invariant composé par les chaines Va24Ja18 et
VB11. Tout comme leur homologues murines, ces cellules reconnaissent des glycolipides
présentés par CD1d et sont caractérisées par leur capacité a sécréter de grandes quantités de
cytokines et I'expression de marqueurs NK tel que CD1613¢38, En outre, on retrouve

également les populations NKT de type Il et NKT « like » décrites précédemment340,

PBMC Thymus

___ 6B11

_ TETCD1d —,

CD3

v

Figure n° 1 : Comparaison de la fréquence des cellules iNKT humaines sur des marquages de
cytométrie fait sur des PBMC (a gauche) et sur des thymocytes (a droite)
Les cellules iNKT humaines sont présentes en fréquence plus élevée dans les PBMC
comparée au thymus.
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B. Développement des cellules iNKT et régulation du développement
des cellules iINKT : des précurseurs aux cellules iNKT fonctionnelles

1) Origine des précurseurs des cellules iINKT

Le caractére particulier des cellules iNKT a posé de nombreuses questions notamment quant
a leur origine. Ces cellules ont-elles une origine thymique a l'image des cellules T
conventionnelles a3 ou une origine extrathymique comme les cellules NK avec lesquelles elles
partagent des caractéristiques®43,

Des études réalisées sur des souris athymiques et des souris ayant subi une thymectomie
guelgues jours aprés leur naissance, ont permis de mettre en évidence le fait que le
développement des cellules iNKT était thymus dépendant et qu’il a lieu a la naissance puisque
ces souris étaient dépourvues de cellules iINKT#14445,

Par la suite, deux modeéles ont été proposés pour mieux caractériser |'origine des précurseurs
des cellules iNKT. Le premier, le modéle de pré-engagement, propose que le lignage des
cellules conventionnelles T aB et des cellules iNKT divergent trés t6t dans leurs
développements*®4’. Les cellules iNKT se développeraient a partir d’un précurseur déja
engagé vers ce lignage, avant le réarrangement du TCR. Les cellules réarrangeraient par la
suite leur TCR avant d’étre sélectionnées. Le second modele propose que les lignages iNKT et
conventionnelles T af dérivent d’un précurseur commun, puis que les cellules seraient

« instruites » en fonction de la reconnaissance de leur TCR réarrangé aléatoirement et
divergeraient ensuite en deux lignages distincts*. Le second modéle, le modéle instructif, est
aujourd’hui largement admis.

Le précurseur commun aux lignages T af et iNKT dérivent donc des cellules souches
hématopoiétiques contenues dans la moelle osseuse. Apres s’étre différenciées en
précurseurslymphoide communs, ces cellules quittent la moelle et pénéetrent dans le thymus
au niveau de la jonction cortico-médullaire via I'expression du récepteur CCR7 et de la
glycoprotéine PSGL-1 qui se lient respectivement a CCL21 et a la P-sélectine exprimés sur les
cellules endothélialesthymiques®®°°. Le processus de maturation des cellules va les conduire
a passer du cortex a la médulla ou elles passeront par différents intermédiaires de

développement. Ces cellules sont
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tout d’abord définies par le stade DN qui se subdivise en quatre stages selon I'expression des
marqueurs CD44 et CD25 : DN1 (CD44*CD257), DN2 (CD44*CD25*), DN3 (CD44°CD25*) et DN4
(CD447CD257). Au cours de cette maturation, les cellules perdent progressivement leurs
potentiels a se différentier vers les lignages non T. Entre le stade DN2 et DN3, I’'engagement
vers le lignage T est irréversible!. C’est au cours de ces stades que se produit le réarrangement
et I'expression de la chaine B du TCR qui couplée avec la chaine invariante pré-a formera le
pré-TCR. Il s’agit de la B sélection®?. Seules les cellules qui auront produit un pré-TCR
fonctionnel pourront poursuivre leur maturation. Lorsqu’une chaine B est exprimée a la
surface du thymocyte, le processus d’exclusion allélique se produit empéchant tout autre
réarrangement du locus B°2. Aprés la B sélection, les thymocytes passent au stade DN4 qui est
accompagné d’une prolifération importante des cellules. Il s’agit de la B expansion®2. Les
cellules vont par la suite réarranger le locus a du TCR pour former un récepteur af matures
et exprimer les molécules de co-réceptrices CD4 et CD8 pour atteindre le stade double positif
(DP), stage ou aura lieu la sélection positive des cellules®3. A ce stade, les lignées aB et iNKT

divergent.

Plusieurs études ont permis de confirmer que la plupart des précurseurs iNKT passaient par
un stade DP :
- Des expériences de transferts intrathymiques de cellules DP CD1d-/- chez des souris
receveuses sauvages ont permis de générer un pool de cellules iNKT#’
- Dansles souris Rosa26GFP*CD4-cre, ol la GFP est exclusivement exprimé au stade DP,

la génération des cellules iINKT n’est permise qu’a partir des cellules GFP+>*

Néanmoins, il semblerait qu’une petite fraction de cellules iINKT puisse bypasser le stade DP
et dériver du stade DN. Chez la souris E8IlI-Cre+Rosa26-YFP, ou la YFP est exprimé sous le
contrdle d’élément régulant I'expression de CD8a et donc exprimé spécifiguement au stade
DP, on détecte des cellules iNKT DN YFP+ et YFP-, sous entendant qu’une fraction mineure de

cellules iNKT pourrait dérivait du stade DN sans passer par le stade DP>°.
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2) Etape du développement thymique des cellules iNKT

a) La Sélection positive

La sélection positive des thymocytes a3 est médiée par les cellules épithéliales corticales
exprimant les molécules du CMH de type | ou Il liées a des antigenes peptidiques. Seules les
cellules reconnaissant le complexe CMH/peptide avec une avidité modérée sont
sélectionnées. Selon la nature de la molécule du CMH reconnue par leur TCR, les DP perdront
le marqueur CD4 (si elles ont reconnu la molécule de CMH 1) ou CD8 (si elles ont reconnu la
molécule de CMH Il). Les cellules sélectionnées positivement passent alors dans le médulla ou
aura lieu la sélection négative. Les cellules épithéliales médullaires ou les cellules dendritiques
présentant des auto antigénes complexés aux molécules de CMH | ou Il sont a I'origine de
cette sélection. Les cellules reconnaissant trop fortement les molécules du soi sont éliminées
par apoptose permettant I’élimination des cellules autoréactives. Ces sélections vont générer
un vaste éventail de lymphocytes T immatures avec une grande diversité de reconnaissance

et une tolérance pour le soi°®8,

A la différence des lymphocytes T conventionnelles af, la sélection des cellules iNKT est
médiée par les thymocytes corticaux voisins (DP) exprimant la molécule CD1d présentant des
antigenes de type glycolipidiques. Cette interaction associe des signaux de co-stimulation
différents comparée aux cellules épithéliales. En effet, en plus des signaux de co-stimulation
classiques associés aux molécules CD3, CD28/B7, ICOS/ICOS-L, la liaison homotypique SLAM
est essentielle pour le développement des cellules iINKT. C’est |la synergie du signal TCR et du
signal SLAM, entrainant un signal fort de sélection, qui permet I'activation de voies de
transduction pour I'entrée dans le programme de développement NKT>>%0, || a été montré
que lorsque que la molécule de CMH Il était exprimée sur les thymocytes corticaux au lieu des
cellules épithéliales, les lymphocytes T sélectionnés adoptent des caractéristiques de cellules

iNKT avec notamment une production d’IL-4 et d’IFN-y®-62,
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Figure n° 2 : Comparaison du développement thymique des cellules iNKT et des lymphocytes Ta8
conventionnelles
Les cellules iNKT et les lymphocytes T conventionnelles af sont issus d’un précurseur lymphoide
commun et divergent au stade DP. La sélection positive et négative des cellules conventionnelles
sont médiées par les cellules épithéliales et permettent le développement d’un large éventail de
clones de lymphocytes T immatures avec une tolérance pour le soi. Les cellules iNKT sont, elles,
sélectionnées par les cellules DP voisines exprimant la molécule CD1d. Cette sélection permet le
développement de trois sous populations de cellules iNKT exprimant des marqueurs d’activation.

La figure n°2 récapitule les principales différences entre le développement des lymphocytes T

conventionnelles et des cellules iNKT dans le thymus.

Dans les parties suivantes, nous reviendrons plus en détails sur les différents acteurs

permettant la sélection des cellules INKT

i)

L'utilisation de souris 2-microglobuline

Les thymocytes corticaux

déficientes (B2m-) a permis de mettre en évidence

I'importance de cette molécule dans le développement des cellules iNKT, a I'époque identifiée

comme des cellules DN ayant un fort biais VB8.2, puisque ces dernieres sont pratiquement

absentes chez ces souris®3. La reconstitution de souris chimére récipientes WT irradiées avec
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des cellules foie foetal B2m- a permis d’appréhender le fait que I'expression de la B2-
microglobuline sur les cellules d’origines hématopoiétiques était essentielle pour le bon
développement des cellules DN VB8.2. En effet, chez ces souris, I'expression de la B2-
microglobuline sur les cellules épithéliales n’a permis la génération que des lymphocytes T
CD8+ et non des cellules DN VB8.2 mettant en exergue un nouveau modele de sélection des

cellules dans le thymus médié par des cellules dérivant du compartiment hématopoiétique®*.

L'identification des cellules du compartiment hématopoiétique permettant le
développement des cellules iNKT a été possible par la génération de souris chiméres avec
différentes déficiences afin que CD1d puisse étre exprimé exclusivement par des sous
ensemble données de cellules. C’'est ainsi que les thymocytes corticaux DP ont été découverts

comme source de CD1d permettant la sélection positive des cellules T NK1.1+8°,

ii) La liaison homotypique SLAM

Les molécules SLAM (Signaling Lymphocytic Activation Molecule) sont une famille de six
récepteurs membranaires exprimés sur les cellules hématopoiétiques. On retrouve dans cette

famille :

- SLAMF1 (également connu sous le nom de SLAM ou CD150)
- SLAMF3 (Ly-9 ou CD229)

- SLAMF4 (2B4 ou CD244)

- SLAMFS5 (CD84)

- SLAMF6 (Ly108 chez la souris et NTB-A chez I'homme)

- SLAMF7 (CRACC, CD319 ou CS1)

La plupart de ces récepteurs émettent des liaisons homotypiques a I’exclusion de SLAMF466:67,

La signalisation du récepteur SLAM est médiée par la molécule SAP, recrutée via des motifs
tyrosine au niveau des queues cytoplasmiques des récepteurs SLAM. SAP se lie également a
la tyrosine kinase Fyn®%. |'importance du rdle des molécules SLAM et SAP dans le
développement des cellules iNKT a pu étre déterminé grace a des défauts observés chez des
individus atteints du syndrome lymphoprolifératif lié a I’X causé par une mutation de SAP et

de souris déficientes pour SAP. Dans les deux cas, une diminution significative des cellules
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iNKT a été constatée’%72. On ignore actuellement précisément comment les signaux du
récepteur SLAM-SAP se coordonnent avec ceux émanant du TCR pour permettre le

développement des cellules iNKT.

Via I'analyse de souris avec différentes déficiences et un paralléle avec les lymphocytes T
conventionnelles, on distinguerait trois voies de signalisations intracellulaires impliquées dans
la sélection des cellules NKT : la voie de signalisation liée a la protéine kinase activée par les
mitogénes, la voie NF-kB et celle du flux de calcium’®74. U'interaction entre la cellule iNKT

sélectionnée et la cellule DP entrainerait les cascades de transduction suivante :

L'engagement des récepteurs de la famille SLAM a la surface cellulaire conduit au
recrutement de la molécule adaptatrice SAP et de la tyrosine kinase de la famille Src
Fyn. Le complexe SLAM/SAP/Fyn recrutera via sa phosphorylation la phospholipase C-
Y (PLC-y). PLC-y permettra I'activation de la voie NF-kB et la voie du flux calcique qui
va notamment activer NFAT et Egr2 qui, nous verrons par la suite, joue un réle
prépondérant dans le développement des cellules iNKT. Le complexe recrute aussi la
protéine d'activation Ras GTPase qui inhibe I'activation de la voie Ras-MAPK’>78

- L'engagement du TCR conduit également au recrutement de la tyrosine kinase Fyn. I
y a une interconnexion entre les voies de signalisations déclenchée par I'engagement
du TCR et de SLAM. L’engagement du TCR va permettre I’activation de la voie NF-kB et
Ras/Erk”®

Comme nous le montre la figure n°3, il semblerait ainsi que les signaux induits par le récepteur
SLAM cooperent avec ceux induits par le TCR pour moduler I'activité des voies de signalisation

de maniére requise pour le développement des cellules iNKT.

I y a deux courants dans la littérature. Le premier propose que la signalisation SLAM
potentialise le signal TCR, ce qui pourrait expliquer le fort signal que recoivent les cellules INKT
au moment de leur sélection positive®08:,

Le second courant propose, au contraire, que la liaison SLAM favorise le développement des
cellules iNKT en réduisant le signal aprés la sélection positive, ce qui induirait une meilleure

survie et réponses a I'antigéne des cellules iNKT#2,

34



Les récepteurs SLAM peuvent avoir des actions activatrices ou inhibitrices en fonction des
molécules avec lesquelles ils interagissent par leur domaine cytoplasmique. Ainsi, la question

reste entiére a savoir si la co-stimulation médiée par SLAM-SAP régule positivement ou

négativement la signalisation TCR dans les cellules NKT83:84,
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Figure n° 3 : Voies de signalisation intracellulaires impliquées dans la sélection des cellules NKT
Représentation des 3 principales voies possiblement impliquées dans le développement des cellules
iNKT. A gauche, la voie de signalisation liée a la protéine kinase activée par les mitogénes, au milieu

la voie NF-kB et a droite celle du flux de calcium”

b) La Sélection négative

Le phénomene de sélection négative, si primordiale pour les lymphocytes T conventionnels

aB, n'est pas clairement défini chez les cellules iNKT. Deux études se sont penchées sur le

sujet.
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La premiére a montré que, I'ajout d'a-GalCer aux cultures d'organes thymiques foetaux
(FTOC) entraine une réduction dose-dépendante du nombre de cellules NKT. De méme,
I'injection d'a-GalCer a des souris entre trois et quatorze jours aprés la naissance entraine une
quasi absence de cellules iNKT. Il est intéressant de noter que I'ajout d'a-GalCer doit étre fait
a un stade précoce du développement des cellules. L’ajout tardif de cet antigéne n’a aucun
effet sur le développement des cellules iNKT®. Il y aurait ainsi une fenétre développementale

pendant laquelle la sélection négative des cellules peut avoir lieu.

La seconde étude, chez une souris surexprimant CD1d, montre une diminution du nombre
de cellules iNKT, une fonctionnalité altérée et une augmentation d’expression de la chaine
VB2 du TCR ont été observées®. Comme nous le verrons par la suite, la chaine VB2 du TCR
des cellules iNKT est celle qui possede le moins d’affinité pour le complexe TET-a-GalCer.
Ceci corrélerait avec I'idée que les cellules iNKT exprimant des chaines plus affines pour le
complexe ont été délétés pour leur trop grande affinité pour le complexe antigénique de
sélection surexprimé. Dans la méme étude, les auteurs ont pu déterminer que les cellules

épithéliales et les cellules dendritiques médient la sélection négative des cellules iNKT.

Ces études semblent suggérer que les cellules NKT sont sensibles a la sélection négative au
cours de leur développement. Il faut néanmoins souligner que ces études identifient un non
développement des cellules iNKT, ce qui pourrait étre différent d’une élimination des cellules

par la voie de la sélection négative en raison de leur trop forte autoréactivité.

c) Les différents modéles de maturation thymique des cellules iNKT

Suite a la sélection positive des cellules iNKT dans le thymus, un processus de maturation
thymique sera déclenché permettant aux cellules iNKT d’acquérir leurs phénotypes
mémoires/activées. Il existe divers modeéles de maturation des cellules iNKT, plus ou moins

complémentaires.
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i) Modele de maturation linéaire

Le modele de maturation linéaire est le premier a avoir été découvert. Ce modeéle est défini
par I'acquisition séquentielle des marqueurs CD24, CD44 et NK1.1 définissant quatre stades

de maturation.

La population de cellules iNKT la plus précoce, appelée stade 0, est caractérisée par
I’expression des marqueurs CD24M8"CD44°WNK1.1'°%, Le stade O représente la premiére
population détectable avec le tétramere CD1d-aGalCer®’. Les cellules iNKT de stade O sont

rares et non prolifératives (environ ~0,000001%) 89,

La diminution d’expression du marqueur CD24 est accompagnée d’une phase de forte
expansion caractérisant le stade 1 du développement (CD24°%CD44°%NK1.1°%)%°, Cette
phase proliférative, qui aura lieu jusqu’au stade 2, favorisera la constitution d’un pool

important de cellules iNKT en périphérie.

Le stade 2 est marqué par I'expression du marqueur CD44, caractérisant le phénotype
mémoire des cellules iNKT. Il marque un embranchement dans le développement des cellules.

Les cellules peuvent :

- Poursuivre leur développement en stade 3 et exprimer le marqueur NK1.1 définissant
le phénotype NK des cellules iNKT. Cette transition est CD1d dépendante. Ces cellules
sont alors qualifiées de résidente a long terme®™.

- Migrer en périphérie et poursuivre ou non leur développement en stade 3

La maturation des cellules iNKT dans le thymus est accompagnée par l'acquisition des
fonctions effectrices. En effet les cellules iNKT, au cours de leur maturation, peuvent sécréter
de I'lL-4 et de I'lFN-y a différents ratios en fonction du stade de développement comme illustré

dans la figure n°4°2,
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i) Modele de différentiation des cellules iINKT selon I'expression des
facteurs de transcription

L'incapacité du modele linéaire a étre utilisée dans toutes les souches de souris (les souris
BALB/c n’expriment pas le marqueur NK1.1) a poussé les chercheurs a explorer d’autres
méthodes. En analogie aux lymphocytes T CD4+, le groupe d’Hogquist a ségrégé les cellules
iNKT en fonction de I'expression des facteurs de transcription : PLZF, T-bet, ROR-yt et Gata3
distinguant quatre sous populations iINKT?3. Le précurseur NKTO se différencierait en cellule
NKTp par la forte expression du marqueur PLZF. Cette population NKTp pourrait se différencier
en trois sous populations iNKT distinctes avec leurs propres signatures transcriptomiques **
96 :
La population iNKT1, Th1-like, caractérisée par I’expression du facteur de transcription
T-bet et la sécrétion d’IFN-y ;
- La population iNKT2, Th2-like, définie par I'expression des facteurs de transcription
PLZF et Gata3, et la sécrétion d’IL-4/IL-13 ;
- Et la population iNKT17, Th-17 like, qui exprime le facteur de transcription ROR-yt et

sécrete de I'lL-17

A noter, le modeéle reposant sur les facteurs de transcription est beaucoup plus utilisé mais
complémentaire du modele linéaire. En effet, les populations NKT2 et NKT17 sont présentes
dans le stade 2 et la population NKT1 caractérise exclusivement le stade 3. Ces deux modeles

sont représentés dans la figure n°4 ci-dessous.
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Figure n°4 : Comparaison des modeles de développement linéaire et du modeéle selon I’expression des
facteurs de transcription.

Le modeéle de développement linéaire est représenté sur la gauche de la figure et est défini par
I’acquisition séquentielle des marqueurs CD24/CD44/NK1.1 définissant quatre stades de maturation
;le modele selon I'expression des facteurs de transcription sur la droite classe les cellules en trois
populations basées sur I'expression des facteurs de transcription PLZF/ROR-yt/T-bet/GATA3 ; inspiré
de Pellicci et al**

iii) Modeéle de développement spatio-temporelle

L'essor des techniques de génomiques permettant d’appréhender la complexité
transcriptomique d’une cellule a I'état unique a entrainé une plus profonde compréhension
de leur signature transcriptomique et de I'hétérogénéité de certaines populations. L’analyse
de données de Single Cell RNAseq a donné lieu a une meilleure appréciation du pattern de
développement des cellules iNKT et trouver des similitudes avec les autres populations T

innées comme les cellules MAIT ou les lymphocytes y§°7-°8,
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L’analyse non supervisée des données de Single Cell RNAseq a identifié neuf clusters iINKT®®.
La comparaison du profil transcriptomique de ces neuf clusters aux données publiées a
indiqué que la plupart correspondaient aux sous populations déja identifiées : iINKTO, iNKT1,

iNKT2 etiNKT17. Les clusters identifiés sont :

Cluster iNKTO

- Cluster « cycling NKT »

- Cluster NKT2a et NKT2b

- Cluster NKT17

- Cluster NKT1a, NKT1b et NKT1c

- Cluster avec uns signature transcriptomique interféron

A travers des analyses bio-informatiques, le groupe de Paget a pu prédire un modele
dynamique et continu de développement spatio-temporelle des cellules iNKT (figure n°5).
Définissant la population iNKTO comme la base du modele, la forte induction de Plac8 et CCR7
permettrait aux cellules iINKTO de se différencier en iNKT2a. La population iNKT2a est un point
d’embranchement central donnant lieu au développement de la population iINKT17 ou de la
population iNKT2b qui se différenciera en NKT1la, puis en NKT1lb et enfin en NKT1lc qui
représente I'étape terminale de la différentiation des cellules iNKT1. La population iNKT2a
possede une signature transcriptomique chevauchant celles des populations iNKT1 et iNKT17

semblant confirmer leur réle pivotal dans le lighage des sous populations iNKT °7:10,

Ainsi, Les sous populations iNKT1 et iNKT2 présentent une hétérogénéité inattendue, révélant
I'existence de stade transitoire de développement permettant I'acquisition de leurs

programmes effecteurs.
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Figure n°5 : Schématisation du modéle dynamique et continu de développement spatio-temporelle
des cellules iNKT
Aprés leur sélection, les cellules iINKTO se différentient en cellules iNKT2a, embranchement central
dans le développement des cellules. Les cellules iNKT2a se différentient en cellules iNKT17 ou en
iNKT2b qui permettront le développement des sous populations iNKT1. Le développement des
cellules iNKT serait dynamique et continu.

d) Caractérisations des facteurs impliqués dans la régulation du
développement des cellules iNKT

Dans cette partie nous aborderons les principaux facteurs impliqués dans la régulation
thymique du développement des cellules iNKT. Ces facteurs et les moments pendant lesquels
ils interviennent sont schématisés dans la figure n°7 pour les facteurs de transcription et

dansla figure n°8 pour les cytokines.
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i) Facteurs régulant I'ontogénie des cellules iNKT au stade double
positif

La génération des cellules iNKT dépend, en premier lieu, du réarrangement stochastique de la
chaine a invariante du TCR, Val14Jal8. L'unité génétique Jal8 ayant une position distale de
I'unité Va4, ce réarrangement est donc secondaire'®-13, Une durée prolongée de survie des
DP est donc nécessaire pour permettre le développement des cellules iNKT%4, Le facteur de
transcription ROR-yt joue un réle prépondérant dans la survie des DP par la régulation de la
molécule anti-apoptotique Bcl-XL1%. Il y a une quasi-totale absence des cellules iNKT chez les

souris ROR-yt déficientes?®,

D’autres facteurs peuvent également intervenir dans la survie des DP via la régulation de Bcl-
XL notamment la voie Wnt-8-caténine-TCF-1, ou encore le facteur de transcription c-Myb
comme indiqué dans la figure n° 6 ci-dessous 101107108 | e facteur de transcription ROR-yt, peut
quant a lui, étre régulé par le facteur de transcription HEB ou la protéine kinase AMP10%109,
L'introduction d’un transgéne Val4Jal8 dans des souris déficientes pour ROR-yt, c-Myb ou
encore HEB (souris dépourvus de cellules iNKT) a permis de restaurer le développement des

cellules iINKT 108110,

Glucocorticoids

? -_"__{C DP survival )

Figure n°6 : Facteurs impliqués dans la survie des cellules DP%*
Les facteurs représentés sur cette figure permettent de prolonger la survie des DP allouant le
réarrangement secondaire stochastique de la chaine a invariante Val4Jal18 du TCR des cellules iNKT
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Le facteur de transcription Runx1 est également important précocement dans I'ontogénie des
cellules iNKT. Ces cellules sont quasi indétectables chez les souris déficientes pour ce facteur,
malgré des niveaux comparables de réarrangement Val14Ja18 dans les cellules DP comparées
aux souris normales. Runxl semble étre requis pour la sélection des cellules iNKT mais

interviendrait plus tardivement que les facteurs que nous venons de voir',

ii) Principaux facteurs de transcription impliqués dans la régulation du
développement des cellules iINKT

— Early growth response 2 (Egr2)

L’engagement du TCR et des molécules SLAM entrainent nombres d’événements de
signalisation, entre autres, la libération intracellulaire de calcium qui engendre I'activation
du facteur de transcription NFAT transloquant dans le noyau pour activer différentes cibles
telles que le facteur de transcription Egr211-113, La famille de facteur de transcription Egr est
composée de quatre membres : Egrl, Egr2, Egr3 et Egrd''®. La seule délétion d’Egr2
provoque des défauts majeurs de développement des cellules iNKT*L. Les souris déficientes
Egr2 ont peu de cellules iINKT et présentent un bloc partiel de développement. Des
expériences de Chip- seq ont mis en évidence la fixation de Egr2 sur les promoteurs de
nombreux genes importants pour le développement des cellules iNKT, principalement le
facteur de transcription PLZF ou encore I'll2R codant par la chaine du récepteur a I'lL-15 qui,

nous le verrons juste aprés, joue un rdle primordial dans la maturation des cellules iINKT%,

— Promyelocytic Leukemia Zinc Factor (PLZF)

Le facteur de transcription PLZF est I'un des facteurs clés pour le développement et la fonction
des cellules iINKT116117 PLZF est surtout exprimé dans les stades précoces du développement
des cellules iNKT, suggérant un role précoce dans leur ontogénie!®.Dans le thymus, les cellules
MAIT et les lymphocytes y& I'expriment également!®12%, Les souris déficientes pour PLZF
présentent environ 90% de réduction des cellules iNKT et un bloc développemental au stade

2. Ces cellules n’acquierent pas leurs fonctionnalités effectrices. Leur phénotype naif est
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conservé et elles s’accumulent dans les ganglions lymphatiques'?%123, ’expression ectopique
de PLZF dans des cellules CD4+ ou CD8+ est suffisante pour que ces derniéres acquiérent des
fonctions effectrices sans stimulation antigénique et des marqueurs de cellules mémoires!?4,
Le facteur de transcription PLZF est essentiel pour le développement, la fonction et Ila
migration des iNKT. Il induit I'acquisition spontanée du statut mémoire/effecteur des cellules

iNKT.

— NFkB

NFkB est une famille de facteur de transcription composée des cing membres suivants : RelA
(p65), c-Rel, RelB, NFkB1 (p50) et NFkB2 (p52). On distingue deux voies d’activation distinctes

mais interdépendantes pour ces facteurs :

- Une voie classique, canonique, activant les diméres p65 et c-Rel,

- Une voie alternative, non canonique, activant les diméres p52-RelB

Ces facteurs transloquent ainsi dans le noyau ou ils activeront différentes cibles'?. Les
molécules NFkB ont un role clé dans la régulation des réponses immunitaires innées et
adaptatives, mais aussi dans le développement et la différentiation des lymphocytes T
conventionnels et innés26-128,

La délétion des membres de cette famille entraine des défauts intrinseques et extrinseques a
différents stades de développement des cellules iINKT'2%130, Par exemple, la délétion NFkB1
entraine une forte diminution du nombre et de la fréquence de cellules ainsi qu’un bloc
développemental entre le stade 1 et 213, Le facteur RelB est lui requis au niveau des cellules
thymiques stromales pour induire la sécrétion d’IL-15 nécessaire pour la maturation des

cellules NKT1132,

—  GATA3

Le facteur de transcription GATA3 s’exprime dans les cellules T, NK et iNKT*33, Dans les cellules
T, GATA-3 fonctionne a plusieurs niveaux, pour la différenciation des progéniteurs lymphoides
communs en cellules DN précoces, pour la B sélection ou encore pour la polarisation Th2134

136 Les souris GATA3 déficientes présentent un nombre et une fréquence normale de cellules
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iNKT. En revanche, les cellules iNKT CD4+ ne sont pratiquement pas détectées. GATA3 semble

également requis pour la survie, I'activation et les fonctions effectrices des cellules iINKT*37,

— T helper inducing Poz Krueppel factor (ThPOK)

Le facteur de transcription ThPOK a un réle bien connu dans le développement des
lymphocytes T conventionnels, promouvant I’'engagement vers la lignée CD4138,

L'expression de GATA3 est nécessaire pour |'activation de facteur de transcription ThPOK.
Tout comme pour les souris déficientes en GATA3, les souris ThPOK KO ont un nombre et
une fréquence normale des cellules iINKT mais aucune cellule CD4+ iNKT n’a été générée. En
revanche, des cellules iINKT CD8+, n’existant pas chez les souris normales sont présentes!3%149,
Il semblerait ainsi que les facteurs GATA3 et ThPOK agissent dans une voie commune
supportant le développement de cellules iINKT CD4+ en réprimant I'expression de CD8 et

permettant I'acquisition de fonctions effectrices!*.

— T-bet

Le facteur de transcription T-bet est essentiel pour la maturation finale en stage 3 et la
spécification du lignage Thl des cellules iNKT mais aussi pour diverses cellules du systeme
immunitaire inné et adaptif comme les cellules NK, les lymphocytes T aff conventionnels ou
encore lesILC*2. Les souris T-bet-/- ont peu de cellules iNKT, bloquées au stade 2 de leur
maturation et présentant des altérations fonctionnelles. Chez les souris WT, I'expression de
T-bet augmentedu stade 1 au 3. T-bet régule directement I'activation des génes associés aux
fonctions des cellules iNKT, telles que la perforine, FasL et IFN-y et permet I'expression de
CD122 composantdu répéteur a I'lL-15, jouant également un role dans la maturation finale

des cellules jygT1143.144
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— RAR-related Orphan Receptor gamma (ROR-yt)

En plus de son réle facilitant le développement des cellules iNKT au stade DP, le facteur de
transcription ROR-yt joue un primordial dans la différentiation de la sous population iNKT17.
Chez la souris ROR-yt eGFP, seules les cellules GFP+ peuvent produire de I'IlL-17 apres
stimulation#°. Il s’agirait d’une réexpression de ce facteur et non d’un reste d’expression lié a
la sélection positive. Pour confirmer cela il faudrait générer une souris déficiente pour ROR-yt

spécifiguement dans les cellules iNKT en utilisant une souris PLZF-Cre.

— cmyc

Le facteur de transcription c-myc est essentiel a de multiples stades du développement et de
la fonctionnalité des lymphocytes T aff comme par exemple pour leur prolifération thymique
ou leur différentiation en cellules effectrices /mémoirest4®147,

La délétion de ce facteur au niveau des cellules DP provoque une trés forte réduction de la
fréquence et du nombre de cellules iNKT. Cette altération ne serait pas due a un probleme
de survie, la complémentation avec la molécule anti apoptotique Bcl-2 ne corrigeant pas le
défaut, mais liée a un défaut de prolifération des cellules. C-Myc promeut la prolifération des

cellules iNKT suite a leur sélection?48150,

DN —» | IDP — | 80 ., s — [ 1S2 . &
c-Myb Runx1 GATA3 PLZF T-bet
HEB ThPOK NFkB NFkB
ROR-yt c-Myc ROR-yt
Egr2
NFkB

Figure n°7 : Régulation transcriptionnelle du développement des cellules iNKT en fonction des
différents stages de développement, inspiré de 1>
La régulation transcriptionnelle du développement des cellules iNKT intervient a différentes étapes
du développement des cellules et est permise par différents acteurs.
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iii) Cytokines impliquées dans la régulation du développement des
cellules iINKT

— IL-15

A l'instar des lymphocytes CD8+ mémoires, I'interleukine-15 joue un réle important pour
la survie, la maturation et les fonctions effectrices des cellules iNKT, en particulier pour la sous
population iNKT1'%2, Les souris déficientes pour I'expression du récepteur a I'lL-15 ou pour
I'IL-15 présentent une forte diminution du nombre et de la fréquence des cellules iNKT,
essentiellement au stage 3 de leur développement représentant les cellules iNKT1
exclusivement®®3. L'IL-15 sécrétée ou présentée par les cellules thymiques médullaires
promeut la survie des cellules par I'expression de la molécule anti apoptotique Bcl-xl,
permettant la maturation des cellules du stade 2 au 3 et leur différentiation terminale>*15,
L’IL-15 induit I'expression du facteur de transcription T-bet et T-bet induit I'expression de
CD122 composant du récepteur a I'lL-15. Il y aurait ainsi une boucle de rétrocontrole positive

permettant la différentiation des cellules NKT1 et leurs fonctions effectrices>®1>7.

