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Résumé 

Les lipides peuvent être antigéniques et présentés en surface des cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA). Ces lipides, généralement amphiphiles, sont présentés par les protéines CD1 

(CD1a à CD1d), des protéines proches structurellement de la protéine du CMH de classe 1, avec 

pour principale différence le site de liaison des antigènes. Cette présentation mène à une            réponse 

immunitaire spécifique médiée par des lymphocytes T non conventionnels. 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), agent causal de la tuberculose, possède dans son 

enveloppe des lipides antigènes présentés par les protéines CD1, et particulièrement par 

l’isoforme CD1b. Ces lipides sont chargés sur CD1b au niveau du lysosome des cellules 

dendritiques (CD), dans leur état natif ou après un apprêtement. Cet apprêtement nécessite des 

protéines de transfert de lipides (LTP), telles que CD1e et les saposines, mais aussi des enzymes 

(hydrolases), permettant de digérer les parties polaire ou apolaires des lipides. Peu de LTP et 

hydrolases lysosomales ont à l’heure actuelle été identifiées, il est donc nécessaire de 

caractériser d’autres acteurs lysosomaux impliqués dans la présentation des antigènes lipidiques 

mycobactériens par CD1b. Les objectifs de ces travaux étaient de mettre en place des stratégies 

pour rechercher et identifier ces acteurs. 

Ainsi, dans le but d’identifier de nouveaux acteurs lysosomaux impliqués dans le 

transport ou la maturation des glycolipides de Mtb, deux approches complémentaires ont été 

mises en place. La première, plus globale, nous a conduit à préparer des fractions enrichies en 

lysosomes provenant de CPA. Pour valider le protocole d’obtention de ces fractions, elles ont 

été caractérisées morphologiquement ainsi que par la présence de marqueurs protéiques. Elles 

ont également servi à réaliser des tests de dégradation de lipides mycobactériens in vitro, 

confirmant l’action des lipases précédemment caractérisées. Enfin, l’analyse protéomique du 

contenu de ces fractions a contribué à l’élaboration d’une liste de cinq protéines candidates, 

possiblement impliquées dans l’apprêtement. Parmi elles, certaines n’ont jamais été décrites 

dans le contexte de présentation de lipides antigènes, et d’autres sont déjà connues pour 

contribuer à la présentation de lipides par CD1d. La seconde approche a consisté à définir 

l’interactome de CD1b dans le lysosome, en réalisant une coimmunoprécipitation de CD1b à 

partir de fractions lysosomales. L’analyse protéomique des partenaires a permis de proposer 

quatre autres protéines candidates, toutes non décrites à ce jour dans le cadre de la présentation 

d’antigènes lipidiques. L’expression de certaines de ces protéines candidates, sera par la suite 

inactivée pour étudier l’impact de cette inactivation sur la présentation des complexes CD1b- 

lipides. Parmi ces protéines, la protéine NPC1 (« Niemann-Pick disease C1 »), déjà connue 

pour être impliquée dans la présentation de lipides par l’isoforme CD1d chez la souris, a retenu 

notre intérêt. Des essais d’inactivation ont été réalisés grâce à un inhibiteur spécifique, avant 

d’envisager une inactivation de l’expression par utilisation de siRNA ou CRISPR/Cas9.Dans le 

but d’apprécier les effets de cette inactivation, il est nécessaire de posséder des outils 

biologiques capables d’évaluer la participation du candidat dans la présentation d’un lipide 

particulier. Lors de cette étude, deux outils ont été validés : 1) des anticorps recombinants 

spécifiques de CD1 présentant le sulfoglycolipide diacylé mycobactérien (Ac2SGL), et 2) 

différents clones lymphocytaires spécifiques de CD1b en complexe avec divers glycolipides 

mycobactériens. 



 

 

 

  



 

 

Summary 

Lipids can be antigenic and presented on the surface of antigen-presenting cells (APCs). 

These lipids, which are generally amphiphilic, are presented by CD1 proteins (CD1a to CD1d), 

which are structurally similar to class 1 MHC proteins, with the primary difference being in the 

antigen-binding site. This presentation leads to a specific immune response mediated by 

unconventional T lymphocytes. 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the causative agent of tuberculosis, has antigenic 

lipids in its envelope that are presented by CD1 proteins, particularly by the CD1b isoform. 

Some of these lipids are antigenic and are then loaded onto CD1b in the lysosome of dendritic 

cells (DCs), either in their native state or after processing. This processing requires lipid transfer 

proteins (LTPs), such as CD1e and saposins, as well as enzymes (hydrolases) that digest the 

polar or apolar parts of the lipids. Few lysosomal LTPs and hydrolases have been identified so 

far, making it necessary to characterize other lysosomal actors involved in the presentation of 

mycobacterial lipid antigens by CD1b. The objectives of this work were to develop strategies 

to search for and identify these actors. 

To identify new lysosomal actors involved in the transport or maturation of Mtb 

glycolipids, two complementary approaches were implemented. The first, more global 

approach, involved preparing lysosome-enriched fractions from APCs. To validate the protocol 

for obtaining these fractions, they were characterized morphologically and by the presence of 

protein markers. They were also used to perform in vitro degradation tests of mycobacterial 

lipids, confirming the action of previously characterized lipases. Finally, proteomic analysis of 

the contents of these fractions contributed to the development of a list of five candidate proteins 

that may be involved in processing. Among them, some have never been described in the 

context of lipid antigen presentation, while others are already known to contribute to lipid 

presentation by CD1d. The second approach involved defining the interactome of CD1b in the 

lysosome by performing co-immunoprecipitation of CD1b from lysosomal fractions. Proteomic 

analysis of the partners identified four other candidate proteins, none of which have been 

described to date in the context of lipid antigen presentation. The expression of some of these 

candidate proteins will subsequently be knocked out to study the impact of this inactivation on 

the presentation of CD1b-lipid complexes. Among these proteins, NPC1 (“Niemann-Pick 

disease C1”), already known to be involved in lipid presentation by the CD1d isoform in mice, 

attracted our interest. Inactivation tests were performed using a specific inhibitor, before 

considering inactivation of expression using siRNA or CRISPR/Cas9. 

To evaluate the effects of this inactivation, it is necessary to have biological tools capable 

of assessing the candidate's participation in the presentation of a particular lipid. In this study, 

two tools were validated : 1) recombinant antibodies specific to CD1 presenting the 

mycobacterial diacylated sulfoglycolipid (Ac2SGL), and 2) different lymphocyte clones 

specific to CD1b in complex with various mycobacterial glycolipids. 

 



 

 

Abréviations 
 

α-GalCer : α-galactosylcéramide 

 β2-m : β2-microglobuline 

Ac2SGL : sulfoglycolipides di-acylés 

 AM : acides mycoliques 

AOAH : « Acyloxyacyl Hydrolase » 

AP2 et AP3 : « adaptator protein complex » 2 et 3 

 BCG : bacille de Calmette et Guérin 

BMP : Bis(monoacylglycéro)phosphate  

CD : cellule dendritique 

CD1b : « cluster of differenciation 1 isoform b »  

pCD1b : « papain-cleavable CD1b » 

CMH-I et CMH-II : complexe majeur d’histocompatibilité 

Co-IP : co-immunoprécipitation 

CPA : cellule présentatrice d’antigènes 

DAT, TAT, PAT : Di - Tri – Pentaacyl tréhalose 

DDM : didésoxymycobactine 

DLS : « dynamic light scattering »  

DN : « double negative » 

ELISA : «  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay » 

 EPDR1 : « Ependymin Related 1 Protein » 

FL : Fraction lysosomale 

GM2AP : « GM2 activator protein » 

GM-CSF : « granulocyte macrophage colony stimulating factor » 

GMM : glucose monomycolate 

GroMM : glycerol monomycolate 

HEV : « Host extravesicullar vesicles » 

IFN : interféron 

iGb3 : isoglobotrihexosylcéramide 

 IL : interleukine 

LM : lipomannane 

LPLA2 : « Lysosomal phospholipase A2 » 

 LT : lymphocyte T 

LTP : protéine de transfert de lipides 
MDR : « Multi Drug Resistant » 

MET : microscope électronique à transmission 

 MFI : « mean fluorescence intensity » 



 

 

MALDI-Tof : « matrix-assisted laser desorption ionisation-time of flight » 

(Man)LAM : lipoarabinomannane (à coiffes mannosyles) 

MPM : mannosyl-β-1-phosphomycokétide  

MS : « mass spectrometry » 

Mtb : Mycobacterium tuberculosis 

MTBC : Mycobacterium tuberculosis complex 

 MTP : « microsomal transfert protein » (i)NKT : « (invariant) natural killer T » 

NPC1 et NPC2 : « Niemann-Pick disease C1 et C2 »  

PBMC : « peripheral blood mononuclear cell » 

PC, PG, PE, PI et PS : phosphatidylcholine, phosphatidylglycérol, phosphatidyléthanolamine, 

phosphatidylinositol, phosphatidylsérine 

PEG : polyéthylène glycol 

PIM : phosphatidyl-myo-inositol mannosides 

PLRP2 : « Lysosomal Pancreatic lipase-related protein 2 »  

PLBL2 : « Phospholipase B-Like 2 » 

PRR : « pattern recognition receptor »  

RE : réticulum endoplasmique 

Sap : saposine 

ScFv : single-chain variable fragment  

SGL : Sulfoglycolipide 

TCR : « T cell receptor » 

TDM et TMM : tréhalose mono- et di-mycolate  

Th1, Th2, Th17 : T helper 1, 2, 17 

TLR : récepteur « Toll-like » 

TNF : « tumor necrosis factor » 

XDR : « Extensively Drug Resistant » 
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Introduction 

 
I) Mycobacterium tuberculosis, agent de la tuberculose 

 
1) Les mycobactéries 

 
Les mycobactéries appartiennent au genre Mycobacterium, le seul genre de la famille 

des Mycobacteriaceae, qui fait partie de l'ordre des Actinomycetales. À ce jour, plus de 180 

espèces de mycobactéries ont été répertoriées, dont la plupart sont des organismes 

environnementaux (Tortoli 2006). Ces bactéries sont des bacilles droits ou légèrement 

incurvés, mesurant de 0,3 à         0,6 µm de diamètre et de 1,0 à 4,0 µm de long. Elles sont 

immobiles, aérobies et ne forment pas de spores. 

Bien qu'elles soient des bactéries à Gram positif (Gram+), les mycobactéries ne se 

colorent pas avec la méthode de Gram. Elles sont acido-alcoolo-résistantes en raison de leur 

enveloppe riche en lipides (40 à 60 % de la masse sèche, contre 5 % chez d'autres bactéries 

Gram+ ou 10 % chez les Gram-). Cette caractéristique, propre au genre Mycobacterium, 

leur confère une imperméabilité aux agents antimicrobiens ainsi qu'une forte résistance aux 

stress environnementaux, tels que les acides et les bases fortes. Par conséquent, ces bactéries 

sont identifiées par la coloration de Ziehl-Neelsen, qui utilise la fuchsine pour colorer les 

bacilles acido-alcoolo-résistants capables de retenir ce pigment (Bishop et al. 1970). 

On peut différencier les espèces du genre Mycobacterium d’après la classification des 

mycobactéries proposée par E. H. Runyon en 1954. Les critères de cette classification sont 

la vitesse de croissance sur milieux solides ou la pathogénicité chez l’homme, ces deux 

caractéristiques étant étroitement liées. Les mycobactéries à croissance lente (MCL) 

regroupent  la majorité des espèces pathogènes, possèdent un temps de génération supérieur 

à 20 heures et nécessitent environ sept jours pour former des colonies visibles. Les 

mycobactéries à croissance rapide (MCR) forment des colonies en quelques jours et 

présentent un temps de génération souvent inférieur à 6 heures, elles sont généralement 

saprophytes et rarement pathogènes (Falkinham 2002). 