- L7

L'interleukine 7 est une cytokine importante pour le développement et 'homéostasie des
lymphocytes T. Il induit des signaux de survie, de prolifération et est important pour la
recombinaison VDJ de la chaine B du TCR¥®%9, Les souris déficientes pour I'expression du
récepteur a I'lL-7 ou pour I'lL-7 présentent une forte diminution du nombre et de la fréquence
des cellules iNKT*®, L’expression de transgéne Bcl-2 permet de restaurer le phénotype normal
des souris. Al'image de I'lL-15, I'lL-7 pourrait promouvoir la survie des cellules iINKT mais dans

ce cas par I'expression de la molécule Bcl-2.
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— TGF-B

La fixation d’une des isoformes de la cytokine TGF-[ sur son récepteur peut étre a I'origine de
plusieurs voies de signalisation différentes intervenant dans le développement des cellules
iNKT, et plus largement dans le contréle de la prolifération et la différentiation de nombreux
processus physiologiques®®. La premiére voie de signalisation, voie Tif-1y, joue un réle crucial
dans la survie et la prolifération des précurseurs NKT via le maintien de I’expression de I'lL7R
et son effet anti apoptotique'®?. La deuxiéme voie de signalisation, voie Smad4 , participerait
a la maturation des cellules iNKT du stade 2 au stade 3 (maturation de la sous population
iNKT1) par I’expression du facteur de transcription T-bet et du marqueur CD122, composant
du récepteur a I'lIL-15. La voie Smad4 est également importante pour le développement de la

sous population INKT17 permettant leur survie, ainsi que leur production d’IL-1763,

- IL-25

Les souris déficientes pour I’expression du récepteur a I'lL-25 (IL-17RB) présentent un nombre
et une fréquence normale de cellules iINKT mais une forte accumulation de cellules en stade 3
de leur développement. Cette étude ne subdivise pas les sous populations iNKT en fonction
des facteurs de transcription ROR-yt et T-bet. Elle montre, cependant, que les cellules IL-
17RB+ produisent des cytokines TH2 et TH17, semblant désigner les sous populations iNKT2
et iNKT17, cette production étant liée au signal transmis par I'IL-17RB!®*. Une étude
postérieure a montré que les cellules iINKT2 et iNKT17 exprimaient IL-17RB!°. Le contréle du
développement des cellules NKT2 et/ou NKT17 par l'axe IL-17RB/IL-25 reste encore a
approfondir. La source d’IL-25 dans le thymus pourrait étre les cellules épithéliales thymiques

dites « tuft cells »16®
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Figure n° 8 : Cytokines impliquées dans la différentiation des sous populations iNKT dans le thymus*®”
Différentes cytokines interviennent dans la différentiation des sous population iNKT dans le thymus ;
le TGF-B est essentiel a la différentiation de la sous population iNKT17, I'lL-15 pour la sous
population iNKT1 et possiblement I'IL-25 pour la sous population iNKT2.

C. Etapres?

1) Distribution et localisation des cellules iNKT

Chez la souris, les premieres cellules iNKT sont détectées environ quatre a cing jours apres la
naissance. Ce n’est qu’au 8™ jour que ces derniéres peuvent coloniser la périphérie. On note
une distribution tres disparate des cellules iNKT entre les différents organes. Le foie est
I'organe avec la plus grande fréquence de cellules iINKT (~10 a 30% des cellules T). On retrouve
également des cellules dans les poumons (5-10%), la rate (1-3%), le sang (0,2%), les ganglions
lymphatiques (0,2-1%) et bien évidemment dans le thymus (0,5-1%)6%:16%,

De plus, la répartition des sous populations iNKT est différente entre les organes mais aussi

entre les souches de souris. La population NKT1 est enrichie dans le foie, la rate et le thymus
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d’une souris B6. Chez une BALB/c on retrouve surtout cette population dans le foie. En ce qui
concerne la population NKT2, elle est retrouvée majoritairement dans les ganglions
lymphatiques et le thymus d’'une BALB/c, et peu chez une B6. Et enfin, la population NKT17
est surtout localisée dans les ganglions lymphatiques de la B6 et le thymus de la BALB/c'°.

Il'y a un fort contraste entre la faible fréquence des clones individuels des TCR des lymphocytes

T aB et le nombre plus élevé des cellules T de type innées!’?

. Il a été évalué, pour les
lymphocytes T y6, que le nombre de clone d’une spécificité donné était comparable a la
fréquence des lymphocytes T conventionnels effecteurs au plus fort de la réponse d'expansion

clonalel’2.

2) Modalités d’émigration des cellules iINKT

La différence de distribution des sous populations iNKT en périphérie est médiée par
I'expression différentielle de facteurs contrélant leur migration, en particulier certains
récepteurs et chimiokines.

Les molécules CCR7 et S1P1 conditionnent la sortie des cellules iNKT du thymus a différents
stades de leur maturation. Les souris déficientes pour le récepteur S1P1 ont une tres forte
diminution du nombre de cellules iINKT en périphérie, ce qui coincide avec leur augmentation
dans le thymus ol elles restent séquestrées!’>'74, Dans le thymus, on observe une
population de cellules iNKT1 qualifiées de résidente a long terme qui y resterait. Cette
rétention serait médiée par l'expression de la chimiokine CXCR3 en raison de la forte
concentration de son ligand CXCL10 dans le thymus®’>.

Dans la figure n°9, nous pouvons apprécier les différentes chimiokines impliquées dans la
migration des cellules iNKT. Par exemple, I'expression de la chimiokine CXCR4 entraine la
migration vers la moelle osseuse par chimiotactisme en réponse au ligand CXCL12176. Ainsi,
I'expression du récepteur CXCR6 entraine la migration des cellules iNKT vers le foie ou les

poumons, de CXCRS5 la rate, CCR7 les ganglions lymphatiques et CCR4 la peaul’7-18°,

Apreés avoir colonisé la périphérie, les cellules iINKT ne circulent pas dans les différents tissus

et organes et sont surtout résidentes a long terme. De la méme maniere que les lymphocytes
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T mémoires, il semblerait que les cellules iNKT n’aient pas besoin de stimulation TCR pour leur

homéostasie et leur survie a long terme?!8?,
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Figure n°9 : Chimiokines impliquées dans I’émigration des cellules iINKT*%®
Suite a leur développement dans le thymus, les cellules iINKT vont migrer en périphérie en fonction
de I'expression différentielle de certaines chimiokines et récepteurs comme exemplifiés dans la
figure.

3) Mécanismes d’activation et fonctions des cellules iINKT

Les principaux mécanismes impliqués dans I'activation des cellules iNKT sont :

- Le signal TCR fourni par le complexe CD1d/lipides'8%183

- Le signal médié par les cytokines, dépendant de I'expression constitutive de certains
récepteurs de cytokines par les cellules iNKT. Ce signal est produit par les cellules
présentatrices d’antigenes (CPA), stimulées par les motifs moléculaires associés aux

184,185

pathogenes (PAMP en anglais) produit par les pathogénes

- La synergie des signaux TCR et cytokine!8:187
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La contribution relative de ces signaux pour 'activation des cellules est contexte dépendant.
Le signal TCR fourni par I'interaction entre la CPA et la cellule iNKT peut étre suffisant pour
induire son activation si ce dernier est fort. Par contre, lorsque le signal TCR est faible, le signal
cytokinique seconde ce dernier pour permettre I'activation de la cellule iNKT. Dans certains
cas, les seules cytokines pros inflammatoires produites par les CPA sont suffisantes pour

activer les cellules iINKT188,

Ainsi, les récepteurs de type Toll (TLR) des CPA détectent les PAMP des pathogenes. Cette
détection entraine une activation de facteur de transcription NF-kB, conduisant a la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-12 et I'IL-18. Cette stimulation

cytokinique entraine la sécrétion d’IFN-y par les cellules iNKT*82,

En réponse a leur activation, les cellules iNKT sont capables de sécréter de forte quantité de
cytokine de type TH1, Th2 ou encore Th17. C'est I'une des caractéristiques fortes de ces
cellules qui leur permet, entre autres, de moduler les fonctions biologiques de nombres de
cellules et d’orchestrer les réponses immunitaires. Ces caractéristiques fonctionnelles
seraient dues a la présence d’ARNm de cytokines dans le cytoplasme des cellules en
I'absence de tout stimuli'®. Les cellules iINKT peuvent également avoir une action
cytotoxique, notamment la sous population iNKT1, qui agirait par la voie des récepteurs de la
mort (Fas/Fasligand ou encore TRAIL/DR5) et/ou la libération de perforine/granzyme ciblant

la cellule a unemort programmée?®?,

4) Partenaires d’interaction des cellules iNKT

Les cytokines, les chimiokines et les molécules de surface exprimées par les cellules iNKT
peuvent influencer les cellules environnantes et ainsi orchestrer les réponses immunitaires,

comme indiqué dans la figure n°10.
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Figure n°10 : Interactions entre les cellules iNKT et les autres cellules immunitaires®®
Les cellules iNKT ont un role central dans I'orchestration des réponses immunitaires. Elles
interagissent et activent de maniére directe ou indirecte une multitude de cellules immunitaires
comme les cellules dendritiques, les cellules NK ou encore les lymphocytes B

Les cellules iNKT vont :

- Interagir avec les cellules dendritiques. Il s’agit d’une interaction bidirectionnelle
permettant d’activer ou de renforcer I'activation des deux partenaires. Cette
interaction engendre notamment la transactivation des cellules NK et 'augmentation
des réponses antigéniques des lymphocytes T CD4+ ou CD8+19%193

- Via la sécrétion de diverses cytokines par les cellules iNKT, avoir un impact sur
I’activation et la polarisation des cellules CD4+ vers un profil Th1, Th2 ou Th172%

- De maniere directe ou indirecte (cytokines) activer les lymphocytes B et promouvoir la

production rapide d'immunoglobulines et leur maturation41%
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- Interagir, dans le foie et les ganglions lymphatiques, avec les macrophages. Il s’agit,
une nouvelle fois, d’une interaction bidirectionnelle provoquant I'activation des
cellules et la régulation de la polarisation des macrophages vers un profil M2196:197

- Promouvoir le recrutement et I’activation/ la régulation des fonctions suppressives des

neutrophiles 198199

D. Implication des cellules iINKT dans une pathologie, I'exemple du
cancer

Les cellules iNKT jouent un réle dans I'immunité anti-tumorale et 'immunosurveillance?9-203,
La présence de cellules iNKT dans la tumeur est associée a un bon pronostic chez ’'Homme?2%,
Cependant, les personnes atteintes de cancer présentent souvent peu de cellules iNKT et/ou
une fonction altérée des cellules?°>2%. On distingue quatre mécanismes d’action principaux

des cellules iNKT face a une tumeur comme indiqué sur la figure n°112%7 :

- Lyse directe des cellules tumorales via I’activité cytotoxique des cellules iINKT208209

- Recrutement des cellules immunitaires innées et adaptatives cytotoxiques?©

- Inhibition des cellules suppressives du microenvironnement tumorale qui auraient un
effet néfaste sur les cellules immunitaires?!!

- Promotion d’'une mémoire immunitaire ciblée essentielle pour une réponse durable et

pour prévenir les risques de rechute ou d’échappement?*?

Compte tenu du role central des cellules iINKT dans I'immunité et I'immunosurveillance
antitumorale, leur utilisation en immunothérapie a pris un réel essor. Plusieurs stratégies ont

été utilisées et les quatre principales seront présentées.
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Figure n°11 : Mécanismes d’action des cellules iNKT face & des cellules tumorales®®”

Quatre mécanismes d’action des cellules iNKT ont été décrit pour leur lutte face aux cellules
tumorales. Les cellules iNKT peuvent avoir une activité cytotoxique direct (A) ou indirect (B) via le
recrutement de cellules immunitaire. Il y a formation d’'une mémoire immunitaire (C) et les cellules
iNKT peuvent inhiber les cellules suppressives du microenvironnement tumorales (D).

Premiére stratégie : Injection d’aGal-Cer

L’injection aGal-Cer entraine une sécrétion rapide de cytokines. Dans des multiples modéles
tumoraux murins, cette injection semble avoir des effets anti tumoraux mais limitée?'3214,
Utilisée en phase clinique I, I'injection d’aGal-Cer est bien tolérée et non toxique. Cependant,
seulement 7 patients sur 24, présentant des tumeurs solides en progression, ont répondu au
traitement présentant une pathologie stable. La faible efficacité du traitement serait attribuée

au faible nombre basal de cellules iNKT chez les patients?'®.
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Deuxiéme stratégie : Transfert de cellules dendritiques chargées d’aGal-Cer

L'injection de cellules dendritiques chargées d’aGal-Cer permet une activation plus forte des
cellules iNKT que la simple injection d’aGal-Cer?%. Dans de multiples modéles de tumeurs
murines, cette injection génere une réduction de la croissance tumorale et des métastases, et
donc une meilleure survie. Ces effets semblent dus a I'augmentation de I’expansion des
cellules iNKT et a la forte production cytokinique. Cela promeut également la réponse
immunitaire des autres cellules?”?18, Une étude de phase Il, concernant des patients atteints
de cancer du poumon avancé, semble récolter des résultats encourageants et semble appuyer
une poursuite d’une étude plus approfondie en phase 111?1°, Ainsi, I'injection de cellules
dendritiques chargées d’aGal-Cer engendre une bonne réponse immunitaire mais cette

réponse est dépendante du nombre et de la fonction basale des cellules iINKT chez les patients.

Troisieme stratégie : Injection de cellules iNKT activées

Des PBMC de patients atteints de cancer du poumon avancés ou récurrents ont été mis en
culture et stimulés avec de I'aGal-Cer et de I'IL-12. La culture dure trois semaines et a pour
objectif d’enrichir le nombre de cellules iNKT et de le retransférer aux patients. Pour certains
patients, ce transfert adoptif a permis de fortement enrichir le nombre de cellules iNKT,

220 - pour

d’augmenter la cytotoxicité des cellules et a pu promouvoir la régression tumorale
d’autres ce traitement n’a pas eu d’effet malgré I'augmentation ou non du nombre de cellules

iINKT221,

Quatriéme stratégie : Génération de cellules CAR-iINKT

Les lymphocytes T a récepteur a I'antigene chimérique (CAR-T) sont des cellules
génétiquement modifiées pour exprimer un antigéne spécifique de la tumeur pour pouvoir la
cibler??2, Ces cellules sont, par exemple, utilisées dans les lymphomes B avec prés 90% de
patients répondant aux traitements?23, Les cellules CAR-T sont au coeur de nombreux projets
de recherche et suscitent beaucoup d’espoirs en ouvrant le champ des possibles vers une
médecine personnalisée. Dans cet essor, les chercheurs ont généré des cellules CAR-T innées.
Ces cellules présentent de nombreux avantages comparées aux cellules CAR-T classiques
comme nous pouvons le visualiser sur la figure ci-dessous n°122%4, En effet, ces cellules
peuvent infiltrer la tumeur, reprogrammer les cellules immunosuppressives de cette derniere,

ou encore, présentent des risques réduits de rejet et ainsi étre utilisées en transfert
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allogénique??*. Les cellules CAR-INKT sont utilisées dans deux essais cliniques ciblant les
molécules CD19 et GD2. GD2 est un glycosphingolipide fortement exprimé dans le mélanome,
le neuroblastome et certaines tumeurs solides. Les cellules anti-GD2 CAR-NKT exhibent un fort
effet cytotoxique in vivo, diminuent la charge tumorale et offrent une meilleure survie. En
essai clinique de phase |, les cellules anti-GD2 CAR-NKT dans le neuroblastome réfractaire
montrent que le traitement est slr. Sur trois patients, deux présentent une maladie stable,
I"autre une réponse partielle?>. Lutilisation de cellules anti-CD19 CAR-NKT ; dans des tumeurs
malignes de cellules B, engendre une survie prolongée avec des effets anti-tumoraux
persistants dans des modeles de xénogreffes chez la souris. Ce traitement présente de
meilleurs résultats qu’avec des cellules anti-CD19 CAR-T?%¢, Chez I"'Homme, I'utilisation de
cellules anti-CD19 CAR-NKT semblent également prometteurs avec des réponses partielles ou

complétes chez 4 des 5 patients que comporte I'étude??’.
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Figure n°12 : Comparaison des avantages et limitations a I'utilisation des cellules CAR-T et CAR-NKT?#*
Les cellules CAR-NKT présentent de nombreux avantages comparées aux cellules CAR-T, notamment
un risque réduit de rejet, une reprogrammation des cellules suppressives tumorales ou encore une
habilité a pénétrer dans la tumeur.
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Il. Interaction TCR/CD1d et son influence dans 'orientation du lignage
des sous populations iNKT

A. Le TCR et le signal TCR des lymphocytes T o conventionnels et des
cellules iINKT

1) Le récepteur T des lymphocytes T af3 conventionnels

Le récepteur des cellules T, exprimé a leurs surfaces, joue un role central dans le
développement, la différentiation et la mobilité des cellules. Le TCR permet aux cellules
d’interagir avec leurs microenvironnements et, en particulier, d’assurer leurs fonctions
effectrices via la reconnaissance spécifique du TCR avec un peptide complexé aux molécules
de CMH | ou Il présenté par les cellules présentatrices d’antigénes. Ce récepteur joue donc un
role essentiel pour notre immunité. Le TCR est un hétérodimere composé par une chaine a
et une chaine B comprenant chacune un domaine variable et un domaine constant??®, Les
régions variables des chaines, supportant la reconnaissance des antigénes, sont générées par
des segments génétiques réarrangés de maniére aléatoires lors du développement des
lymphocytes T dans le thymus. On dénombre trois segments génétiques pour la chaine B (V-
Variable, D-Diversité, J-Jonction), et deux segments pour la chaine a (V-Variable et J-Jonction)
composés chacun des différentes unités génétiques (figure n13°)2?°. En plus des multiples
combinaisons V(D)J possibles, la variabilité des TCR existe également par ces régions
hypervariables (CDR) au niveau du site de liaison a I'antigéne. Elles sont au nombre de trois
par chaines. Les régions CDR1 et CDR2 sont codées par la lignée germinale des genes Va et
VB. Les régions CDR3 sont, elles, codées par la jonction des genes réarrangés V et J (figure
n°13). Il y a donc une diversité supplémentaire, non codée par la lignée germinale, de par
I'ajout ou la délétion de certains nucléotides en fonction du réarrangement des unités
génétiques V et J23, Ainsi, la combinaison unique des segments V(D)J, I’addition aléatoire de
nucléotide pendant la recombinaison et les régions CDR sont les clefs de la diversité des
spécificités possibles pour le TCR soutenant la reconnaissance d’un large éventail d’antigenes.
Pour la souris, la diversité du répertoire des TCR est estimée a vingt millions de cellules

présentant un TCR différent?3!.
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Figure n°13 : Schématisation de la recombinaison V(D)J du TCR et représentation des emplacements
des CDR*¥
La chaines a du TCR est générée par la recombinaison des genes V et C ; et des genes V, D, J pour la
chafine B. On distingue des région hyper variable (CDR) codées par les segments des genes V ou par la
juxtaposition des segments V(D)) participant a la reconnaissance spécifique antigénique.

2) Le récepteur T des cellules iNKT

Comme nous l'avons vu précédemment, les cellules iNKT ont la particularité d’exprimer
un récepteur T de diversité tres réduite composé d’une chaine a invariante, Val14-Jal8, et un
répertoire VP restreint (VB2, 7 ou 8). Les cellules iNKT ne reconnaissent donc qu’une variété

limitée d’antigénes comparées aux lymphocytes conventionnels ap.

a) Lachafne a du TCR des cellules iNKT et son influence dans I'orientation
du lignage iNKT

C’est en 1994, que le caractére invariant de la chaine a du TCR des cellules iNKT a été
découvert. Cette chaine est codée par les segments génétiques Val4d et Jal8'!. Dans cette
étude, il a été montré que la chaine Va4 se réarrangeait spécifiguement avec la chaine Ja18.
Le séquencage de la jonction V-J d’hybridomes de cellules iNKT a révélé que cette jonction
était surtout monomorphique avec une glycine en position 93 et une aspartate en 94. Une
étude ultérieure a révélé que cette combinaison canonique représentait environ 90% des

232

cas>>*. Il demeure cependant, de légéres variations de séquences. En effet, la glycine en
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position 93 peut étre remplacée par une alanine ou une isoleucine. Cette modification
d’acides aminés, pour un résidu plus hydrophobe, ne semble pas modifier I'interaction entre
la chaine a du TCR et la molécule CD1d. Il y a également un phénomeéne de N-addition qui
n"apporte pas de modification au codage de la chaine invariante. La chaine Val4 Jal18 du TCR

des cellules iNKT est donc qualifiée de monomorphe.

En dépit de ce caractéere monomorphe, notre groupe, dans une étude a laquelle j'ai
participé, s’est penché sur le réle potentiel de la variation en position 93 dans I'orientation de
lignage de sous population iNKT. Autrement dit, 'expression d’'un acide aminé donné en

position 93 peut-elle biaiser la répartition des sous populations iNKT ?

L’étude de la souris transgénique Vall-Val4 a permis de répondre a cette question. Chez
cette souris, ou le transgene Val4 présente une glycine en position 93, toutes les sous
populations iNKT sont présentes, indiquant que la chaine a du TCR des cellules iNKT ne semble
pas diriger I'orientation du lignage des cellules iINKT?33, La seule source de variation de la
chaine a du TCR ne semble pas affecter I'interaction entre la région CDR3a du TCR et le

complexe ligand/CD1d.

b) La chafne B du TCR des cellules iNKT : son biais d’utilisation et son
influence dans le lignage des sous populations iNKT

La chaine Val4-Jal8 s’apparie avec les chaines V8.2, VA7, VB8.1 et VB2, dans cet ordre de
préférence avec des segments JB trés divers?34, Il s’agit du biais VB. La diversité de la chaine B
du TCR des cellules iNKT est surtout illustrée par l'utilisation de différents segments
génétiquesDp et JB, ainsi que la diversité de la boucle CDR3B%3>23, e répertoire de la chaine

B du TCR des cellules iNKT est qualifié de polyclonal.

Comme nous le verrons plus en détails dans la partie suivante, lors de d’une interaction
TCR/Lipide/CD1d, la chaine VB du TCR n’entre pas en contact avec le ligand mais seulement
avec la molécule CD1d. Plusieurs groupes se sont demandés, néanmoins, si malgré tout,
cette chaine pouvait influencer la reconnaissance des lipides et potentiellement, orienter le

lignage
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des sous populations iNKT ou encore si I'expression d’'une chaine VB donnée biaiserait la

répartition des sous populations iNKT.

Les chalnes VB sont différemment exprimées entres les sous populations iNKT. La sous
population NKT2 exprime le plus les chalnes VB7 et VB2. La chaine VB8 est globalement
exprimée de la méme facon entre les sous populations??’. Il a aussi été démontré que les
chaines VP présentaient des avidités différentes, principalement pour le complexe TET-
aGalCer. Le groupe de Bendelac a comparé le répertoire VB de cellules iNKT NK1.1+ post
sélectionnées au répertoire présélectionné de cellules exprimant le transgene Val4 chez une
souris CD1dKO. Ces derniéres ont un répertoire TCR composé par la chaine invariante Val4,
associée a différentes chaines VB et représenterait le répertoire présélectionné VB pour la
chaine canonique Val4. La chaine VB7 est enrichie environ douze fois entre le répertoire pré
et post sélectionnés. Pour les chaines VB8 et VB2, il y a un enrichissement, respectivement,
de huit et deux fois. Il y aurait ainsi une sélection préférentielle des cellules iINKT exprimant la
chaine VB7 suggérant une affinité plus importante de cette chaine pour le complexe
antigénique de la sélection positive?38, Ceci est renforcé par I’étude du répertoire VB chez une
souris CD1d+/-, souris ou le complexe antigénique de sélection est en quantité non optimale.
Il a été observé, chez cette souris, une augmentation de la proportion de cellules iNKT
exprimant la chaine VB7 et une proportion inchangée pour la chaine VB82%. Pour ces deux
études, la hiérarchie d’affinité des chaines VB pour le complexe antigénique est : VA7 > V8 >

VB2.

Une troisieme étude a généré des hybridomes NKT en faisant coexprimer la chaine Val4 et
avec toutes les chaines VB. Ces derniéres ont la capacité de se lier a la chaine Val4 et de
générer des TCR fonctionnels, mais seules certaines chaines peuvent se lier au complexe TET-
aGalCer. La chaine VB8 possede l'affinité la plus forte pour ce complexe, suivie des chaines
VB7et VB2. Pour cette étude, la hiérarchie d’affinité est la suivante : VB8 > VB7 > V224, Il y

auraitainsi une corrélation entre I'affinité des chaines VP et leurs fréquences d’utilisation.

Comme nous le verrons par la suite, la sous population iNKT2 semble avoir recu le signal TCR
le plus fort, au vue de I'expression des marqueurs reflétant la force de ce signal. Il est ainsi
intéressant de noter que la population NKT2 qui recoit le signal TCR le plus fort, exprime

davantage la chaine possédant I’affinité la plus importante selon la premiére classification?*Z.
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Il pourrait ainsi avoir une corrélation entre une forte affinité pour le complexe antigénique de

sélection, la force du signal TCR et |'orientation du lignage des cellules iNKT.

Pour comprendre la possible implication de la chaine VB dans I'orientation du lignage des sous
populations iNKT, des souris rétrogéniques ont été générées et comparées exprimant six
chaines VB dont les séquences sont connues. Les TCR produits présentent des affinités
distinctes pour le complexe TET-aGal, semblant signifier que la chaine VB pourrait moduler la
force de I'interaction des TCR. La sélection et la différentiation des cellules iINKT chez ces souris
rétrogéniques sont différentes, ces souris présentant des fréquences et des nombres

dissemblables de cellules iINKT et de sous population iNKT?42,

Cette étude correle la sélection des cellules iNKT avec I'avidité que leur TCR présente pour
un complexe antigénique et la différentiation au temps d’engagement de liaison du TCR. Cette
idée que l'avidité jouait un role important dans la sélection des cellules iINKT a été mise en
exergue par le groupe de Gapin. Ce dernier a démontré que le biais VB des cellules iNKT n’était
pas d a un mésappariement de la chaine invariante Va14 avec d’autres chaines V3, mais qu'’il
faudrait une certaine composition du couple a/B pour atteindre le seuil d’affinité requis pour

le complexe antigénique pour la sélection des cellules?*°,

On pourrait ainsi se demander si le fait de reconnaitre le complexe antigénique, au moment
de la sélection positive, de maniére tres forte détermine le développement des cellules NKT2.
La comparaison de souris rétrogéniques apporte une partie de réponse a cette interrogation.
Ces souris ont été générées en inoculant des rétrovirus exprimant différentes chaine VB du
TCR présentant différentes affinités pour le complexe TET-aGalCer. On remarque ainsi, que
pour deux souris présentant une affinité similaire pour le complexe TET-aGalCer, 'une
présente un biais NKT1 et 'autre un biais NKT22%0.1l semblerait ainsi que I'avidité seule ne

puisse biaiser I'orientation du lignage.

3) La force du signal TCR : facteur pouvant orienter le lignage des
sous populations iNKT ?

Différents groupes ont supposés, compte tenu de [I'expression de marqueurs

d’activation/mémoires, que les cellules iINKT recevaient un fort signal TCR durant ou aprés leur
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sélection. L'utilisation d’une souris NUR77GFP a démontré que les cellules iNKT juste aprés
leur sélection positive, au stade 0, avait une expression de GFP plus importante que les cellules
conventionnelles et donc que ces cellules percevaient un signal TCR plus important?43, On
qualifie la sélection des cellules iINKT d’agoniste. Notre groupe, dans des travaux auxquels j’ai
participé, a montré que le niveau d’expression du TCR au stade de sélection positive était plus
important pour les cellules iINKT que pour les cellules conventionnelles, ce qui pourrait en

partie expliquer la plus fort signal TCR recu (voir article en annexe).

La force du signal du TCR est une variable trés importante, conditionnant le développement
des cellules iNKT. Plusieurs groupes se sont ainsi penchés sur son potentiel réle dans
I'orientation du lignage des cellules iNKT. Cette question découle des différences observées
entre les différentes sous populations iNKT. La sous population iNKT2 exprime le plus
fortement les marqueurs CD5, Nur77, Egr2 et PLZF, marqueurs connus pour étre exprimés
aprés une stimulation TCR et refléter ainsi la force du signal TCR?*4. Ses observations seraient
potentiellement la manifestation d’une force de signal différemment percue et/ou regue
entre les sous populations iINKT au moment de leurs sélections positives avec la hiérarchie

suivante : NKT2 > NKT17 > NKT1.

La souris SKG présente une mutation spontanée de ZAP70 générant un alléle hypomorphe et
induisant un signal TCR réduit, renforce cette idée. Chez cette souris, il y a une réduction du
nombre et de la fréquence des cellules iINKT, ainsi qu’une prédominance de la sous population
iNKT1 au détriment des deux autres sous populations?*>. C'est comme si les précurseurs des
cellules iNKT avaient besoin d’un signal TCR assez fort, médié par Zap70, pour favoriser le

développement de la sous population iINKT2.

En revanche, la souris transgénique YYAA, présentant également une mutation de ZAP70 et
un signal TCR réduit, a une réduction de la population iNKT2, une augmentation de la
population iINKT17, sans changement pour la population iNKT1%4%, Ces résultats ne supportent
pas tout a fait la thése selon laquelle la force du signal TCR puisse orienter le lignage des sous
populations iNKT. De plus, I'analyse d’une deuxiéme souris va également dans ce sens. En
effet, la souris transgénique 2476F/6F, exhibant une réduction du signal TCR d{i a une
incapacité de phosphorylation de certains motifs ITAM de CD3(, présente une diminution de

lasous population iNKT1 et une augmentation de la sous population iNKT224,
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Notons que pour ces études, aucune différence de signal TCR entre les cellules iNKT, au stade
0, stade de leur sélection positive, n’a été distinguée. Il se pourrait alors que les cellules
recoivent le méme type de signal, ou que les mesures actuelles ne soient pas assez sensibles
pour percevoir des différences, ou encore que la différence du signal TCR soit qualitative et

non quantitative.

Récemment, le groupe de Supprian a utilisé un modele de souris Va14StopF X CD4 CreERt2
induisant une vague simultanée de développement de cellules iNKT en administrant du 4-
hydroxytamoxifen activant I’action de la Cre recombinase a un moment T d’injection. Grace a
un gene rapporteur, ils ont pu ainsi suivre le développement des cellules iNKT apres leur
induction et ainsi définir la séquence temporelle précise des événements guidant le
développement des cellules iNKT.

L’étude de cette vague synchrone de cellules leur a permis de déterminer que, rapidement
apres I'expression du TCR, les cellules précurseurs iNKT recevaient un fort, homogéne et court
signal TCR soutenant leur sélection positive. Les signaux TCR ne sont plus détectés aux stades
de maturation ultérieurs. Les cellules iNKT atteignent un stade de développement PLZFhigh,
plastique et homogene, et ce serait I'action du microenvironnement cytokiniques avoisinants
qui provoquerait la différentiation en une sous population iINKT donnée. Il y aurait, selon ce
groupe, deux phases distinctes dans le développement des cellules iNKT : une phase de
sélection avec un fort, court et homogene TCR, et, un peu plus tard au cours du
développement, une phase de différentiation médiée par les cytokines, en absence de signal

TCR?%7,

L'importance de la force du signal dans la différentiation des sous populations iNKT reste
encore a déterminer. Les deux grandes hypotheses orientant le lignage des sous populations

iNKT a été représenté dans la figure n°14 ci-apres.
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Figure n°14 : Schématisation des différentes hypothéses pouvant orienter le lignage des sous
populations iNKT.

La partie gauche de la figure représente la thése selon laquelle le microenvironnement cytokinique
orienterait le lignage des sous populations iNKT ; |la partie droite la thése de la force du signal TCR. Un
force signal biaiserait le développement vers la sous population iNKT2, un signal intermédiaire vers la

sous population iNKT17 et un faible signal vers la sous population iNKT1.

B. La molécule CD1d

1) Caractérisation de la famille de glycoprotéines CD1

CD1 est une famille de glycoprotéines présentant des antigenes de type lipidique hautement
conservée chez les mammiféres?*®24°, On dénombre cing isoformes CD1 répartis en deux
groupes basés sur la similarité des séquences protéiques®°. Le groupe | est représenté par
CD1a, CD1b et CD1c alors que le groupe Il n’a qu’un uniqgue membre, CD1d. Dans certains
articles on peut voir apparaitre un troisieme groupe composé exclusivement du cinquiéme
isoforme, CD1e%>12>2, Contrairement a toutes les autres molécules CD1, CD1le est la seule

isoforme qui ne présente pas de lipides. Cette molécule est exprimée sur les cellules
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dendritiques et agirait sous forme soluble pour faciliter la présentation de certains lipides par

les autres molécules CD12°3:2%4,

Chez 'Homme, on retrouve tous les membres de cette famille. En revanche, chez la souris,
seule le groupe Il est représenté. Il semblerait qu’il y ait eu une rupture de chromosome 1
chez la souris, qui, a I'origine, contenait le locus pour tous les genes CD1. Cette rupture a divisé
le locus CD1 ne laissant que les génes codant pour CD1d réparti sur une partie du chromosome

3. Ainsi, les génes CD1 du groupe 1 auraient pu étre perdus apreés cette rupture?>>2°,

Les molécules CD1 sont des hétérodimeéres, apparentés aux molécules du CMH de classe |,
composées par une chaine lourde a a trois domaines (al, a2 et a3), associées de facon non
covalente a la chaine légére de B2-microglobuline?’8. Le site de liaison a I'antigéne est formé
par les deux hélices, al et a2, reposant une plateforme de feuillet B antiparallele a huit
brins?>’. ’association de ces deux hélices forme des cavités hydrophobes accommodant les
chaines alkyles des lipides. Selon la molécule CD1, ces cavités sont au nombre de deux ou
guatre et sont appelées : A’, C', F’ et T' en analogie aux structures composant la molécule de
CMH 2°%25_ Le nombre, la nature et le positionnement de chaque poche différent entre les
isoformes?®0, || existe également un pattern d’expression particulier des isoformes que nous
verrons plus précisément dans la sous-section suivante.

Tous ces parametres permettent aux isoformes de s’adapter a une vaste variété d’antigenes
lipidiques. La poche A’ est assez bien conservée entre les différents isoformes. En revanche,
la poche F’ est de nature plus variable. Par exemple, pour CD1a, la poche F' est la moins
profonde de tous les isoformes et ne permet ainsi d’accommoder que des lipides avec de
courtes queues?®12%2_ |’hélice a3 n’interagit pas avec I'antigéne mais exclusivement avec la
chaine de 2-microglobuline. L’hélice a3, participant a la stabilité de la molécule, fait la liaison
avec le domaine transmembranaire du récepteur reliée a une courte queue cytoplasmique

contenant des motifs provoquant I'internalisation du récepteur?®3.
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2) Localisation des molécules CD1

Chez 'Homme, les molécules CD1 du groupe | sont exprimées sur les cellules spécialisées dans
la présentation d’antigénes, surtout sur les cellules dendritiques, et les thymocytes. On note
cependant que chaque isoforme a un pattern d’expression particulier. En effet, CD1a est
fortement exprimé sur les cellules de Langerhans et CD1c sur les cellules B 259264,

Les molécules CD1 du groupe |l sont exprimées de maniére plus large sur les cellules d’origine
hématopoiétique 2°02652%6 CD1d est également exprimé en dehors du compartiment

hématopoiétique, notamment sur les hépatocytes et les cellules épithéliales intestinales?61.26

Ici, on s’intéressera a la molécule CD1d qui présente des antigénes de type glycolipidiques

aux cellules iNKT.

3) Caractérisation de la molécule CD1d

Comme toutes les molécules CD1, la molécule CD1d a une structure composée par une chaine
lourde a a trois domaines (al, a2 et a3) associée de facon non covalente a la chaine légére de
B2-microglobuline?°. Les hélices al et a2, formant le site de liaison a I'antigéne, sont bien
plus proches que pour les molécules de CMH | ou Il. Ce qui a engendré une ouverture du site
de liaison a l'antigéne plus étroite et des cavités ou l'antigéne sera accommodé plus
profonds?°. Pour CD1d, les cavités sont au nhombre de deux et prennent la forme de deux
longues structures hélicoidales antiparalléles formant les poches A’ et F’ ancrés profondément
dans la structure?67.268, Cette proximité entre ces deux hélices crée une sorte de toit au-dessus
de site de liaison a I'antigene les protégeant de la présence éventuelle de solvant dans leur
microenvironnement?°, La poche A’, la plus profonde, adopte la forme particuliére d’un
donut/point d’interrogation a I’envers?®. Elle est formée par des acides aminés volumineux
au niveau de la cavité formant un axe autour duquel les chaines alkyles s’enroulent. La poche
F’ est orientée de maniére plus verticale?®®. Ces deux poches sont tapissées de résidus
hydrophobes qui permettent d’accommoder les queues alkyles hydrophobes. Il est spéculé
que la poche F’ puisse contenir jusqu’a 18 carbones et la pocha A’ 26279271, Pour les lipides

avec de courtes chaines alkyles, des molécules lipidiques, dont l'identité exacte n’est pas
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connue, sont recrutées pour combler I'espace et éviter I'effondrement du sillon hydrophobe
de la molécule?’2,

Ainsi les queues hydrophobes des antigenes glycolipiques sont accommodées dans les poches
A’ et F’ et la téte polaire de I'antigene est exposée a la surface pour sa reconnaissance par le

TCR.

a) Biosynthese de la molécule CD1d

Les chaines lourdes des molécules CD1d nouvellement synthétisées possedent des peptides
signal qui induisent leur translocation dans la lumiére du réticulum endoplasmique. Les
chaines sont alors rapidement glycolysées ce qui permettra leur liaison aux molécules
chaperonnes calnexine et calréticuline?’3. Ce complexe recrute la thiol oxydoréductase ERp57,
impliquée dans la formation de liaisons disulfures lors du repliement de la protéine?’4. Le plus
souvent, les chaines lourdes des molécules CD1d s’associent a la B2-microglobuline avant de
sortir du réticulum?’>. Il existe cependant une fraction de molécules CD1d exprimée,
semblant étre fonctionnelles, non associées a une chaine de B2-microglobuline. Plusieurs
études ont suggéré que les molécules CD1d accommoderaient des lipides endogenes dans la
lumiére du réticulum endoplasmique?’®. Ces lipides pourraient intervenir pour faciliter
I'assemblage et la stabilisation de I'hétérodimeére CD1d. Ces lipides seraient pris en charge par
les protéines microsomales de transfert des triglycérides (MTP) qui permettraient leur

transfertvers les molécules CD1d 27>:277:278

Pour atteindre la membrane plasmique, deux voies s’offrent aux molécules CD1d. La
premiere, la plus fréquente, est le transit via I'appareil du Golgi avant d’attendre la membrane.
La seconde voie, est la possibilité, dans le réticulum, de s’associer a la chaine invariante qui
posseéde un signal d’adressage vers les endosomes via I'appareil du Golgi 27>27°. Il pourrait
s’agir d’un mécanisme contribuant a la présentation d’antigénes endosomaux qui pourrait

étre différents de ceux retrouvés dans la lumiére du réticulum endoplasmique.

Il'y a par la suite un phénomeéne d’internalisation des récepteurs. Ce phénomeéne est essentiel
pour la prise en charge d’autres antigenes. Les molécules CD1d possédent, au niveau de leur
gueue cytoplasmique, un motif de type particulier leur permettant d’interagir avec le

complexe AP2 qui induira leur internalisation au niveau des endosomes précoces. Il y a
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également une interaction avec le complexe AP3, redirigeant les récepteurs au niveau des
endosomes tardifs et des lysosomes ou ils pourront accommoder d’autres antigenes,
notamment exogenes, puis retourner a la membrane plasmique allouant leur reconnaissance
par le TCR des cellules iINKT?8%-282_ |’échange d’antigéne dans les endosomes semblent étre
facilité par les saposines?®32%4, Le trafic intracellulaire des molécules CD1 est résumé dans la

figure n°15.

PRE .

b
9 Trans-Golgi
network

-_— e ol

o l
ER 3
- MHC MHC class II
‘_class |
-_~EE‘F;_5?_ Self lipid
Nucleus B D a
B

Endocytic recycling compartment

= —> g

Calnexin Calreticulin

\_

CD1 (heavy chain) MHC class Il compartment or lysosome

Figure n° 15 : Trafic intracellulaire des molécules CD1%7
A : Assemblage de la molécule CD1d composé d’une chaine lourde et d’une chaine B2 microglobuline
B : Transport de la molécule CD1 de I'appareil du Golgi jusqu’a la membrane plasmique
C : Internalisation des molécules CD1 via le complexe AP2
D : Voie de recyclage lente pour CD1a et CD1c
E : Voie de recyclage des molécules CD1b et CD1d vers des compartiments endosomaux et
lysosomaux tardifs
F : Retour a la membrane plasmique avec le possible chargement d’une molécule lipidique au cours
de leur trafic
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b) Les isoformes CD1d1 et CD1d2 : influence sur 'orientation du lignage
des sous populations iNKT ?

Contrairement a I’'Homme, la souris posséde deux genes codant pour CD1d : CD1d1 et CD1d2.
Ces deux génes, orientés en sens opposés de transcription, sont séparés d’environ 6kb?8>. Ces
deux isoformes, partageant environ 95% d’homologie, seraient issus d’un événement de
duplication assez récent?®, Les principales sources de divergence entre les séquences sont
situées au niveau de la région 5’UTR contenant vraisemblablement les signaux de régulation
de la transcription. On dénombre également 17 amino acides de différences dont 9 situés au
niveau du site de liaison a I'antigéne?®>2%’ |l y a notamment le replacement d’une cystéine en
position 168 par un tryptophane. La cystéine 168 est un résidu trés conservé par les molécules
classiques et non classiques de CMH participant au pont disulfure pour le maintien de la
conformation des structures. Cette mutation ne semble pourtant pas avoir de conséquence
sur la conformation de la molécule CD1d2. Au niveau transcriptionnel, on retrouve des
guantités équivalentes d’ARNm de CD1d1 et CD1d2 dans le thymus. En revanche, dans les
autres organes tels que la rate ou le foie, il y a trés peu de transcrit de CD1d2. Il se pourrait
que la régulation de transcription et/ou de traduction soient différentes entre ces deux

génes?®,

On note également des différences d’expression des génes CD1dl et CD1d2 entre les
différentes souches de souris. En effet, chez la souris C57BL6, il y a une mutation au niveau de
I’exon 3 introduisant un codon stop prématuré abrogeant I'expression d’une protéine CD1d2
dans cette souche de souris?®8, Chez les souris BALB/c, il semblerait que le géne CD1d2 soit
fonctionnel et puisse ainsi coder pour une protéine?®. Deux groupes ont alors étudié la
possibilité d’une sélection des cellules iINKT par I'isoforme CD1d22%. Dans ces deux études,
des souris CD1d1KOCD1d2WT ont été générées a partir de cellules de souches de souris
129/SV portant une mutation dans le géne CD1d1 et réimplantées dans des blastocystes de
B6. Cette souris n’exprime pas la mutation dans le géne CD1d2 et pourra générer une

protéine CD1d2 fonctionnelle.

Pour la premiére étude datant de 1999, chez la souris B6 CD1d1KOCD1d2WT, CD1d2 est

exprimée dans le thymus mais de maniére plus faible que CD1d1 chez une souris B6 WT2%,
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La molécule CD1d2 est presque indétectable en périphérie. A cette période, I'analyse des
cellulesiNKT se faisait avec I'expression des marqueurs TCR et NK1.1. Cette analyse n’a pas
permis de détecter la présence de cellules iINKT et a ainsi conduit la conclusion que
I'expression de CD1d2 n’était pas suffisante pour supporter le développement des cellules
iNKT. La faible expression de CD1d2 est le reflet de sa faible quantité en ARNm. Il s’agirait
d’un défaut de transcription lié a des divergences dans les séquences régulatrices entre
CD1d1 et CD1d2. Pour la seconde étude, plus récente, on retrouve un profil d’expression
similaire de CD1d2, avec une expression dans le thymus mais plus faiblement que CD1d1 et
une quasi absence d’expression en périphérie?®’. L’utilisation du tétramére de CD1d a pu,
dans le cas présent, mettre en évidence la présence de cellules iNKT dans les souris
B6CD1d1KOCD1d2WT mais enfréquence et en nombre plus faible que chez une souris WT. Il
semblerait donc que I'expression de CD1d2 soit suffisante pour soutenir la sélection des
cellules iNKT fonctionnelles. Les cellules iNKT sélectionnées par CD1d1 ou CD1d2 présentent
des phénotypes différents. On constate un enrichissement en sous population NKT2 et
NKT17, une fréquence plus élevée d’utilisation de la chaine VB8 du TCR et un défaut
d’acquisition dumarqueur NK1.1 pour les cellules NKT1 pour les cellules iNKT sélectionnées
par CD1d2. Il semblerait ainsi que les isoformes CD1d1 et CD1d2 ne sélectionnent pas de la

méme maniereles cellules iNKT.

Dans cette méme étude, les auteurs se sont intéressés aux structures cristallographiques des
deux isoformes comme nous pouvons le voir dans la figure n°16 ci dessous?®’. Ils ont ainsi pu
déterminer que les deux isoformes adoptaient une structure assez similaire et que le
polymorphisme était réduit a la poche A’ du site de liaison a I'antigéne, la molécule CD1d2 en
possédant une plus petite. Ainsi, il semblerait que CD1d2 présente de maniere plus efficace les
glycolipides a courtes chaines. Ainsi, il se pourrait que ces deux isoformes présentent des
antigénes différents, ce qui pourrait avoir une conséquence dans la sélection et/ou la

différentiation des cellules iNKT.
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Figure n°16 : Comparaison des structures cristallographiques des molécules CD1d1 et CD1d2%%”
En vert a gauche est représenté le site de liaison a I'antigene de la molécule CD1d2 avec une petite
poche A’, en jaune a droite le site de liaison a I'antigéne de CD1d1

4) Caractéristiques et singularité de I'interaction TCR/CD1d

Les études cristallographiques (figure n°18) ont facilité I'appréhension des modes
d’interaction entre les TCR, leurs ligands et les molécules de présentation. Ainsi, Garcia et al,
ont démontré que le TCR des lymphocytes T conventionnels sont orientés diagonalement au
sillon du site de liaison a I'antigene. Les boucles CDR3 a et B sont en contact avec |'antigene.

Les boucles CDR1 et CDR2 sont essentiellement en contact avec les hélices a??.

Le mode d’amarrage des TCR des cellules iNKT est particulier et unique. Contrairement aux
cellules conventionnelles, le TCR est orienté parallelement a I’axe du sillon du site de liaison a
I'antigene, incliné au-dessus de la poche F’, couvrant les résidus 76-89 et 147-151 des hélices
al et a2 respectivement?°22%3, Ce mode d’amarrage est conservé entre les espéces, quel que
soit la chaine VB utilisée et I'antigéne reconnu?®*2%, Les deux stratégies d’ancrage sont

schématisées dans la figure n°17.
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Figure n° 17 : Stratégie d’ancrage des TCR des cellules conventionnelles a8 sur les molécules de CMH
(partie gauche) et des TCR des cellules iNKT sur les molécules CD1d (partie droite)?
Le TCR des lymphocytes T a3 adoptent un amarrage diagonal au sillon du site a I'antigéne alors que
le TCR des cellules iNKT est orienté de maniére parallele a I'axe du sillon du site de liaison a
I'antigéne.

L'interaction TCR/ligand/ CD1d est dominée par la chaine a du TCR, contribuant entre deux et
trois fois plus a la BSA (Buried Surface Area, mesure de la taille d’interaction entre protéines)
gue la chaine B. Ce biais pourrait expliquer le caractére de la sélection du TCR semi invariant

des cellules iINKT 238297,

Les interactions de la chaine a du TCR avec le complexe ligand/CD1d, sont médiées par les
boucles CDR1 et CDR3. La boucle CDR2 n’a qu’une implication minimale dans la
reconnaissance du complexe ligand/CD1d, les séquences sont trés divergentes entre les
espeéces, révélant un manque de pression évolutive?®®, La boucle CDR1 interagit exclusivement
avec le ligand. Les résidus CDR1 impliqués dans cette reconnaissance sont similaires entre
I'Homme, la souris et le rat. |l s’agirait ainsi d’un avantage, conservé au cours de I'évolution et
codés par la lignée germinale renforcant encore plus le caractére invariant de la chaine a du
TCR des cellules iNKT?%, La boucle CDR3a, dominant l'interaction avec le complexe
ligand/CD1d et codée par la chaine Jal8, interagit avec le ligand et la molécule CD1d. Les
résidus impliqués dans cette interaction sont, la encore, trés conservés au cours de I'évolution.
L'absence de cellules iNKT dans la souris Ja1l8KO montre I'importance des résidus CDR3a

codés par la lignée germinale dans la reconnaissance du complexe antigénique.

73



La chaine B du TCR des cellules iNKT interagit dans le complexe ligand/CD1d uniquement avec
CD1d par les boucles CDR3p et surtout CDR2[. Au vu du caractére invariant et monomorphe
de la chaine a du TCR des cellules iNKT, plusieurs études voient en la diversité d’utilisation de
la chalne VP et les variations non codées par la lignée germinale des séquences CDR3pB, une
flexibilité de reconnaissance antigénique. En effet, il a été montré que les cellules iINKT VB7+
se lie avec plus d’avidité a I'iGb3 et les cellules VB8.2+ a I'aGal-Cer?3®2°9, Mais comment fait la
chaine VB pour pouvoir distinguer les différents antigenes alors que cette derniere est

exclusivement en contact avec la molécule CD1d ?

Il y a plusieurs écoles. L'une suggere que la chaine VP via la boucle CDR3 ne permet pas la
reconnaissance préférentielle des ligands®®®. Le TCR agirait comme un récepteur de
reconnaissance de forme. La boucle CDR3p aurait alors un réle dans la modulation de I'affinité
du TCR soit en affectant sa capacité a se lier a CD1d, soit en affectant la spécificité fine du TCR
en modulant I'orientation de la chaine a?°. Ainsi le biais VP refléterait surtout une exigence
particuliere de certains résidus des boucles CDR pour interagir avec le complexe
ligand/CD1d?%8. En effet, une étude a révélé que la chaine a invariante avait la capacité in vitro
de s’apparier a tous les chaines VB, mais qu’il n’y avait que certaines chaines qui permettaient
la liaison avec le complexe TET-aGal-Cer. Il existerait ainsi, une certaine combinaison de
résidus qui supporterait la liaison au complexe antigénique atteignant un certain seuil
d’affinité pour étre sélectionnés positivement?*°, Ceci a été notamment démontré par le
groupe de Mallevaey. Apres le constat que I'hybridome NKT formé par les chaines Val4 et
VB6 n’interagissait pas avec le complexe TET-aGalCer, ils ont remplacé entierement la région
CDR2B par celle de la chaine VB8.2. Cette modification est suffisante pour permettre a
I'hybridome Val14VB6 d’interagir avec le complexe TET-aGalCer. Il existe pourtant quelques
rares cellules iINKT exprimant la chaine VB6. L’étude de la région CDR3B a permis d’éclairer
ce paradoxe. Des hybridomes VB8.2, VB7 et VB6 ont été générés en exprimant une multitude
de séquences CDR3pB différentes. Ainsi, pour les hybridomes VB8.2, 80% des séquences
CDR3B sont permissibles a linteraction avec le complexe TET-aGal-Cer, 50% pour les
hybridomes VB7 et seulement 4% pour les hybridomes VB6. Il semblerait donc que si la
chaine VB du TCR des cellules iNKT contient une région CDR2B permettant une interaction
adéquate avec CD1d, lescellules atteignent le seuil d’affinité nécessaire pour la sélection des

cellules iNKT et sont pluspermissibles pour la diversité des séquences CDR3pB plus diverses.
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Dans le cas contraire, il faudra une région CDR3B donnée pour pouvoir compenser « ce
manque ». Il semblerait ainsi qu’il y ait des contraintes structurelles imposées par la
composition en acides aminés des boucles CDR2[3 et CDR3[ ce qui jouerait un réle critique
dans le biais VP des TCR des cellules iNKT et leurs affinités d’interaction avec les complexes

glycolipidiques.

Pour d’autres, en dépit du fait que la chaine B du TCR n’interagisse pas directement avec
I'antigene, I'utilisation des différentes chaines B pourrait engendre des petites modifications
structurelles pouvant moduler I'orientation de la chaine a contribuant, indirectement, a la

reconnaissance préférentielle de différents ligands?9% 30,
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Figure n°18 : Représentations de l'interaction TCR/aGal-Cer/CD1d?%3%

A : Complexe TCR/aGal-Cer/ CD1d _ en vert I'hétérodimere CD1d, en rose aGal-Cer, en jaune la
chaine a du TCR des cellules iNKT et bleu la chaine B

B : Modele d’ammarage paralléle du TCR des cellyles iNKT sur le complexe CD1d /aGal-Cer _ en vert
pale les hélices de CD1d, en rose aGal-Cer et les boucles CDR du TCR

C : Modelisation des boucles CDR impliqués dans I'interaction avec CD1d ou I’ aGal-Cer

D : Modélisation de I'intercation TCR/aGal-Cer/ CD1d _ en jaune la chaine a du TCR des cellules iNKT
et bleu la chaine B
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Résultats
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Objectif de la these

Mon projet de thése s’inscrit dans la continuité de mon projet de Master 2 qui avait pour but
d’étudier I'influence de la chaine a du TCR dans I'orientation du lignage des sous populations
iNKT. Nous avons pu déterminer que I'expression d’une chaine a donnée ne permettait pas
d’orienter le lignage, et surtout, que la densité du TCR contribuait au fort signal que recoivent
les cellules iNKT lors de leur sélection agoniste dans le thymus. La force du signal TCR est une
variable essentielle pour le bon développement des cellules iNKT. Nous nous sommes donc

particulierement intéressés a ce facteur.

Dans le thymus, les cellules iNKT se différencient en trois sous populations : iNKT1, iNKT2 et
iNKT17, exprimant respectivement les facteurs de transcription T-bet, Gata3 et ROR-yt.
L'analyse des marqueurs, reflétant la force du signal TCR, a révélé des disparités parmi les sous
populations iNKT. Il semblerait que la population iNKT2 recoive le plus fort signal, suivi de la
population iINKT17 et enfin la population iNKT1 recevrait le plus faible signal. Ces résultats
pourraient étre le fait d’un signal TCR différemment percu et/ou recu lors de la sélection
positive des cellules et nous amene au coeur de notre projet de recherche.

Ainsi, mon projet de these a pour but de déterminer si la force du signal TCR, notamment a
travers la reconnaissance TCR/CD1d, joue également un rdle déterminant dans la

différenciation des sous populations iNKT et cela a travers trois approches différentes.

Pour la premiére approche, nous avons profité de |’existence de souche de souris ayant une
distribution différente des sous populations iNKT avec les souris B6 et BALB/c (B6 a dominance
NKT1 vs BALB/c a dominance NKT2). Nous avons cette fois ci adopté une approche inverse et
nous nous sommes demandés si une force de signal TCR différemment pergue et/ou recue
pouvait étre a |'origine des disparités de composition des sous populations iNKT relevées

dansces deux modeles de souris.

Dans une deuxiéme approche, nous avons évalué le réle du signal transmis pour la molécule
sélectrice CD1d dans la différentiation du lignage iNKT. Pour se faire, nous avons étudié le

développement des cellules iNKT chez des souris exprimant une demi dose de CD1d. Nous

77



avons ainsi développé un modele de souris ou les cellules iNKT percevront un signal TCR

réduit.
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Résumé de I'étude

Dans cette étude, nous avons cherché a évaluer le réle du signal TCR dans I'orientation du
lignage des sous populations, et plus spécifiquement, le r6le de la reconnaissance du complexe

CD1d/ligand par le TCR des cellules iNKT. Pour se faire, notre étude s’articule en deux parties.

Dans une premiére partie, nous avons étudié le signal TCR et I'influence des isoformes CD1d1
et CD1d2, chez des souris B6 et BALB/C possédant une répartition différente des sous
populations iNKT. Nous avons ainsi pu déterminer que les cellules iNKT des souris BALB/c
semblaient recevoir un signal TCR plus important. Nous avons relié ce résultat a la plus grande
proportion de cellules iINKT2 chez les BALB/c, sous populations qui, au vues de I’expression
de marqueurs reflétant la force du signal TCR, recevraient le plus fort signal TCR. Ces
résultats soutiennent ainsi I'idée que la force du signal TCR pourrait influencer la

différentiation des sous populations iNKT.

La souris BALB/c exprime deux isoformes de la molécule CD1d : CD1d1 et CD1d2,
contrairement a la souris B6 qui n’exprime que I'isoforme CD1d1. L’étude des souris BALB/c
exprimant différents isoformes de la molécule CD1d nous a permis de déduire que seule la
molécule CD1d1 sélectionne de maniere significative des cellules iNKT. En effet, la molécule
CD1d2 n’est que tres faiblement exprimée et ne permet la sélection que de peu de cellules
iNKT avec une différentiation biaisée vers la sous population iNKT1. Cette molécule ne
participerait donc pas de maniére significative a la sélection des cellules iNKT chez les souris
BALB/c et ne peut expliquer la composition différente des sous populations iNKT chez nos

souris B6 et BALB/c.

L’étude du réle de la reconnaissance spécifique TCR/CD1d dans I'orientation du lignage des
sous populations iNKT et de la possibilité que lI'isoforme CD1d1 présente des antigénes
différents chez nos souris ont été étudiés avec des expériences de chiméres de moelle mixte.
Nous avons pu constater que forcer une moelle B6CD1d1d2KO a se développer sur des
thymocytes corticaux BALB/c n’influence pas la différentiation des sous populations iNKT, les
cellules iNKT dérivant de la moelle B6CD1d1d2KO se différenciant comme dans une souris B6
classique. La seule reconnaissance du complexe ligand/CD1d par le TCR des cellules iNKT n'est
pas suffisante pour conduire un programme de différenciation spécifique de type B6 ou
BALB/c.
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Dans la deuxiéme partie, nous avons pu déterminer, par I'analyse de souris exprimant une
demi dose de CD1d, que les niveaux d'expression du complexe CD1d/ligand influencent la

différenciation des cellules iNKT liées a I'affinité de leur TCR.

L'ensemble de nos résultats nous permet d’apporter un éclairage déterminant quant aux

éléments qui pourraient influencer I'orientation du lignage des sous ensembles iNKT.
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Abstract:

Immature DP thymocytes expressing the semi invariant Va14-Ja18/VB TCR interact in the
thymic cortex with CD1d-expressing neighboring thymocytes to enter the NKT cell pool. These
positively selected NKT cell differentiate into three functionally distinct subsets named NK1,
NKT2, and NKT17. In this study we aimed to assess to what extend CD1d-ligand recognition
influence NKT cells differentiation and that could explain strain differential NKT cell
distribution in B6 vs BALB/c mice, in which NKT1 and NKT2/17 dominate the NKT cell pool
respectively. For this purpose, we generated BALB/c mice expressing either CD1d1 or CD1d2
isomorph, the latter found only in BALB/c mice. We found that CD1d2 is expressed at low
levels and select with low efficiency a population of NKT cells with an NKT1 profile resembling
to the one selected by CD1d1 in B6 mice. On the other hand, CD1d1 is expressed at high levels,
select with high efficiency a population resembling in phenotype, and number the one
observed in BALB/c mice indicating that CD1d2 could not account for the differential subset
composition between B6 and BALB/c mice. In a second approach, we analyzing the
development of B6 CD1d1CD1d2-deficient Bone Marrow (BM) derived NKT cells when forced
to develop on CD1d expressed by BALB/c BM cells in mixed bone marrow and vice versa. We
found that CD1d-ligand recognition per se is not sufficient to drive a specific differentiation
program and indicate that intrinsic genetic factors influence in addition this process. Finally,
by comparing NKT cells selected in CD1d+/- vs CD1d+/+ mice on a similar background; we
found that CD1d-ligand expression levels influence NKT cell composition linked to NKT cell TCR

affinity.

Overall, these results indicate that CD1d mediated TCR signals and other intrinsic signals

integrate to influence strain specific NKT cells developmental program and subset distribution.
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Introduction:

Invariant natural Killer (NKT) cells recognize lipid antigens presented by CD1d, a non-classical
major histocompatibility complex (MHC) class I-like molecule. These cells express a semi-
invariant TCR made up mostly of an invariant TCRa chain (Val4-Jal8 in mice, Va24-Jal8 in
humans) associate mainly with TCRB8.2, VB7, or VB2 in mice, VB11 in humans (1, 2). NKT cell
acquire during development effector/memory features linked to the key transcription factor
promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF), also important for MAIT and y5 T cell development
(3-5). In the thymus, NKT cells develop into three major terminally differentiated and
functionally distinct iNKT cell subsets. NKT1 cells express the transcription factor T-bet and
secrete predominantly IFNy; iNKT2 cells express high levels of the GATA3 and promyelocytic
leukaemia zinc finger (PLZF) transcription factors and secrete IL-4 and IL-13; NKT17 have
intermediate levels of PLZF, are positive for RAR-related orphan receptor gamma (Roryt)

expression, and secrete IL-17 (6) .

NKT cell develop in the thymus and derive from CD4+CD8+ double-positive (DP) thymocytes
expressing a Val4-Jal8 TCR that recognize glycolipid antigens presented by CD1d on
neighboring DP thymocytes in the context of SLAM-SAP mediated co-stimulation (7). NKT cell
development can be subdivided into the stages 0 (CD24+ CD44- NK1.1-), 1 (CD24- CD44-
NK1.1-), 2 (CD24-CD44+ NK1.1-), and 3 (CD24- CD44+ NK1.1+) (8). The closest cells to positive
selection, stage 0, express HSA, CD69 and Egr-2 and represent the earliest common precursor
to NKT cells (9, 10). The selection of these cells is believed to occur through a strong TCR
agonist signal at positive selection allowing the expression of Egr-2/PLZF and the entry to the
NKT cell program (11, 12). Our own study suggests that high TCR density might contribute to
TCR signal strength at stage 0 (13). The subsequent stage 1 comprises progenitor population
of NKT cells called NKTp (14). These cells are identifiable by upregulation of PLZF and
acquisition of CCR7 and S1PR1. Slamf6, and to a lesser extent Slamfl, are required for iNKT
cell development in mice (7). However, whether SLAM-SAP mediated co-stimulation regulates
positively or negatively TCR signaling in NKT cells is still unclear. In vitro costimulation of
Slamf6 together with the TCR with immobilized antibodies was shown to potentiate Egr2 and
PLZF expression in mouse pre-selection double-positive (DP) thymocytes (15-17). However,

deletion of the entire slam family receptor (SFR) locus in mice led to reduced iNKT cell numbers

83



as a consequence of increased TCR signaling and reduced survival suggesting that SFRs
promote NKT cell development by reducing TCR signaling (18, 19). Thus, how TCR and SFR
signals integrate to control iNKT cell selection and effector differentiation remains a key

unresolved question in the field.

TCR-mediated effector subset instruction could occur during cortical selection and/or in the
cortex or medulla following the NKTp stage. Different studies showed that CD1d/TCR
interaction is important for the NKT cells functional maturation (20-22). In fact, stage 1 and 2
NK1.1- NKT cells progressed to stage 3 NK1.1+ when intrathymically injected in WT but not in
CD1d KO mice (20, 21). Our study further showed that cortical thymocytes along with their
selecting ligand are required for the further maturation to stage 3 NKT cells (20). CD1d/TCR
interaction was also shown to regulate NKT2 function as mature thymic NKT2 cells that
produce IL-4 at the steady state no longer do so in a CD1d deficient environment (22). A
hierarchy in TCR expression levels and signal strength (NKT2>NKT17>NKT1) in NKT cell subsets
led to the hypothesis that TCR signal strength might influence fate decision of developing NKT
cells (17). This was exemplified in two studies using mouse models expressing hypomorphic
alleles of Zap70 (i.e., SKG BALB/c mice, YYAA and ZAP70AS C57BL/6 mice) showing that the
frequency of thymic iNKT2 and iNKT17 cells, but not of iNKT1l cells, was decreased
demonstrated that the development of iINKT2 and iNKT17 cells requires stronger TCR signals
than for iINKT1 cells (17, 23). Also, C57BL/6 mice deficient in the enzyme A20 (also known as
TNFAIP3), a negative regulator of TCR signals, exhibited a decrease in NKT1 cell numbers in
the thymus and peripheral tissue (24). To systematically investigate the earliest phases of NKT
cell development and subsequent subset differentiation, a TCR-inducible mouse model (CD4—
creERT2 Val4iStopF Nur77— eGFP) was developed by the Schmidt-Supprian group (25). This
model allowed generating an inducible wave of iNKT cell development and defines the precise
temporal sequence of events guiding NKT cell development and revealed that early TCR
signaling instructs a common progenitor state encompassing NKTO cells, while effector
subsets emerge later without further TCR input. The study also showed that NKT17 cells derive
from these progenitors during a short proliferative phase within 3 to 5 days, while NKT1 cells
in addition continuously emerge through differentiation from NKTp/NKT2-like cells in a

process that lasts 14— 20 days and that is likely cytokine driven. This conclusion contrast with

84



the one drown using mouse models expressing hypomorphic alleles of Zap70 (SKG and YYAA)
(17, 23, 24). In these models, differences in TCR expression levels and signaling were not
obvious at the NKTO cell stage, and only emerged at subsequent developmental stages (17).
Thus how and when TCR signaling control NKT cell selection and effector differentiation is still

a matter of debate.