Concernant la pathogénicité, on distingue les souches non pathogènes saprophytes, 

les pathogènes opportunistes non tuberculeux (MNT) et les pathogènes stricts appartenant 

au complexe M. tuberculosis (MTBC). Parmi les MTBC, en dehors de Mycobacterium 

tuberculosis, il existe 6 autres espèces mycobactériennes, différenciées principalement par 

leur hôte : M. africanum et M. canettii ont également l’homme pour hôte, M. bovis infecte la 
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Figure 1 : Carte des pays où l'incidence de la tuberculose était supérieure à 100 000 en 2022 

(OMS,  rapport de 2023). Les huit pays classés par ordre décroissant en termes de nombre de cas, 

et qui ont représenté environ deux tiers des cas mondiaux en 2022, sont l'Inde, l'Indonésie, la Chine, 

les Philippines, le Pakistan, le Nigeria, le Bangladesh et la République démocratique du Congo. 
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vache, M. pinnipedii, les mammifères marins, M. microti, les rongeurs et M. caprae, la 

chèvre. 

La classification des mycobactéries se fait en fonction de la séquence du gène très 

conservé codant pour l’ARN 16S de la petite sous-unité des ribosomes des procaryotes, les 

rares régions hypervariables permettant de différencier les espèces (Tortoli 2003). Cette 

méthode ne permet cependant pas de différencier les espèces très proches en raison de leur 

forte similarité de séquence, en particulier entre les espèces du complexe MTBC. Dans ce 

complexe, on observe 99,95% de similitude au niveau de leur séquence d’ADN, dont 100% 

de similitude  dans leurs séquences codant pour l’ARNr 16S (Böddinghaus et al. 1990; 

Brosch et al. 2002). De ce fait, d’autres cibles génomiques ont été identifiées, telles que 

hsp65 ou rpoB. Ces gènes  permettent de mieux classifier les mycobactéries et même de 

caractériser de nouvelles espèces  (Joao et al. 2014). De nos jours, les techniques d’analyse 

du génome complet, telles que le Multilocus Sequence Typing (MLST) et le MIRU-VNTR 

(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units Variable Number of Tandem Repeats), ont 

permis d’apprécier la variabilité des espèces mycobactériennes avec une plus grande 

précision (Sun et al. 2004; Rajwani et al. 2018). 

 

2) La tuberculose 

 

Mtb, connu également sous le nom du bacille de Koch d'après le médecin allemand 

qui l'a découvert en 1882, est l'agent responsable de la tuberculose (Tb), une maladie 

ancestrale qui demeure un défi majeur pour la santé publique aujourd'hui. La Tb se manifeste 

principalement sous forme d'infection pulmonaire, dont les symptômes comprennent une 

toux persistante accompagnée d'expectorations teintées de sang, des douleurs thoraciques, 

une faiblesse générale, de la fièvre, des sueurs nocturnes et une perte de poids notable 

(OMS). Il existe également des formes moins fréquentes, telles que les formes osseuses, 

méningées et ganglionnaires. En 2022, la Tb était la deuxième cause de décès par un 

pathogène après le virus SARS-CoV-2, causant environ 10,6 millions de cas et 1,3 million de 

décès dans le monde, selon  le rapport de l'OMS de 2023 (OMS). Les régions du monde les 

plus affectées sont l’Asie      du Sud-Est (46%), l’Afrique (23%), et la région OMS du 

Pacifique-Ouest (18%) (figure 1). Les personnes co-infectées par le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) sont particulièrement vulnérables. On estime 

qu'environ un quart de la population mondiale est infecté par Mtb, bien que cette estimation 

commence à être revue à la baisse (Behr et al. 2024). 
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Figure 2 : Mécanismes de survenue de l'infection pulmonaire par Mtb et transmission. 

La transmission de l’agent infectieux se fait par inhalation de gouttelettes contenant les bacilles. Les 

acteurs                de la réponse immunitaire se regroupent au niveau des macrophages infectés, formant le 

granulome, une structure qui permet un équilibre entre le système immunitaire de l’hôte et le bacille 

tuberculeux. Cette phase est appelée Tb latente, elle est asymptomatique et non infectieuse et peut 

durer pendant toute la vie de l’individu infecté. Dans 10% des cas, la réactivation de Mtb se 

caractérise par une dégradation progressive des granulomes entraînant ainsi la dissémination du 

bacille. Cette réactivation induit une forme pulmonaire contagieuse de Tb qui consiste en une 

dégradation progressive des poumons. L’individu devient ainsi contagieux.
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La persistance de la Tb dans diverses régions du globe est due à des lacunes en matière 

de vaccination, d'accès aux soins de santé, ainsi qu’à l'émergence de souches résistantes aux 

antibiotiques et la résurgence chez les populations VIH-positives. En réponse, l'OMS a 

déclaré la Tb comme une urgence de santé publique mondiale en 1993, motivant la mise en 

place de programmes ayant pour but d’améliorer l'accès aux vaccins et aux traitements, ainsi 

que de promouvoir la recherche de nouvelles approches thérapeutiques. Diverses stratégies 

de lutte ont été mises en place, telles que la DOTS (« Directly observed treatment, short-

course ») en 1995, "STOP TB" en 2006, et "The End TB Strategy" en 2015, visant à réduire 

drastiquement la mortalité et l'incidence de la Tb d'ici 2035. 

La transmission de cet agent pathogène est interhumaine et se fait principalement par 

voie aérienne (figure 2). Les bactéries contenues dans les microgouttelettes sont inhalées par 

l'individu receveur, et l'inhalation d'un seul bacille suffit pour initier une infection (Bloom 

1994). Cette caractéristique classe Mtb comme un agent hautement infectieux. 

Les bactéries suivent le tractus respiratoire jusqu'aux alvéoles pulmonaires où, dans 

90-95% des cas, le système immunitaire de l'individu immunocompétent déclenche une 

réponse coordonnée de plusieurs types de cellules immunitaires, formant ainsi une structure 

nommée granulome. Il est composé entre autres, de macrophages et de cellules dendritiques 

(CD) en son centre, entourés d’un anneau de LT en périphérie (Ulrichs et Kaufmann 2006). 

À ce stade, on parle de Tb latente, et l'individu infecté est asymptomatique et non 

contagieux. La forme latente de l'infection peut persister pendant des décennies, voire toute 

la vie (Ulrichs et Kaufmann 2006; Hanekom et al. 2007). 

Cependant, dans 5 à 10% des cas, l’équilibre entre le système immunitaire et la 

bactérie peut être rompu en faveur du bacille, en raison d'une immunosuppression due au 

VIH, à des traitements immunosuppresseurs, au diabète ou au tabagisme. Cela peut entraîner 

une prolifération bactérienne au sein des macrophages et la rupture du granulome. A ce 

stade, on parle de Tb active, car les symptômes se manifestent. Les bactéries se disséminent 

alors dans l'organisme et atteignent d'autres organes. L'individu devient contagieux car les 

bactéries sont expulsées dans les microgouttelettes par les voies respiratoires lors de 

l'expectoration (Chan et  al. 2004). 
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3) Les approches actuelles de prévention de la tuberculose et leurs limitations 

 
a) L’antibiothérapie 

Le traitement antibiotique antituberculeux de première ligne préconisé par l’OMS 

consiste en une combinaison de quatre antibiotiques : l'isoniazide (INH), la rifampicine 

(RIF), le pyrazinamide (PZA) et l'éthambutol (EMB). Le traitement dure de 6 à 9 mois et est 

constitué des quatre antibiotiques pendant deux mois, puis de RIF et d'INH uniquement 

pendant les quatre mois qui suivent (Mitchison 2005). Ces quatre drogues ont un effet 

bactéricide ou bactériostatique. L’INH et l’EMB inhibent la synthèse de composants de 

l’enveloppe bactérienne (Bernstein et al. 1952 ; Maggi et al. 1966), la RIF agit sur la synthèse 

de l’ARN bactérien (Thomas et al. 1961), et le PZA impacte négativement le métabolisme 

des acides gras bactériens à pH acide (Zimhony et al. 2000). 

La longueur de ce traitement couplée aux effets secondaires entraîne une mauvaise 

observance, qui mène finalement à l’émergence de souches résistantes à un ou plusieurs de 

ces antibiotiques. Les Mtb multirésistantes (MDR, pour « Multi Drug Resistant ») sont des 

souches contre lesquelles l’INH et la RIF ne sont plus efficaces. Contre ces souches, il est 

nécessaire d’utiliser les antibiotiques de deuxième ligne. 

L'OMS, dans ses lignes directrices sur le traitement de la tuberculose résistante de 

2019, classe en trois groupes ces médicaments de deuxième ligne (OMS, 2019) : 

Le groupe A est composé des fluoroquinolones (levofloxacine et moxifloxacine), de la 

bedaquiline et du linezolid. Ces composés sont considérés comme efficaces et sont 

recommandés sauf en cas de contre-indication. Le groupe B contient la clofazimine et la 

cyclosérine (ou térizidone), qui ont été conditionnellement recommandés comme agents de 

deuxième choix. Le groupe C inclut les autres médicaments qui peuvent être utilisés lorsque 

l'on ne peut pas utiliser les agents des groupes A et B uniquement. Ce groupe inclut des 

drogues injectables, comme l’amikacine et la streptomycine. Enfin, d’autres médicaments, 

non inclus dans ces trois groupes, peuvent également être administrés. Parmi eux, la 

kanamycine et la capréomycine, par exemple, étaient associées à de moins bons résultats et 

ne sont donc plus recommandées pour les régimes MDR-TB.  

Toutefois, l’ajout de ces nouveaux types de traitement mène à l’émergence des Mtb 

XDR (Extensively Drug Resistant), qui correspondent à des souches MDR avec une 

résistance supplémentaire aux fluoroquinolones et à un des agents injectables. La course 
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entre Mtb et le développement de nouveaux antibiotiques met donc en évidence la nécessité 

urgente d'innovations thérapeutiques face à l'émergence de souches résistantes. 

De plus, les antibiotiques restent coûteux et accompagnés d'effets secondaires ; ainsi, 

ils ne constituent pas la seule voie explorée dans la lutte contre la TB. La recherche s'oriente 

également vers la création de vaccins efficaces, misant sur une stratégie préventive pour 

protéger la population. 

b) Le vaccin BCG 

 
Le vaccin contre la Tb est le BCG (Bacille Calmette et Guérin), qui a été développé il 

y a plus de cent ans, en 1921, par deux chercheurs de l’institut Pasteur, Albert Calmette et 

Camille       Guérin. Ce vaccin a été obtenu après près de vingt ans de cultures successives du 

bacille virulent                                       Mycobacterium bovis sur des pommes de terre imprégnées de bile de bœuf 

glycérinée. Au fur et à mesure des passages, la virulence s’est atténuée, le bacille a perdu sa 

capacité à provoquer la maladie chez le bovin et a acquis un effet protecteur contre une 

réinfection par la souche non atténuée. 

Le vaccin a ensuite été distribué et cultivé dans différents instituts à travers le monde, 

ce qui a conduit à l’existence de diverses souches vaccinales telles que BCG-Pasteur, BCG-

Japan,                        BCG-Danish et BCG-Glaxo (Bottai et al. 2016). Ces différentes méthodes de culture 

ont mené à des variations génétiques influant sur l’efficacité des vaccins. La revue d’Elton 

et al. détaille ces différences et montre que les souches anciennes, comme BCG-Pasteur et 

BCG- Glaxo possèdent des mutations associées à une réponse immunitaire                       accrue par rapport 

aux souches plus récentes, telles que BCG-Japan et BCG-Danish (Elton et al. 2023). 

Aujourd’hui, le BCG est le vaccin le plus utilisé dans le monde, et le seul vaccin 

antituberculeux distribué. Il offre une protection contre la lèpre et les formes graves de la 

Tb (miliaires et méningées) lorsqu’il est administré rapidement après la naissance. Chez les 

nourrissons, il est efficace entre 75 % et 80 %, mais cette protection ne dure que pendant les 

dix premières années de vie et fonctionne mal contre la forme pulmonaire chez l’adulte et 

l’adolescent, puisque l’efficacité n’est que de 50 % à 70 %. Ce manque d’efficacité empêche 
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Tableau 1 : Récapitulatif des vaccins vivants atténués, inactivés, sous-unitaires et à vecteurs 

viraux en différentes phases d’essai clinique.  

Traduit de Zhou et al. 2023. 



9 

de mettre fin à la dissémination de l’agent pathogène (Whittaker et al. 2018). En raison de 

cette diminution de l’efficacité à l’âge adulte et du fait que la vaccination par voie 

intradermique peut                    entraîner des effets indésirables (ulcération, adénopathie, BCGite) plus 

ou moins graves, la vaccination des enfants par le BCG n’est plus obligatoire en France 

depuis 2007, mais reste recommandée.  