In mice, two genes arranged in opposite transcriptional orientation encoding the CD1d
isoform have been identified, CD1D1 and CD1D2 (26). The CD1D2 gene from C57BL/6 mice
revealed a frame-shift mutation at the beginning of the fourth exon encoding the a3 domain,
thereby abolishing CD1d2 protein expression in this strain. In the BALB/c mouse, on the other
hand, the CD1D2 gene shows a reading frame allowing its transcription and its potential
expression at the surface (27). A transgenic mouse for CD1d2 on a B6 background has been
successfully generated (28). This mouse is however deficient in NKT cells because of the very
low expression of CD1d2 on the surface of cortical thymocytes, necessary for the selection of
NKT cells. The authors proposed that a transcriptional deficiency is at the origin of its low
expression. In BALB/c mice, the expression level of CD1d1 and CD1d2 mRNAs are equivalent,
which predicts their expression at the surface at the same level. However, expression of
CD1d2 on the surface of thymocytes has never been documented in BALB/c due to the
absence of antibodies discriminating between CD1d1 and CD1d2 molecules. Importantly, it
has been shown that CD1d2 molecules can present short, and not long, lipid chain antigens to
NKT cells indicating that they can participate in the positive selection of NKT cells in the same
way as CD1d1 molecules but with antigens different from those presented by the latter (29).
Importantly a recent analysis of mic e expressing CD1d2 on a B6 background (B6 CD1d1 KO
mice generated with ES cells from 129/SV that harbor functional CD1D2 gene), showed that
the selected repertoire is different than the one selected by CD1d1 and that is more
NKT2/NKT17 skewed (29). Thus, the question remains whether CD1d2 is expressed at the cell
surface of BALB/c cells and to what extend it could influence NKT cell selection and

distribution.

85



The relative distribution of the three thymic NKT1, NKT2, and NKT17 subsets varies in different
mouse strains and affects the phenotype and activation status of surrounding cells (6). In
several mouse strains, including BALB/c, NKT2 cells were abundant and stimulated by self-
ligand to produce IL-4. In those strains, steady state IL-4 conditioned CD8 T cells to become
“memory-like”, the production of chemokines by thymic dendritic cells, and the thymic exit of
mature “conventional” T cells (6, 30, 31). Additionally, RANKL expressing thymic iNKT2 and
iNKT17 cells regulate the differentiation of Aire+ MHC class I+ medullary thymic epithelial
cells that are involved in clonal deletion of self-reactive T cells and Treg maturation (32). Also,
thymic resident NKT1 cells produce IFN-y and promote Qa2 expression in CD4 and CD8

thymocytes, participating with TNF-o in the maturational process of these cells (14).

As mentioned above, it is proposed that differential TCR signal strength perceived by NKT cells
direct subset differentiation with NKT2 signal > NKT17 > NKT1 (17, 23). Based on that, we
hypothesized that strain differences in NKT cell subset distribution could be dependent on TCR
signal strength. To test this, we compared TCR signal strength in NKT cell from B6 and BALB/c
mice, in which NKT1 and NKT2/17 dominate the NKT cell pool respectively. We found that NKT
cells, and particularly NKT2 cells, in BALB/c mice perceive a higher TCR signal strength
compared to B6 mice supporting a relationship between differential TCR strength and NKT cell
differentiation. This difference is not due to a higher CD1d or SLAM expression in BALB/c mice
or to differences in CD1d1/CD1d2 isomorph expression as we found CD1d2 poorly expressed
in BALB/c mice and inefficient in selecting NKT cells. We also set up mixed bone marrow
chimeric mice where CD1d1CD1d2-/- B6 or BALB/c NKT cells develop respectively on CD1-
expressing WT BALB/c or B6 cortical thymocytes. Interestingly, we found that NKT cells from
the CD1d1CD1d2-/- compartment distribute similarly to their strain of origin, indicating that
CD1d-mediated recognition is not decision maker to direct a specific NKT cell differentiation
program and that additional genetic intrinsic factors influence this process. Finally, analysis of
NKT cell development in CD1d+/- mice showed that CD1d expression levels could influence

NKT cell subset distribution and function.
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Materials and methods
Mice

Ja18-/- and B6 CD1d1-/- mice are described elsewhere (33, 34). B6 and BALB/c CD1d1/CD1d2
-/- mice were purchased from the Jackson Laboratories. WT C57BL/6J and BALB/c mice were
purchased from Janvier Laboratories; C57BL/6 Ly-5.1 mice were purchased from Charles River
Laboratories. All mice were bred and maintained under specific pathogen free conditions, and
experiments were performed in accordance with the Institutional Animal Care and Use
Guidelines. The study was approved by the local ethics committee Comite d’Ethique Paris-
Nord (C2EA-121) affiliated with the Comite National de reflexion Ethique en Experimentation

Animale and to the French ministry for higher education and research.

Generation of knock-out transgenic mice for CD1D1 and CD1D2 genes
CD1d isomorph knock-out BALB/c mice were generated by Crispr-Casp9 technology. For
CD1d1 KO mice (named CD1d2 mice), we used founders that had an addition of T in position
17 starting ATG inducing a downstream STOP codon allowing the production of a 19 aa
protein. For CD1d2 KO mice (named CD1d1 mice), we used founders that have a deletion of
a T at position 23 starting ATG inducing a downstream STOP codon allowing the production of

a 38 aa protein. For details, see supplemental material and methods.

Cell preparation

Thymus, pooled peripheral lymph nodes (PLNs; comprising axillary, subaxillary, maxillary,
inguinal, and popliteal lymph nodes), and spleen were isolated, mechanically disrupted, and
filtered through a 40-mm stainless steel mesh to obtain single-cell suspensions. The recovery
of bone marrow cells is performed by placing the bone into a 0.5mL Eppendorf tube pierced
with a needle and containing 200uL of sterile 1X PBS. The 0,5 ml tube is then placed ina 1,5
ml Eppendorf tube, span at 5000rmp 5min, and the cell solution is recovered in the 1,5 m

tube, and passed through a 70 microns filter (QTY1 FALCON Cell Strainer Filter).
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Flow cytometry staining

Single-cell suspensions were incubated with anti-CD16/32 (2.4G2; BD) to block Fc receptors
before staining with PE, allophycocyanin, CD1d a-GalCer loaded tetramer, as previously
described (35). Binding was revealed with fluorochrome-conjugated Abs diluted in FACS buffer
(PBS containing 5% FCS and 0.02% sodium azide). See list of antibodies in supplemental
material and methods. For intranuclear staining, cells were fixed and permeabilized after
staining, then the Transcriptor Factor Buffer Set (BD Biosciences) was used according to the
manufacturer’s instructions (eBioscience). For intracellular cytokine staining, cells were fixed
with 2% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) and permeabilized with saponin. The Zombie NIR
Fixable Viability staining kit was used according to the protocol provided by Biolegend. Flow
cytometry was performed on a four-laser LSR Fortessa cytometer (BD Biosciences) and

analyzed using FlowJo V10.7.2 (BD Biosciences).

Generation of BM chimeras

BM cells were harvested from both the femurs and tibias of 3—6-week-old donors. B6 and
BALB/c BM cells (5 x 10° in total) were intravenously transferred, into the lateral tail vein
within 24 h, alone or co-injected at a 1:1 ratio into lethally (9 Gray) irradiated 6—-8-week-old
(B6 CD1d1CD1d2-/- x BALB/c CD1d1CD1d2-/-) F1 mice. BM chimeras were analyzed at 8—10
weeks post-reconstitution. The F1 mice were used as recipients to avoid potential rejection of

the BM cells and to distinguish B6- and BALB/c-derived cells

In vitro stimulation

To measure intracellular cytokines, cells were stimulated with 50 ng/ml PMA and 3300 ng/ml

ionomycin in the presence of 5 mg/ml brefeldin A for 4h (all reagents from Sigma-Aldrich).

88



Quantitative real-time PCR

CD69-CD4+CD8+ preselection double-positive thymocytes were sorted by on FACS Aria Il (BD
Biosciences) from BALB/c, BALB/c CD1d1KO (called CD1d2), BALB/c CD1d2KO (called CD1d1)
and C57BL/6. Total mRNA was extracted using Direct-zol DNA/RNA Miniprep kit (Zymo
Research) as recommended by the manufacturer. Reverse transcription was carried out by
using the TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (ThermoFisher) following the manufacturer’s
instructions. Quantitative real-time PCR was performed on a 7500 Fast Rael-Time PCR System
(Applied Biosystems) using TagMan gene expression assays for Gapdh (assay number:
Mm99999915 g1), Cdldl (assay number: Mm00783541 s1) and Cd1ld2 (assay number:
MmO00776138_gh). Relative expression of Cd1ld1 and Cd1d2 was determined using Gapdh as

the internal control using the comparative Ct method.

Statistical analysis

FACS data are summarized as mean +SEM. The statistical significance of differences between
populations was assessed based on a nonparametric Mann Whitney U test performed using

GraphPad Prism software; p values #0.05 were considered significant.
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Results
TCR signal strength correlate with specific NKT cell subset composition

NKT cell development in mice give rise to three NKT cell subsets named NKT1, NKT2, and
NKT17 based on the type of cytokine they produce (6). The B6 and BALB/c mice have different
numbers of NKT cells and different distribution of NKT cell-subsets. NKT cell frequency and
numbers are lower in B6 compared to BALB/C mice (Fig. 1A). In addition, NKT1 cells represent
the major NKT cell subset in B6 mice while NKT2 cells represent the dominant NKT2 subset in
BALB/c mice (Fig.1A). These mice represent thereby a way to understand factors that drive
their selection and differentiation. Different studies suggested that TCR strength could play a
role in NKT cell-subset differentiation (17, 23). The hypothesis was supported by studies
showing that a reduced TCR strength affected mostly NKT2 cell but not NKT1 cells. Because
B6 and BALB/c mice have different NKT cell distribution, we thought to compare TCR strength
in NKT cell subsets of these two strains to gain insight into the relationship between TCR
strength and NKT cell differentiation. Based on the results supporting the role in TCR strength
in TCR differentiation mentioned above, one would expect to found a lower TCR strength in
NKT cells from B6 mice. Accordingly, when we analyzed CD5, PLZF, and Egr2 expression levels
in NKT cells, reflecting TCR signal strength, we observed a lower expression of these markers
on total NKT cells, and mainly on NKT2 cells, from B6 mice indicating a lower TCR signal
strength perceived by NKT cells from B6 mice (Fig. 1B). The lower TCR strength in NKT cells
from B6 mice parallel with lower TCR and SLAM expression on these cells compared to BALB/c
mice (Fig.1C). On the contrary, CD1d and SLAM expression on cortical thymocytes is higher on
B6 compered to BALB/c mice (Fig. 1D). These results show a correlation between NKT cell
subset composition and TCR signal strength in B6 vs BALB/c and support the notion that TCR

signal strength could influence NKT cell subset differentiation.

CD1d isomorph expression is not at the origin of strain specific NKT cell distribution

As CD1d expression levels on cortical thymocytes do not correlate positively with TCR signal
strength, we thought that CD1d isomorphs could be of the origin of the differential TCR signal
strength and NKT cell distribution between B6 and BALB/c mice as CD1d1 and CD1d2 are

differentially expressed in both strains. In fact, B6 mice harbor a point mutation in exon 4 of
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CD1D2, which encodes the a3 domain (27). This frame-shift mutation introduces a stop codon,
abolishing surface expression of the molecule. In the BALB/c strain, however, CD1D2 does not
contain this mutation. Initial studies, and recent ones, indicated that CD1D2-encoding
transcripts were equally abundant compared with CD1D1 transcripts in BALB/c thymocytes
(17, 26). However, no serological reagent currently exists to discriminate CD1d1 from CD1d2
proteins and its surface expression and contribution to NKT cell development is unknown. To
address this question we generated mice expressing either CD1d1 or CD1d2 molecules by
causing a reading frame shift and the appearance of an early stop codon in CD1D2 and CD1D1
genes respectively by Crispr-cas9 technology (Fig.2A). Analysis of CD1d1 KO mice (called
thereafter BALB/c CD1d2 mice) showed reduced surface expression of CD1d2 molecules in
cortical thymocytes (up to 20 times compared to CD1d1CDd2 double KO mice) and almost no
detectable expression of CD1d2 expression in the periphery (Fig. 2B). We observed the same
trend for CD1d2 expression in B6 CD1d1 KO mice (called thereafter B6 CD1d2) (Fig. 2B). These
mice express CD1d2 because they were generated with ES cells from 129/SV mice strain
expressing CD1d2. These mice were then backcrossed to B6 mice. Analysis of BALB/c CD1d2
KO mice (called thereafter BALB/c CD1d1 mice) showed normal CD1d1 expression on cortical
thymocytes compared to BALB/c littermate controls (Fig. 2B). Analysis of NKT cell
development in BALB/c CD1d2 mice showed a reduced frequency (around 8 times) and
numbers compared to WT littermates control making a theoretical proportion of this
population around 15 % of NKT cells in BALB/c mice (Fig. 2C). NKT cell selection in B6 CD1d2
is less efficient with a 50 time less frequency that B6 mice (Fig. 2C). Analysis of NKT cell subsets
in BALB/c CD1d2 mice showed an increase in NKT1 and a decrease in NKT2 and NKT17 cell
subsets compared to BALB/c littermate control (Fig. 2C). This distribution profile is close to
the one observed in B6 and B6 CD1d2 mice (Fig. 2C). Analysis of NKT cell development in
BALB/c CD1d1 mice showed similar frequencies, NKT cells numbers, and NKT cell subset
distribution in the thymus of these mice compared to BALB/c littermate control mice. (Fig.
2C). Intracellular staining did not show accumulation of CD1d2 molecules within the DP
thymocytes (Fig. 2D). Transcriptional analysis showed equal amounts of CD1D2 and CD1D1
transcripts in BALB/c CD1d2 DP thymocytes, as observed in BALB/c and B6 mice (Fig. 2E). In
addition, equal amounts of CD1D2 transcripts were detected in BALB/c CD1d2 and BALB/c
mice, pinpointing a translational rather than a transcriptional problem behind the low

expression of CD1d2 in the thymus (Fig. 2E). In the periphery however, we found reduced
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expression of CD1D2 compared to CD1D1 transcripts indicating the existence of a
transcriptional problem in addition to a translational one (Fig. 2E). Interestingly we found
that CD1d2 expression is upregulated in thymic NKT cells compared to DP cells supporting the
notion of a translational problem at the origin of the low CD1d2 expression in BALB/c CD1d2
mice (Fig. 2B).

Overall, these results show that CD1d2 molecules select NKT cells with lower efficiency
compared to CD1d1 molecules. The selected cells in BALB/c CD1d2 mice are mostly NKT1 cells
and the one selected in BALB/c CD1d1 mice are mostly NKT2/17 showing a “B6 like” and a
“BALB/c like” profile in NKT cell subset distribution respectively (Fig. 2E, pie chart). Thus
CD1d2 is likely not at the origin the difference in TCR signal strength and subset distribution
between B6 and BALB/c mice.

CD1d-mediated ligand recognition do not promote specific differentiation path

So far, our findings indicate that neither CD1d expression levels nor differential CD1d
isomorph expression could explain TCR signal strength and subset distribution in B6 and
BALB/c mice. To test if CD1d-ligand recognition in the context of B6 vs BALB/c genetic
background could play a role in NKT cell subset differentiation, we decided to analyze the
development of BALB/c CD1d1CD1d2-/- NKT cells selected on B6 CD1d-expressing cortical
thymocytes and vice versa by generating mixed chimeric mice (Fig. 3A). Because these
experiments necessitate mixed F1 B6 CD1d1CD1d2 -/- x BALB/c CD1d1CD1d2 -/- recipient
mice (called thereafter (B6 x BALB/c) CD1d1/2-/- F1 recipient) to allow normal reconstitution,
we first asked whether factors intrinsic or extrinsic to hematopoietic cells contribute to the
differential NKT cell subset distribution profile in B6 and BALAB/c mice. To test this, we
transferred B6 (H-2Kb) or BALB/c (H-2Dd) BM cells into lethally irradiated (B6 x BALB/c)
CD1d1/2-/- F1 recipients. Between 8 and 10 weeks post-BM reconstitution, we analyzed NKT
cell subset composition of donor-derived iNKT-cells in the thymus and spleen. As shown in
Figure 3B, upper panel, B6 and BALB/c BM cells gave rise to high frequencies of thymic and
splenic NKT1 and NKT2 cells recapitulating what observed in B6 mice and BALB/c mice

respectively. However, we also observed that thymic, but not splenic, BALB/c BM cells gave
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rise to high frequencies of thymic NKT1 population, exceeding NKT2 cells, and to a reduced
frequencies of NKT17 cells (Fig. 3B, upper panel). We however observed the same thymic NKT
cell subset distribution pattern in BALB/c -> BALB/c CD1d1CD1d2-/- BM chimeras indicating
that this reversed NKT1/NKT17 distribution observed in mice reconstituted with BM BALB/c
cells is intrinsic to the BALB/c BM cells and not to the (B6 x BALB/c) CD1d1/2-/- F1 recipient
(Fig. 3B lower panel). As expected, B6-> B6 CD1d1CD1d2-/- BM chimeras show an NKT cell
distribution resembling to the one observed in B6 mice (Fig. 3B, lower panel). Thus, the
BALB/c distribution pattern of thymic NKT cells observed after BALB/c BM reconstitution (high
NKT2/NKT1 and low NKT17 frequency), and not the one observed in wild type BALB/c mice
and shown in figure 1 A, will be considered as reference BALB/c pattern when analyzing
BALB/c BM reconstituted mice. Overall, these results indicate that factors intrinsic to

hematopoietic cells contribute to the differential NKT cell subset distribution profile.

We next determined whether factors intrinsic or extrinsic to NKT cells control their varying
differentiation in B6 and BALB/c BM cells. This was done by infusing B6 and BALB/c BM cells
mixed at a 1:1 ratio to chimerically reconstitute lethally irradiated (B6 x BALB/c) CD1d1/2-/-
F1 mice (Fig. 3A). We found that the distribution of thymic and splenic NKT cells derived from
B6 BM or BALB/c BM resemble the one observed in B6 BM or BALB/c BM chimeric mice
respectively, indicating that NKT cell differentiation and distribution of NKT cells is intrinsic to
BM-derived NKT cells (Fig. 3C). To directly test the role of CD1d-ligand recognition in NKT cell
differentiation, we generated BM chimeras by transferring B6 CD1d1CD1d2-/- (H-2Kb) BM
cells or BALB/c CD1d1CD1d2-/- (H-2Kd) admixed respectively with BALB/c or B6 BM cells into
lethally irradiated (B6 x BALB/c) CD1d1/2-/- F1 recipients. CD1d-deficient DP thymocytes lack
the ability to select NKT cells but can generate NKT cells in the presence of WT B6 or BALB/c
DP thymocytes. As shown in figure 3C, the thymic and splenic distribution of NKT1 and NKT2
cells developed from the CD1d1CD1d2-/- BM compartment does not resemble to the
distribution of the co-recipient CD1d-sufficient-originated NKT cells but resemble the one
observed in B6 BM or BALB/c BM chimeric mice. Interestingly, we noticed that CD1d1CD1d2-
/- -originated NKT cells acquired CD1d expression (Fig. 3D). The plausible explanation for this
is that these cells co-opted CD1d from CD1d-expressing DP thymocytes from co-recipient

CD1d-sufficient NKT cells, a phenomenon called trogocytosis (36). Overall, these results
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indicate that CD1d-ligand recognition alone is not sufficient to promote strain specific

differentiation and subset distribution.

CD1d expression levels impact NKT cell subset composition and function

To assess the influence of CD1d expression we decided to analyze NKT cell development in
CD1d heterozygous mice (CD1d+/-), where CD1d density is reduced by half, compared to WT
mice. We performed this study in B6 CD1d1CD1d2-/- x BALB/c F1 mice with a mixed
background so we do not have to do the study in B6 and BALB/c background separately.
Another advantage using the F1 mice is that they comprise a sizable population of NKT2 and
NKT17 cells compared to B6 mice. We thus crossed B6 CD1d1CD1d2-/- mice and BALB/c mice
and B6 and BALB/c mice to obtain CD1d+/- F1 and CD1d +/+ F1 mice on a mixed B6/BALB/c
background (Fig. 4A). We found in CD1d+/- mice a normal thymic T cell distribution based on
CD4 and CD8 (not shown) and CD4+CD8+ double positive cortical thymocytes in these mice
express at their surface half CD1d molecules as expected (Fig.4B). We found that the CD1d+/-
F1 mice have the same frequency (Fig. 4C) and absolute numbers (data not shown) of NKT
cells compared to WT controls as assessed by CD1d-tetramer staining, indicating normal
selection in these mice. We, however, found that the distribution of NKT cells in these mice
was affected with an increase in the frequency and absolute numbers of NKT2 cells and a
decrease in the frequency and absolute numbers in NKT17 cells The frequency and absolute
numbers of NKT1 cells remain unchanged. We also found as expected that reduced CD1d
expression induced reduced TCR signal strength as we observed reduced expression levels of
CD5, PLZF and Egr2 in total NKT cells from CD1d+/- F1 control mice (Fig. 4D). When we analyze
NKT cell subsets separately, we observed a lower expression of CD5 in all NKT cell subsets, a
lower expression of PLZF in NKT1 and NKT2, and a lower expression of Egr2 only on NKT2 cells
(Fig. 4D). We also analyzed the TCR 3 chain repertoire in the different NKT cell subsets, the a
chain being constant, and found an increase in the frequency of VP7 in total NKT cells of
CD1d+/- compared to CD1d+/+ controls (Fig. 4E). Analysis of VB chain usage in CD1d+/+ NKT
cell subsets shows this hierarchy of V37 usage NKT2>NKT1>NKT17 as described in other
studies (6). In CD1d+/- mice, we observed an increase in the usage of V7 in NKT2 and NKT1

but not in NKT17 cells compared to CD1d+/+ mice (Fig. 4E). We observed no changes in V38
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usage. (Fig. 4E). Our results indicate that there is a correlation between the usage of V7 and
developmental potential in CD1d+/-. In fact, the subsets with higher expression of V7 have a
developmental advantage (NKT2 or NKT1), while subset with the lowest V7 expression have
a reduced developmental potential. In order to assess the functional capabilities of NKT cells
developed in CD1d+/- mice, we analyzed cytokine production in these subsets after
stimulation with PMA/lonomycin. We found that NKT cells expressing NK1.1 and representing
mature NKT1 cells have their potential to produce IFN-y unaltered (Fig. 4F). The NK1.1-CD138-
subset comprising T-bet+ immature NKT1 cell and NKT2 cells have the same potential to
produce IFN-y (cytokine produced by immature NKT1 cells) and a reduced capability to
produce IL-4 (cytokine produced by NKT2 cells as mature NK1.1+ NKT1 cells do not produce
IL-4) (Fig. 4F). As for CD138+ NKT17 cells, we found these cells to have a reduced capability to
produce IL-17 (Fig. 4F). To assess the consequences of reduced NKT cell functional capabilities
in CD1d+/- mice, we decided to analyze the development of Eomes positive CD8 virtual
memory cells in CD1d+/- mice. These cells depend largely on IL-4 provided by NKT2 cells for
their development as CD1d-/- mice have reduced CD8 virtual memory cells (6). We found the
frequency and absolute number of CD8+Eomes+ cells in the thymus of CD1d+/- mice were
reduced compared to CD1d+/+ control mice (Fig. 4G). Overall, these results show that CD1d-
expression levels could influence not only NKT cell subsets composition but also acquisition of

their effector function.
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Discussion

Mouse NKT cells precursors differentiate after positive selection into three distinct phenotypic
and functional subsets named NKT1, NKT2 and NKT17 (6). However, NKT cells distribution in
B6 and BALB/c mice are different with a bias for NKT1 and NKT2/NKT17 subsets respectively.
In this study, we aimed to determine if CD1d-ligand recognition by developing NKT cells could
influence their differentiation profile and explain how subset distribution is different between
mouse strains. Our analysis of NKT cell development in BALB/c CD1d1 and BALB/c CD1d2 mice
show that exclusive CD1d2 expression in BALB/c mice could not be at the origin of the
distribution differences between both strains. Our analysis of B6 (or B6 CD1d1CDd2-/-) and
BALB/c (or BALB/c CD1d1CD1d2-/-) mixed BM chimeras showed that the differentiation
profile of NKT cells and their subset distribution is intrinsic to BM-derived NKT cells and is not
influenced by the sole syngeneic CD1d-ligand recognition. Finally, analysis of NKT cell
development in CD1d+/- mice on mixed B6xBALB/c background show that CD1d-ligand
recognition could influence NKT cell distribution and function in mice strain having differential

CD1d expression levels such B6 or BALB/c mouse.

TCR strength/duration regulates cell fate decision during T cell development in the thymus
leading to the development of helper CD4 and cytotoxic CD8 T cells (37). TCR strength is also
proposed to influence cell fate decision of functionally IL-17- and IFN-y-producing yo T cells
(38, 39). TCR strength is also proposed to influence NKT cell subset differentiation. Reduced
TCR strength due to altered components of the signaling cascade downstream TCR in naturally
mutant or genetically modified mice affected differentially NKT cell development (17, 23). In
these mice NKT2 but not NKT1 cell development is altered suggesting that strong/sustained
TCRsignal is required for NKT2 cell development. These results fits with the findings that NKT2
and NKT1 cells were found to perceive the highest and lowest TCR signal strength in normal
mice (17, 23). NKT cell development in B6 mice is biased toward NKT1 cell development while
it biased toward NKT2/NKT17 cell development in BALB/c mice. Interestingly, our results show
a higher TCR signal strength perceived by NKT2 rich BALB/c than NKT1 rich B6 NKT1 cells
suggesting an influence of TCR signal strength in NKT cell fate decision and providing a

potential link with strain NKT cells subset distribution.
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Different studies showed that TCR signal perceived by NKT cells is potentiated by homotypic
SLAM/SLAM interactions (40). The higher SLAM expression we observed in BALB/c NKT cells
compared to B6 could explain higher TCR signal strength perceived by BALB/c NKT cells (15-
17). On the other hand, another study proposed that slam family receptors (SFR) dampen TCR
signal during NKT cell development and could not explain how higher SLAM expression in
BALB/c NKT cells compared to B6 allow higher TCR signal strength (18, 19). Our results show
also a reduced CD1d expression levels in BALB/c DP cells that could not explain the high TCR
signal strength perceived by BALB/c NKT cells. One possibility could be that the CD1d isomorph
CD1d2 expressed exclusively in BALB/c mice provide a differential TCR signal and most
importantly influence NKT2/NKT17 differentiation in BALB/c mice. The hypothesis that CD1d2
could select NKT cells have been tested in previous studies by generating mice expressing
CD1d2 on B6 background (28). The author found that CD1d2 was poorly expressed in
thymocytes of these mice and was thus inefficient to select NKT cells. The author proposed
that the low expression of CD1d2 is due to low mRNA transcript expression observed in
different organs. This was not the case in the thymus but the authors did not develop this
point. Studies on BALB/c mice showed equal amount of CD1d1 and CD1d2 transcript in BALB/c
thymocytes and more importantly that CD1d2 presented different ligand than CD1d1 and thus
able to potentially influence NKT cell distribution in BALB/c mice (29). To test this hypothesis,
we generated CD1d1 KO mice (CD1d2 mice) and to our surprise found that CD1d2 is poorly
expressed in DP thymocytes, allowing the selection of a reduced NKT cell population with an
“B6 like” profile. The non-expression of CD1d2 is not a problem inherent to the Crispr-Cas9
strategy as we do not see CD1d2 expression as well after backcrossing B6 CD1d1-/- mice to
BALB/c CD1d1CD1d2-/- mice for 5 generation (data not shown). Like previous studies, we
found equal amount of CD1D1 and CD1D2 transcripts in WT BALB/c mice (29). We also found
equal amount of CD1D1 and CD1D2 transcripts in CD1d2 mice, but also in CD1d1 mice.
Importantly, we observed equal amount of CD1D2 transcripts in CD1d2 and BALB/c mice
indicating that CD1d2 is likely not expressed in BALB/c mice and could not be at the origin of
the differential signal strength perceived by BALB/c NKT cells or to their differential subset
distribution in normal BALB/c mice. This notion is supported by the fact that NKT cells selected

in CD1d2 mice perceive lower TCR signal strength compared to BALB/c NKT cells (data not
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shown) and that the selected cells have an “B6 like” profile. We were not able to detect CD1d2
intracellularly in CD1d2 mice indicating a translational rather than a transcriptional problem
at the origin of the absence of cell surface expression of CD1d2 in these mice. This is supported
by the fact that the few selected NKT cells in CD1d2 mice upregulated CD1d2 expression
compared to DP thymocytes they originate from. We hypothesize that CD1d upregulation is a
consequence of positive selection as CD1d is also upregulated in selected NKT cells in normal
B6 or BALB/c mice. This phenomenon is not restricted to NKT cells or related to their agonist
selection, as it is reminiscent to class | expression that is undetectable in DP thymocytes and

upregulated in selected CD4 or CD8 T cells.

To understand how important CD1d-antigen recognition in dictating NKT cell fate lineage we
generated B6 and BALB/c mixed chimeras and also mixed chimeras where either one of B6 or
BALB/c compartments is deficient in CD1d. Our results show that NKT cell fate is dictated by
factor intrinsic to the NKT cells and that allogenic CD1d-recognition is not able to revert this
developmental fate. Surprisingly, we found that while B6 BM chimeras recapitulate B6 NKT
cell distribution in the thymus and spleen, BALB/c BM chimeras shift in the thymus toward a
NKT1 lineage predominance and a low NKT17 frequency characteristically seen in B6 mice,
though keeping high frequency of NKT2 cells. Importantly, our results are consistent with a
previous study showing the same non classical thymic NKT cells distribution in syngeneic
BALB/c BM chimeric mice (increase NKT1 and reduced NKT17 cells) (17) . Importantly, our
results in the spleen of BALB/c BM chimera show a classical BALB/c like NKT pattern with a
dominance of NKT2 over NKT1 subset (41), indicating that the non-conventional NKT cell
distribution is limited to the thymus. We do not know the reasons for the increased NKT1 and
the reduced NKT17 frequencies in thymic BALB/c BM chimeric mice. One explanation of the
absence of NKT17 cells is that they have a specific developmental embryonic window of
development and that these cells do not develop in adult mice. NKT1 cells then fill the space
left by NKT17 cells. This is likely not the case as NKT17 cell develop in the thymus and periphery
of B6 BM chimeric mice (KB unpublished results). The reported different sensibility to
radiation of B6 and BALB/c mice could be an alternative explanation of the NKT cell
distribution profile observed in BM BALB/c chimeras (42). Regardless, future studies are

needed to solve this issue.
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Another study carried out a series of bone marrow transplantation experiments to study NKT
cell selection and found an inverse relationship between the CD1d expression level on DP
thymocytes and of thymic NKT cell frequency (43). The influence of CD1d expression levels
on NKT cells differentiation and subset distribution was not reported in this study. Our own
results show that B6 and BALB/c, fit with the cell numbers/CD1d-expression inverse
relationship as we found that BALB/c have higher NKT cell numbers and lower CD1d
expression. In addition, in the mixed B6 x BALB/c chimera, we observed a reversion in NKT cell
numbers with higher NKT cell numbers in the B6 than in the BALB/c compartment (data not
shown). Mixed chimeras using B6 + BALB/c CD1d1CD1d2-/- BM cells and B6 CD1d1CD1d2-/-
+ BALB/c BM cells confirmed the higher capacity of DP thymocytes from BALB/c to select NKT
cells (data not shown) and the notion that the physiological variation in CD1d expression has

an important role in controlling the development of NKT cells (43).

During T cell-APC encounter, it has been reported that T cells can acquire cell surface
molecules from APC and this phenomenon is called trogositosis (36). We observed such a
phenomenon in the B6 + BALB/c CD1d1CD1d2-/- and the reversed mixed chimeras. In fact, in
these mixed chimera B6 CD1d1CD1d2-/- or BALB/c CD1d1CD1d2-/- NKT cells that developed
on BALB/c or B6 thymocytes express now CD1d with high levels, though lower to CD1d
expressed on NKT cells developed from CD1d sufficient BM cells. We also do not know the
significance of such phenomenon and if it has a physiological significance. This phenomenon
was observed in a previous study by the Bendelac group where a WT (10%) + CD1d-/- (90%) -
-> CD1d-/- chimera was generated (44). Analysis of CD1d expression in total NKT cells shows
a higher frequency of CD1d positive cells (25%) compared to DP thymocytes (10%). Because
CD1d expression was not analyzed in each compartment separately in the study, it was
suggested that DP expressing CD1d have a selection advantage on the non-expressing ones.
Regardless, it would be interesting to assess if such trogositsis is an NKT cell related
epiphenomenon or a phenomenon related to innate cell development that could be tested in

MAIT cells.
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Because we found that strain CD1d-ligand recognition is not sufficient to influence NKT cell
differentiation and subset composition, and that NKT cell intrinsic factors influence this
process, it is reasonable to consider that any effect of CD1d-ligand recognition on NKT cell
differentiation could be masked by other dominant allelic genetic backgrounds variants. To
bring out a role of CD1-ligand recognition in NKT cells development we analyzed selection and
differentiation on NKT cells in CD1d +/- mice expressing 50% of CD1d at the cell surface on a
mixed B6 CD1d1CD1d2-/- x BALB/c background This way, there are no interference with
genetic background variant. We found that the frequency and cell numbers of NKT cells
remain unchanged in these mice. Our results are in agreement with a study that compared
the frequencies of NKT cells between wild-type NOD and NOD.CD1d+/- mice but did not
observe a significant difference, albeit the CD1d expression level was reduced by about 50%
in the latter strain. In that study, it was established a negative relation between CD1d
expression level and the frequency of thymic NKT cells in different mouse strain (43). The B6
and BALB/c mice we analyzed in our study appeared to fall inside of this linear relationship
and confirm that the physiological variation in CD1d expression has an important role in
controlling the development of NKT cells, but reducing its level alone is not sufficient to
increase the frequency of these cells. We however found that reduced CD1d levels altered
NKT cell subset distribution, favoring the V7 NKT2 richest and disfavoring the poorest V37
NKT17 subsets. Our results are in agreement with previous studies showing that V37 confer
high affinity to NKT TCR and confirm the importance of V3 chain in NKT cell subset composition
(45, 46). It is possible to consider that lower CD1d expression levels in BALB/c compared to B6
mice explain in part the higher NKT2 cells in these mice but it cannot explain higher NKT17
cells. Thus, physiological variation in CD1d expression levels could influence NKT cell
distribution but do not account for NKT cells subset distribution in different mouse strains
highlighting the influence of other genetic variant. It is interesting to notice that NKT2 cells in
CD1d+/- mice still perceive the highest signal among NKT cells indicating that TCR signal
strength hierarchy among NKT cell subsets is maintained. Our results reveal a parallel
between TCR signal strength and functional acquisition of NKT cells in addition to the
established one with subsets distribution. In fact, analysis of CD1d+/- mice show that NKT2
and NKT17 cells, that perceive a high TCR signal, are affected in their function and both
produce less cytokine, while NKT1 cells, that perceive low TCR signal, are not affected in their

capacity to produce IFN-y.
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Overall, our results provide insightful information regarding the role of CD1d/TCR interaction
in the differentiation of NKT cells. While it was assumed that CD1d2 contribute to the
development of NKT cells, our study show clearly, through a genetic approach, that CD1d2 do
not play a major role in NKT cell development and could not be accounted for to explain strain
specific distribution between CD1d2 expressing and non-expressing mouse strains. Our study
reveals however, that in conjunction of CD1d/TCR interaction, NKT cell intrinsic factors

influence strain specific differentiation and subset distribution.
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Figure 1: Differential TCR signal strength in B6 and BALB/c NKT cells.

A. Representative staining of NKT1 (T-bet*), NKT2 (T-bet'RORyt’), and NKT17 (RORyt*) subsets among
thymic NKT cells from B6 and BALB/c mice. Values indicated on dot plots represent frequencies.
Individuals/means + SEM of mean frequency and absolute numbers for total NKT cells each NKT cell
subset are depicted in the right panel.

B. Representative staining of CD5, PLZF, and Egr2, in thymic iNKT cells and the indicated NKT cell
subsets. Individuals/means + SEM of mean MFI of these markers are depicted in the right panel.

C. Representative staining of SLAM6 and TCR in thymic NKT cells and the indicated NKT cell subsets in
B6 and BALB/c mice. Individuals/means + SEM of mean MFI of these markers are depicted in the right
panel.

D. Representative staining of CD1d and SLAM®6 expression on cortical thymocytes from B6 and BALB/c
mice. Data are representative of 4 to 7 experiments in which 4 to 8, 7-8-wk-old mice, were used per
strain in each experiment. Significant results are indicated by an asterisk and were assessed by applying
a nonparametric Mann Whitney U test. *p < 0.05.
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Figure 2: CD1d1 and CD1d2 influence on NKT cell selection and distribution.
A. Schematic of CD1d1 and CD1d2 status in the indicated mice strain.

B. Representative staining of CD1d expression on cortical thymocytes (DP), NKT cells, and B cells
fromthe indicated mice. Individuals/means + SEM of mean MFI of these markers are depicted in the
right panel.

C. Representative staining of NKT1 (T-bet*), NKT2 (T-bet'RORyt’), and NKT17 (RORyt*) subsets among
thymic NKT cells from the indicated mice. Values indicated on dot plots represent frequencies.
Individuals/means + SEM of mean frequency and absolute numbers depicted in the right panel for total
NKT cells, and below for each NKT cell subset. The latter results are also shown in pie chart for clarity.

D. Representative surface staining (left) and intracellular staining of CD1d on cortical thymocytes (DP)
subsequent to a staining with unlabeled anti-CD1d (right) from the indicated mice.

E. Molecular Biology. Data are representative of 3 to 4 experiments in which 4 to 8, 7-8-wk-old mice,
were used per strain in each experiment. Significant results are indicated by an asterisk and were
assessed by applying a nonparametric Mann Whitney U test. *p < 0.05.

110



A S 8. -
Bone Marrow Donor (O el F I g U re 3
B TN —
( BALB/c CD1dCD1d2-/- B6 Balb/C B6 CD1d1CD1d2-/-

v v v
[ 86 +BALB/cCD1d1CD142-/- | 86+ Balb/c | [ B6 CD1d1CD1d2-/- + Balb/c |

. & & =&

B Recipient Mice F1: B6 CD1d1CD1d2-/- x BALB/cCD1d1CD1d2-/-

BALB/c —» (B6 x BALB/c) CD1d1/2 -/-

| B6 —» (B6 x BALB/c) CD1d1/2-/-

86
! Thymus Spleen Thymus Spleen
B6 x BALB/c 100 100 80 80
80 80 604 2 60
2 2 Ml g
§ 60 s 60 T £
BALB/c s g £ g
v S 40 S 40 E s
I [ 20 * 20
B6 x BALB/c 2 o, 20
0 0 o NI 0
N R R &S &L
& & & & & & & &
| B6—>B6 CD1d1/2 /- BALB/c —» BALB/c CD1d1/2 -/- |
86
i Thymus Spleen Thymus Spleen
86 100 100 80
Q
80 80
’ > > > 60 >
2 60 2 2 2
! s S 60 S s
BALB/c = & 2 40 EA
V w £ w :
BALB/c w w P w
20 20
0 0 0
N S
& & FEE
X
B6 B6 B6
86 86
+ -/-
C B6 + CD1dCD1d2-/- * CDldl/Z /
+ BALB/c + BALB/c BALB/c +
Balb/c CD1d1CD1d2-/- BALB/c CcD1d1/2-/- BALB/c
f 14 | “fos ]
RE 2 100 100
H-2Kb . _,]‘ —
v (8§ . * ] ¥ 80 80
b R RN B V) 1 81 |14 85 > > >
| i ) i bt ) [l S SRR &1 ) o
= g TTv v TS c < 0 g 60
z £, _. g 3 :
= 16 s s § 40 s 40
w w w
wakd || ] 2 2
(8ALB/c) ||
AOALB/. | 0 o
NKT1 NKT2 NKT17 NKT1 NKT2 NKT17 NKT1 NKT2 NKT17
86 86
B6 + CD1dCD1d2-/-
+ BALB/c +
Balb/c CD1d1CD1d2-/- BALB/c
+{ 01 | o2 | 1 02 100 100 100
e 1 ¢!
v hao | ‘ Lo 80 80
©6) |. . : B 2 by oy
8 i 14 . ‘ .Jus 8 g - } 136 s 80 § 60 S 60
—_— 1% e reae g VA s o 3 3
=3 g s 40 S 40 g w0
%] e [ I e
3 20 w
20 20
THd | 0 0
(8ALBL) | NKT1 NKT2 NKT7 NKT1 NKT2 NKT17 NKT1 NKT2 NKT17

111



CD1d-TET —

CD1d MFI1

5000

4000

3000

2000

1000

H-2Kb

W H-2kb
X H-2kd

H-2Kb (B6)

H-2kd
(BALB/c

5000
4000

3000

CD1d MFI

2000

1000

H-2Kd

H-2Kb

H-2Kd

112

CD1d-TET —»

Figure 3 suite

CD1d MFI

4000

3000

2000

1000

H-2Kb (B6)

H-2Kb

H-2Kd

CD1d MFI

NKT
8000 *
6000
4000
2000
0
H2Kb  H-2Kd



Figure 3: CD1d-mediated ligand recognition does not influence NKT cell specification.
A. Schematic of chimeric mice generation.

B. Representative staining of NKT1 (T-bet*), NKT2 (T-bet'RORyt’), and NKT17 (RORyt*) subsets among
thymic (left) and splenic (right) NKT cells from B6 (H2K-B) and BALB/c (H2K-D) compartment of the
indicated mixed bone marrow chimeras. Values indicated on dot plots represent frequencies.
Individuals/means + SEM of mean frequency for each NKT cell subset are depicted below in the left
and right panel for thymus and spleen respectively.

C. Representative staining of CD1d expression in NKT cells (upper) or mainstream T cells (lower) in
B6 (H2K-B) and BALB/c (H2K-D) compartment from the indicated mixed bone marrow chimeras.
Individuals/means + SEM of mean MFI of these markers are depicted below. Data are representative
of 3 to 4 experiments in which 4 to 8, 7-8-wk-old mice, were used per strain in each experiment.
Significant results are indicated by an asterisk and were assessed by applying a nonparametric Mann
Whitney U test. *p < 0.05.
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Figure 4: CD1d expression levels impact NKT cell subset composition and function.
A. Schematic of the crossing strategy used to obtain the indicated mice.

B. Representative staining of CD1d expression on DP cortical thymocytes from CD1+/+ and CD1d+/-
mice. Individuals/means + SEM of mean MFI are depicted below in the right.

C. Representative staining of NKT1 (T-bet*), NKT2 (T-bet RORyt’), and NKT17 (RORyt*) subsets among
thymic NKT cells from CD1d+/+ and CD1d+/- mice. Values indicated on dot plots represent frequencies.
Individuals/means + SEM of mean frequency and absolute numbers for total NKT cells each NKT cell
subset are depicted in the right panel.

D. Representative staining of CD5, PLZF, and Egr2, in thymic NKT cells and the indicated NKT cell
subsets. Individuals/means + SEM of mean MFI of these markers are depicted in the right panel.

E. Representative staining of VB7 and VB8 expression on NKT cells and NKT cell subsets from CD1+/+
and CD1d+/- mice. Individuals/means + SEM of mean frequency for total NKT cells and each NKT cell
subset are depicted below in the left and right panel for VB7 and V38 respectively.

F. Representative staining of IL-4, IFN-y, and IL-17, among thymic NKT cell subsets from CD1d+/+ and
CD1d+/- mice. Values indicated on dot plots represent frequencies. Individuals/means + SEM of mean
frequency for total NKT cells each NKT cell subset are depicted below in the left and right panel for
VB7 and V(38 respectively.

G. Representative staining of Eomes among thymic CD8 positive cells from CD1d+/+ and CD1d+/-
mice. Values indicated on dot plots represent frequencies. Individuals/means + SEM of mean
frequency and absolute numbers are depicted in the right panel.
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Supplemental Material and methods:

Generation of knock-out transgenic mice for CD1D1 and CD1D2 genes

CD1D1
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BALB/c mice were purchased from Janvier Labs at 3 to 4 weeks of age to produce embryos. All
experiments were performed in accordance with NIH guide-lines, and the European Union
recommendations (2010/63/UE). Female C57BL/6J mice were injected with pregnant mare
serum gonadotropin (PMSG) and human chorionic gonadotropin (hCG) with a 48-hour

interval, and mated with male C57BL/6J mice. Cas9 mRNA (3uM) and sgRNAs (200 ng/uL for

117



each sgRNA) targeting the exon1 of each gene were mixed and electroporated (NEPA21) into
the pronuclei of the one-cell embryos. For CD1D1, we used two guides SgRNA1l 5’-
CCCACAGCAACAGCCATGGT-3" and SgRNA3 5’-CCTACCATGGCTGTTGCTGT-3’.For CD1D2, we
used two guides SgRNA2 5-CCTACCGTGCCTGTTGCTGT-3’ and SgRNA4 5'-
CAGCAACAGGCACGGTAGGT-3’. After transfection, the zygotes were cultured in KSOM
Medium at 37°C - 5% CO2, until blastocyst stage (around 100 cells) and transferred into
pseudo-pregnant mice. This step was performed in the animal facilities of the Cochin Institute.
When founders were identified, they were mated with BALB/c mice to obtain Heterozygote
animals for CD1D1, we obtain founders with an insertion of a T base causing a reading frame
shift and the appearance of an early stop codon (residual protein of 19aa). For CD1D2, we
obtain founders with a deletion of a T base causing a reading frame shift and the appearance
of an early stop codon (residual protein of 38aa). PCR and Sanger sequencing were performed
for mouse genotyping. For CD1D1, we used forward primer 5'-CCCTTCTCTAGATTGTGTGC-3’
and reverse primer 5° CGGGAGCAGAGTAAAGCGCA -3’. For CD1D2 we used forward primer 5’-
CCCTTCTCTAGATTGTGTGC-3’ and reverse primer 5 CGGGAGCAGAGTAAAGCGCA -3
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Antibodies used in the study

Antibody designation | Fluorochrome clone Source
Anti-HSA BV510 M1/69 Biolegend
Anti-B220 BV510 RA3-6B2 Biolegend
Anti-CD4 BV711 53-7.3 Biolegend
Anti-CD8 BV605 53-6.7 Biolegend
Anti-ROR Bv421 BD Q31-378 BD
Anti-Thet PECy7 4B10 Biolegend
Anti-CD44 BUV737 Clone IM7 BD
Anti-CD1d PE 1B1 Invitrogen
Anti-CD1d Pe/Dazzle 594 1B1 Biolegend
Anti-NK1.1 PECy5 PK136 Biolegend
Anti-NK1.1 BVv421 PK136 BD
Anti-CD5 BV711 53-7.3 Biolegend
Anti-Ly108 PE 330-AJ Sony
Anti-TCRp FITC Clone H57-597 eBioscience/Biolegend
Anti-TCRp APC H57-597 eBioscience
Anti-PLZF AF647 R17-809 BD
Anti-PLZF APC 9E12 Invitrogen
Anti- EGR2 APC erongr2 Invitrogen
Anti-Eomes AF647 W17001A Biolegend
Anti-V[38.1/8.2 FITC KJ16-133 BD
Anti-V[38.1/8.2 FITC KJ16-133.18 Biolegend
Anti-VpB7 FITC TR310 BD/Biolegend
Anti-1FN-y FITC XMG1.2 Biolegend
Anti-IL17A AF647 TC11-18H10 BD
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Anti-1L4 BV711 11B11 Biolegend
Anti-I1L13 PECy7 eBiol13A Invitrogen
Anti-CD138 BV421 281-2 Biolegend
Anti-CD138 PECy7 281-2 Biolegend
Anti-H-2Kd AF488 SF1-1.1 Biolegend
Anti-H-2Kb PercP-Cy5.5 AF6-88.5 Biolegend
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Discussion et perspectives
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L'intérét porté aux cellules iNKT, et plus largement aux cellules T innées, connait un nouvel
essor au vu de leurs potentiels effets thérapeutiques, notamment en immunothérapie, avec
la génération de cellules CAR-iINKT pour lutter contre les cancers avec des essais en phase
clinique I. Cette nouvelle ére thérapeutique suscite de nombreux espoirs, la ol les méthodes
plus traditionnelles ne fonctionnent pas. Pour pouvoir manipuler au mieux ces cellules, la

compréhension des mécanismes de leur développement est une variable essentielle.

Avec cette étude, nous avons voulu déterminer si le signal transmis lors de la reconnaissance
TCR/CD1d pouvait orienter le lignage des sous populations iNKT. Trois axes seront abordés

lors de cette discussion.

A) Comparaison du développement des cellules iNKT entre les souris
B6 et BALB/c

1) Laforce du signal TCR

Pour le premier axe de notre étude, nous avons comparé le développement des cellules iNKT
entre les souris B6 et BALB/c. Notre choix s’est porté sur ces deux lignées de souris car elles
possedent des distributions différentes des cellules iNKT. La souris B6 a un biais NKT1 alors
que la souris BALB/c posséde un biais NKT2/NKT17. Nous avons, cette fois ci, pris notre
problématique en sens opposé. Nous nous sommes demandés si un signal TCR différent, dG a
la reconnaissance TCR/CD1d, pouvait étre a I'origine de la distribution divergente observée
entre ces deux modeles de souris. Ces souris pourraient ainsi représenter des modéles pour

la compréhension des facteurs régulant la sélection et la différentiation des cellules iNKT.

Les cellules iNKT de la souris BALB/c semblent percevoir un signal TCR plus fort que celles de
lasouris B6. La force du signal TCR lors de la sélection positive a été proposée comme facteur
orientant le lignage des sous populations iNKT, la population iNKT2 recevrait le plus fort
signal, suivie de la population iNKT17 et enfin, de la population NKT1 qui recevrait le signal le
plus faible. Cette thése expliquerait les problemes de développement des populations NKT2
et NKT17 dans des modeles de souris ou le signal TCR est réduit. Nos résultats soutiendraient
alors cette hypotheése car les cellules iNKT de la souris BALB/c qui semblent recevoir le plus

fort signal, sont aussi celles qui promeuvent le plus le développement des populations NKT2
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et NKT17. Il y aurait une corrélation entre la composition des sous populations iNKT et la force
du signal TCR. Ces résultats défendraient la thése, qu’a la sélection positive, un fort signal TCR
biaiserait plus la différentiation vers la sous population iNKT2 ou iNKT17. De ce fait, ces

populations auraient besoin d’un fort signal pour pouvoir se développer.

Si I'on convient que les marqueurs reflétant la force du signal TCR sont le reflet d’un signal
différemment percu lors de la sélection positive des cellules, on pourrait se demander si le fait
que la population iNKT2 exprime le plus ces molécules soit di au fait que ce sont les cellules
les plus proches de la sélection positive. En effet, le groupe de Supprian, en induisant une
vague synchrone de développement des cellules iNKT, a montré que les cellules iNKT1 sont
celles quimettent le plus de temps a émerger (14 a 20 jours contre 3 a 5 jours pour les cellules
iNKT17).Ce sont également les cellules qui expriment le plus faiblement les marqueurs en
guestion. On assisterait ainsi une diminution progressive de I'expression des marqueurs
reflétant la force du signal TCR lors de la sélection positive pendant le développement des
cellules iNKT. La question de I'existence de la population iNKT2 est en plein débat dans le
domaine NKT. Cettepopulation est-elle une population a part entiére représentant un stade
terminal de maturation ou s’agit-il seulement d’un intermédiaire de développement. La
guestion est encore ouverte, d’autant plus que pour les cellules MAIT, tres proches des
cellules iNKT, on n’identifie pas de cellules MAIT2. Cette hypothese semble tout de méme
peu plausible car il aété montré, par exemple qu’aprés leur sélection positive, les cellules T

conventionnelles conservent une haute expression de la molécule CD53%2,

2) Lesisoformes CD1d1 et CD1d2

Nous avons également observé que la molécule CD1d était différentiellement exprimée entre
les thymocytes corticaux des souris B6 et BALB/c, ces derniers I’exprimant moins. En plus de
cette différence quantitative, il y en a aussi une qualitative. Les thymocytes corticaux des
souris BALB/c expriment deux isoformes de la molécule CD1d, CD1d1 et CD1d2, alors que la
souris B6 nexprime que |'isoforme CD1d1. Des études cristallographiques ont permis de
déterminer que les isoformes CD1d1 et CD1d2 ne présentaient pas les mémes antigénes dus
a la conformation différente de leur site de liaison a I'antigene. L'isoforme CD1d2 semble

accommoder des antigenes avec de plus courtes queues alkyles. Nous nous sommes, en
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premier lieu, intéressés a la différence qualitative de I’expression de CD1d entre nos souris B6
et BALB/c. Nous avons ainsi voulu déterminer si I'expression différentielle des isoformes CD1d
pouvait expliquer le signal TCR différemment percu entre les cellules iNKT de nos deux souris
et la distribution différente des sous populations NKT. Autrement dit, nous nous sommes
demandés si I'isoforme CD1d2 pouvait présenter des ligands différents lors de sélection
positive influengant la force du signal TCR et la distribution des sous populations iNKT. Pour

ce faire nous avons développé plusieurs approches.

La premiére approche a été, par CRISPR-Cas9, la génération des souris BALB/c CD1d1KO
(BALB/c CD1d2) et BALB/c CD1D2KO (BALB/c CD1d1) allouant I'étude de linfluence
individuelle des isoformes CD1d dans le développement des cellules iNKT. Nous avons, de

plus, analyser les souris B6 et B6CD1d2.

La souris B6CD1d2, plus communément appelée B6CD1dKO, a été générée a partir de
cellules ES de souris 129/SV exprimant la molécule CD1d2. Cette souris a longtemps été
considérée comme dépourvue de cellules iNKT, pensant que la molécule CD1d2 ne
sélectionnait pas de de cellules iNKT. L'isoforme CD1d2 bien que peu exprimée chez les souris
B6 CD1d2 et BALB/cCD1d2 permet la sélection de cellules iNKT mais avec un rendement bien
inférieur comparé ades souris WT. La faible quantité de protéine produite n’est pas corrélée
avec la quantité de transcrit. Les transcrits CD1d1 et CD1d2 sont produits en quantités égales
chez nos différentessouris. L’hypothése d’une séquestration intracellulaire de la protéine a
été écartée par des marquages intracellulaires. De plus en plus d’études avancent le fait qu’il
n’y a pas forcémentde corrélation entre la quantité de transcrit et la quantité de protéine
produite3®3, La régulation de la traduction, déterminant la quantité de protéine produite,
peut se faire a différents niveaux en allant de I'export de ’ARNm, a la mobilisation de la
machinerie de traduction ou encore a la présence de séquence Kozak like. En dépit de leur
faible expression,les protéines CD1d2 permettent tout de méme la sélection de cellules iNKT.
Les molécules CD1d1 et CD1d2 sélectionnent des répertoires de sous populations iNKT
différents pour le fond BALB/c. La molécule CD1d1 sélectionne un répertoire biaisé
NKT2/NKT17 ressemblant fortement au répertoire d’une souris BALB/c WT exprimant les
deux isoformes, alors que la molécule CD1d2 sélectionne un répertoire biaisé NKT1
ressemblant au répertoire d’'une souris B6. Ceci laisse présager que la molécule CD1d2 doit
étre également faiblement exprimée chezles souris BALB/c WT et ne permet la sélection

que de peu de cellules iNKT puisque la
124



population NKT1, majoritaire chez la souris BALB/c CD1d2, est minoritaire chez la souris

BALB/c WT.

Il est intéressant de noter que la molécule CD1d2 exprimée sur un fond B6 ou BALB/c
sélectionne un répertoire tres semblable avec un biais pour la population iNKT1. Cette
ressemblance est-elle induite par une faible expression de CD1d2 ? La faible expression de
CD1d2 lors de la sélection positive pourrait favoriser le développement de la sous population
iNKT1 nécessitant, selon certaines théories, le plus faible signal TCR. Le groupe de Gapin, a
également analysé la contribution individuelle des isoformes CD1d1l et CD1d2 dans le
développement des cellules iNKT sur fond B6. Tout comme nous, la sélection avec la molécule
CD1d2 serait moins efficace, certainement du fait de sa faible expression et sélectionnerait un
répertoire biaisé NKT1. De plus, toujours selon ce méme groupe, les cellules sélectionnées par
CD1d2 seraient plus autoréactives et exprimeraient plus la chaine VB8 du TCR. Ainsi, la faible
expression de CD1d2 engendrait la sélection de TCR de haute affinité qui, chez les souris WT,
auraient été sélectionnées négativement. Relevons tout de méme que les répertoires
sélectionnés par les molécules CD1d1 et CD1d2 sont légerement différents pour les souris de
fond B6. La molécule CD1d2 sélectionne un peu plus de NKT2 et NKT17. Est-ce qu’une
expression optimale de la molécule CD1d2 appuierait ce phénotype et permettrait un plus fort
développement des sous populations iNKT2 et INKT17 ? Une des étapes incontournables dans
la suite de cette étude serait la modulation du taux d’expression de la molécule CD1d2 pour
atteindre des valeurs avoisinantes celle de la molécule CD1d1 via la génération de souris

transgéniques.

Pour la molécule CD1d1, le répertoire sélectionné serait dépendant du fond B6 ou BALB/c. Le
fond B6 biaiserait le développement vers la sous population NKT1, alors que le fond BALB/c
vers la sous population NKT2. Nos résultats laissent présumer que la molécule CD1d2 ne
participerait pas significativement a la sélection des cellules iNKT chez les souris BALB/c. Nous
pouvons ainsi conclure, dans cette sous partie, que la différence d’expression d’isoforme CD1d
entre les souris B6 et BALB/c ne semble pas étre a 'origine de la répartition différente des

cellules iNKT mais aussi de la force du signal TCR différemment percu
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3) Les souris chimeres de moelle

Apres avoir éliminé I'hypothése que la molécule CD1d2 ne participait pas de maniére
significative a la sélection des cellules iINKT chez les souris BALB/c, nous nous sommes
interrogés, dans une deuxiéme approche, sur le fait que les molécules CD1d1 des souris B6 et
BALB/c pouvaient présenter différents antigénes expliquant les différences constatées entre
ces souris. Plus largement, nous cherchions a comprendre si la reconnaissance TCR/CD1d dans
un fond B6 ou BALB/c pouvait influencer la différentiation des sous populations iNKT. Pour ce
faire, nous avons imaginé un systeme de souris chimére de moelle ou nous avons forcé le
développement des cellules iINKT dérivant d’'une moelle CD1d1d2KO a se développer sur une
moelle CD1d compétente de I'autre fond. Par exemple, nous avons forcé le développement
de cellules iNKT dérivant d’une moelle B6CD1d1d2Ko a se développer sur les thymocytes
corticaux dérivant d’'une moelle BALB/c. Avant cela, nous avons généré des chiméres mixtes
de moelle B6 + BALB/c pour déterminer si des facteurs intrinseques ou extrinséques aux
cellules pouvaient contréler leurs différentiations. Nous avons constaté que la distribution
des cellules iNKT dérivant des moelles B6 ou BALB/c ressemblait a la distribution constatée
chez les souris B6 et BALB/c classiques. La distribution des cellules NKT serait ainsi
intrinsequement déterminée. Nous ne pouvons, cependant, pas exclure que des facteurs
extrinséques commeles cellules hématopoiétiques ou encore les cellules stromales puissent
contribuer égalementa la différenciation et a la distribution de sous-populations iNKT entre
les souches B6 et BALB/c, car la conception de nos expériences n'a pas spécifiquement testé
cette question. Nous souhaitons, dans le futur, générer des chimeéres simples de moelle B6
ou BALB/c pour appréhender I'impact de I'environnement stromales sur le développement

des cellules iNKT.

Forcer les cellules iNKT dérivant de la moelle BALB/c CD1d1d2KO a se développer sur une
cellule double positive B6 n’influence pas la distribution de sous populations iNKT, le profil
biaisé NKT2 étant conservé. On arrive au méme résultat avec la chimeére inverse. Il semblerait
gue la reconnaissance TCR/CD1d ne soit pas suffisante pour orienter le lignage des sous
populations iNKT. Avec ces chiméres, nous avons donné un signal de sélection « de type B6 »
a une future cellule iINKT BALB/c, ce qui n’a pas suffi a orienter leur lignage. Ceci peut vouloir
dire que la force du signal TCR ne permet pas d’orienter le lignage des sous populations iNKT

ou qu’un méme signal de sélection est percu différemment entre nos cellules iNKT B6 et
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BALB/c. Pour arriver a différencier ces deux hypotheéses, nous voulons, par la suite, examiner
le signal TCR dans nos chimeres mixtes. Nous avons quelques résultats préliminaires via
I’'analyse des marqueurs CD5 et PLZF chez ces souris représentés sur les figures n°19 et 20.
Pour les cellules iINKT d’'une chimére donnée, quel que soit la moelle dont les cellules dérivent,
il y a une expression de PLZF équivalente comme si les cellules avaient pergu le signal avec la
méme force. En outre, on note que les cellules iNKT se développant sur les cellules DP BALB/c
ont une expression de PLZF plus forte que celle se développant sur les DP B6. Ainsi, au sein
d’'une méme souris, les cellules iINKT semblent percevoir le signal TCR avec une force
identique. Mais lorsque I'on compare les différents types de chimeéres entre elles, il semblerait
que les cellules DP BALB/c induisent un signal plus important. En définitif, les cellules DP B6 et
BALB/c semblent induire différentes forces de signaux TCR ce qui ne semblent pas influencer

I'orientation du lignage des sous populations iNKT.
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Figure n° 19 : Expression de PLZF dans les chiméres mixtes de moelle

Pour I'expression de CD5, les cellules iNKT qui se sont développées sur les DP B6 (a savoir les
cellules iINKT B6 et les cellules iNKT BALB/c CD1d1d2KO) ont une expression équivalente de ce
marqueur. En revanche, pour les cellules iNKT qui se sont développées sur les DP BALB/c (a

savoir les cellules iINKT B6 CD1d1d2KO et les cellules iNKT BALB/c), on note une expression
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plus forte du marqueur CD5 pour les cellules iNKT BALB/c. Des analyses complémentaires

seront nécessaires pour en tirer une conclusion.
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Figure n°20 : Expression de CD5 dans les chiméres mixtes de moelle

Dans nos chimeres, il y a une petite altération de la distribution des cellules iINKT, notamment
pour les cellules dérivant des moelles BALB/c, avec une faible proportion de cellules iNKT17.
Il semblerait que notre systéme soit inefficace pour permettre la différentiation des cellules
iNT17 puisqu’on constate cette méme altération de distribution lorsque I'on injecte une
moelle BALB/c chez une souris récipiente BALB/c CD1d1d2KO avec une faible proportion de
cellules iINKT17 comme nous pouvons |'observer dans la figure °21. Ces résultats sont
conformes a une récente étude du laboratoire de Laurent Gapin qui a généré le méme genre
de souris chiméres développant une faible proportion de cellules iINKT1724, Le profil BALB/c
de la distribution des sous populations iNKT chez des souris chiméres de moelle est donc a
différentier d’une distribution classique BALB/c. Ainsi, nous définissons le nouveau profil

BALB/c avec peu de cellules iNKT17 et environ 50% de cellules iNKT1 et 50% de cellules iINKT2.
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Figure n° 21 : Profil des chiméres contréles BALB/c----> BALB/c CD1d1d2KO

Une étude a également étudié le développement des cellules iINKT dans des chimeéres mixtes
avec une méthodologie différente. Les cellules de foie fcetales d’une souris BALB/c ont été
prélevées et réinjectées a des embryons de souris B6 et inversement. Les cellules injectées
représentent au maximum 3% des cellules totales. Pour les cellules iNKT B6, dérivant des
cellules injectées ou déja présentes dans I'embryon, une méme distribution des sous
populations iNKT est observée avec un profil B6 de distribution. A I'inverse, pour les cellules
iNKT BALB/c dérivant des cellules déja présentes dans 'embryon, on constate une fréquence
égale des cellules iINKT1 et iNKT2, et trés peu de cellules iNKT17.Pour les cellules iNKT BALB/c
dérivant des cellules injectées, les cellules iINKT1 dominent et font pencher en faveur d’un
profil B6 de distribution. Le papier conclu a une asymétrie de développement. Le
développement des cellules iNKT B6 serait intrinsequement déterminé et celui des cellules
iNKT BALB/c extrinsequement déterminé. Ces résultats semblent étre en contradiction avec
les nGtres mais sont a remettre en perspective avec le profil BALB/c de distribution des sous
populations iNKT des chiméres, et au fait que nous avons utilisé un fond mixte comme souris

récipientes B6*BALB/c.