 

c) Les vaccins de nouvelle génération 

 
Les défis liés au développement de nouveaux vaccins antituberculeux sont nombreux. 

En                      plus du manque de financements pour la recherche sur la Tb, la réponse immunitaire 

contre ce pathogène n’est pas encore totalement comprise. De surcroît, les tests sur des 

modèles  murins et même simiens ne permettent pas de prédire la protection chez l’homme. 

Malgré ces obstacles, une vingtaine de candidats sont actuellement en essai clinique 

(tableau 1). Ces vaccins peuvent être classés en trois types : les vaccins vivants 

atténués, inactivés et sous-unitaires (viraux et moléculaires) (Principi et al. 2015; Fletcher 

et al. 2016). Enfin, les vaccins à ARN messagers sont également en plein essor, mais restent 

plus appropriés pour les infections virales en raison de la plus grande simplicité de leurs 

génomes. 

 

Les vaccins vivants atténués 

Ces vaccins correspondent à une forme atténuée du pathogène vivant, ce qui a 

l’avantage de produire une réponse immunitaire similaire à celle provoquée lors d’une 

infection naturelle. Ils possèdent un plus grand nombre d’antigènes que les vaccins sous-

unitaires ou à base de vecteurs viraux, mais ne peuvent pas être administrés aux personnes 

immunodéprimées. Le BCG est un des meilleurs exemples de vaccin atténué, et grâce aux 

avancées dans la manipulation du génome bactérien, de nombreux essais ont été réalisés 

pour augmenter son immunogénicité et son efficacité. 

Le vaccin VPM1002 en est un exemple et est actuellement en phase 3 des essais 

cliniques. Cette souche vaccinale est une souche de BCG à laquelle a été ajouté le gène 

codant pour la listériolysine O de Listeria monocytogenes, une toxine capable de perturber 

les membranes des phagosomes. De plus, le gène codant pour l’uréase C, impliquée dans la 

neutralisation du phagosome contenant le bacille, a été supprimé. Ainsi, le pH des 

phagosomes est modifié de telle sorte que la listériolysine O soit active, permettant le 
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relargage des bactéries dans le cytosol, et augmentant l’apoptose, l’autophagie, et 

l’activation de l’inflammasome. Ces modifications permettent une meilleure réponse des 

lymphocytes T (LT) CD4 et CD8 (Cotton                              et al. 2022). 

Une autre stratégie consiste à développer des vaccins à partir de souches atténuées de 

Mtb, en s'appuyant sur l'hypothèse que certains antigènes clés de Mtb pourraient être absents 

de la souche BCG. La souche MTBVAC, atténuée par délétion des gènes de virulence phoP  

et  fadD26 (codant respectivement pour un facteur de transcription clé pour la croissance de 

Mtb en condition de stress acide et pour la synthèse des phthiocérol dimycocérosates (DIM), 

l'un des principaux facteurs de virulence mycobactériens), est actuellement en phase 3 des 

essais cliniques (Arbues et al. 2013). Le candidat MTBVAC montre chez la souris une 

efficacité comparable à celle du BCG (Aguilo et al. 2017). 

 

Les vaccins inactivés 

Les vaccins inactivés, comme les vaccins atténués, permettent de présenter 

l’organisme entier au système immunitaire. Cependant, comme le pathogène a été tué, ces 

vaccins ne présentent pas de risque d’induire le développement la maladie. Un exemple de 

vaccin inactivé est le DAR-901, obtenu après inactivation par la chaleur de la souche 

environnementale nommée Mycobacterium obuense. Ce vaccin peut être utilisé pour 

renforcer la protection offerte par le BCG. En effet, l’injection de DAR-901 chez la souris 

après une première vaccination par le BCG protège mieux contre une  infection par Mtb 

qu’un rappel par le BCG (Lahey et al. 2016). Cependant, l’administration de     ce vaccin à des 

adolescents vaccinés par BCG lors d’une étude en Tanzanie en 2020 n’a pas montré de 

protection particulière (Munseri et al. 2020). 

D’autres vaccins inactivés, tels que le RUTI, dérivé de fragments de Mtb insérés dans 

des  liposomes (Cardona 2006) et ayant complété la phase 2b des essais cliniques (Nell et al. 

2014),  et le V7, un vaccin oral dérivé de Mycobacterium vaccae, ayant complété la phase 3 

des essais cliniques (Bourinbaiar et al. 2020), permettent de protéger les individus et 

n’induisent pas d’hépatotoxicité. 

 

Les vaccins sous-unitaires moléculaires : 

Les vaccins sous-unitaires moléculaires sont composés uniquement de protéines 

purifiées spécifiques de l’agent pathogène, qui sont choisies pour induire une réponse 
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immunitaire chez la majorité des individus. Ce qui en fait le type de vaccin le plus sûr pour 

les personnes immunodéprimées. Il est important de souligner que le choix des adjuvants 

est crucial dans le développement de ce type de vaccins. 

En effet, les vaccins sous-unitaires ne possèdent pas les PAMP (« Pathogen-

Associated Molecular Patterns » ou Motifs Moléculaires Associés aux Pathogènes) 

permettant une activation de la réponse immunitaire innée, ils nécessitent donc de forts 

adjuvants (Lee et al. 2015). Pendant des décennies, les sels d’alun étaient les seuls adjuvants 

dont l’utilisation était autorisée pour la production de vaccins humains. Cependant, cet 

adjuvant n’est pas idéal pour les antigènes intracellulaires tels que Mtb car ils n’induisent 

pas de fortes réponses allant dans le sens d’une immunité Th1. Ainsi, des nouveaux 

adjuvants ont été développés à base d’émulsion ou de liposomes. Ils interagissent 

principalement avec les TLRs (« Toll Like Receptors ») et cette interaction facilite leur 

entrée dans les CD et oriente la réponse immunitaire adaptative   vers des réponses Th1, Th2 

ou Th17 (Zhang et al. 2023). De plus, les adjuvants permettent une réponse T prolongée 

dans le temps et favorisent la mise en place d’une immunité mémoire (Pasquale et al. 2015). 

Par exemple, le vaccin M72/AS01E, produit par GlaxoSmithKline, est composé d’une 

protéine de fusion dérivée de deux antigènes mycobactériens, Mtb32A et Mtb39A, et de 

l’adjuvant AS01E formulé avec des liposomes. Ce vaccin a montré une protection efficace 

lorsqu’il est administré par voie intramusculaire à des souris et des cochons d’Inde infectés 

par Mtb (Skeiky et al. 2004). De plus, il a offert une meilleure protection à long terme chez 

les cochons d’Inde et les macaques cynomolgus lorsqu’il est utilisé comme booster du BCG 

(Reed et al. 2009). En 2018, la phase 2b de l’essai clinique en Afrique a montré que la 

vaccination par M72/AS01E ne présentait pas d’effets indésirables et était efficace à 54 %, 

induisant une réponse CD4+ et une réponse humorale spécifiques à M72 (Van Der Meeren 

et al. 2018). Ces résultats ont été confirmés un an plus tard, après une étude de trois ans 

menée auprès d’individus résidant en Afrique. Cette fois, l’efficacité était de 49,7 %, et 

aucun effet secondaire n’a été observé (Tait et al. 2019). Cependant, l’efficacité de ce vaccin 

a été remise en cause en 2020, et il a été suggéré que le vaccin soit testé sur un échantillon  

de population plus diversifié, incluant l’Asie et l’Europe, ainsi que sur des personnes 

appartenant à des groupes d’âge plus variés (Ottenhoff 2020). 

Un autre exemple de vaccin sous-unitaire moléculaire en phase 2b d’essai clinique est 

le ID93+GLA-SE. Il est composé de quatre antigènes mycobactériens (Rv2608, Rv3619, 
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Rv3620, et Rv1813) et de l’adjuvant GLA-SE, qui est un agoniste du TLR4 (Penn-Nicholson 

et al. 2018).     Ce vaccin, d’abord testé sur les cochons d’Inde, a permis de protéger les 

animaux contre la souche virulente de laboratoire Mtb H37Rv et contre la souche TN5904, 

qui est une souche MDR (Baldwin et al. 2012). La phase 2a d’essai clinique sur des patients 

sud-africains a montré                      que ce vaccin ne comporte pas d’effets indésirables, et qu’il permet 

d’induire une réponse humorale et cellulaire forte (Day et al. 2021). 

 

Les vaccins sous-unitaires viraux : 

Les vaccins sous-unitaires viraux représentent un compromis entre les vaccins 

constitués d’organismes entiers et les vaccins sous-unitaires moléculaires. En effet, les 

particules virales, grâce à leurs protéines de surface, sont par nature capables d’être 

reconnues et internalisées par les cellules humaines. Ces virus sont modifiés génétiquement 

pour exprimer des antigènes de Mtb, et peuvent infecter les cellules de l’individu vacciné 

afin que ces dernières expriment les protéines de Mtb pour induire une forte réponse 

immunitaire. 

Le vaccin MVA85A est un virus de la vaccine modifié qui exprime Ag85, une 

mycoloyl- transférase produite par Mtb développée en 2001 à Oxford. Après des études 

encourageantes sur les effets de l’immunisation par voie intradermique ou intramusculaire 

sur modèle murin (Goonetilleke et al. 2003), il a été confirmé que ce vaccin se montre 

efficace chez le cochon d’Inde (Williams et al. 2005) et le macaque rhésus (Verreck et al. 

2009). Le vaccin MVA85A a également passé la phase 1 des essais cliniques et son 

administration à des enfants et adolescents a été montrée fiable en 2010 (Scriba et al. 2010). 

Cependant, des études menées en  2013 ont révélé que la réponse immunitaire induite par ce 

vaccin était trop faible pour permettre une protection des individus, et fut donc considéré 

comme un échec (Tameris et al. 2013). Des mises au point concernant le nombre et la 

fréquence de doses à administrer, ainsi que la voie la plus efficace d’administration sont  

encore en cours. Récemment, il a été montré que MVA85A  serait plus efficace en tant que 

booster en combinaison avec le vaccin Chadox185A, qui exprime également l’antigène 85A 

dans un vecteur adénovirus simien, actuellement en phase 2 d’essai clinique (Wilkie et al. 

2020). 

Une approche novatrice explore l'utilisation des lipides de l'enveloppe 

mycobactérienne en tant que vaccin ou adjuvant. Cette stratégie vaccinale, qui repose sur la 
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réponse immunitaire adaptative ciblant les lipides mycobactériens, sera détaillée à la fin de 

l'introduction dans la partie V. Ainsi, certains lipides de l’enveloppe mycobactérienne, qui 

font la particularité de ce bacille, pourraient permettre le développement de traitements 

efficaces contre ce dernier. 
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Figure 3 : Représentation schématique de l’enveloppe mycobactérienne. Adapté de Correira-

Neves et al, Front. Immunol 2022. 

Cette enveloppe est composée d’une membrane plasmique séparée de la paroi par le périplasme, 

ainsi que d’une capsule. La membrane plasmique est une bicouche phospholipidique dans laquelle 

sont ancrés des lipoglycanes. La paroi est constituée d’un complexe de macromolécules liées de 

manière covalente : le peptidoglycane et l’arabinogalactane estérifié par des acides mycoliques. 

Les acides mycoliques forment avec les lipides libres extractibles aux solvants organiques une 

seconde membrane, appelée feuillet externe, contenant également des lipoglycanes. La paroi est 

surmontée d’une capsule majoritairement composée de saccharides tels que le glucane. (Chatterjee, 

1997 ; Daffe and Draper, 1998; Daffe and Etienne, 1999; Hoffmann et al., 2008; Sani et al., 2010; 

Zuber et al., 2008). 
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II) Mtb, une bactérie riche en lipides 

 
1) Structure et composition lipidique de l’enveloppe mycobactérienne 

 
Les mycobactéries possèdent une enveloppe complexe et unique, riche en lipides. Les 

analyses génomiques montrent que 30 % des gènes exprimés dans la souche Mtb H37Rv 

sont dédiés à la biosynthèse ou au métabolisme des lipides (Cole et al. 1998). 