Nous ne pouvons déterminer si les molécules CD1d1 des souris B6 et BALB/c présentent des
ligands différents aux cellules iINKT mais si tels étaient le cas, il semblerait que cela
n’influencepas le lignage des sous populations iNKT. Ainsi la seule reconnaissance spécifique

TCR/CD1d ne semble pas influencer la distribution des cellules iNKT.

En revanche, cette interaction a une influence sur la sélection des cellules iINKT. Une étude a
montré une corrélation négative entre I'expression de CD1d sur les DP et la fréquence des

cellules iNKT. Ainsi, comme nous pouvons le voir dans la figure n°22, nos résultats semblent
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coincider avec cette hypothése. En effet, les thymocytes corticaux de la souris BALB/C CD1d+
sélectionnent plus de cellules iINKT dérivant de la moelle de B6CD1d1d2KO que les thymocytes
corticaux B6 pour les cellules iNKT BALB/c CD1d1d2KO.
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Figure n° 22 : Corrélation entre la fréquence des cellules iNKT et la proportion des cellules exprimant
la molécule CD1d

4) Les molécules SLAM et CD1d

Le rble exact de la molécule SLAM dans le développement des cellules iNKT n’est pas encore
clairement défini. Une étude propose que cette molécule permettrait de potentialiser le signal
TCR. Ainsi, la plus forte expression de SLAM sur les cellules iNKT de la souris BALB/c pourrait
expliquer le plus fort signal TCR percu. Une étude plus récente a proposé, a I'opposé, que la
molécule SLAM agirait comme un régulateur négatif du signal TCR. Ceci ne pourrait,
cependant, pas expliquer la différence observée pour le signal TCR. En outre, pour les
thymocytes corticaux, a 'inverse des cellules iNKT, la molécule SLAM est plus fortement
exprimée chez les souris B6. Les ratios sont inversés. Il est également intéressant de noter que
la molécule TCR est plus exprimée sur les cellules iINKT de la souris BALB/c. Les partenaires
d’interactions ne sont pas exprimés de la méme manieére. La molécule CD1d qui est faiblement
exprimée sur les thymocytes corticaux des souris BALB/c interagit avec les TCR fortement
exprimés des cellules iINKT BALB/c comme exemplifié sur la figure n°23 ci-dessous. Il pourrait

alors y avoir des effets compensatoires.
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Figure n° 23 : Schéma récapitulatif des différences observées entre les cellules iNKT B6 (a gauche) et
les cellules iNKT BALB/c (a droite)

B) Influence de la demie dose de CD1d dans le développement des
cellules iINKT

Apres avoir déterminé que la différence qualitative de |’expression de CD1d ne semblait pas
étre a l'origine des différences observées dans le développement des cellules iNKT entre les
souris B6 et BALB/c, nous nous sommes intéressés a la différence quantitative. Nous avons,
en effet, observé que les thymocytes corticaux des souris B6, permettant la sélection des
cellules iNKT, exprimaient plus fortement la molécule CD1d. Pour nous affranchir de la

possible implication de facteurs génétiques, nous avons étudié I'influence des niveaux
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d’expression de la molécule CD1d dans le développement des cellules iNKT sur un fond mixte
B6*BALB/C. Nous avons généré des souris exprimant une demi dose de CD1d. L’expression
d’une demi dose de CD1d engendre un signal TCR diminué. Ces souris étaient également
I’occasion, pour nous, d’avoir un modeéle ol nous induisons un signal TCR réduit sans toucher
a la cascade de transduction du TCR. Les modeles de souris ayant un signal réduit sont une
des bases pour la théorie de la force du signal TCR orientant le lignage des sous populations

iNKT.

La demi dose de CD1d ne semble pas affecter la sélection mais la différentiation des sous
populations iNKT. On note une augmentation de la sous population iNKT2 et une diminution
de la population iNKT17. Selon le scénario de la force du signal orientant le lignage, nous

aurions d{ avoir une diminution des populations iINKT2 et iNKT17.

Nous avons relié I'altération de la distribution des sous populations iNKT a une affinité
différente des chaines VB du TCR pour le complexe de sélection. Des études ont révélé que la
chaine VB du TCR pouvait moduler I'affinité du TCR pour son ligand. La chaine V37 est celle
qui est la plus enrichie en comparaison du répertoire et pré et post sélection, pour cette raison
on lui accorde la plus forte affinité. La population iNKT2 exprime le plus la chaine VB7 et la
population iNKT17 celle qui I'exprime le moins. Ainsi la population iNKT2 posséderait un
avantage sélectif et la population iNKT17 un désavantage. La différence quantitative de
I'expression de CD1d ne semblait pas étre a l'origine des différences observées dans le

développement des cellules iNKT entre les souris B6 et BALB/c.

C) La force du signal TCR peut-elle orienter le lighage des sous
populations iNKT ?

Un des principaux arguments qui ne plaide pas en faveur de cette théorie, est le fait qu’on ne
distingue pas de différence de signal TCR pour les cellules NKTO, population la plus proche de
la sélection positive. Plusieurs explications sont possibles. La premiere est qu’il pourrait y
avoir de subtiles différences qu’on ne puisse détecter et que ces différences s’affirmeraient
par la suite lors de la maturation des cellules. La deuxieme possibilité est que la différence de
signal est plus qualitative que quantitative. Les cellules percevraient le signal de sélection avec

une force équivalente mais pourraient potentiellement distinguer différents types de signaux.
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Et enfin, la derniere possibilité est qu’il n’y ait tout simplement pas de différence de signal
pour les cellules NKTO et qu’au cours de leur développement les sous populations iNKT
acquierent ces différences. Il y aurait alors une totale déconnection entre le fort signal
homogene résultant de la sélection positive des cellules, leur permettant de rentrer dans le
programme de développement NKT, et un second signal médié ou non par le TCR orientant le
lignage. Il se pourrait ainsi que les marqueurs reflétant la force du signal TCR différemment
exprimés entre les cellules iINKT des souris B6 et BALB/c ne soient pas le résultat d’un signal
de sélection différemment percu. De plus, récemment a émergé dans la littérature, I'idée que
cela ne serait pas le signal TCR qui orienterait le lignage des sous populations mais qu’il serait
faconné par I'environnement cytokinique. Il pourrait alors étre intéressant de comparer le
microenvironnement cytokinique entre B6 et BALB/c. Se pourrait-il qu’il ait moins d’IL-15 par
exemple ? Nous avons vu dans l'introduction que I'IL-15 jouait un réle capital dans le

développement de la sous population iNKT1.

Une des questions fondamentales de cette étude est de savoir si les différentes forces du
signal TCR observées dans les stades de développement matures des cellules reflétent les

signaux lors de la sélection positive.

D) Influence de la force du signal TCR dans le développement des
cellules dérivant du thymus

Le thymus permet le développement et la sélection de plusieurs types de cellules immunitaires T.
Dans cette derniére partie de la discussion, nous verrons brievement I'implication de la force du

signal dans le développement de ces différents types de cellules.

1) Les lymphocytes T aff conventionnels

En plus de son réle dans la sélection positive et négative des lymphocytes T conventionnelles
permettant le développement d’un large éventail de cellules avec une tolérance pour le soi, il
a longtemps été supposé que la force du signal TCR pouvait orienter le lignage vers des

populations aux fonctions auxiliaires ou cytotoxiques. Il est postulé que le signal médié par le

133



co-récepteur CDS8 est faible et favoriserait le développement de cellules cytotoxiques tandis
que le co-récpeteur CD4 médie un signal fort et favoriserait le devenir des cellules T
auxiliaires3%4, Le groupe Al Singer a publié un article dans lequel il utilisait un modeéle de souris
dites flipflop ou la séquence codante pour le gene CD4 a été insérée a la place de la séquence
codante pour le gene CD8 et inversement. Le loci pour le géne CD8 produira ainsi le
corécepteur CD4. Ce systéeme a permis de générer des cellules CD8 auxiliaires et de CD4
cytotoxiques. Ce résultat invalide le postulat de la force du signal TCR dans 'orientation des
lignées cytotoxiques ou auxiliaires. Le lignage serait biaisé par des éléments régulateurs dans
les locis des génes influant sur la durée de la signalisation TCR, engendrant de longue
interaction pour les éléments régulateurs de CD4 et potentiellement un fort signal TCR, et de

courte interaction pour CD8 et un faible signal TCR3%°,

2) Les lymphocytes T yo

Le scénario selon lequel la force du signal TCR pouvait guider I'orientation du lignage des sous
populations a également été étudié pour les lymphocytes T y6. Plusieurs études ont suggéré
gu’un faible signal TCR ou I'absence de signal, orienteraient le lignage vers la population
y6173%, Dans des expériences de cultures d’organes thymiques foetales (FTOC en anglais), le
développement des cellules y617 est inhibé par de fort signaux TCR induits par une
stimulationanti-TCR8 ou anti-CD3&3%”. De plus, il semblerait que certaines cellules y§17 soit
pré- programmeées pour sécréter de I'lL-17 avant méme le réarrangement de leur TCR,
suggérant que leur développement est intrinséque et indépendant du TCR3%83%° Néanmoins,
différentesétudes utilisant des modéles murins ou la signalisation TCR est altérée, remettent
en question I'hypothése selon laquelle la force du signal TCR pourrait orienter la
différenciation y61/ y617.Les souris double haploinsuffisance pour CD36 et CD3y présentant
une signalisation TCR diminuée, ont une différentiation altérée des cellules thymiques Vy6 +
y8T17 ainsi que des cellules y8T1 mais pas des cellules Vy4 + y6T173% Ceci semble indiquer
qgue les différents sous-ensembles y6T17 nécessitent une force de signal TCR distincte pour
leur développement. De plus, I'étude de souris Zap70 mutantes, ayant également des
signaux TCR diminués renforce cette remise en question puisque ces souris présentent une

quasi absente des cellules Vy6 +
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y8T17 mais un développement normal des cellules y6T13. Tout comme pour les cellules iNKT,

la question reste ouverte.

3) Les lymphocytes MAIT

La question n’a pas encore été véritablement soulevée pour les cellules MAIT. Il semblerait
tout de méme que la population MAIT17 regoit un signal TCR plus important que la
populationMAIT1, a I'image des cellules iINKT17 comparées aux cellules iNKT1312, Il pourrait
étre intéressant de comparer la force du signal TCR entre les cellules iINKT et MAIT. On
pourrait imaginer que la population MAIT2 qu’on n’arrive pas a identifier chez la souris

pourrait étre délétée a cause de sa trop forte affinité pour le complexe de sélection.

4) Les lymphocytes T régulateurs

Comme pour les cellules iNKT, la sélection des lymphocytes T régulateurs (Treg) est qualifiée
d’antagoniste. En effet, I'utilisation de la souris Nur77eGFP a permis de mettre en évidence la
plus forte expression de GFP chez ces cellules comparées aux Ilymphocytes T

conventionnels?43

. Il y aurait deux phases dans le développement des cellules Treg. La
premiere phase est TCR dépendante. Le fort signal percu par un TCR donné permettrait aux
cellules I'entrée dans le programme de développement Treg, rendrait le locus Foxp3 permissif
a sa transcription et permettrait I'expression du récepteur a I'lL-2. La seconde phase, TCR
indépendante, est induite par les interleukines 2 et 15 qui via STATS induirons I’expression du

facteur de transcription Foxp3, facteur crucial pour la fonctionnalité des cellules3'3.

5) Les lymphocytes T intraépithéliaux

Le clonage et I'expression de TCR des lymphocytes T intraépithéliaux ont permis de mettre en
évidence un précurseur DPloCD69hiPD-1hi qui a recu un fort signal TCR au vu de I'expression

de certains marqueurs. Il y aurait un chevauchement entre cette population précurseurs et les
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cellules ayant été délétées via la sélection négative, semblant indiqué que I'expression de

certains TCR permettrait aux cellules d’échapper a la sélection négative3!4,

L'influence de la force de signal TCR dans les différentes populations thymiques a été

récapitulée dans le tableau n°2 ci-dessous.

Population

Lymphocytes T afp
conventionnels

Lymphocytes T y6

Lymphocytes MAIT

Lymphocytes T
régulateurs

Lymphocytes T EIL

Lymphocytes NKT

Influence force du signal TCR dans le développement
thymique

- Permet de sélectionner une diversité de spécificité de
TCR avec une tolérance pour le soi

- Postulat : Force du signal orienterait le lignage vers la
population auxiliaire ou cytotoxique

- Les éléments régulateurs des genes CD4 et CD8
biaiseraient la durée de la signalisation TCR

- Permet la sélection agoniste des cellules

- Hypothése : Faible signal TCR biaiserait la différentiation
vers la population y617

- Contre-argument : Modeles murins ou la signalisation
TCR est diminuée ne semble pas favoriser cette
populationen particulier

= Question toujours ouverte

- Permet la sélection agoniste des cellules

- Pas encore de véritablement étude questionnant le réle
de la force du signal TCR dans la différentiation de ces
cellules

- Permet la sélection agoniste des cellules et I'entrée
dans le programme de développement Treg
- Seconde phase du développement TCR indépendante

- Permet la sélection agoniste des cellules
- Expression de TCR particulier permet d’échapper ala
sélection négative

- Permet la sélection agoniste des cellules
- 2 hypotheses :
Force du signal TCR permet I'orientation du lignhage des
cellules iNKT
Ou
Réle du microenvironnement cytokinique

Références

304, 305

306 a 311

312

243,313

314

243 3247

Tableau n°2 : Tableau récapitulatif de I'influence de la force du signal TCR dans le développement et

la différentiation des populations thymiques
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E) Perspectives

En plus des différentes perspectives développées au cours de cette discussion, nous

souhaitons mettre en place :

- Un modele de différentiation in vitro de développement thymique avec d’organoides
artificiels de thymus (ATO)

Ceci nous permettrait d’identifier des facteurs influant le développement et la différentiation

des sous populations iNKT. Nous aurons un total contréle sur les facteurs apportés au systeme,

cytokines, agonistes....

- Une étude sur l'influence des niveaux d’expression de SLAM dans le développement

et la différentiation des cellules iNKT
Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur I'influence de la molécule CD1d dans le
développement des cellules iNKT en raison de la différence d’expression de cette molécule
sur les thymocytes corticaux des souris B6 et BALB/c. Nous avons également identifié une
différence d’expression de la molécule SLAM. Au vu du role pas encore totalement identifié
de cette molécule dans la modulation du signal TCR, lui dédier une étude pourrait étre

intéressant.
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It is established that iNKT cells are a cell type that require strong TCR signal for their
proper development and represent a model for thymic agonist selection. The nature of
the signal perceived by iNKT cells promoting their specification is not well understood.
To address this question, we analyzed iNKT cell development in relevant TCR Va1l4-
Ja18 alpha chain transgenic mice (Va14Tg). In CD4-Va14Tg mice, where the transgene is
driven by CD4 promoter, we identified a block in iNKT cell development at early devel-
opmental stages due to a reduced expression of key transcription factors accompanied
with a reduced TCR expression levels. This indicates that TCR signal strength control
iNKT cell differentiation. Importantly, we found in WT mice that early precursors of iNKT
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T cells showing that TCR levels could contribute to the strength of iNKT cell TCR signaling.
Overall, our study highlights TCR signal strength associated with a higher TCR density
as an important regulator of iNKT cell lineage specification.
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Introduction

Invariant natural killer T cells (iNKT) cell subsets are a unique
regulatory a8 T-cell population selected by self-lipid antigens pre-
sented by the nonclassical MHC molecule CD1d [1]. Stimulation
of iNKT cells by a-galactosylceramide (aGC), a synthetic CD1d-
ligand recognized unanimously by all iNKT cell subsets, results
in the release of various cytokines depending on the iNKT cell
subset [2]. In this way, iNKT cells have been shown to modulate
various immunological conditions. iNKT1 cells produce Thl and
Th2 cytokines and have been involved in different conditions such
as autoimmune regulation and tumor rejection [3]. iNKT17 cells
produce Th17 cytokines and were shown to be involved in autoim-
mune diseases and antibacterial responses [4, 5]. A third subset
of iNKT cells with features of Th2 cells called iNKT2 was shown
to be involved in airway hyperactivity [6].

In contrast to conventional a8 T-cell progenitors, iNKT pro-
genitors express TCRs containing a single segment of Va and Ja
DNA (Val4-Ja18 in mice (Val4); Va24-Ja18 in humans) com-
bined with one of three VB8 segments (V88, 2, or 7 in mice;
VB11 in humans) [7]. While conventional a8 TCRs are positively
selected by peptides presented in the context of MHC molecules
expressed on thymic epithelial cells, glycolipid-presenting non-
classical class I CD1d molecules expressed on CD4*CD8* double
positive (DP) cortical thymocytes positively selects iNKT Va14i
TCRs [8].

Following positive selection at the DP stage, a few iNKT cell pre-
cursors can readily be characterized as CD4* CD69* HSAbhigh cells
(stage 0) [9]. Cells at stage 0 downregulate HSA and give rise
to stage 1 iNKT cells. Stage 1 iNKT cells appear phenotypically
as normal T cells since they do not express NK or activation
markers, though they are already committed to the iNKT cell
lineage as exemplified by their high expression of the promye-
locytic zinc finger transcription factor (PLZF) and their active
proliferation. Stage 1 cells acquire a memory-like CD44high phe-
notype and give rise to stage 2 iNKT cells. These cells have
the same proliferative potential as stage 1 cells and represent
a branch point to iNKT cell subsets. For iNKT1 cells, progres-
sion to stage 3 is manifest by cessation of proliferation and
acquisition of the NK-like program (CD44high, NK1.1*). This ter-
minal differentiation can occur either in peripheral tissues or
in the thymus itself, where iNKT cells become long-term res-
idents [9]. To study iNKT cell development, the linear model,
based on CD44 and NK1.1 expression, and the transcription fac-
tor model, based on transcription factor expression, have been
used and are complementary [9, 10]. The linear model allows
distinguishing the immature CD44low early precursors of iNKT
cells and the mature iNKT1 subset (CD44high, NK1.1*). The tran-
scription factor model allows distinguishing all iNKT cell subsets
(NKT1, 2, 17) regardless of their maturation stages of develop-
ment. This model has been completed in a recent study showing
that immature iNKT cells that express CCR7 represent a multipo-
tent progenitor pool that gives rise to effector subsets within the
thymus [11].

@ 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Although born from a common CD4*CD8* DP cortical thymo-
cyte progenitor [12], a divergence in surface phenotype, develop-
mental program, and function becomes apparent shortly after the
positive selection of conventional T and iNKT cells [9]. The mech-
anisms by which bipotent CD4*CD8* progenitors commit to the
iNKT versus conventional a8 T-cell lineage support an instructive,
rather than stochastic precommitted model of lineage commit-
ment, in which the signal emanating from a randomly generated
autoreactive Va14 TCR (alone or in combination with other simul-
taneous signals) is itself the first impetus driving expression of
the iNKT-specific genetic program and expansion of the lineage.
Expression of a rearranged Va14 transgene enhances iNKT cell dif-
ferentiation, suggesting that all CD4*CD8" DP precursors, rather
than a limited precommitted fraction, are available for instruc-
tion into the iNKT lineage [13]. The extremely small number of
postselection, yet preexpansion, iNKT progenitors suggests that
rearrangement of Va14 occurs randomly [9].

The molecular mechanisms, by which iNKT cell progenitor
commit to the iNKT lineage and differentiate, have been exten-
sively studied. CD1d/TCR and homotypic interactions through
SLAM family proteins expressed by DP cells are important for
the entry of developing T cells in the iNKT cell pool [14]. The
transcription factor PLZF is an important developmental regulator
of the iNKT lineage specifically expressed in these cells but not in
conventional T cells [15, 16]. Expression of PLZF in developing
iNKT cells was shown to be epigenetically regulated and linked to
TCR induction of Egr2 necessary for PLZF gene expression [17].
PLZF directs the acquisition of several key components of the iNKT
cell effector program during development, including functionality
and migration properties [15, 16].

Although the contribution of the Val4 a-chain in driving DP
expressing this receptor to enter into an iNKT cell program is
established, its role in the specification of iNKT cells is yet to be
determined. To address this question, we analyzed iNKT cell dis-
tribution in two lines of Val4 transgenic (Tg) mice where the
rearranged a-chain is expressed under a Va1l promoter [13] or
under CD4 promoter [14]. In the first case, the a-chain is expressed
early during development starting at the CD4"CD8~ DN stage. In
the second case, the a-chain is expressed at the DP stage, a stage
where the physiological rearrangement of a-chains occurs. Anal-
ysis of the Va11-Va14Tg mice showed a normal distribution of
iNKT cell subsets (NKT1/2/17) indicating that the a-chain is not
sufficient to promote the specification of iNKT cells. Analysis of the
CD4-Va14Tg mice showed a block in iNKT cell development and
an altered distribution of iNKT cell subsets suggesting that its tim-
ing of expression is important for iNKT cell specification. Detailed
analysis of these mice showed that a reduced expression PLZF and
Egr2 is likely at the origin of this block and indicated that TCR
signal strength control lineage specification of iNKT cells. Based
on these results, our study proposes that higher TCR expression
levels at positive selection could contribute to the strength of TCR
signal perceived by iNKT cells and thus to promote agonist selec-
tion of these cells and their subset differentiation in physiological
condition.
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Results

Altered distribution and function of iNKT cells
in CD4-Va14 Tg mice

TCRa transgenic mice expressing the rearranged Va14-]Ja18 trans-
gene under the control of an endogenous Va promoter, the Va1l
promoter, and the Ig enhancer represent a useful tool to study
iNKT cell development and function (Val1-Va14Tg) [13]. Due to
premature expression of the TCRa transgenic chain, these mice
have an altered distribution of thymic T-cell subsets marked by
a reduced DP cell frequency and thymic cellularity (Supporting
Information Fig. 1A, upper panel). Another Va14-Ja18 transgenic
mice have been generated that use a CD4 promoter to drive the
expression of the TCRa transgenic chain (CD4-Va14Tg) [14]. The
distribution of thymic cells is corrected in these mice with an
increase of the DP subset and a decrease of DN cells (Support-
ing Information Fig. 1A, lower panel). Total thymocyte num-
bers are also increased but do not reach WT levels (four time
less thymocyte than WT) (Supporting Information Fig. 14, lower
panel). B- and T-cell frequency and numbers in the spleen and
PLNs resemble the one observed in WT mice (Supporting Infor-
mation Fig. 1B). The frequency and absolute numbers of iNKT
cells, as assessed by CD1d-tetramers (tet), increased in these
mice to the same extend as in Vall-Val4Tg mice (Fig. 1A).
However, analysis of iNKT cell subsets in thymic CD4-Va14Tg
mice based on their expression of the transcription factor T-bet
(iNKT1), RORyt (iNKT17), and the nonexpression of both fac-
tors (iNKT2), showed an increased frequency of iNKT2 cells,
compared to both WT or Vall-Val4Tg mice (Fig. 1A). It has
to be mentioned that we defined iNKT2 cells in the thymus
based on the absence of expression of the transcription factor T-
bet and RORyt because we used 7-8-week-old mice where pre-
cursor cells, that are also T-bet™ and RORyt”, are rare due to
the accumulation of mature iNKT cells that represent around
96% of total INKT cells in mice aged 7 weeks or more [18].
In peripheral lymph nodes (PLNs) and spleen, we also observed
an altered distribution of iNKT cells with an increased frequency
of iNKT2 cells, compared to WT mice (Supporting Information
Fig. 2).

We next investigated the cytokine production profile of iNKT
cells in CD4-Va14Tg mice after PMA/ionomycin stimulation and
found in the thymus, spleen, and PLNs an increased frequency of
cells producing 1L-4/IL-13 compared to WT mice, reflecting the
increased frequency of iNKT2 cells in these mice (Fig. 1B, lower
panel, and Supporting Information Fig. 3). As expected, this was
not observed in Va1l-Va14Tg mice (Fig. 1B, upper panel, and
Supporting Information Fig. 3).

Overall, these results suggest that the Val4 alpha chain does
not promote by itself the development of specific iNKT cell subsets;
however, the timing of its expression proves to impact iNKT cell
subset distribution with an increased iNKT2 cells, accompanied by
an increased production of IL-4/IL-13.

@ 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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iNKT cells in CD4-Va14Tg mice have a block
in the transition from stage 1 to 2

To identify if the altered distribution and function of iNKT cells
in CD4-Va14Tg mice is related to a perturbed maturation of these
cells, we assessed CD44 and NK1.1 expression, markers defining
iNKT cell development stage 1-3 [19]. In 4-week-old mice, we
found that the frequency of stage 1 iNKT cells increased in CD4-
Val14Tg mice while stage 3 iNKT cells markedly decreased com-
pared to WT mice indicating a block at the CD44!ow stage 1 (Fig.
2A). The same pattern is observed in 12-week-old CD4-Va14Tg
mice indicating that the developmental defect is not corrected
with age (Supporting Information Fig. 4A). We assessed the pro-
liferation status of CD44!w stage 1 iNKT cells in CD4-Va14Tg mice
and found it to be equivalent to WT iNKT cells at the same stage
(Supporting Information Fig. 5). These results rule out the possi-
bility that the increased generation of stage 1 iNKT cells is due to
an increased expansion of these cells and comfort the notion of a
block at stage 1 of iNKT cell development in CD4-Va14Tg mice.
We did not observe however a block in the development of iNKT
cells in Va11-Va14Tg mice (Supporting Information Fig. 4B). To
identify which iNKT cell subset is blocked at the CD44'v stage, we
analyzed CD44 expression in iNKT1, and NKT17 cells in 4-week-
old mice and we found that iNKT1 and NKT17 cells that devel-
oped in CD4-Va14Tg mice are almost all CD44bigh like observed
in WT littermate (Fig. 2B). In these young mice, T-bet"RORyt™
iNKT cells represent both iNKT2 and precursor cells contrary to
old mice where T-bet " RORyt™ represent almost exclusively iNKT2
cells as aforementioned. We found in CD4-Va14Tg mice that T-
bet”RORyt™ iNKT cells comprise a higher frequency of CD44low
cells compared to WT mice (Fig. 2B). The frequency of CD44low
cells among T-bet”RORyt™ iNKT cells remain high in 8-week-old
CD4-Va14Tg mice while their frequency decreased in WT litter-
mate control as they progressed to the CD44high stage (Fig. 2B).
Analysis performed in PLNs and spleen also showed unusual high
frequency of CD44w cells among T-bet"RORyt™ iNKT cells com-
pared to WT mice (Supporting Information Fig. 6).

These results indicate that iNKT cells in CD4-Va14Tg mice are
defective at the thymic developmental CD44low stage 1 to CD44high
stage 2 transition affecting specifically T-bet"RORyt™ iNKT cells.

T-bet-RORyt- iNKT cells in CD4-Va14Tg mice
represent INKT cells precursor rather than iNKT2 cells

Because of the aberrant expression of CD44 in iNKT2 cells of CD4-
Va14Tg mice, these cells could represent precursors of iNKT cells
instead of mature iNKT2 cells. To distinguish between these two
possibilities, we analyzed the expression of IL-17Rb as published
results indicated that it is expressed by early iNKT cell precursors
at the CD44low stage 1 and is upregulated in mature iNKT2 cells at
the CD44high stage 2 [10, 20]. We found, as expected in WT mice,
that the frequency of IL-17Rb* iNKT cells increased from stage 1 to
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Figure 1. Altered distribution and function of iNKT cell in CD4-Va14Tg mice. (A) Representative staining of iNKT1 (T-bet*), iNKT2 (T-bet" RORyt™),
and iNKT17 (RORyt*) subsets among thymic iNKT cells in control WT as compared to Val1-Va14Tg (upper panel) and CD4-Va14Tg (lower panel)
littermate mice. Frequency of these different subsets are represented and analyzed by flow cytometry (right). (B) Representative staining of IFNy,
IL-17, IL-4, and IL-13 secretion among thymic iNKT cells in control WT mice as compared to Val1-Val4Tg (upper panel) and CD4-Va14Tg (lower
panel) littermate mice. Values in dot plots represent frequencies. Frequency of cytokines producing cells is represented (right). Data are pooled from
four independent experiments where at least three mice aged 7-8 weeks in each experiment were used and presented as mean + SD. Significance
is represented by an asterisk and was evaluated with non-parametric Mann-Whitney U test. A p value <0.05 was considered significant. NS:

nonsignificant.
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<0.05 was considered significant. NS: nonsignificant.

stage 2 mice (71% versus 90%, respectively in representative his-
togram plot of Fig. 3A) reflecting the appearance of mature iNKT2
cells at the CD44high stage 2. In CD4-Va14Tg mice, we found that
the frequency of IL17Rb* iNKT cells at the CD44b"igh stage 2 is sim-
ilar to the one observed at the CD44low stage 1 of WT mice (73%
versus 71% representatively in representative histogram plot of
Fig. 3A) indicating that these cells represent immature iNKT cells

® 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

rather than iNKT2 cells. Moreover, we found a lower frequency
of IL-17Rb* iNKT cells at the CD44!ow stage in CD4-Va14Tg mice
compared to WT mice (34% versus 71% representatively in rep-
resentative histogram plot of Fig. 3A) suggesting an earlier block
within the CD44low stage.

To further characterize the early developmental block of
iNKT cells in CD4-Va14Tg mice, we evaluated the expression of
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IL-17Rb and the transcription factors (TFs) T-bet and RORyt- on
developing iNKT cells. This analysis in WT mice showed that the
acquisition of IL-17Rb occur at CD44low stage 1 (see red gates in
Fig. 3B, left panel) before the acquisition of TFs, that occur mainly
at CD44bhigh stage 2 (see blue gates in Fig. 3B, left panel), suggest-
ing a sequence of development from stage A to stage D (Fig. 3B,
middle panel). Analysis of thymic iNKT cells from CD4-Val4Tg
mice showed a defect in the acquisition of IL-17Rb at the CD44lew
stage 1 resulting in the overrepresentation of stage A (see red
gates in Fig. 3B, right panel) and a defect in the acquisition of TFs
at CD44high stage 2 (see blue gates in Fig. 3B, right panel).

Overall, our results indicated that the block at CD44low stage
1 in CD4-Va14Tg mice is related to an earlier block before the
acquisition of IL-17Rb at this stage and suggested to us that iNKT
cell precursors in normal development pass through an IL-17Rb*
stage at the CD44'ow stage 1 before acquiring specific TFs, mainly
taking place at the CD44bhigh stage 2 (see model in Fig. 3C).

iNKT cell lineage-specific gene expression
in CD4-Va14Tg mice

We next compared gene expression profile on sorted cells from
CD4-Va14Tg mice and WT mice to elucidate the molecular mech-
anism by which CD4-Va14Tg mice affected the development of
iNKT cells. We found that genes downregulated in CD4-Va14Tg
iNKT cells relative to their expression in control iNKT cells com-
prised those induced during iNKT cell maturation and included
those encoding critical transcription factors T-bet (Thx21) and
RORyt (Rorc) [21-23], the NK cell receptor NKG2D (KlIrk1),
the chemokine and cytokine receptors CXCR3 (Cxcr3) [24] and
CD122 (I12rb) [25], as well as the cytokine IFN-y (Ifng) and
the calcium regulator calcyclin (S100a6) (Fig. 4A). Gene-set-
enrichment analysis (GSEA) of the genes downregulated in CD4-
Va14Tg iNKT cells revealed enrichment for genes encoding prod-
ucts related to iNKT cells and involved in iNKT cell differentiation
as well as in signaling pathways, including IFNs, IL-12, and 17,
which have been reported to have important roles in iNKT cells
[26] (Fig. 4B, left panel). In contrast, constitutive expression of
CD4-Va14Tg resulted in the upregulation of genes encoding prod-
ucts involved in the cell-cycle (top2 HALLMARK database: G2M-
checkpoint, and E2F targets; Top2 BIOCARTA database: PTC1
pathway, and RB pathway) and different metabolism (Top2 KEGG
database: retinol metabolism, and drug metabolism cytochrome
P450) (Fig. 4B, right panel). Ki67 expression analysis confirmed
these results and showed a higher frequency of Ki67* cells among
total iNKT cells from CD4-Va14Tg mice compared to WT mice
(Supporting Information Fig. 5, left panel). This increased fre-
quency of Ki67* iNKT cells is not due to a change in the intrinsic
proliferative capacity of iNKT cells at any stage of their develop-
ment (Supporting Information Fig. 5). It is due to the increased
proportion of dividing stage 1 CD44low iNKT cells in CD4-Va14Tg
mice compared to WT mice (46% versus 21% respectively as
shown in representative dot plots in Fig. 2A) and a reduced
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proportion of resting stage 3 iNKT cells (20% versus 47% respec-
tively as shown in representative dot plots in Fig. 2A).