Cette enveloppe comprend plusieurs couches : la membrane plasmique entourant le 

cytosol, puis une couche de peptidoglycane lié à des molécules d’arabinogalactane 

estérifiées par des acides mycoliques, formant le feuillet interne d’une bicouche lipidique 

appelée mycomembrane, et enfin une capsule (figure 3). L'enveloppe mycobactérienne joue 

un rôle essentiel dans l'infection, formant l'interface principale entre la mycobactérie et 

l'hôte. 

 

a) Composition lipidique de la membrane plasmique 

 

La membrane plasmique est une bicouche phospholipidique épaisse d’environ 7 nm, 

contenant notamment le phosphatidylglycérol (PG) et la phosphatidyléthanolamine (PE), les 

cardiolipides (CL) et le phosphatidyl-myo-inositol (PI) (Rezwan et al. 2007). 

Cette couche de l’enveloppe contient également des dérivés du PI, les phosphatidyl 

myo- inositol mannosides (PIM), qui sont présents dans la membrane plasmique comme dans 

le feuillet externe de l’enveloppe. Il s’agit de lipides mono à tétra-acylés et possédant un à 

six résidus mannose sur l’inositol (Gilleron et al. 2001; 2003; 2006). Chez Mtb et M. 

smegmatis, les PIM les plus communs sont ceux comportant deux et six mannoses, appelés 

respectivement PIM2 et PIM6. Le lipomannane (LM) et le lipoarabinomannane (LAM) sont 

deux molécules dérivées des PIMs, ancrées à la membrane plasmique. Le LM est un PIM 

contenant une chaîne polymannosylée supplémentaire composée de 7 à 35 résidus mannoses 

(Gilleron et al. 1999). Enfin, le LAM est un LM avec un domaine arabinane. Le LAM peut 

contenir différentes coiffes osidiques à l’extrémité de l’arabinane selon la souche bactérienne 

(Venisse et al. 1993; Gilleron et al. 2000 ; Nigou et al. 2003). En effet, chez Mtb et M. avium, 

la coiffe est composée d’un à trois mannoses, d’où l’appellation de LAM mannosylé 

(ManLAM) (Chatterjee et al. 1992). De manière différente, les LAM des souches de 

mycobactéries à croissance rapide comme M. smegmatis portent des coiffes phospho-myo- 
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Figure 4 : Structures de certains lipides présents dans le feuillet externe de l'enveloppe 

mycobactérienne. 

L’ensemble des lipides extractibles de l’enveloppe présente une grande diversité de structure. Le 

GMM, GroMM et TDM, sont des dérivés des acides mycoliques (AM). Les DAT sont des tréhaloses 

di-acylés par des acides gras de courte chaîne. Les Ac4SGL sont des SGL tétra-acylés. Le LAM et 

le LM sont des dérivés des PIMs. DIM : phtiocérol dimycocérosates.
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inositol (PILAM) et celui de M. chelonae ne porte pas de coiffe (AraLAM). D’autres 

composés sont présents dans la membrane plasmique mycobactérienne. Parmi eux, les 

phosphopolyprénols sont impliqués dans la biosynthèse des polymères saccharidiques, et 

les caroténoïdes, présents en quantité variable selon les espèces mycobactériennes, sont à 

l’origine de la pigmentation des mycobactéries photochromogènes. La membrane contient 

également des ménaquinones et     diverses protéines. 

 

b) Composition lipidique de la paroi 

 
La paroi de Mtb est composée du complexe mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycane 

(mAGP), qui est un assemblage de trois molécules liées par des liaisons covalentes : le 

peptidoglycane, l’arabinogalactane et les acides mycoliques (AM). 

Le peptidoglycane est un hétéropolymère complexe et insoluble dans l’eau constitué 

d’unités répétées de N-acétylglucosamine et d'acide muramique modifié. Cette structure 

assure                  la protection mécanique des mycobactéries contre la pression osmotique (Crick et al. 

2001). Le peptidoglycane est lié à l’arabinogalactane par un lien phosphodiester (McNeil et 

al. 1990). L’arabinogalactane est un polysaccharide complexe, composé d’un domaine 

galactane relié à trois domaines arabinane chez Mtb (Besra et al. 1995 ; McNeil et al. 1990). 

Les extrémités non réductrices des arabinanes sont estérifiées par les AM, et forment le 

feuillet interne de la membrane externe. Les AM sont caractéristiques du genre 

Mycobacterium (Besra et al. 1995). Ils sont α-ramifiés et β-hydroxylés, leur    longueur variant 

selon l’espèce bactérienne. Par exemple, les AM de Corynebacterium glutamicum 

contiennent entre 22 et 36 atomes de carbone, tandis que ceux de Mtb sont beaucoup plus 

longs, variant de 60 à 90 atomes de carbone (Marrakchi et al. 2014). La chaîne principale, 

nommée chaîne méromycolique, est composée d’environ cinquante atomes de carbone. 

Cette chaîne est décorée par divers groupements fonctionnels en position proximale et 

distale par rapport à la fonction acide carboxylique (figure 4). Ces groupements peuvent 

être des insaturations, des cyclopropanes, des cétones, des alcools ou des éthers, avec les 

motifs oxygénés présents uniquement au-delà de 35 atomes de carbone de distance avec 

l’acide carboxylique. 

 

c) Composition lipidique du feuillet externe 

 

Le feuillet externe de la mycomembrane contient une grande variété de lipides. Ces 

lipides sont dits extractibles, car ils peuvent l’être facilement par des solvants organiques. 
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Certains de ces lipides sont ubiquitaires au genre Mycobacterium, et d’autres propres à 

certaines espèces. Ainsi, l’analyse biochimique de la composition lipidique d’une souche 

mycobactérienne peut permettre de caractériser son espèce (Luquin et al. 1991). 

Les dérivés des AM, tels que les tréhalose mono- et di-mycolate (TMM et TDM), le 

glucose monomycolate (GMM) et le glycérol monomycolate (GroMM) sont par exemple 

présents dans toutes les espèces mycobactériennes. Le TDM correspond à une unité de 

tréhalose estérifiée en position 6 et 6’ par des AM. Le TMM et le GMM portent un seul AM 

en position 6 du glucose. Les lipo-oligosaccharides (LOS), les mannosyl-

phosphomycokétides (MPM) et les PIMs, LM et LAM, sont également présents dans ce 

feuillet de manière ubiquitaire, sauf pour les LOS, uniquement retrouvé à ce jour chez M. 

canettii. 

Le feuillet externe contient aussi les dérivés de mycocérosates : les phthiocérols 

dimycosérosates (DIM) et les glycolipides phénoliques (PGL). Ces lipides, produits par un 

nombre restreint de mycobactéries, sont structurellement très proches, et possèdent une 

longue chaîne de β-diol ou phthiocérol, sur laquelle sont estérifiés deux acides gras méthyl-

branchés de 27 à 35 carbones appelés acides mycocérosiques, possédant soit une fonction 

méthoxyle (DIM A), soit une fonction cétone (DIM B). Les PGL partagent avec les DIM le 

corps lipidique, mais auquel est greffé un groupement phénol glycosylé. Ce dernier est 

composé de 1 à 5 sucres  dont la composition varie selon les espèces mycobactériennes (Puzo 

et al. 1990). 

La famille de lipides contenant du tréhalose est composée par les TMM et TDM déjà 

présentés, ainsi que les diacyltréhaloses (DAT), les triacyltréhaloses (TAT) et les poly- ou 

pentaacyltréhaloses (PAT). Les DAT, TAT et PAT sont constitués d’un tréhalose acylé par 

un acide palmitique ou stéarique en position 2 préférentiellement, et par un acide gras saturé 

diméthyle ramifié (acide mycosanoïque), ou tri-méthyle ramifié contenant une insaturation 

(acide phtiénoïque) ou un groupement hydroxyl (acide mycolipanolique) sur les autres 

positions (Minnikin et al. 1985). Ces lipides ne sont retrouvés que chez les mycobactéries du 

complexe MTBC. 

Enfin, les sulfoglycolipides (SGL) constituent une famille de glycolipides spécifiques 

de Mtb. Ce sont des lipides contenant un tréhalose multiacylé (Ac1SGL à Ac4SGL) et 

sulfaté en position 2’. Ils sont estérifiés par un acide palmitique ou stéarique en position 2, 

et par un à trois acides gras particuliers, nommés acides phtiocéranoïques et 

hydroxyphtiocéranoïques en position 3, 6 et 6’. L’enveloppe de Mtb contient 

majoritairement des Ac4SGL (Layre et al. 2011). 
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d) Composition de la capsule : 

 
La capsule des mycobactéries, d’une épaisseur variant de 30 à 40 nm (Sani et al. 2010), 

est principalement constituée de polysaccharides tels que les polymères d’α-glucane, de 

mannane et d’arabinomannane, ainsi que de protéines et de lipoprotéines, avec une 

proportion moindre de lipides (Daffé et al. 1999). Les lipides présents dans la capsule 

proviennent principalement de la partie hydrophile des lipides extractibles de la membrane 

externe (Ortalo- Magné et al. 1996). Ces polysaccharides jouent un rôle crucial dans les 

premières étapes de l’infection en régulant la phagocytose et en modulant la réponse 

immunitaire de l’hôte. 

Les lipides de l'enveloppe mycobactérienne constituent une caractéristique majeure de 

ce genre bactérien. Ils jouent un rôle crucial dans sa virulence, son échappement à la réponse 

immunitaire et sa reconnaissance par ce système. Leur complexité et leur diversité 

structurale permettent à Mtb d'interagir avec l'hôte, et la compréhension de ces mécanismes 

est essentiel pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques et vaccinales 

contre la Tb. 

 
2) Rôle des lipides mycobactériens dans la virulence 

 
Les macrophages alvéolaires sont les principales cellules ciblées par Mtb. Ils 

représentent plus de 90 % des cellules intra-alvéolaires et jouent un rôle crucial dans les 

défenses anti- infectieuses grâce à leur synthèse de peptides antimicrobiens et leur activité 

de phagocytose. Certains lipides de l’enveloppe mycobactérienne contribuent à la pathologie 

induite par l’infection, car ils peuvent déjouer les stratégies antimicrobiennes de ces 

macrophages. De nombreuses études ont été publiées sur ce sujet, mais ne s’agissant pas du 

thème de ma thèse, certains exemples seulement sont présentés dans ce paragraphe et cette 

liste n’est pas exhaustive. 

Le TDM est par exemple responsable de la survie intracellulaire de Mtb, en inhibant 

la fusion du phagosome avec le lysosome (Spargo et al. 1991), ce qui empêche les 

macrophages de se débarrasser du pathogène complètement. De la même façon, les DIM 

permettent également d’inhiber la formation du phagolysosome (Pethe et al. 2004) et 

confèrent une protection à la bactérie contre les réactifs bactéricides produits par les 

macrophages, permettant la survie et la croissance de la bactérie dans le phagocyte 

(Rousseau et al. 2004). De plus, les DIM s’insèrent dans les membranes des cellules hôtes, 

et en perturbent l’organisation, ce qui conduit à une meilleure efficacité d’endocytose des  
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Figure 5 : Quelques Pattern Recognition Receptor ( PRR ) à la surface des CPA impliqués 

dans l’interaction avec les lipides mycobactériens. 

Les PRR sont des récepteurs de l’immunité innée capables de reconnaître des motifs conservés chez 

les  micro-organismes. Plusieurs de ces récepteurs sont capables de lier les composés lipidiques 

mycobactériens, ce qui conduit à l’internalisation du pathogène (c’est le cas pour la molécule DC-

SIGN et le RM) , ainsi qu’à la sécrétion de cytokines et chimiokines qui signalent aux cellules 

voisines la présence du pathogène. 
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bacilles dans ces cellules (Astarie-Dequeker et al. 2009). Les SGL sont également impliqués 

dans la pathologie mycobactérienne.  In vitro, ils sont capables eux-aussi de bloquer la 

formation du phagolysosome des macrophages (Pabst et al. 1988). De plus, lorsque la 

protéine MmpL8, responsable de l’étape finale de la biosynthèse des SGL est mutée, la 

virulence de Mtb est atténuée chez la souris (Converse et al.  2003). Mtb, en produisant du 

ManLAM, peut agir également sur la fusion du phagolysosome. Le ManLAM agit en 

modulant la concentration de phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P), ce qui permet 

d’inhiber le recrutement de la protéine EEA1, responsable du remplacement de la protéine 

Rab5 par Rab7, ce remplacement étant une étape clé de la fusion phagolysosomale 

(Vergne et al.  2004). 

Ces lipides de l’enveloppe, en partie responsables de la survie du pathogène dans les 

macrophages alvéolaires, sont également reconnus par le système immunitaire inné, ce qui 

permet à la fois leur internalisation, mais aussi l’activation de voies de contrôle de la 

prolifération bactérienne au sein de ces cellules.  

 

3) Reconnaissance des lipides mycobactériens par le système immunitaire inné 

 
Certains lipides présents dans l’enveloppe mycobactérienne sont reconnus par le 

système immunitaire inné et peuvent le moduler, en jouant un rôle agoniste ou antagoniste 

sur les PRR. Ces récepteurs sont essentiels pour identifier les PAMP, des motifs 

moléculaires conservés présents sur une large gamme de microbes tels que les bactéries, 

virus, champignons et parasites. En détectant ces motifs, les PRRs déclenchent des cascades 

de signalisation intracellulaires qui aboutissent à l'activation de réponses immunitaires 

innées, notamment la production de cytokines pro-inflammatoires et l’induction de la 

phagocytose. Parmi les principaux types de PRR figurent notamment les TLR et les lectines 

de type C (CLR). D’autres PRR, comme les NOD-like- receptors (NLR) et les « RIG-like 

receptors » (RLR) sont également capables de reconnaître des composés de l’enveloppe 

mycobactérienne, mais ne seront pas évoqués dans ce manuscrit. Chaque famille de PRR 

reconnaît des PAMP spécifiques, permettant ainsi une réponse immunitaire diversifiée et 

adaptée à une variété de pathogènes. En somme, les PRR, via la reconnaissance des PAMP, 

forment une interface cruciale entre le système immunitaire inné et les agents pathogènes, 

assurant une reconnaissance rapide et une réponse efficace pour contenir et éliminer les 

infections (figure 5). 
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a) Les “Toll-like receptor” (TLR) 

 
Les TLR sont des PRR localisés au niveau des membranes plasmiques et endosomales 

des cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Ils sont stimulés par la détection d’une large 

gamme de PAMP, et cela déclenche des voies de signalisation dépendante de NF-kB 

(«Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells ») et de IRF (facteur 

régulateur de l'IFN), ce qui permet l’activation d’une réponse pro-inflammatoire, avec 

sécrétion de TNF-α (« Tumor Necrosis Factor α ») et IL-12  (Kawasaki et al. 2014). Les 

TLRs impliqués dans la reconnaissance des lipides de Mtb sont  le TLR2 majoritairement, 

mais également le TLR4. TLR9 ne reconnaît pas de lipides mais reconnaît l'ADN riche en 

motifs CpG non méthylés présents dans les bactéries, y compris Mtb. 

Les agonistes d’origine mycobactérienne de TLR2 sont des lipoprotéines et des 

lipoglycanes, à savoir les PIM et leurs dérivés LM et LAM. Les TLR sont présents à l’état 

de dimères, et le TLR2 fonctionne en hétérodimère avec les TLR1 ou TLR6, ces deux 

hétérodimères reconnaissent différentes acylformes des ligands. Ceci a été démontré dans 

le cas des lipoprotéines. En effet, celles qui sont triacylées sont principalement reconnues 

par les dimères TLR2 / TLR1, alors que les lipoprotéines diacylées sont ligands des dimères 

TLR2 / TLR6 (Ozinsky et al. 2000). Les lipoglycanes PIM, LM et LAM possèdent un motif 

conservé,  à savoir le mannosyl-phosphatidyl-myo-inositol (ancre MPI) qui contient une tête 

polaire saccharidique ainsi que quatre sites d'acylation potentiels. Les parties polaires et 

apolaires sont impliquées dans la reconnaissance par le TLR2. En effet, seules les formes tri- 

et tétra-acylés sont ligands du dimère TLR2/TLR1, et contrairement aux lipoprotéines, les 

lipoglycanes mono- et di-acylés ne sont pas des ligands de TLR2, même en dimère avec 

TLR6 (Gilleron et al. 2006). Une hypothèse pouvant expliquer cela est que la structure de 

l’ancre MPI provoque un encombrement stérique trop important pour permettre la 

dimérisation entre TLR2 et un autre         TLR (Ray et al. 2013). La partie saccharidique joue 

également un rôle, et l’activation des voies dépendantes de TLR2 dépend de la longueur de 

la chaîne mannane (Pitarque et al. 2008). Ainsi,  les LM sont de plus puissants agonistes du 

TLR2 que les PIM, mais les LAM sont les agonistes les plus faibles du fait de la gêne 

stérique causée par sa partie polaire importante (Vignal et al. 2003). La liaison de ces ligands 

induit la production de cytokines pro- inflammatoires, comme l’IL-1, l’IL-6, l’IL-12 et le 

TNF-α. Cette réponse permet d’une part l’activation des macrophages, et d’autre part 

d’orienter les LT vers un phénotype cytotoxique (Salgame et al. 2005; Stenger et al. 2002). 

Le TLR4 reconnaît le LPS des bactéries Gram-, qui n’est pas présent chez les 
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mycobactéries, dont aucun lipide n’a été identifié comme ligand du TLR4. Les protéines 

secrétées par la majorité des mycobactéries nommées « heat shock protein » (hsp) 60 et 

hsp65 sont en revanche des ligands connus de TLR4 (Bulut et al. 2005). L’implication de ce 

récepteur dans                         la reconnaissance du bacille par les macrophages a été étudiée dans le modèle 

murin. Ce TLR semble nécessaire pour permettre une protection contre l'infection par Mtb 

via la régulation négative de la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10, ainsi que 

le recrutement des  neutrophiles pendant l'infection, cela a été observé en comparant des souris 

déficientes en TLR4 à des souris WT (Park et al. 2020). 

 

b) Les récepteurs lectiniques de type C 

 
Les CLR sont des récepteurs qui reconnaissent de manière dépendante du calcium les 

unités mono ou oligosaccharidiques des ligands glycosylés. Les glycolipides 

mycobactériens sont reconnus par plusieurs CLR en surface des CPA. Les récepteurs DC-

SIGN (« Dendritic cell specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin »), 

le récepteur au mannose (RM), les Dectines-1 et -2 (« dendritic cell-associated C-type lectin 

»), et Mincle (Macrophage inducible Ca2+ -dependent (C-type) lectin) sont des exemples. 

Les récepteurs DC-SIGN, présent sur les CD et RM, présent sur les CD et 

macrophages, reconnaissent les coiffes mannosyles des glycolipides mycobactériens, dont 

principalement le ManLAM, mais également le LM et les PIM6 (Maeda et al. 2003; 

Schlesinger et al. 1994; Venisse et al. 1995). La reconnaissance des lipoglycannes de Mtb 

par ces deux récepteurs conduit à la phagocytose de la bactérie et constitue donc une voie 

d’entrée principale pour le pathogène dans les macrophages (Tailleux et al. 2003). En plus 

de favoriser l’internalisation de la bactérie, la liaison du ManLAM aux récepteurs DC-SIGN 

et RM régule l’activation des voies de signalisation induites par les TLR et inhibe la 

production de cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IL-12 et le TNF-α, tout en 

augmentant la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Nigou et al. 2001). La 

reconnaissance du ManLAM par ces récepteurs a également pour conséquence de limiter 

l’activation des macrophages et d’éviter l’apoptose et la production de radicaux oxygénés, 

ce qui favorise la survie intracellulaire de Mtb (Nigou et al. 2002; Rojas et al. 2000). 

L’organisation des ligands en domaines paraît cruciale pour la reconnaissance par DC- 

SIGN. En effet, alors que les ligands glycoconjugués de DC-SIGN sont omniprésents parmi 

les espèces mycobactériennes, le récepteur se lie sélectivement aux espèces pathogènes du 

complexe MTBC (Pitarque et al. 2005). Une étude publiée en 2023 par l’équipe montre que  
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le mécanisme moléculaire derrière cette spécificité de reconnaissance pourrait s’expliquer 

par l’organisation spatiale des ligands en surface des bactéries. En effet, la distribution des 

ligands de DC-SIGN diffère entre M. bovis BCG, espèce modèle du MTBC, et M. 

smegmatis. Les ligands sont concentrés en nanodomaines denses sur M. bovis BCG, ce qui 

fait que lors de l'adhésion des bactéries aux cellules hôtes, les nanodomaines de ligands 

induisent le recrutement et l'agrégation de DC-SIGN (Viljoen et al. 2023). 

Les CLR Dectine-1 et Dectine-2 sont exprimés en surface des macrophages, des CD et 

des  neutrophiles. A ce jour, le ligand mycobactérien de Dectine-1 reste inconnu (Wagener 

et al. 2018), bien que son implication dans la reconnaissance des mycobactéries ait été 

établie en 2007 par Rothfuchs et al., démontrant que l’inhibition de Dectine-1 menait à une 

diminution de production d’IL-12 (Rothfuchs et al. 2007). Dectine-2 a pour seul ligand le 

ManLAM (Decout et al. 2018), cette liaison induit la production de cytokines pro-

inflammatoires, telles que l’IL- 6, le TNF-α et anti-inflammatoires, comme l’IL-10 

(Yonekawa et al. 2014). 

Quant à Mincle, il est exprimé majoritairement en surface des macrophages. Il 

reconnaît le TDM, le glycolipide le plus abondant de la paroi mycobactérienne (Ishikawa et 

al. 2009; Lang et al. 2013), mais également les glycolipides TMM, GMM, DAT et TAT 

(Hattori et al. 2014 ; Decout et al. 2017). La reconnaissance du TDM induit une réponse 

pro-inflammatoire via la voie NF-kB in vitro (Ishikawa et al. 2009; Schoenen et al. 2010). 

Pour le moment, le rôle de ce récepteur dans l’infection in vivo reste à déterminer. 

Les lipides mycobactériens jouent un rôle crucial dans l'interaction avec le système 

immunitaire. En effet, ils ne sont pas seulement reconnus par le système immunitaire inné, 

mais ils activent également le système immunitaire adaptatif. Cette reconnaissance est 

médiée par la présentation des antigènes lipidiques par les molécules du « Cluster of 

Differentiation 1 » (CD1) aux cellules T. Ce mécanisme de présentation antigénique permet 

d'élargir l'efficacité de la réponse immunitaire, rendant la vaccination par lipides 

mycobactériens une stratégie prometteuse pour le développement de nouveaux vaccins. 
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif des différentes copies des isoformes CD1 présentes chez les 

mammifères. L’homme possède une seule copie de chaque isoforme, tandis que le modèle murin 

ne possède que deux copies de l’isoforme CD1d, ce qui fait du cochon d’Inde le modèle animal le 

plus approprié. Ce rongeur présente un plus grand nombre de copies des isoformes CD1b et CD1c. 
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III) Présentation des antigènes lipidiques par les protéines CD1 
 

1) Les protéines CD1 

 
La grande majorité des études portant sur le rôle des LT dans la réponse immunitaire 

se concentrent sur la réponse aux antigènes peptidiques présentés par les molécules du CMH 

de classe 1 et 2. En 1989, Porcelli et al. identifient pour la première fois un clone de LT 

CD4- CD8- (DN) activé par les protéines CD1. La nature de l’antigène responsable de cette 

activation est alors inconnue (Porcelli et al. 1989). La nature lipidique de ces antigènes est 

découverte en 1994 (Beckman et al. 1994). 

 

a) La famille de gènes CD1 

 
Le génome humain possède sur le chromosome 1 une famille de cinq gènes CD1 

(CD1A- E), codant pour les protéines CD1a, CD1b, CD1c, CD1d et CD1e (Calabi et al. 

1986). Ces protéines sont classées en trois groupes selon leurs homologies de séquence. Le  

groupe 1 est composé des protéines CD1a, CD1b, et CD1c, le groupe 2 contient la protéine 

CD1d et la protéine CD1e représente le groupe 3 (Dascher et al. 2003). Ces trois groupes de 

protéines ont également des profils d’expression et des fonctions distinctes. 