Among the key genes whose downregulation in WT mice char-
acterizes the iNKT cell effector program is Sell, which encodes
CD62L and is required for recirculation to lymph nodes. Gene
expression of Sell in iNKT cells from CD4-Va14Tg mice is upregu-
lated compared to normal mice. On the other hand, Cd44 expres-
sion is downregulated in iNKT cells from CD4-Va14Tg mice reflect-
ing its cell surface expression (Fig. 4C, and 2A). Other genes such
as themis and CCR9Y are expressed early during T-cell develop-
ment and their expression is downregulated as cells mature [27].
Interestingly, we found that both genes expression is upregulated
in iNKT cells from CD4-Va14Tg mice supporting the notion that
these cells have a signature of precursor rather than mature cells
(Fig. 4C). LEF1 has been reported to be required for the transition
of iNKTO cells to subsequent developmental stages by inducing the
expression of Cd127 (which encodes the cytokine receptor IL-7Ra
(CD127)) and Myc (which encodes the transcription factor c-Myc).
The expression of LEF1 was shown to be increased in the rare early
iNKTO precursor cells [28]. We found that expression of LEF1 was
upregulated in iNKT cells from CD4-Va14Tg mice supporting the
notion that these cells are blocked at an early precursor stage
of iNKT cell development. A recent study by the Hogquist group
indicated that immature iNKT cells that express CCR7 represent
a multipotent progenitor pool [11]. We found that the expression
of CCR7 was upregulated in iNKT cells from CD4-Va14Tg mice
(Fig. 4C). Also, we found that the frequency of CCR7* iNKT cells
at the immature CD44'w stage 1 is higher in CD4-Va14Tg mice
compared to WT mice (Supporting Information Fig. 7).

Overall, these findings, though not providing mechanistic
insights, support the notion that CD4-Va14Tg alpha chain pro-
moted the early steps of iNKT cell development but not the efficient
progression of iNKT cells precursors to subsequent differentiating
stages.

Reduced expression of PLZF and Egr2 in iNKT cells
from CD4-Va14Tg mice

A hallmark feature of iNKT cells is their robust expression of the
zinc-finger transcription factor PLZF, which has been considered
a master regulator of their development and function [15, 16].
We thus sought to assess if PLZF is correctly induced in iNKT cells
from CD4-Va14Tg mice at different stages of their development.
Consistent with other reports, PLZF expression is high at stage 1
of iNKT cells from WT mice, presumably after receiving strong
TCR signal, and then this expression gradually reduced at stage 2
and 3 (Fig. 5A, upper panel). Interestingly, induction of PLZF in
CD4-Val4Tg mice was reduced in stage 1 and stage 2, though to
lesser extent to what observed at stage 1. Similar expression was
observed at stage 3. We next analyzed the expression of Egr2 at dif-
ferent stages of iNKT cell development as Egr2 is necessary for the
transactivation of PLZF expression in iNKT cells through binding
to the Zbtb16 promoter [17]. We found that Egr2 expression grad-
ually declined as iNKT cells mature in WT mice with an identical
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Figure 4. Lineage-specific signature genes of iNKT cells is altered in CD4-Va14Tg mice. (A) Volcano plot representing gene expression in thymic
iNKT cells showing genes upregulated (right) or downregulated (left) in CD4-Va14Tg littermate mice relative to their expression in WT iNKT cells

(WT; n = 2, CD4-Val4Tg; n = 2). (B) Gene-set-enrichment analysis of the indicated pathways in thymic iNKT cells in control WT (left) as compared
to CD4-Va14Tg (right) littermate mice. (C) Heatmap of selected immune genes classified as transcription factors, cytokines chemokines receptors,
and cell surface molecules in thymic control WT as compared to CD4-Va14Tg littermates mouse. Data are pooled from four experiments where
three to five mice from each strain were used per experiment. *Data were obtained from whole genome microarray datasets under GEO accession

number GSE129252.

*Correction added on 08.04.2019, after first online publication: GEO number has been included in Figure 4.
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Figure 5. Reduced TCR signaling and key iNKT cells lineage related transcription factors in CD4-Va14Tg mice. (A) Representative staining of PLZF,
Egr2, and GATA3 in thymic iNKT cells at the indicated stages of development from 4-week-old control WT as compared to CD4-Va14Tg littermate
mice. MFI of these markers is represented (right). (B) Same as in “A” for Nur77, CD5, and PD1. Data are pooled from at least four independent
experiments where three to five mice aged 3-4 weeks were used in each experiment and presented as mean + SD. Significance is represented by
an asterisk and was evaluated with nonparametric Mann-Whitney U test. A p value <0.05 was considered significant. NS: nonsignificant.
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pattern observed for PLZF (Fig. 5A, middle panel). We next sought
to evaluate the consequence of a reduction of PLZF expression in
GATA-3 expression in early stages of iNKT cell development as
previous studies showed that PLZF interacts with Gata3 promoter
to induce its expression in iNKT cell precursor [29]. We found that
GATA-3 expression is reduced in stage 1 and to a lesser extent at
stage 2 compared to WT iNKT cells (Fig. 5A, lower panel).

Overall these results showed a nonoptimal induction of Egr2 in
iNKT cells from CD4-Va14Tg mice, required for proper expression
of PLZF and promotion of iNKT cell developmental program.

Reduced TCR signaling in iNKT cells from
CD4-Va14Tg mice

iNKT cells are a cell type that require high affinity agonistic TCR
signals for their proper development in the thymus [30] and sev-
eral data suggest that strong TCR signals associated with high
expression of Egr2 lead to PLZF induction [15, 17]. We next inves-
tigated whether the reduced Egr2/PLZF expression was a result
of an inability to generate these strong TCR signals. This was
tested using Nur77, CD5, and PD-1, markers known to transduce
TCR signal strength at positive selection. WT iNKT cells displayed
expression of these markers at stage 1 and signaling remain steady
at stage 2 for Nur77 and CD5, and decreased for PD-1 (Fig. 5B).
In all cases, signaling further decreased at stage 3 to reach mini-
mal expression. When we compared expression intensity of these
markers in different stages of iNKT cells from CD4-Va14Tg mice,
we observed a reduced expression of these markers at stage 1,
and 2, and to a lesser extent (Nur77, and CD5) or at similar levels
(PD-1) at stage 3 (Fig. 5B). Altogether, these results suggest that
that reduced Egr2/PLZF expression and iNKT cell developmental
block is likely the result of impaired TCR signal highlighted by
inefficient induction of Nur77, CD5, and PD-1.

Reduced TCR expression levels in iNKT cells
from CD4-Va14Tg mice

The impaired TCR signal observed in iNKT cells from CD4-Va14Tg
mice could be the result of a reduced CD1d expression in DP cor-
tical thymocytes required for positive selection of iNKT cells or a
reduced TCR expression levels at the surface of iNKT cells. We
found similar levels of CD1d expression on thymocytes of WT
and CD4-Va14Tg mice (Fig. 6A). On the contrary, we found a
reduced expression of TCR in stage 1 iNKT cells of CD4-Va14Tg
mice, but not at later developmental stages (Fig. 6B, upper panel).
Although these results indicate that reduced TCR levels could be
at the origin of altered TCR signaling, we sought to verify if an
additional mechanism could be involved based on reports showing
that SLAMG, a costimulatory receptor required for iNKT cell devel-
opment, is essential for potentiating TCR-mediated induction of
Egr2 and PLZF. Analysis of SLAM6 expression at different stages
of iNKT cell development indicated no differences between WT
and CD4-Va14Tg mice (Fig. 6B, lower panel). Because SLAM6
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is also expressed at cortical DP thymocytes and interact with
SLAMG6 on iNKT cells, we analyzed its expression on these cells
and found similar levels of its expression WT and CD4-Val4Tg
mice (Fig. 6A). Altogether, these results indicate that the altered
TCR signaling and reduced induction of Egr2 and PLZF result-
ing in the developmental block of iNKT cell is a consequence
of a reduced TCR expression in iNKT cells from CD4-Val4Tg

mice.

The developmental defect in CD4-Va14Tg mice
is iNKT cell intrinsic

Our results thus suggest that iNKT cell developmental defect in
CD4-Va14Tg mice is cell intrinsic. To verify this, we generated
mixed bone marrow (BM) chimeras in which we transferred a
1:1 ratio of WT and CD4-Va14Tg BM donor cells into sublethally
irradiated Ja18KO hosts missing iNKT cells (Fig. 6C, upper panel).
After 2-month engraftment, we isolated cells from the thymus and
determined the ability of each donor compartment to reconstitute
iNKT cells. Whereas WT donor cells were able to fully reconstitute
thymic iNKT cells developmental stages, iNKT cells in the CD4-
Va14Tg donor compartment have a block in the thymic CD44lew
stage 1 to CD44high stage 2 transition (Fig. 6C, upper and lower
panel). These results indicate that the presence of normal BM
compartment did not correct iNKT developmental defect in CD4-
Va14Tg compartment showing that the defect is inherent to the
iNKT cells.

TCR density might contribute to agonist selection
of iNKT cells

So far our result indicates that variation in TCR density affects
downstream signaling and iNKT cells selection. Because iNKT
cells are selected by strong TCR signal [30], we hypothesized
that high TCR density might contribute to the higher TCR signal
strength that iNKT cell perceive at positive selection and responsi-
ble for their so called “agonist selection.” Positive selection stage
of mainstream T cells is characterized by upregulation of TCR
expression by selected DP T cells (TCR") and of the CD69 early
activation markers [31] as shown in Fig. 7A, left panel. For iNKT
cells, the closest stage to their positive selection we detected in
previous studies is called stage 0 [19]. This stage is character-
ized by high expression levels of HSA (HSAPbigh), low expression
of CD44 (CD44'"°w) and high expression of CD69 as shown in Fig.
7B. We thus compared in WT mice TCR expression levels at the
positive selection stage of mainstream T cells (TCRi"t) with TCR
levels at stage 0 iNKT cells. As shown in Fig. 7C, we found that
TCR expression levels at stage 0 iNKT cells is higher than TCRint
expression levels of mainstream T cells. TCR expression levels
decreases at subsequent stages of iNKT cell development (Fig. 7B)
while it increases postpositive selection for mainstream T cells
(Fig. 7A). These results suggested to us a model where iNKT cells
express high TCR expression levels at positive selection and this
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Figure 6. The developmental defect in CD4-Va14Tg mice is iNKT cell intrinsic and due to reduced TCR expression levels. (A) Representative
staining of CD1d and SLAM®6 expression on cortical thymocytes from 4-week-old control WT as compared to CD4-Va14Tg littermate mice. MFI
of these markers is represented (right). (B) Representative staining of CD1d-tet and SLAM6 in thymic iNKT cells and the indicated stages of
development from 4-week-old control WT as compared to CD4-Va14Tg littermate mice. MFI of these markers is represented (right). (C) Lethally
irradiated CD45.2 Ja18KO mice were reconstituted with bone marrow (BM) from CD45.1 C57BL/6 and CD45.2 CD4-Va14Tg mice (scheme in upper
panel). iNKT enriched thymic cells were analyzed 8 weeks after BM reconstitution. Representative staining of CD44 and NK1.1 among iNKT cells
are shown (upper panel). Values in dot plots represent frequencies. Frequency and absolute number of total iNKT cells and frequency of the
indicated different iNKT cell developmental stages are represented (lower panel). Data are pooled from at least three independent experiments
where four to five mice in each experiment were used and presented as mean + SD. Significance is represented by an asterisk and was evaluated
with nonparametric Mann-Whitney U test. A p value <0.05 was considered significant. NS: nonsignificant.
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Figure 7. TCR expression levels are higher in positively selected iNKT cells compared to mainstream T cells. (A) Representative staining of CD69
and TCR expression on thymic cells (left). MFI of TCR of the indicated gates is represented (right). (B) Cells from the CD8-depleted thymi of 4-week-
old mice were positively selected for iNKT cells using magnetic beads and an autoMACS separator and stained for the indicated markers. Doublets
were excluded and only viable cells were included in the analysis. iNKT cells were analyzed following the gating strategy shown. Representative
staining of CD69 and TCR at the indicated stages are shown and MFI of TCR is represented (far right). (C) Representative staining of TCR expression
on mainstream TCRint T cells compared to stage 0 iNKT cells. MFI of TCR is represented (right). (D) Same as in C (with an enrichment strategy as
in D) for TCR expression at stage 0 of iNKT cells from WT as compared to CD4-Va14Tg littermate mice. Data are pooled from four independent
experiments where at least four mice in each experiment were used and presented as mean + SD. *p < 0.05.

high TCR density could contribute to the strong signal they per-
ceive at this stage and necessary for Egr2/PLZF expression and
iNKT cells subset differentiation. This model does not exclude the
role of iNKT cell ligand (CD1d/ligand) at this stage or later stages
of iNKT cell development. Based on our results we propose that
high TCR density at early stages of iNKT cells development could
participate in their entry to a specific developmental program and
subsequent subset differentiation contributing to their so called
« agonist selection ». This is prevented by the forced expression
of the invariant Va14 TCR in DP thymocytes of CD4-Va14Tg mice
where we observed a reduced TCR expression levels at stage 0

® 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

compared to the same stage in WT mice (average MFI: around
2000 versus 4000, respectively) (Fig. 7D). It is worth mentioning
that this reduced TCR expression (by half) observed at stage 0 of
development is more dramatic that the one previously observed at
the subsequent stage 1 of development (see Fig. 6B). This indicates
that iNKT cells from CD4-Va14Tg mice are blocked in their devel-
opment at stage 1 because of a reduced signal perceived at stage
0 (Fig. 7D). These cells however were able to enter the iNKT cells
pool and not mainstream T-cell pool indicating that TCR signal,
though reduced, is higher than the one perceived by mainstream
T cells at the same stage and is thus necessary for their selection
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but not sufficient for full differentiation resulting in the observed
developmental block.

Discussion

Mouse iNKT cell express a semi invariant TCR made of a constant
alpha chain (a-chain) and a variable beta chain. The importance of
the alpha chain in driving the development of iNKT cells is exem-
plified by an increased iNKT cell population in Va14Tg mice [13].
It also indicates that iNKT cell development is dictated by TCR
specificity (instructive model) rather than by a predefined pro-
gram (precommited model). Thus, although the contribution of
the Val4 a-chain in driving DP expressing this receptor to enter
into an iNKT cell program is established, its role in the specification
of iNKT cells is yet to be determined. The rational for this ques-
tion comes from the fact that some variation in the a-chain could
be observed at position 93 at the V-] junction and represents the
major source of iNKT alpha chain variability. In fact, early stud-
ies showed that iNKT a-chain is monomorphic, with a glycine in
position 93 and an aspartate at position 94, with a single excep-
tion in which valine replaced glycine 93 [7]. Subsequent studies
indicated that glycine 93 could also be replaced by an alanine or
isoleucine [32]. The first Va14Tg mice we analyzed (Val1l-Va14)
express the rearranged a-chain under a Vall promoter, rendering
its expression early during development starting at the DN stage.
The rearranged TCR have a glycine in position 93 and we hypoth-
esized that if this alpha chain subtype supports the development
of a distinct iNKT cell subset, iNKT cell development will be biased
toward one of the iNKT cell subsets. Our results show that this is
not the case because analysis of the Va11-Va14Tg mice showed
a normal distribution of iNKT cell subsets indicating that the a-
chain is not sufficient to promote the specification of iNKT cells.
Presumably the conversion from glycine to a more hydrophobic
amino-acid residue such as alanine, valine, and isoleucine did not
alter significantly the interaction between the TCR a-chain CDR3
region and CD1d allowing iNKT cell with the converted region to
still be positively selected however without promoting a specific
subset.

In a second Val4Tg mice, the a-chain is expressed at the DP
stage under the CD4 promoter [14]. Analysis of these CD4-Va14Tg
mice showed a block in early stages of iNKT cell development and
an altered distribution of iNKT cell subsets. Previous reports indi-
cated a developmental defect of iNKT cells in these mice but the
nature of the defect was not studied [33, 34]. One could envis-
age that precursor iNKT cells are “waiting” to develop because the
increased number of iNKT precursors has overfilled some sort of
selection niche. We do not favor this possibility because precursor
cells in these mice do not have an increased expansion potential
ruling out the possibility of an increased generation of precursor
cells. Also, the block could not be accounted for by a slower iNKT
cells developmental maturation process, known to be age depen-
dent [9, 18], since the defect is observed in young mice and remain
uncorrected in old ones. Based on these observations, we expect
that culture systems of iNKT cells on OP9-DL1 stromal cells will
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show that stage 1 iNKT cells are reduced in their capacity to gen-
erate stage 2 cells. In our study, we observed a reduced capacity of
iNKT cell precursors from CD4-Va14Tg mice to generate stage 2
cells after adoptive transfer of BM cells into iNKT-deficient mice.
This block is not corrected even though the inoculum contains
50% BM cells from WT mice indicating that the defect is intrinsic
to the CD4-Va14Tg iNKT cells. In addition to the block in the stage
1 to stage 2 transition, we observed in these mice a block in the
transition from the IL-17Rb™ to IL-17Rb* iNKT cells within the
CD44low stagel indicating an earlier block at this stage.

The presence of a block in CD4-Va14Tg iNKT the development
is counterintuitive. These mice were developed by the Bendelac
group in order to have a development of iNKT cells the closest to
normal mice. In fact, the Val4 transgene in these mice is under
the control of CD4 promoter rendering its expression at the DP
stage, the timing where the alpha chain is expressed in physio-
logical development, and avoiding its early expression at the DN
stage like observed in conventional Val1l-Val4 Tg mice where
the transgene is under the control of the Vall promoter. Our
results suggest at first that the timing of expression of the trans-
gene could have an influence on iNKT cell specification. Detailed
analysis of these mice showed a reduced PLZF expression related
to a reduced TCR expression level in iNKT cells from CD4-Va14Tg
mice and provides a plausible explanation for the cause of this
block. In fact, expression of PLZF in developing iNKT cells was
shown to be epigenetically regulated and linked to TCR induction
of Egr2 necessary for PLZF gene expression [17]. PLZF directs the
acquisition of several key components of the iNKT cell effector pro-
gram during development, including functionality and migration
properties [15, 16]. The relative efficiency of the CD4 promoter
or competition for transcription factor could explain the reduced
TCR expression in these mice. The generation of Va14Tg mice
with a transgene under the control of other promoters expressed
at the same timing (DP stage) will be of great interest to further
understand the importance of TCR signaling in iNKT cell develop-
ment.

Strong TCR signal is thought to be important for the devel-
opment of iNKT cells, a process termed “agonist selection” [30].
This process leads also to the development of other nonconven-
tional T-cell lineages with regulatory functions such as CD8aa*
intraepithelial lymphocytes (IEL) and Tregs [30, 35, 36]. For iNKT
cells, the strong TCR signal could originate from the recognition
of specific antigens presented by CD1d. This signal was shown to
be potentiated by homotypic interactions between SLAM family
members, notably SLAM-6 and to a lesser extend SLAM-1 [37].
As mentioned in the introduction, iNKT cells are selected by DP
cortical thymocytes rather by epithelial cells [8]. We found that
the expression of CD1d and SLAM-6 expression in these cells from
CD4-Va14Tg mice is similar to WT mice indicating that the select-
ing molecules are not at the origin of the developmental defect.
However, although SLAM-6 expression is not altered in iNKT cells
from CD4-Va14Tg mice, TCR expression level is reduced in iNKT
cells at early stages 0 and 1 of their development, the former
being the closest stage to positive selection. Thus the iNKT cell
defect in CD4-Va14Tg mice is due to a reduced signal of the TCR
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consequent to its reduced expression level at the DP stage and not
to its timing of expression unless there is a short window before
the DP stage where high TCR expression initiates agonist positive
selection as suggested by some studies [38, 39].

The Hogquist group created a model in which TCRa expres-
sion would be delayed until the DP stage (as is the case in normal
animals) using a Cre/lox-based conditional strategy [38]. They
expressed the male HY TCRa at the DP stage of development
(HY<d* mice). In this model, the defects in B-selection and lin-
eage commitment observed in conventional HY transgenics were
corrected. This study shows however that there is a developmen-
tal defect of nonconventional CD8aa* IEL in HYC* male mice.
These cells are known to require a strong TCR signal for their
development (agonist selection). The development of these cells
is more efficient in HY male compared to HY female, however
this higher efficiency is not observed in HY®®* male compared to
HYCP4 female indicating a less efficient selection of these cells. The
hypothesis proposed to explain the defect in CD8aa* IEL develop-
ment is related to the timing of HY expression and suggest that its
early expression is required for CD8aa* IEL development. How-
ever, in this study, it was shown that HY** mice have a reduced
TCR expression level at the DP and CD8SP cells compared to HY
mice. Because CD8aa* IEL cells need strong signal for their devel-
opment, we hypothesized the possibility that the reduced TCR
expression in these mice decreased TCR signaling and induced a
less efficient selection of these cells. This makes a parallel with
CD4-Val4Tg mice where we observed a low TCR expression in
iNKT cell precursors accompanied with a reduced TCR signaling
and a defect in their selection keeping in mind that iNKT cells
also require strong TCR signal for their selection like CD8aa*
IEL [30, 35, 36].

While the functional importance of ligand density on thymic
development has been examined in several studies, the converse
situation involving modulation of TCR density has not as much
been explored. The approach employed in a published study is
to cross two different TCR transgenic lines to generate dual TCR-
expressing (DTE) mice, under the assumption that total TCR sur-
face levels will remain constant [40]. Consistent with this expecta-
tion, it was found that in DTE mice expressing the class Il restricted
and class I restricted HY TCRs, the expression levels of both TCRs
are reduced, albeit to different extents. The consequences of this
reduced expression on the ability of transgenic TCRs to support
positive and negative selection in the presence of one or two select-
ing ligands were examined. The study showed that lowering TCR
expression levels reduces the efficiency of both processes, but can-
not redirect thymocytes to a qualitatively different developmental
fate. In other words, negatively selected cells could not be pos-
itively selected at a lower TCR expression level and vice versa.
In our study, reduced TCR expression still allowed selection of
iNKT cells but not their full differentiation into distinct subsets.
Additionally, based on the expression of IL-17Rb and the transcrip-
tion factors (TFs) T-bet and RORyt defining iNKT1 and iNKT17,
respectively, we described more precisely the developmental block
of iNKT cells in CD4-Va14Tg mice. In fact, our results showed that
the block at CD44'v stage 1 in CD4-Va14Tg mice is related to an

@ 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Innate immunity

earlier block before the acquisition of IL-17Rb at this stage and
indicated to us that iNKT cell precursors in normal development
pass through an IL-17Rb* stage at the CD44l°w stage 1 before
acquiring specific TFs, mainly taking place at the CD44bhigh stage 2
(see model Fig. 3C). This sequence show that all maturing iNKT
cell precursors pass through an IL-17Rb* stage during develop-
ment and completed previous studies regarding developmental
steps during iNKT cell development [41, 42].

Because our experiments argue that reduced TCR signal during
positive selection consequently to their reduced TCR expression
affects iNKT cell differentiation, we tested if higher TCR expres-
sion on developing iNKT cells contributes to their agonist selec-
tion. We found that positively selected iNKT cells (Stage 0) have a
higher TCR expression than mainstream T cells at the same stage
(TCRint), This indicates that the strong TCR signal that iNKT cells
perceive at positive selection [30] might originate in part from the
high TCR expression levels of these cells and allowing their differ-
entiation. The higher levels of TCR expression of iNKT cells at pos-
itive selection is capable of sustaining TCR engagement for longer
period of time that in turn affect downstream transcriptional activ-
ity of Egr2. Acquiring high level of TCR expression by iNKT cells
could be a consequence of the nature of iNKT TCR/CD1d interac-
tion compared to TCR/MHC interaction [43]. Such an interaction
allows GATA3 expression known to be expressed early in iNKT cell
precursors. GATA3 is an autoactivator of its own expression [44]
butalso control surface TCR expression by binding to Tcra and Tcrb
gene Loci [45, 46]. This might provide a feed-back loop allowing
increased TCR surface expression and increased avidity for their
cognate ligand. Our studies thus proposes a model where iNKT
cell subset development is affected by the biophysical properties
of the TCR-antigen-CD1d interaction and cell surface expression
level and is in good agreement with recent findings [47-50].

Overall our study indicated that subtle variation in the canoni-
cal Va14 alpha chain could not be at the origin of the development
of specific iNKT cell subsets. It however indicates that TCR strength
is critical for the specification of iNKT cells as, after being selected
with a reduced TCR signal, iNKT cells in CD4-Va14Tg mice are
blocked at an early developmental stage. Our study thus proposes
that higher TCR expression levels at positive selection could par-
ticipate in physiological condition to the strength of TCR signal
promoting agonist selection and subset differentiation of iNKT
cells. This could apply for other innate subsets such as CD8aa*
IEL indicating that TCR expression should be differentially and
tightly regulated during T cells development and its dysregulation
could have consequences in repertoire composition and immune
responses in mice and human.

Materials and methods

Mice

C57BL/6] (B6) mice were purchased from Janvier. Ja18KO [3]
were a gift from M. Taniguchi (RIKEN, Yokohama, Japan).
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Va11-Val4Tg mice on C57BL/6] background were described else-
where [13]. CD4-Va14Tg mice were purchased from the Jackson
Laboratories and described elsewhere [14]. A scheme of CD4-
Val4Tgor Vall-Val4Tg x C57BL/6] breeding pairs was set to
generate littermates of mice of both genotypes. All mice were
maintained under specific pathogen-free conditions, and experi-
ments were performed in accordance with the Institutional Animal
Care and Use Guidelines. The study was approved by the ethics
committee “Comité d’Ethique Paris-Nord; C2EA-121,” affiliated
to the “Comité National de réflexion Ethique en Expérimentation
Animale (CNREEA) et au Ministére de 'Enseignement Supérieur
et de la Recherche.”

Lymphocyte isolation, enrichment, and stimulation

Cell suspensions from thymus, spleen, or PLNs were prepared
and stimulated with PMA/Ionomycin as previously described [4].
Enrichment in iNKT cells for some experiment was performed as
described previously [19]. Cell sorting of iNKT cells was performed
with a FACSAria III (BD Biosciences).

Antibodies and flow cytometry

Before cell-surface staining, surface Fc receptors were saturated
by incubation with CD16/CD32 (2.4G2) antibody for 15 minutes
on ice. The following antibodies were used: AF700 TCR8 (H57-
597), FITC CD69 (H1.2F3), BV421 CD4 (GK1.5), APC CD8 (53-
6.7), BV510 HSA (M1/69), BV510 B220 (RA3-6B2), PerCP-eFluor
710 RORyt (B2D), PeCy7 T-bet (eBio4B10), PE GATA3 (L50-
823), PE PLZF (Mags.21F7), PE IL-17a (TC11-18H10), PeCy7
[FN-y (XMG1.2), BV421 IL-4 (11B11), PerCP-eFluor 710 IL-13
(eBio13A), AF647 IL17RDb (9B10), AF700 or PeCy7 CD44 (IM7),
PeCy5 NK1.1 (PK136), APC CD5 (53-7.3), AF488 Nur77 (12.14),
PE PD1 (J43), FITC Ki-67 (SolA15), PE CCR7 (4B12), PE or APC
Rat IgG2a Isotype Control (R35-95), AF 488 Mouse IgG1 Isotype
Control (P3.6.2.8.1), PE Hamster IgG2 Isotype control (B81-3);
all were purchased from BD Biosciences, eBioscience, Biolegend,
and R&D Systems. CD1d-a-GalCer or -PBS57 tetramers were pro-
duced with streptavidin-APC, -PE or -BV421 (BD Biosciences). For
intranuclear staining, cells were fixed and permeabilized using
the Foxp3 staining kit (eBioscience). Intracellular cytokine stain-
ing was performed as described previously [4, 18]. Flow cytom-
etry was performed using a 4-laser Fortessa cytometer (BD Bio-
sciences), analyzed using FACSDiva software v8 (BD Biosciences).
We have adhered to the “Guidelines for the use of flow cytometry
and cell sorting in immunological studies” [52]

Microarray
RNA was extracted from FACS-sorted tet+ from thymus of WT

or CD4-Va14Tg mice with TRIzol reagent (Invitrogen) followed
by column purification using RNeasy mini Kit (QIAGEN). RNA
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samples were hybridized on MoGene2.0.st chips (Affymetrix).
Raw chip data preprocessing and quantile-normalization were per-
formed using RMA. Gene level data were then expressed on the
log2 scale and annotated using Affymetrix MoGene2.0.st library
files. Metabolic pathway analysis was performed using the GSEA
[51] and significance assessed using 1000 gene set permutations.

Statistical analysis

Statistical tests were performed using the two sided nonparametric
Mann-Whitney U test using Prism 6.05 (GraphPad). A p value
<0.05 was considered significant.
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INTRODUCTION

Abstract

Almost 20 years ago, CD1d tetramers were developed to track invariant natural
killer T (NKT) cells based on their specificity, and to define developmental
steps during which differentiation markers and functional features are
progressively acquired from early NKT cell precursor to fully mature NKT cell
subsets. Based on these findings, a linear developmental model was proposed
and subsequently used by all studies investigating the specific role of factors
that control NKT cell development. More recently, based on intracellular
staining patterns of lineage-specific transcription factors such as T-bet, GATA-3,
promyelocytic leukemia zinc finger and RORct, a lineage differentiation model
was proposed for NKT cell development. Currently, studies on NKT cells
development present lineage differentiation model data in addition to the linear
maturation model. In the perspective presented here, we discuss current knowledge
relating to NKT cell developmental models and particularly focus on the
approaches and strategies, some of which appear nebulous, used to define NKT cell
developmental stages and subsets.

promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF), which plays a
significant role in the acquisition of their specific

Mouse invariant natural killer T (NKT) cells are a subset
of T lymphocytes which have been shown to play a
significant role in innate and adaptive immune responses.
Upon activation, NKT cells can rapidly produce a broad
range of cytokines, making them contributors to various
pathologies and instrumental in guiding immune
responses.! Several subsets of NKT cells have been
described and were shown to play various roles in normal
and disease conditions because they produce different
cytokines, and are found in multiple organs.?