Les gènes CD1 sont conservés chez tous les mammifères, où des orthologues ont été 

identifiés, mais en différentes copies pour chaque isoforme (tableau 2). La souris ne possède 

que deux gènes CD1, qui expriment les protéines CD1d.1 et CD1d.2, deux protéines 

s’apparentant à la protéine CD1d humaine (Dascher et al.2003). Le cochon d’Inde exprime 

quatre homologues de la protéine CD1b humaine, trois homologues de la protéine CD1c, et 

un homologue de la protéine CD1e, et représente donc le meilleur modèle animal pour 

l’étude les protéines du groupe 1 (Dascher et al. 1999; Hiromatsu et al. 2002). 

Contrairement aux protéines du CMH, les protéines CD1 ne sont pas polymorphes. 

Bien que des variations ponctuelles (SNP) aient été identifiées pour les protéines CD1a et 

CD1b humaines, celles-ci n'affectent pas leurs capacités à charger ou présenter des antigènes 

lipidiques (Han et al. 1999). Cependant, pour CD1e, certaines mutations rares naturellement 

présentes dans la population confèrent des propriétés différentes aux variants, 

compromettant ainsi leur fonction et menant à une réponse immunitaire altérée (Tourne et 

al. 2008). 

 

b) Les cellules humaines exprimant les protéines CD1 
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L’isoforme CD1d est exprimée à la surface de l’ensemble des cellules 

hématopoïétiques  (lymphocytes B, LT, monocytes, macrophages, CD) ainsi qu’au sein de 

nombreux épithéliums, comme l’épithélium gastro-intestinal (Van De Wal et al. 2003). Les 

protéines CD1 du groupe 1 sont exclusivement exprimées par les CPA, à savoir les CD, les 

lymphocytes B et les cellules de Langerhans. Parmi ces différentes CPA, les CD sont les 

seules cellules qui expriment les cinq isoformes de CD1 chez l’homme. 

Lorsque les monocytes sont traités avec de l’IL-4 et du GM-CSF, cytokines permettant 

la            différenciation en CD myéloïdes, les protéines CD1 du groupe 1 sont exprimées à la 

surface (Kasinrerk et al. 1993; Porcelli et al. 1992; Sieling et al. 1999). Les cellules   de 

Langerhans, qui sont des CPA de la peau, expriment CD1c mais surtout CD1a (Peña-Cruz 

et al. 2003). La protéine CD1c est également exprimée par certains lymphocytes B (Small et 

al. 1987). La protéine CD1b, longtemps décrite comme présente uniquement sur les CD, a 

également été reportée comme exprimée sur les macrophages alvéolaires (Ween et al. 2021). 

L’isoforme CD1e est exclusive aux CD (Angénieux et al. 2005). 

 

c) Impact du métabolisme cellulaire sur l’expression des protéines CD1 

 
Certains acteurs du métabolisme des CPA ont été identifiés comme jouant un rôle 

important dans l’expression des protéines du CD1. 

Un de ces acteurs dans les CD est la protéine PPARγ (peroxisome proliferator-

activated                                 receptor gamma), un récepteur nucléaire qui contrôle la transcription de nombreux 

gènes impliqués dans la différenciation, la prolifération et l’apoptose (Keller et al. 1993). 

Lorsque les  monocytes humains sont différenciés en CD in vitro, PPARγ est fortement 

induit quelques heures après la différenciation, ce qui permet d’augmenter l’internalisation 

des lipides exogènes. PPARγ permet l’expression d’enzymes impliquées dans la synthèse du 

rétinol, ce qui induit une augmentation de la quantité d’acide rétinoïque dans la cellule. Ceci 

a pour conséquence l’activation du facteur de transcription RARα (retinoic-acid receptor α), 

qui induit l’expression de gènes, dont CD1d et l’inhibition de l’expression des protéines CD1 

du groupe 1 (Szatmari et al. 2004; 2006). L’idée selon laquelle les lipides de 

l’environnement cellulaire influent sur l’expression des protéines CD1 a été également 

étudiée en 2008 par Leslie et ses collaborateurs (Leslie et al. 2008). En effet, les lipides du 

sérum acide lysophosphatidique et cardiolipine, permettent également l’activation de 

PPARγ, et permettent donc une régulation négative de l’expression des protéines CD1 du 

groupe 1, et une augmentation de l’expression de CD1d. La régulation de l’expression des 
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protéines CD1 par PPARγ est également observée  dans les LB. Ces cellules expriment CD1c 

et CD1d et l’expression des deux protéines est inhibée par le CD40-ligand seul (CD40L), 

car cette molécule induit une réduction de l’expression des gènes de réponse au RARα, 

réduisant l’expression des protéines CD1 (Allan et al. 2011). 

La protéine AMPK (5’-AMP-activated protein kinase) permet également la régulation 

de l’expression des protéines CD1. Cette protéine augmente les voies d’oxydation des acides 

gras lorsque les cellules nécessitent de l’énergie sous forme d’ATP (Herzig et al. 2018). 

Webb et ses collaborateurs ont montré que le traitement des CPA avec un activateur de 

L'AMPK permet  de contrer l’inhibition de l’expression de CD1d suite à l’infection par le 

virus de la chorioméningite lymphocytaire (Webb et al. 2016). Ces découvertes suggèrent 

que le métabolisme des cellules influe sur la présentation des antigènes lipidiques, et que 

ces mécanismes sont perturbés lors d’infections virales. 

Le stress cellulaire localisé dans le réticulum endoplamsique (RE) influe également sur la 

présentation de lipides endogènes par les protéines CD1 en surface des CPA. Cela se produit 

par un mécanisme dépendant de la protéine PERK (PKR-like ER kinase), localisée dans la 

membrane du RE qui permet la réduction de la traduction des ARNm lors de l’accumulation 

de protéines mal repliées. Le mécanisme exact n’est pas encore bien décrit, mais l’impact du 

stress du RE sur le cytosquelette pourrait permettre d’augmenter la présentation de CD1d à 

la surface (Bedard et al. 2019). Ces découvertes ont été précisées un an plus tard par 

Govindarajan et al, qui ont montré que la présentation de lipides endogènes est augmentée 

lors du stress du RE dans un mécanisme dépendant de deux protéines de l’UPR (UPR : 

Unfolded protein response) : la PERK, mais aussi l’inositol-requiring enzyme-1a (IRE1a). 

En effet, lors de stress, ces deux protéines permettent la régulation de la biosynthèse des 

lipides des membranes du RE et de la cellule. Elles favorisent donc la production de lipides 

neutres et jouent donc sur la disponibilité des lipides immunogènes (Govindarajan et al. 

2020). 
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Figure 6 : Caractéristiques des protéines CD1 humaines.  

A) Structure en vue latérale (gauche) et supérieure (droite) de CD1b, composée des trois domaines 

extracellulaires 𝛼1, 𝛼2 and 𝛼3, lié non covalament à la β2m et reposant sur des feuillets β en noir. 

Les domaines impliqués dans la liaison aux antigènes lipidiques sont colorés en rouge et vert. B) 

Représentation schématique du mode de liaison des molécules amphiphiles sur CD1b. C) Tableau 

bilan des différentes structures des protéines CD1. 

Figure de Layre et al. 2015. 
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d) Structure des protéines CD1 
 

La structure des protéines CD1 est similaire à celle du CMH 1. Leurs principales 

caractéristiques sont résumées dans la figure 6. Ce sont des glycoprotéines 

transmembranaires d’environ 45 kDa, constituées d'une chaîne lourde organisée en trois   

domaines extracellulaires (α1, α2, α3), un domaine transmembranaire et une courte queue 

cytoplasmique. Les domaines α1 et α2, à l’instar de ceux du CMH 1, sont formés de deux 

hélices α antiparallèles situées au-dessus d’un feuillet β comportant six brins. Le domaine 

α3, le plus proche du domaine transmembranaire, interagit de manière non covalente avec 

la β2- microglobuline (β2m), une protéine de 12 kDa (Ly et Moody 2014). Cette sous-unité 

est essentielle pour l’expression en surface des isoformes CD1a, CD1b et CD1c (Bauer et 

al. 1997). Cependant, il a été observé que CD1d peut être exprimée à la surface des cellules 

sans se lier à la β2m (Kim et al. 1999). La principale différence entre les protéines du CMH 

1  et les protéines du CD1 réside dans les sillons destinés à accueillir les antigènes, qui sont 

dans    la majorité des cas, des lipides amphiphiles. Les protéines CD1 possèdent des sillons 

profonds composés d’acides aminés hydrophobes au niveau des domaines α1 et α2, qui 

permettent la prise en charge de la partie lipidique de ces glycolipides. La partie polaire est 

ainsi exposée à la surface et joue un rôle majeur dans la reconnaissance par les LT. Les 

protéines du CD1 possèdent des sillons qui varient en taille, forme et nombre (Moody et 

Cotton 2017), mais toutes possèdent au minimum deux poches hydrophobes appelées A’ et 

F’. 

L’isoforme CD1a possède la cavité la plus étroite, mesurant 1300 Å³. Elle est dotée 

des deux sillons A’ et F’. La poche A’ est fermée en une extrémité et fusionne avec la poche 

F’ à l’autre extrémité. La poche F’ a une conformation semi-ouverte, peu profonde et large 

(Zajonc                          et al. 2003). Cette structure facilite l’échange de lipides à la surface cellulaire sans 

nécessiter de protéines assurant le transfert lipidique ou un pH faible (Salio et al. 2014). La 

structure cristallographique de CD1a chargée avec le lipide endogène sulfatide révèle que 

la poche A’ de CD1a semble tronquée par rapport aux autres isoformes et ne peut contenir  
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Tableau 3 : Liste des lipides présentés par les différentes isoformes CD1. 

Les antigènes sont soit d’origine endogène (propre à l’hôte), soit d’origine exogène (en cas 

d’infection). Les isoformes présentatrices sont indiquées pour chaque antigène. 
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que des chaînes d’acides gras de 18 à 23 atomes de carbone. CD1a peut également présenter 

des lipopeptides, comme la didésoxymycobactine (DDM), un lipopeptide mycobactérien 

pourvu d’une seule chaîne lipidique. Dans ce cas, la chaîne carbonée s’insère dans le canal 

A’, tandis que les deux branches peptidiques se logent dans la cavité F’ de manière plus 

flexible (Zajonc et al. 2005). Les études structurales de l’isoforme CD1b effectuées en 2002 

par Gadola et al. montrent  que son site de liaison aux lipides est le plus volumineux et 

profond, mesurant 2200 Å³ (Gadola                             et al. 2002). En plus des poches A’ et F’, elle comporte 

une troisième poche, C’, capable de charger des chaînes lipidiques de 25 carbones, ainsi 

qu’un tunnel T’ reliant les poches A’ et F’.  Cette isoforme peut présenter des lipides de 

tailles variées. Comme les autres isoformes, elle prend en charge les lipides endogènes à 

chaînes courtes, tels que le GM2 et le PI. Cependant, pour assurer la stabilité de la protéine 

et garantir une présentation efficace de ces lipides aux LT, la présence de lipides « espaceurs 

» est nécessaire pour occuper le tunnel T’. Dans le cas du chargement d’Ac2SGL, il a été 

montré que ces lipides espaceurs se déplacent, menant à un réarrangement de la structure de 

CD1b : le portail F’ se ferme et permet   une insertion partielle du SGL dans les canaux 

hydrophobes (Garcia-Alles et al. 2006; 2011). 

Lorsque CD1b présente le GMM, son canal C’ peut  prendre en charge la chaîne acylée 

de  22 à 26 atomes de carbone, et la longue chaîne méromycolique de 50 à 56 atomes de 

carbone peut être logée dans le tunnel A’-T’-F’ (Batuwangala et al. 2004). Dans ce cas, il 

n’y a pas de lipide espaceur dans les sillons de CD1b, car le lipide occupe la totalité des 

sillons. 

La structure de CD1c en complexe avec son ligand MPM, ne possédant qu’une seule 

chaîne d’acide gras, a été résolue en 2010 (Scharf et al. 2010). CD1c possède une poche A’ 

similaire à un tunnel circulaire qui tourne autour d’un coude conservé et s’ouvre à la surface 

par un portail nommé D’. La chaîne du MPM est logée dans le tunnel A’ et peut ressortir par 

le portail D’, permettant d'accommoder des MPM de différentes longueurs (C30-C34). La 

poche F’ est occupée par une molécule de détergent de 12 atomes de carbone. Bien que 

principalement  hydrophobe, cette poche est ouverte vers le solvant, ce qui explique la 

capacité de CD1c à lier  divers ligands, y compris des lipopeptides plus polaires avec 12 

acides aminés (Van Rhijn et al. 2009). Une autre caractéristique de CD1c est que l’extrémité 

de la poche F’ fusionne avec le portail D’, créant ainsi un pseudo-portail E’. 

La première structure de protéine CD1 à avoir été identifiée par cristallographie est 

celle                        de CD1d murine, en 1997 (Zeng et al. 1997). CD1d était alors chargée avec des lipides 

endogènes non identifiés, mais cette étude a permis de révéler que cette protéine possédait 
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Figure 7 : Exemples de structures de lipides endogène et exogènes présentés par les protéines CD1. 

Adaptée de De Libero et al. 2011.  
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un large site de liaison aux antigènes hydrophobes, composé de deux poches A’ et F’. La 

structure de ses sillons ressemble davantage à celle de CD1a, mais avec un volume plus élevé 

de 1650 Å³ (Zajonc et al. 2005). La structure de CD1d a ensuite été élucidée en complexe avec 

les lipides endogènes PC et iGb3 (Giabbai et al. 2005; Zajonc et al. 2008). Ces recherches 

montrent que la PC établit des contacts étroits avec la poche A’, qui peut accueillir 26 atomes 

de carbone, et  que la poche F’ est entièrement remplie par la chaîne lipidique saturée de 16 

carbones. La poche F’ de cette isoforme est plus tubulaire, ce qui permet d’y loger des 

chaînes d’acides gras linéaires et saturées (De Libero et Mori 2010). La structure de CD1d en 

complexe avec le ligand    exogène α-galactosyl-céramide (αGalCer) a également été résolue 

et montre que les chaînes de ce lipide occupent pleinement les canaux hydrophobes de la 

protéine (Koch et al. 2005). 

Enfin, la structure 3D de CD1e, élucidée en 2011 par Garcia-Alles (Garcia-Alles et 

al. 2011), révèle que cette isoforme possède une poche large (2000 Å³), formée par la liaison 

des poches hydrophobes A’ et F’, permettant de lier et d’effectuer l’échange d’un large panel 

de lipides dont des lipides tri acylés (Pam3CSK4 et HemiBMP). La poche A’ permet 

d’accommoder des chaînes lipidiques allant jusqu'à 30 carbones de manière stable, alors que 

l’entrée du côté du portail F’ est plus souple. Cette structure coïncide avec son  rôle de 

protéine de transfert lipidique  (LTP) impliquée dans la présentation des lipides par CD1b. Ce 

rôle sera détaillé ultérieurement. 

Ces différentes structures, en plus du fait que les isoformes ne sont pas exprimées par 

les mêmes types cellulaires et ne sont pas internalisées dans les mêmes compartiments 

cellulaires, font que chaque isoforme possède un rôle distinct dans la présentation de lipides 

antigéniques. 

 
2) Nature des lipides présentés par les protéines CD1 

 
Malgré leur faible polymorphisme, les protéines CD1 présentent une grande 

diversité de  lipides, tels que des glycolipides, des lipopeptides, des lipoglycanes, des 

sphingolipides et des phospholipides. De la même manière que les molécules du CMH, les 

protéines CD1 présentent des molécules étrangères au soi aux LT ainsi que des lipides du 

soi, ou lipides endogènes, ces lipides sont recensés dans le tableau 3 et certaines structures 

sont présentées dans la figure 7. 
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a) Lipides d’origine endogène 

 
Les protéines CD1 sont toujours chargées avec des lipides endogènes au niveau du RE 

au cours de leur voie de biosynthèse. Les lipides microbiens déplacent les endogènes pour 

prendre leurs places dans les poches hydrophobes, mais les deux types de lipides peuvent 

être présentés en surface de CPA. Principalement, les phosphoglycérides, tels que l'acide 

phosphatidique (PA), le phosphatidylinositol (PI),  le PE, la phosphatidylcholine (PC), le PG 

et la phosphatidylsérine (PS), ainsi que leurs dérivés             lyso sont insérés dans les sillons des 

protéines CD1 lors de leur biosynthèse au niveau du RE (Gumperz et al. 2000). 

Les lipides endogènes qui sont présentés à la surface des cellules par les protéines 

CD1 sont principalement des glycosphingolipides (GSL) ou des phosphoglycérides. Parmi 

les GSL,          le sulfatide, majoritairement présent dans la gaine de myéline, est présenté par 

toutes les isoformes mais forme un complexe plus stable avec CD1a (Jahng et al. 2004; 

Shamshiev et al. 2002). En effet, la poche étroite de CD1a permet de lier la chaîne de 18 

carbones de la base sphingosine du sulfatide, pendant que le groupement polaire dépasse à 

la surface de la poche A’. Les gangliosides (des GSL possédant un ou plusieurs acides 

sialiques) GM1, GD1a, GD1b, GT1b et GQ1b sont présentés par CD1b, alors que CD1d 

présente le ganglioside iGb3 de manière spécifique (Mattner et al. 2005). 

La protéine CD1a présente les lipides présents sur la peau. Les lipides du sébum, à 

savoir les esters de cire, les triacylglycérides (TAG), le squalène, et les acides gras libres en 

sont des exemples (De Jong et al. 2010; 2014).  

En 2006, Garcia-Allès a observé pour la première fois la présence de lipides espaceurs 

dans les canaux hydrophobes de CD1b, démontrant que la PC était présentée en présence 

d'un autre long ligand inconnu de 16 à 40 carbones logé plus profondément dans ces sillons 

(Garcia- Alles et al. 2006). Ensuite, en 2011, des recherches indépendantes menées par Huang 

et Garcia- Alles ont identifié ces ligands. Huang et al. ont montré que les diacylglycérols et 

les désoxycéramides pouvaient agir comme lipides espaceurs (Huang et al. 2011), tandis que    

Garcia-Alles et al. ont démontré que les diradylglycérols pouvaient aussi occuper cette 

fonction                      (Garcia-Alles et al. 2011). 

Plus récemment, en 2023, Huang et ses collègues ont approfondi ces découvertes en 

analysant le lipidome présenté par les quatre isoformes de CD1, révélant des préférences 

spécifiques de capture et des mécanismes de chargement différents selon la taille du sillon 

hydrophobe et celle des chaînes lipidiques des ligands (Huang et al. 2023). Cette étude a 

utilisé des cellules K562 et 293T, modifiées pour permettre le clivage des protéines CD1 en 
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surface grâce à l'insertion d'un motif de troncation au niveau du domaine transmembranaire. 

La purification des complexes en surface, suivie de l'extraction des lipides et de leur analyse 

par chromatographie liquide haute performance couplée à la spectrométrie de masse à temps 

de vol  quadripolaire (HPLC-QToF-MS), a permis une analyse globale des lipides présentés 

par les protéines CD1. Les résultats ont montré que la taille des lipides endogènes chargés 

dans les sillons de chaque isoforme n'était pas nécessairement proportionnelle à la taille de 

ces sillons. CD1b, malgré ses canaux hydrophobes profonds, présente des lipides à chaînes 

courtes en surface, parce que deux lipides peuvent généralement se loger dans ses canaux, 

l'un étant un lipide espaceur ancré de manière plus distale et l'autre plus proche de la surface. 

 

b) Lipides d’origine microbienne 

 
Etant donné que les protéines CD1 ont des structures et des localisations cellulaires 

principales propres à chaque isoforme, elles ne présentent pas les mêmes lipides microbiens. 

Les lipides spécifiques produits par Mtb constituent la majorité des lipides microbiens 

identifiés comme étant présentés par les protéines du CD1 du groupe 1 et capables de 

déclencher une réponse lymphocytaire. 

L’isoforme CD1a présente aux LT la didésoxymycobactine (DDM), un lipopeptide 

mycobactérien intermédiaire de biosynthèse de la mycobactine, sidérophore qui permet aux 

mycobactéries d’utiliser les stocks en fer de la cellule hôte (Moody et al. 2004). Il s’agit 

d’un composé pourvu d’une seule chaîne d’acide gras de 18 à 20 carbones de long, dont  la 

partie peptidique du DDM est nécessaire à l’activation des LT spécifiques du complexe 

(Young et al. 2009). 

Les lipides mycobactériens sont principalement pris en charge par CD1b, qui possède 

les sillons hydrophobes les plus profonds, et dont le trafic cellulaire mène aux lysosomes, 

où ils rencontrent les lipides phagocytés. Le premier lipide antigénique de Mtb, découvert 

en 1994, est l’AM (Beckman et al. 1994). Cette découverte complète l’étude de Porcelli et 

al. datant de deux années plus tôt, identifiant un clone lymphocytaire nommé DN1, activé  

par un antigène mycobactérien de nature inconnue présenté par CD1b (Porcelli et al. 1992). 

Depuis, des dérivés de l’AM : le GMM (Moody et al. 1997) et le GroMM (Layre et al. 

2009), ont également été identifiés comme antigéniques et présentés par CD1b. CD1b lie 

également les PIM et leurs dérivés, le LM et le LAM (De La Salle et al. 2005; P. A. Sieling 

et al. 1995). 
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Les SGL, plus particulièrement di-acylés sont présentés par CD1b et permettent 

l’activation de clones T spécifiques (Gilleron et al. 2004). La découverte de cet antigène a 

également permis d’identifier une nouvelle acylforme de SL. De plus, l’utilisation 

d’anticorps dirigé contre chaque isoforme de CD1 a montré que les LT activés par la 

présentation de cet antigène sont majoritairement spécifiques de CD1b mais également de 

CD1c dans une moindre mesure. L’activation de ces clones est spécifique de l’acylforme 

Ac2SGL, et n’a pas lieu lorsque les CPA sont pulsées par les acylformes Ac3SGL et Ac4SGL. 

Cette spécificité pour la forme di-acylée conforte l’hypothèse que seuls deux chaînes acylées 

peuvent être accommodées dans les sillons de CD1b. 

En 2021, il a été découvert que le complexe CD1b-DAT pouvait également activer les 

LT (Reijneveld et al. 2021). Les lipides DAT correspondent à un tréhalose acylé en positions 

2 et 3. Il existe trois types de DAT (DAT1, DAT2 et DAT3), qui diffèrent par la nature 

spécifique des acides gras en position 3-O-acyl. Des analogues synthétiques de DAT1 et 

DAT2,  mais pas DAT3, ont été reconnus par des LT provenant de sang de donneurs sains. 

De plus, des LT spécifiques au BbGL-II (1-oléoyl-2-palmitoyl-3-(α-D-galactosyl)- sn-

glycérol), un lipide majeur de la bactérie Borrelia burgdorferi responsable de la maladie de 

Lyme, ont été isolées à partir de contrôles sains et de patients atteints de cette maladie. 

Cette étude a permis d'identifier des cellules T autoréactives spécifiques à CD1b en 

complexe avec le DAG, un lipide du soi dont la structure est similaire à celle du BbGL-II 

(Reinink et al. 2019). 

L’isoforme CD1c présente le mannosyl-β-1-phosphomycoketide (MPM) et sa forme 

digérée phosphomycoketide (PM), caractérisé par une seule chaîne d’acide gras (Beckman 

et al. 1996; Ly et al. 2013). Ces ligands sont également d’origine mycobactérienne. Plus 

récemment, il a été montré que les protéines CD1c humaines et simiennes sont également 

capables de charger le GMM (Layton et al. 2021). 

A ce jour, aucun lipide mycobactérien n’a été identifié lié à CD1d. Cette isoforme 

présente d’autres lipides provenant de bactéries, tels que l’α-galacturonosylcéramide  et l’α-

glucuronosylcéramide des bactéries du genre Sphingomonas, ainsi que l’α- 

galactosyldiacylglycérol de Borrelia burgdorferi (Kinjo et al. 2005; 2006; Mattner et al. 

2005). 

CD1d lie également une molécule isolée d’une éponge marine nommée α- 

galactosylcéramide (α-GalCer) (Kawano et al. 1997). Cet antigène, qui a été le premier 

ligand découvert de cette isoforme, permet d’étudier extensivement les mécanismes   de 

présentation par CD1d. 
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Figure 8 : Mécanismes de capture du matériel par les cellules infectées permettant aux CD 

non infectées de présenter les lipides antigènes. 