Mouse NKT cells are born from CD4*CD8" [double-
positive (DP)] cortical thymocyte progenitors that express
a semi-invariant T-cell receptor (TCR) composed of an
invariant Val4-Jal8 chain paired with one of three Vb
segments (Vb8, 2 or 7).3>* These cells are positively
selected by glycolipid-presenting nonclassical class | CD1d
molecules expressed on neighboring DP cortical
thymocytes.! After positive selection, NKT cells enter a
developmental program distinct from mainstream T cells.
This program is driven by the transcription factor
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phenotypic and functional properties.>® PLZF expression
is controlled by the transcription factor Egr2, the
expression of which is triggered by a high TCR signal
perceived by NKT cell progenitors during selection.”
PLZF controls the expression of multiple genes required
for NKT cells to develop their specific phenotypic
features, function and migration properties.>® The
expression of PLZF is not specific to NKT cells as it is
also expressed by other innate-like T cells, such as cd T
cells or mucosal-associated invariant T cells.®%?°

The prototypical mouse NKT cell initially described
expresses markers typical of the NK lineage such as
NK1.1.! These cells were shown to produce mainly
interferon-c and to play a role in tumor rejection. CD1d
tetramers were used to track NKT cells based on their
specificity and to show that following selection mature
HSA" NKT cells progress through three developmental
stages marked by the expression of the surface markers

NK1.1 and CD44. Thus, stage 1 cells are CD44—NK1.1—.
The acquisition of the activation marker CD44 indicates
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transition to stage 2 cells, which are CD44'NK1.1—.
Finally, stage 3, mature, NKT cells are CD44°'NK1.1*.1°
Cells from both stages 1 and 2 are interleukin (IL)-7
responsive and consequently undergo a massive
expansion. This intrathymic proliferation applies to other
T-cell subsets such as regulatory T cells which also
undergo agonist selection.’ NK1.1 expression is acquired
by NKT cells in the thymus or after migration to the
periphery, marking the emergence of thymic and
peripheral stage 3 invariant NKT (iNKT) cells, the former
of which remain thymic resident.®12 Whereas stage 1
NKT cells produce T helper (Th) 2-type cytokines, stage
3 iINKT cells produce mainly Thl-type cytokines, and
their generation is controlled by T-bet and IL-15.% Based
on these findings, a linear developmental model was
proposed and subsequently used in most studies
investigating the specific role of factors that control iNKT
cell development (Figure 1a).1°

In addition to interferon-c-producing NK1.1* iNKT
cells, we and others contributed to the description of a
distinct iNKT cell subset producing IL-17.14> These cells
lack NK differentiation markers, but express the
transcription factor RORct and markers related to the
Th17 lineage such as IL-1R, CCR6 and CD103.%**

NKT cell developmental stages and subsets

Recently, these cells were shown to express the
transmembrane (type 1) heparan sulfate proteoglycan
CD138 (syndecan-1), a member of the syndecan
proteoglycan family.’® These cells are mainly located in
the lungs, peripheral lymph nodes and skin,'**> and are
reported to be involved in inflammation, bacterial
infection and autoimmunity.!#1>17.18

A third subset of iINKT cells with a “Th2-like”
phenotype and function has also been described. These
cells express high levels of the IL-25 receptor B (IL-
17RB). They are enriched in the lung, produce IL-4 and
IL-13 and have been linked to asthma.l® Based on
intracellular staining patterns of transcription factors such
as T-bet, GATA-3, PLZF and RORct, the Hogquist
group?® distinguished these NKT subsets, designating
them NKT1, NKT2 and NKT17. According to these
staining patterns, NKT1 cells produce interferon-c and
are defined as T-bet*PLZF°%. NKT2 cells produce IL-4
and are defined as GATA-3e"PLZFhieh cells. NKT17 cells
produce IL-17 and are defined as RORcCt*PLZF™ cells.
These subpopulations mirror the Th cell subgroups in
that they produce Thl, Th2 and Th17-like cytokines,
respectively. Based on these findings, the Hogquist group
proposed a new developmental model for NKT cells. In

HSAieh | | HSAlow
Va14-Ja18 TCR
¥y NK1.1: NK1.1+
CD4 - - .
(a) cod ) i CDaghen Cagnen
Linear model —> ‘ - 5 CD4/DN
SLAM
IL-4 IL-4/1Fny IL-a/IFNy
Val4-Jal8 TCR - bEt
lipid NKL.1- @ NKT1 (IFNy)
CD4
(b) CcD1d CCR7
Differentiation . ‘ - . NKTL (IL-17)
model

\ RORYt NKT2 (1L-4)
GATA3"
PLZF

Figure 1. Linear and differentiation models of NKT cell development. (a) The linear development model uses the differentiation markers CD44
and NK1.1 to describe three steps through which NKT cells progress during their development. Stage 1 and 2 cells experience massive expansion
before acquiring phenotypic and functional markers related to the NK lineage characterizing developmental stage 3 cells. (b) The differentiation
model relies on intracellular staining patterns for lineage-specific transcription factors such as T-bet, GATA-3, PLZF and RORct. It also distinguishes
three functional iINKT subsets in the thymus, designated as iNKT1, iINKT2 and iNKT17. NKTp represents precursors of NKT cell subsets defined by
their CCR7 expression pattern. HSAMSh CD69 positive stage 0 cells are common to both models and represent positively selected NKT cells. DN,
double negative; DP, double positive; HSA, heat-stable antigen; IFN, interferon; IL, interleukin; iNKT, invariant natural killer T cell; NKT, natural
killer T cell; NKTp, natural killer T-cell precursors; PLZF, promyelocytic leukemia zinc finger; SLAM, signaling lymphocytic activation molecule; TCR, T-
cell receptor.
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NKT cell developmental stages and subsets

this  lineage  differentiation model, terminally
differentiated cells produce several cytokines derived from
common precursors (Figure 1b).2® A recent study
indicated that, among PLZF"&" NKT cells, CCR7* cells
serve as a common progenitor for NKT cells in this
model.?!

From this perspective, in this paper, we discuss current
knowledge regarding NKT cell developmental models and
emphasize their complementarity. To do so, we focus on
approaches and strategies used to define NKT cell
developmental stages and subsets, highlighting those that
we consider misleading and/or confusing.

NKT CELL SUBSET IDENTIFICATION:
FOCUSING ON THE NKT2 SUBSET

NKT1 and NKT17 cells are unambiguously defined by
their exclusive expression of transcription factors T-bet
and RORct, related to their respective functions. By
contrast, NKT2 cells have been more difficult to define as
they express no exclusive transcription factors (Table 1).
For example, GATA-3 is highly expressed in NKT2 and
NKT17 cells, whereas it is expressed at low levels in
NKT1 cells. All three subsets produce IL-4 upon
stimulation.??> However, only NKT2 cells were shown to
actively produce IL-4 in the steady state. This property
has been exploited to identify NKT2 cells, using hCD2-IL-
4 reporter mice, where IL-4 production is signaled by
surface expression of human CD2.?! NKT2 cells have also
been defined as cells expressing high levels of PLZF
compared with iNKT17 and NKT1 cells, which express
intermediate and low levels of PLZF, respectively.?! Based
on these profiles, NKT2 cells were identified as GATA-
3hiehp ZFhiehRORct— iNKT cells in several studies based
on intracellular GATA-3, PLZF and RORCct staining. Our
own results indicated that PLZFMeh NKT cells, which are
assumed to be exclusively NKT2 cells, comprise T-bet*
NKT cells regardless of mouse age. This duality of the
population is illustrated in Figure 2, where 28% and 38%

of RORct—PLZF"e" iNKT cells are T-bet* cells in 2- and
10-week-old mice, respectively (see also Supplementary
methods). Similar results were observed with a different
clone and fluorochrome used to detect PLZF and in
BALB/c mice (not shown). These PLZF"&"T-bet™ iNKT
cells are mostly CD44"e" stage 2 NKT cells (around 75%
and 90% of PLZF"e"T-bet* iNKT cells are CD44Me" in 2-
and 10-week-old mice, respectively; see red gates in
Figure 2) and probably represent maturing T-bet" NKT1
cells that will downregulate PLZF as they progress to
developmental stage 3. These results suggest that PLZF
expression levels are insufficient to define NKT2 cells.
Among other transcription factors, NKT2 cells were also
shown to express the lymphoid enhancer factor (LEF1).
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LEF1 increases GATA-3 expression, promoting the
development of NKT2 cells.?®> However, it is also detected
in NKT1 and NKT17 cells, and has not been routinely
used to define NKT2 cells. Consequently, intracellular
staining using T-bet and RORct (and not PLZF) appears
to be the best combination so far to define NKT2 cells.
Nevertheless, this combination does not exclude NKT cell
precursors (NKTp) that are mostly included among
NKT2 cells because they have a similar profile with
regard to T-bet, RORct and PLZF expression as they are
also  T-bet—RORct—PLZFhe". These cells can be
distinguished by their surface expression of CCR7.%!
However, because they likely represent a minor fraction
in older mice, NKTp would not significantly change NKT
cell subset distribution if they are not gated out by this
specific marker. By contrast, because most NKTp are
CD44"v, it is important to take care when analyzing
NKT cell subset distribution in newborn or young mice,
where CD44"" stage 1 NKT cells represent a considerable
population.

Using surface markers rather than transcription factor
staining to identify NKT2 cells has been difficult because
these markers are shared by either one of the two other
subsets (Table 1). Initial studies by the Taniguchi group?
identified NKT2 cells as cells expressing CD4 and IL-
17RB. However, these cells produce IL-17 in addition to IL-
4 and other cytokines. This profile could be explainedby
the fact that RORct® IL-17-producing cells could also
express CD4,*?? and indicates that CD4 might not be a
good marker to define NKT2 cells. This is exemplified in
a study by Georgiev et al.,?> using the NKT1 marker IL-
2Rb CD122 (part of the IL-15R) and CD4 expression to
define NKT2 cells. Isolated CD122—CD4" cells, thought
to be NKT2 cells, produced IL-17A as a result of the
inclusion of CD4" NKT17 cells.?> IL-17RB is expressed
on NKT17 cells in addition to NKT2 cells, but is absent
from NKT1 cells and the majority of NKT17 cells from
BALB/C mice.? The relationship between IL-17RB* and IL-
17RB— NKT cells was proposed based on fetal thymic
organ culture experiments. In these experiments, CD44'°%
stage 1 IL-17RB— NKT cells were shown to give rise to
stage 2 and stage 3 cells, with an IL-17RB— phenotype,
indicating that IL-17RB— NKT cells are precursors of T-
bet* NKT1 cells. By contrast, IL-17RB* NKT cells at the
same stage 1 gave rise to IL-17RB" stage 2 but not stage
3 cells,® suggesting that IL-17RB* NKT cells are not T-
bet" NKT1 cell precursors, and that IL-17RB* NKT cells
arise in the thymus as a distinct subset from IL-17RB—
NKT cells.2#2527 However, in a recent study, we showed
that T-bet™ NKT cells at the CD44"" stage 1 express IL-
17RB.%8 This result indicates that T-bet* and T-bet— NKT
cell subpopulations probably branch off after IL-17RB
downregulation, which starts at developmental stage 2
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Table 1. Markers characterizing mature NKT1, NKT2 and NKT17 subsets assessed by surface or intracellular staining at steady state (active)
or after stimulation (induced).

Unambiguous markers Markers expressed in more than one subset

Transcription factors

T-bet (NKT1) (16) GATA-3 (NKT1, NKT2, NKT17) (16)
RORct (NKT17) (16) PLZFa (NKT1, NKT2, NKT17) (16)

LEF12 (NKT1, NKT2, NKT17) (19)

Cytokines
Interferon-c (NKT1) (16) Induced IL-4 (NKT1, NKT2, NKT17) (18, 21)
IL-17 (NKT17) (16)
Active IL-4 (NKT2) (16)
Surface markers

NK1.1 (NKT1) (25) CD4? (NKT1, NKT2, NKT17) (16)
IL-2RB (NKT1) (16) CD44° (NKT1, NKT2, NKT17) (16)
CCR6 (NKT17) (11) IL-17RB° (NKT2, NKT17) (16, 25)
CD138 (NKT17) (10) CD27 (NKT1, NKT2) (16, 25)

ICOS (NKT2, NKT17) (18, 25)
CD43HG (NKT2, NKT17) (18)
RankL (NKT2, NKT17) (17)
PD-1 (NKT2, NKT17) (25)
CCR4 (NKT2, NKT17) (25)
IL-6RA (NKT2, NKT17) (21, 25)

IL, interleukin; NKT, natural killer T cell; NKTp, natural killer T-cell precursors; PLZF, promyelocytic leukemia zinc finger.
3Expressed in common CCR7+ precursors (NKTp).

bAbsent in NKTp.

Expressed in all NKT subsets during their maturation.
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Figure 2. PLZF"9h NKT2 cells include T-bet* cells. Representative dot plots of T-bet intracellular staining gated on NKT1, NKT2 or NKT17 cell

subsets from 2- or 10-week-old C57BL/6 mice. PLZF°" NKT1 cells are mostly T-bet* and PLZF" NKT17 cells are mostly T-bet—. By contrast,

PLZFhigh NKT2 cells, generally thought to be T-bet—, include T-bet* cells. Data are representative of five experiments using at least three mice per
experiment. Numbers correspond to percentages. NKT, natural killer T cell; PLZF, promyelocytic leukemia zinc finger.
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Figure 3. Combined model of NKT cell development. The combined model describes the development of NKT cell subsets through transcription
factor expression patterns at the CD44'°" stage 1 and CD44"9" stage 2 of NKT cell development. CD138, syndecan-1; DP, double positive; HSA,
heat-stable antigen; IL-17RB, IL-25 receptor b; NKT, natural killer T cell; NKTp, natural killer T-cell precursors; PLZF, SLAM, signaling lymphocytic

activation molecule; TCR, T-cell receptor.

(illustrated in the combined model in Figure 3). This
finding also indicates that IL-17RB alone cannot be used
to distinguish NKT cell subtypes during early
developmental stages.

Another surface marker, CD27, was shown to be
expressed on NKT2 and NKT1 cells but absent from
NKT17 cells.?® To discriminate between NKT1 and NKT2
cells, Engel et al.*® used CD27 in combination with

NK1.1 and CD4 to purify NKT2 cells defined as NK1.1—
CD4*CD27" cells. However, some of these cells expressed
T-bet, indicating that they also included non- NKT2 cells,
as this subset is not supposed to express this

transcription factor. It is important to underline that the
studies by Georgiev et al.?® and Engel et al.?® are not
limited to the flow cytometry aspects presented here, but
also use transcriptomics approaches that helped answer
open questions and clarified developmental trajectories by
establishing the transcriptional and epigenetic profiles of
NKT cell subsets. The results presented showed that NKT
cell subsets emerge from highly divergent gene programs,
and identified candidate genes that may affect NKT cell
development, migration or function. In both studies,
several genes and/or their products were shown to be
preferentially expressed on NKT2 cells, such as those
coding for PD-1, RankL, CCR4, IL-6Ra and inducible co-
stimulatory receptor (ICOS/CD278).>%° Most of these
markers were also found to be expressed on NKT17 cells,
although generally at a lower level (Table 1). A recent
study used ICOS in combination with the 130-kDa highly
glycosylated isoform of CD43 (CD43HG) to define three
NKT cell subsets in BALB/c mice presenting differential
expression profiles for these markers. These subsets
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are  CD43HG—ICOS"®, CD43HG" |COS* and
CD43HG'ICOS" NKT cells, which correspondingly

express T-bet'RORct—, T-bet—RORct— and T-bet—RORCt",
thus aligning with NKT1, NKT2 and NKT17 cell subsets,
respectively.?? For C57BL/6 NKT cells, the distinction was
less clear, and expression of CD43HG was determined on
both NKT1 and NKT2 cells. In addition, the distinct
distribution observed in the thymus of BALB/c mice was
less clear in peripheral lymph nodes and liver. This result
demonstrates that there is a strain- and tissue-specific
limitation in the utility of CD43HG and ICOS when
analyzing the distribution of NKT cells. Because a similar
pattern of ICOS expression was observed in thymuses
from B6 and BALB/c NKT cell subsets, ICOS could be
combined with CD138 rather than CD43HG to study
NKT cells distribution in both strains, because it was
shown to be specifically expressed by NKT17 cells.’® In
any case, it is clear that further progress in the
characterization of NKT2 cells must be made, which will
require the discovery of more stringent markers of this
lineage to allow us to unravel the different stages of its
development.

COMBINED MODEL FOR NKT CELL
DEVELOPMENT

Currently, studies on iNKT cell development present data
using a lineage differentiation model in addition to the
linear maturation model (see Introduction and Figure 1).
The linear maturation model was first developed more
than 10 years ago to explain the maturation of NK1.1*
NKT cells, hereafter NKT1 cells, because the work
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supporting this model was performed prior to the
description of mature NKT2 and NKT17 cells. In the
linear maturation model, acquisition of CD44 reflects a
maturational transition for NKT1 cells. In a recent study,
we showed that acquisition of CD44 also reflects a
maturational transition for NKT17 cells.3® In fact, NKT17

cells at the CD44'°% stage are CD138 CCR6—, which
express low levels of RORCt correlating with low or no
IL-17 production upon stimulation. When RORct* iNKT
cells progress from the CD44"°" to CD44"e" stage, they
progressively acquire CD138 and CCR6. They also
upregulate RORct expression and acquire the capacity to
produce IL-17 upon stimulation. Based on this
progression, CD44"e" stage 2 iNKT cells will comprise
developmental intermediates of NKT1 and NKT17 cells.
Whereas progressive expression of NK markers will result
in the CD44Me"CD44*NK1.1* final maturation stage 3 of
NKT1 cells, progressive acquisition of CCR6 and CD138
at the CD44"eh stage will lead to the final
CD44hehCCR6'CD138* maturation stage for NKT17
cells.®® Thus, a maturation progression occurs for NKT17
cells, similar to what was initially described for NKT1
cells. A maturation sequence probably also occurs for
NKT2 cells, but it has yet to be defined. In the lineage
differentiation model, most NKT1 and NKT17 cells in
adult mice express high levels of CD44 (CD44Meh);
conversely, a substantial fraction of NKT2 cells (25% to
40%) express low levels of CD44 (CD44'9%).2021 Thus, in
this model CD44 is not regarded as a maturational
marker. In fact, NKT2 cells are defined as IL-4-producing
cells, regardless of CD44 expression. In addition to NKT2
cells, another subset in this differentiation model is called
NKTp, for NKT cell precursors. These cells express even
lower levels of CD44.2! In fact, most NKTp cells (around
75%) are CD44"°%, and these cells do not produce IL-4
or the IL-25 receptor B, IL-17RB, which is highly
expressed on NKT2 cells.?’3! However, they do express
CCR7. Importantly,  transfer  experiments  with
CCR7*NKTp precursor cells demonstrated that these cells
give rise to CD44"eh NKT1 cells, indicating that CD44
could also reflect a maturational progression for NKT
cells in the lineage differentiation model, just like for the
linear model.?*

Based on this observation, we thought it would be
useful to combine elements from both models to study
iNKT cell development, like we did in recent studies
where we analyzed NKT cell subset distribution and
phenotype based on NKT transcription factor expression
at both CD44"°% and CD44"eh stages.?®3° A combined
model based on the results of these studies is presented
in Figure 3. For practical considerations, when studying
NKT cell subset distribution in older C57BL/6 mice,
where most NKT cells are CD44Me", the lineage
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differentiation approach could be helpful. However, the
combined model will be more appropriate when studying
early NKT cell developmental stages in younger mice,
where NKT cells are frequently CD44"°% stage 1 NKT
cells.

NKT CELL IDENTIFICATION DURING
POSITIVE SELECTION

Like conventional CD4" and CD8" T cells, NKT cells
originate from DP precursors following rearrangement of
their TCR genes in the thymus. Results from intrathymic
transfer experiments were the first to suggest that NKT
cell precursors pass through a DP stage during their
development.? In these experiments, sorted DP TCRb—
thymocytes from CD45.2 CD1—/— mice were injected into
CD45.1 congenic mice, and CD4" or double-negative
(DN) NKT cells of donor origin were subsequently
detected in every organ tested. Most of these cells
expressed NK1.1. These results were confirmed through
the analysis of mature NKT cells in CD4-cre transgenic
mice crossed with ROSA26 reporter mice, where green
fluorescent protein (GFP) expression driven by the CD4
promoter is expressed specifically at the DP stage. In
these mice, both CD4 and DN NKT cells expressed GFP,
thus providing genetic evidence supporting the selection
of NKT cell lineages from DP precursors.3? A more
recent study by Taniguchi’s group® used a novel fate-
mapping approach based on the study of E8-
Cre*Rosa26-YFP mice, where yellow fluorescent protein
(YFP) expression is controlled by the E8 enhancer and
promoter elements of the gene coding CD8a. Because of
this control, YFP is expressed only in DP thymocytes. In
these mice, DN YFP—, in addition to DN YFP*, iNKT
cells were detected, suggesting that a small fraction of DN
NKT cells could originate from a DN thymocyte stage of
development. These findings were confirmed using E8-
Cre*Rag2f mice, where the Rag2 gene was conditionally
ablated at the DP stage. In these mice, transcripts
encoding the Val4-Jal8 achain of DN-stage origin were
detected, demonstrating unambiguously that a fraction of
DN NKT cells develop directly from DN-stage
thymocytes bypassing the DP stage.

CD1d tetramer—based enrichment strategies allowed us
to physically identify CD4*HSAMe" NKT cell precursors
in thymuses from newborn mice.3* Our original study
proposed that the HSAMe" CD4*, or stage 0, could
represent a branch point between NKT and conventional
T lineages. These cells are rare, because they are not
cycling like their progeny at developmental stage 1, and
they do not express CD44 or NK1.1 (see Introduction).
However, they do express the early activation marker
CD69, and high levels of Egr2, as found in a later study.”
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Figure 4. Study of NKT cells at HSAM" stage 0. (a) Representative dot plots of Vb8 and CD69 staining on HSAMINCD44'ow NKT cells gated on
tetramer-positive (tet*) cells from 2-week-old mice pulled down with anti-APC microbeads after magnetic depletion of CD8* cells on an
autoMACS system. The frequency of HSAM" NKT cells among tet* NKT cells is 0.3%, which is calculated as follows: 0.1/0.1 + 34 9 100 (red
gates). These cells show Vb8 bias, and are CD69", indicating that they are bona fide NKT cells. (b) Representative dot plots of Vb8 staining on
HSANigh or HSAlPW NKT cells gated on tet*TCR* or tet*'TCR* CD44'% cells from 2-week-old mice after magnetic depletion of CD8* cells on an
autoMACS system. No Vb8 bias was observed in HSAMS" NKT cells, just like for mainstream tet—TCR* T cells, indicating that these cells are not
bona fide NKT cells. Data are representative of four experiments, where cells from five or eight mice were pooled per experiment. Numbers
represent percentages. 7-AAD, 7-aminoactinomycin D; HSA, heat-stable antigen; MFI, mean fluorescence intensity; NKT, natural killer T cell; TCR,

T-cell receptor; SSC, side scatter.

The expression of both molecules reflects a strong signal
perceived at positive selection. Importantly, these cells
display a bias in their Vb8 beta chain usage, indicating
that they are bona fide NKT cells. An example of Vb8
bias and CD69 expression in HSAMe" NKT cells is shown
in Figure 4a (see also Supplementary methods). The
HSAheh NKT cells we detected were not CD4°CD8* DP
cells because the NKT cell enrichment strategy we used
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was based on CD8 cell depletion prior to pulling down
CD1d tetramer—positive (tet”) cells (tetramerized with
allophycocyanin) using antifluorochrome microbeads and
the autoMACS system. Another enrichment strategy
consisted in directly pulling down tet* cells using
antifluorochrome magnetic beads without prior CD8 cell
depletion.?® This strategy revealed, among HSAhe" NKT
cells, a subset of CD4*CD8* cells and a subset of
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CD4"DN cells, each of which represents around 50% of
the HSAMeh NKT cells.3®* The DP subset does not express
CD69 or Egr2, and was present in NKT cell-deficient

mice (CD1d1d2—/— and Jal8—/— mice), indicating that
they are nonspecific contaminants. By contrast, HSAhh
CD4"*DN cells concomitantly express CD69 and Egr2
and are absent from NKT cell-deficient mice, which
strongly supports their identity as true NKT cells,
although Vb8 bias has not been assessed. These
observations indicate that even when using an
enrichment strategy, HSA"&" DP contaminant thymocytes
may still be present, corresponding to around 50% of the
enriched cell population. The rarity of NKT cells and
their low level of TCR expression at the DP stage may
make them difficult to detect. Indeed, some studies
attempted to characterize HSAMe" NKT cells without
using any enrichment strategy. For example, an early
study by Michel et al3 detected HSAMeh NKT cells
expressing CD8 and RORct (DP NKT cells). However,
because all DP thymocytes express RORct, the DP
HSAMe" NKT cells may be contaminated with DP
thymocytes. Although these cells did not bind unloaded
CD1d tetramers, they have not been checked for Vb8 or
CD69 expression. A more recent study analyzed the
phenotype of HSAMe" NKT cells obtained without using
an enrichment strategy, and found that stage 0 NKT cells
consisted of CD44"°% and CD44"e" subpopulations,
named stage Oa and stage Ob, respectively.3® Both subsets
express CD4 and CD8 and are thus HSAMe" DP
thymocytes. These cells express CD69 at variable levels
and are detectable in both C57BL/6 and BALB/c mice.
Because these findings are novel, they will need to be
confirmed by further analysis, and we strongly
recommend any further study includes an assessment of
Vb8 bias to confirm the nature of these cells.

In addition to studies aiming to detect and characterize
HSAMeh NKT cells, many studies investigating the specific
role played by factors controlling iNKT cell development
assessed the proportion and absolute numbers of stage 0
iNKT cells. These studies used genetically modified mice
compared with normal mice to determine whether these
factors affected positive selection. The results in
Figure 4a, from our laboratory, show that the proportion
of HSAMe" NKT cells among NKT cells in normal 2-week-
old C57BL/6 mice is low, at around 0.3% (see red gates).
This result confirms our original study, where we reported
the NKT cell proportion among NKT cells to vary
between 0.2% and 0.5% in 2- to 5-week-old C57BL/6
mice.3* However, numerous studies investigating NKT cell
development report a higher proportion, varying from
3% to 17%.'>¥%4% The unusually high proportion of
HSAMeh NKT cells reported in these studies may be a result
of the absence of enrichment strategies or
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inefficient application of such strategies, resulting in
contamination of the HSAMe" NKT cell with
conventional T cells or cortical thymocytes. Surprisingly,
none of the studies reporting high proportions of this
population assessed Vb8 expression to verify that the
HSAPe" NKT cells are true NKT cells.

To demonstrate the importance of performing an
enrichment strategy to study stage 0 NKT cells, we
assessed Vb8 expression in HSAMeh NKT after CD8
depletion without applying CD1d tetramer pull down.
The frequency of HSAMe" NKT cells among NKT cells in
these conditions was 10%, which represents an unusually
high frequency. In addition, no bias in Vb8 usage was
found, with only 20% of HSAMe" NKT cells expressing
Vb8. This proportion is similar to that measured for
mainstream T cells, where 19% of cells express Vb8
(Figure 4b, upper and lower panels, and Supplementary
methods). This contrasts with results for HSA" NKT
cells, where a clear bias toward Vb8 usage is observed,
with 43% of these cells expressing Vb8 (Figure 4b, upper
panel). As HSAMe" NKT cells at stage O are CD44"v,
some studies have analyzed HSAM"e" NKT cell from the
pool of tet'TCRb*CD44"" iNKT cells, as shown in
Figure 4b, middle panel.*”*® However, this strategy does
not prevent contamination, because only 17% of
CD44'owHSANeh NKT cells express Vb8. Thus, iNKT cells
must be enriched if we wish to accurately study stage 0
iNKT cells and to unambiguously verify that these cells
are NKT cells. The best way to do so, without resorting
to intracellular staining, is to assess whether these cells
show a Vb8 bias, and if they express CD69. The analysis
should be performed on pulled down tet* cells after CD8
depletion, because bona fide NKT cells are obtained by
applying this enrichment strategy. It should be mentioned
that although Vb bias analysis might be technically
simpler, at least for laboratories with more experience in
flow cytometry methods as opposed to high-throughput
sequencing techniques, it is less definitive than assessment
of the alpha locus, where productive rearrangement
events should be largely limited to Val4-Jal8 in a pure
NKT preparation. Given the recent increase in
accessibility of sequencing technologies required for such
analyses, future studies examining extremely rare or
difficult-to-purify NKT subsets should include TCR alpha
locus analyses to conclusively establish the purity of the
populations presented.

THYMIC RESIDENCY/EMIGRATION OF
NKT CELLS

Early studies, using intrathymic fluorescein isothiocyanate
(FITC) injection to label thymocytes, showed that FITC*
recent thymic emigrant (RTE) NKT cells detected 24 h
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after injection into the spleen or liver corresponded to
CD44hehNK1.1— NKT cells. This result suggests that
NKT cells leave the thymus at an intermediate stage 2 of
development to migrate to peripheral organs, such as the
spleen and liver, where they pursue their maturation to
stage 3 NK1.1* NKT cells.®® In parallel, NK1.1— stage 2
NKT cells mature in the thymus, where they become
NK1.1* NKT cells, cease division and accumulate.

A recent study by the Hogquist group?' used Rag26™
molecular timers in addition to surface markers to
delineate developmental trajectories. Using Rag2®f
C57BL/6 mice, where GFP expression is under the
control of the Rag2 gene, the level of GFP expression
indicates the age of the cell. Thus, the highest GFP
expression corresponds to the most immature cells, and
GFP expression decreases as the cells mature, being
extinct in most mature cells. In these mice, the NKT
cells expressing the highest GFP levels expressed heat-
stable antigen (HSA) and CD69, indicating that they
represent stage O cells. Furthermore, CCR7" NKT cells
expressed high to intermediate levels of GFP, with no
HSA or CD69 expression, suggesting that they derive
from stage O NKT cells, and most importantly, are
potential precursors of all NKT cell subsets. This
possibility was directly tested by intrathymic transfer of
CCR7* thymocytes into congenic hosts. Five days after
transfer, all NKT cell subsets were detected, confirming
the precursor hypothesis. The same study investigated
the phenotype of iINKT cells emigrating from the
thymus, based on intrathymic injection of a
biotinylating agent (NHS-Biotin) in the Rag2¢f C57BL/

6 mice and detection of RTE in the spleen via NHS-
Biotin and GFP expression profiles.? Analysis of RTE
NKT cells 24 h after injection showed that 50% of these
cells express the NKTp marker CCR7. Moreover, CCR7*

cells expressed higher levels of GFP than CCR7— RTE
NKT cells. CD44 expression levels, as an indication of
whether they leave the thymus at stage 1 or 2, were not
determined for these cells.

Wang and Hogquist?! also assessed the thymic
residency potential of NKT cell subsets by generating
parabiotic mice, where blood circulation is shared
through surgical joining. Thymic analysis indicated that
over 95% of NKT cells were of host origin. They are
thus not circulating cells, and NKT cells in the thymus
are probably largely tissue resident. To assess this
hypothesis, NKT1 cells were injected intrathymically into
a congenic host; 5 days after the transfer, NKT1 cells
were not recovered from the spleen, confirming results
from previous studies suggesting that they are retained
in the thymus.’'? Wang and Hogquist also proposed
that NKT2 and NKT17 cells could be thymus resident,
like NK1.1* NKT1 cells. However, they did not perform
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intrathymic transfer experiments to prove this residency,
rather they hypothesized based on function in the
thymus. This hypothesis was based on the absence of

NKT cells in CD1—/— mice, where a specific reduction
of Aire™ medullary thymic epithelial cells is observed.*
These medullary thymic epithelial cells depend on
RankL for their development,* and consequently it was
proposed that RankL-producing NKT2 and NKT17
subsets are thymus resident in C57BL/6 mice.?! It is
worth mentioning that RankL-producing NKT2 cells also
produce IL-4, but do not promote the emergence of IL- 4-
dependent virtual memory CD8 T cells in C57BL/6 mice
like they do in BALB/c mice.?° This distinction between
mouse strains makes the point that postulating on thymus
residency based on modulation of thymic homeostasis
could be misleading in certain cases. We recently
performed bromodeoxyuridine (BrdU)-pulse— chase
experiments to address this question.3® The experiment
consisted in giving water supplemented with BrdU for 2
weeks (pulse) followed by 2 weeks without BrdU (chase).
If the frequency of BrdU+ cells in any given NKT cell
subset remained unchanged after 2 weeks of chase
compared with analysis after 2 weeks of pulse, we
considered it an indication that this subset is thymus
resident. However, if the frequency is reduced, the
subset likely emigrates from the thymus. Our results
indicated that NKT17 cells emigrate from the thymus, as
BrdU+ NKT17 cells were fourfold lower after the chase
period. By contrast, control NKT1 cells showed no
change in the frequency of BrdU+ cells.3® The BrdU-
pulse—chase experiment for NKT1 cells supports the
results  obtained  through intrathymic transfer
experiments or thymus transplantation, where NKT1
cells were reported to be thymus resident.1120
However, our results regarding NKT17 emigration do
not support the hypothesis advanced by the Hogquist
group.? Nevertheless, it is important to mention that
BrdU-pulse—chase experiments should be interpreted
with caution, as loss of BrdU could reflect differences in
proliferation rather than reduced residency. In any case,
these contrasting results stress the importance of
addressing this question through transfer experiments or
thymus transplantation studies, like those performed for
NKT1 cells. These experiments should not only be
performed in C57BL/6 mice, but also in other strains,
such as BALB/c mice, where NKT2 and NKT17, but not
NKT1, are the dominant NKT cell subsets. Indeed, the
nonidentical NKT cell subset compositions and
distributions in different mouse strains may reflect
differential emigration capabilities. From this perspective,
one study found that S1P1 messenger RNA expression,
important for thymic emigration, was very low or
undetectable in BALB/c but not in C57BL/6 mice
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iNKT17 cells.®> The same study also showed that
iNKT17 RTE cells are more frequent in C57BL/6 than in
BALB/c mice. These results indicate that iNKT17 cells
emigrate inefficiently in BALB/c mice, potentially
explaining why these cells are more frequent in the
thymus of BALB/c mice compared with B6  mice.
NKT17 transfer experiments in BALB/c mice will be
essential to test this hypothesis, and other further
studies are warranted to understand emigration potential
and peripheral maturation of NKT cells in mice with
differential distribution of NKT cell subsets.

CONCLUDING REMARKS

Our understanding of NKT cell development has
progressed dramatically since the development of CD1
tetramers, almost 20 years ago. The linear developmental
model provided the scaffolding allowing investigators to
understand the specific role of various factors in NKT cell
development and identifying checkpoints during their
development. The lineage differentiation model is very
important, as its classification is based on transcription
factors and thereby applies to multiple mouse strains. A
judicious and rigorous exploitation of the two models
should allow us to further advance our understanding of
the rules governing the development of NKT cells.
Innovative experimental systems and tools, in addition to
progress in multicolor flow cytometry and genomics, will
be key elements to further define NKT cell subsets and
developmental stages, and this should allow us to exploit
the NKT cell development process for therapeutic purposes.
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