A) Les macrophages viables infectés par Mtb sécrètent des vésicules appelées HEVs qui prennent 

naissance au sein des MVB, la CD les intercepte via ses PRR et internalise ainsi le matériel 

antigénique. B) Certains macrophages infectés induisent leur apoptose, et sécrètent ainsi des 

vésicules contenant des débris cellulaires et mycobactériens dans le milieu. C) Les CD expriment 

le récepteur LDL-R qui leur permet de capturer des lipoprotéines, telles que celles contenant 

l'ApoE, présentes dans l'environnement extracellulaire et transportant les lipides de Mtb.
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c) Capture des antigènes lipidiques microbiens 

 
Une étape clé dans le processus de présentation des lipides exogènes par les protéines 

CD1 est l’entrée de ces lipides dans les CD. Les CLR DC-SIGN et RM participent à la 

phagocytose de la bactérie, mais il existe d’autres stratégies, permettant aux CD de capturer 

les lipides sans pour autant phagocyter la bactérie entière. Ces mécanismes d’internalisation 

des lipides antigéniques sont présentés dans la figure 8. 

Les CD peuvent internaliser les antigènes mycobactériens en phagocytant des 

vésicules appelées HEV (« Host Extracellular Vesicles »). Ces vésicules se forment lorsque 

les corps multivésiculaires (MVB), des structures sphériques composées de la fusion 

d’endosomes précoces et tardifs, fusionnent avec la membrane plasmique. Les MVB, 

sécrétées par des macrophages non apoptotiques, libèrent les PAMP du pathogène 

intracellulaire dans l’environnement extracellulaire (Russell et al. 2006; Schorey et al. 

2015). 

Ainsi, les macrophages infectés par Mtb relarguent ces vésicules contenant des lipides 

mycobactériens tels que le LAM, les PIM, ainsi que des lipoprotéines (LpqH) et des 

protéines du complexe Ag85 (Kruh-Garcia et al. 2015). 

Les CD sont les seules cellules à exprimer toutes les isoformes de CD1, mais elles ne sont 

pas les cibles principales de tous les pathogènes. Un des mécanismes utilisés par les CD 

pour internaliser les lipides exogènes est la phagocytose de corps apoptotiques provenant de 

cellules infectées, un mécanisme appelé "cross presentation" (Schaible et al. 2003). Dans le 

contexte de l'infection par Mtb, les cellules hôtes principales sont les macrophages, qui 

expriment peu ou pas de CD1. Schaible et ses collaborateurs ont montré que, lors de 

l'infection par Mtb, les vésicules apoptotiques des macrophages infectés contiennent des 

antigènes lipidiques. Ces vésicules sont ensuite internalisées par les CD non infectées 

exprimant CD1, permettant ainsi la présentation de ces lipides aux LT. L'apoptose des 

macrophages infectés est une étape clé dans la présentation des antigènes lipidiques, car son 

inhibition réduit l'activation des lymphocytes CD8 spécifiques de CD1 (Winau et al. 2006). 

Les lipides présents dans le sérum sont associés à des lipoprotéines pour être 

transportés (Willnow et al. 1999). Les Apo sont des composants essentiels de ces 

lipoprotéines.  Différentes Apo sont associées aux différents types de lipoprotéines, qui se 

divisent en cinq classes selon leur densité : les chylomicrons, les HDL (high-density 

lipoprotein), les IDL (intermediate-density lipoprotein), les LDL (low-density lipoprotein) 

et les VLDL (very low- density lipoprotein). La reconnaissance de ces lipoprotéines par des  



42 

 
 

 

Figure 9 : Trafic intracellulaire des protéines CD1 humaines. 

A) Les protéines CD1 sont synthétisées dans le RE où elles sont chargées en lipides endogènes (en 

vert) puis sont adressées à la membrane plasmique. CD1b, CD1c et CD1d sont internalisées vers la 

voie endosomale vers les compartiments plus ou moins tardifs grâce aux complexes AP, alors que 

CD1a est internalisée dans les endosomes précoces par un processus indépendant. C’est dans ces 

compartiments que les protéines CD1 échangent le lipide endogène avec un lipide antigénique qui 

sera présenté aux LT. CD1d est capable de gagner le lysosome dès sa sortie du RE en interagissant 

avec les complexes CMH-II/Ii (en rouge). RE : réticulum endoplasmique, EP : endosome précoce 

ou de recyclage, ET : endosome tardif, LYS : Lysosome. B) La sous-unité µ du complexe protéique 

AP interagit avec les motifs tyrosine des domaines cytoplasmiques des protéines CD1b, CD1c et 

CD1d via deux domaines (Moody and Porcelli, 2003). 

 

 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des domaines cytoplasmiques des isoformes CD1a-CD1d. 

Les motifs Tyrosine reconnus par les complexes AP sont indiqués en gras, des protéines AP qui 

peuvent lier ces isoformes, et de leurs principales localisations cellulaires. 
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récepteurs d’endocytose spécifiques, tels que le LDL-R (Low Density Lipoprotein 

Receptor), conduit à leur internalisation dans les compartiments endosomaux. Elles jouent 

un rôle crucial dans le         métabolisme des lipides ainsi que dans la circulation des lipides 

exogènes, cela a été démontré  par Van den Elzen et al en 2005 (Van den Elzen et al. 2005). 

Cette étude montre également que l’ajout d’ApoE dans le milieu des CD augmente la 

présentation des lipides GMM, MPM et α-GalCer, suggérant que les lipides présentés par 

CD1b, CD1c et CD1d peuvent être pris en charge par ApoE. De plus, les CD sont capables 

de sécréter et de re-capturer rapidement ApoE, ce qui constitue un moyen pour ces cellules 

de sonder le milieu extracellulaire. 

 

. 

IV) Rencontre des lipides mycobactériens et des protéines CD1 dans le 

réseau endosomal 

 

1) Trafic intracellulaire des protéines du CD1 

 
Les protéines CD1 nouvellement traduites sont assemblées et N-glycosylées dans le 

réticulum endoplasmique (RE), où elles sont repliées ainsi que liées de manière non-

covalente à la β2m (Kang et al. 2002). Le bon assemblage de ces protéines est assuré par de 

nombreuses protéines chaperonnes du RE, dont la calréticuline, la calnexine et la protéine 

thiol oxydoréductase Erp57, qui sont également impliquées dans l’assemblage des protéines 

du CMH de classe 1 (Sugita et al. 1997 ; Hüttinger et al. 1999). Lors de cet assemblage, les 

sillons hydrophobes de chaque isoforme sont chargés en lipides endogènes, ce  qui stabilise 

leur structure. Après leur assemblage, les protéines CD1, à l’exception de CD1e, empruntent 

la voie sécrétoire pour atteindre la membrane plasmique (figure 9). Certains lipides 

exogènes, ne nécessitant pas l’intervention de cofacteurs cellulaires, peuvent être 

directement capturés et  présentés par les protéines CD1 lors de cette étape (Shamshiev et al. 

1999 ; Gumperz et al. 2000 ;              Manolova et al. 2006). Cette première exposition en surface est 

suivie d'une internalisation qui permet aux différentes isoformes d’atteindre différents 

compartiments cellulaires. 

En effet, les isoformes CD1b, CD1c et CD1d contiennent dans leur domaine 

cytoplasmique un motif d'acides aminés YXXZ (Y étant une tyrosine, X un acide aminé 

quelconque et Z un acide aminé hydrophobe) (tableau 4). Ce motif est reconnu par les 

protéines du complexe AP (« adaptator protein complex »). Il s’agit de protéines 
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hétérotétramèriques jouant un rôle dans l’internalisation de protéines au niveau des différents 

types d’endosomes en fonction de motifs d’acides aminés localisés au niveau de la queue 

cytoplasmique des protéines  partenaires. Dans le cas de l’internalisation des protéines CD1, 

c’est principalement la protéine                         AP-2, qui permet l’internalisation des protéines CD1 via 

des puits de clathrine (Sugita et al. 2000; Briken 2002). L'importance du signal de la queue 

cytoplasmique a été démontrée par des expériences de troncature, qui ont révélé que la 

suppression de ce motif empêche l'internalisation de CD1b et CD1d dans les endosomes 

tardifs  et réduit la présentation d'antigènes aux cellules NK par CD1d (Sugita et al. 1996; 

Chiu et al. 2002). La protéine CD1b humaine est la seule isoforme capable de se lier à 

la protéine AP-3 (Sugita et al. 2002), ce qui est nécessaire à son internalisation jusqu’aux 

lysosomes, et permet la présentation de certains antigènes par CD1b. Les protéines CD1c et 

CD1d humaines sont principalement localisées au niveau des endosomes précoces (figure 

9). Cependant, un faible pourcentage des protéines CD1c est également localisé au niveau 

des lysosomes, mais rejoint ces organites d’une manière indépendante de AP-3. Dans les 

lysosomes des CPA, CD1c et CD1b ne co-localisent pas, CD1b étant au niveau de la 

membrane externe, et CD1c au niveau de la membrane interne (Van Der Wel et al. 2003), ce 

qui peut expliquer la différence de lipides présentés par les deux isoformes, en plus des 

différences structurales déjà présentées. 

Deux études datant de 2001 et 2002 ont révélé l'existence de mécanismes de trafic 

alternatif pour les protéines CD1d murines et humaines, à travers leur association, 

respectivement, avec la chaîne invariante associée au CMH de classe 2 (Ii) et avec les 

molécules du CMH 2 elles-mêmes (Jayawardena-Wolf et al. 2001; Kang et al.  2002). 

Jayawardena-Wolf et al. ont démontré qu'une fraction du CD1d murin co-précipite avec  Ii et 

lorsque le signal tyrosine de la queue cytoplasmique de CD1d est muté, la transfection de Ii 

permet la redistribution du CD1d mutant de la surface cellulaire vers les endosomes tardifs 

et les lysosomes. Kang et al ont identifié un rôle très similaire des molécules de CMH 2 dans 

le trafic du CD1d humain. Ensemble, ces études identifient une voie alternative suivie par 

les molécules de CD1d pour accéder aux lysosomes et aux endosomes tardifs, ne passant pas 

par la surface cellulaire mais provenant directement du RE. Dans les lysosomes, CD1d est 

libéré à la surface cellulaire après dégradation de Ii par la cathepsine S et apparemment 

encore en association avec les molécules du CMH 2. En accord avec ce modèle, le trafic de 

CD1d murin est altéré dans les cellules déficientes en cathepsine S, incapables de dégrader 

normalement Ii, avec accumulation des molécules de CD1d dans les compartiments 

endosomaux où elles co-localisent avec le CMH 2 et Ii (Riese et al. 2001). Bien que les 
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études publiées actuellement aient examiné l'association de Ii uniquement pour CD1d, il est 

envisageable qu'une voie de trafic alternative similaire, entraînant un transport direct du 

Golgi vers les endosomes tardifs, existe pour au moins certaines protéines CD1 du groupe 1 

(CD1b ou CD1c). 

Enfin, seule l’isoforme CD1a fait exception et est internalisée selon un mécanisme 

dépendant des protéines Rab22a et ARF6 (Barral et al. 2008). 

Dans ces divers organites, les CD1 sont chargées avec des lipides endogènes ou 

exogènes.       Cette étape de chargement n’est pas extensivement décrite, mais semble nécessiter 

des acteurs  cellulaires qui seront décrits ultérieurement. Les complexes CD1-lipides formés 

sont ensuite à nouveau transférés à la membrane plasmique où ils sont reconnus par les LT. 

Les mécanismes responsables de l’adressage à la membrane plasmique ne sont à ce jour pas 

bien compris. 

 
2) Le trafic intracellulaire des lipides exogènes 

 
Une fois les lipides exogènes internalisés par les CPA via les mécanismes décrits 

précédemment et via la reconnaissance par les CLR, ils sont délivrés dans la voie 

endosomale, et co-localisent donc avec les protéines CD1. La longueur des chaînes 

carbonées de ces lipides a un impact sur leur localisation. Effectivement, une étude par 

Mukherjee et al datant de 1999 a montré que différents dérivés du lipide fluorescent DiI, 

variant uniquement par la composition de leurs chaînes alkyles, présentent des trajectoires 

de trafic différentes après leur internalisation. Le dérivé de DiI avec des chaînes longues et 

saturées entre                                                préférentiellement dans la voie endocytaire tardive, tandis que les dérivés avec 

des chaînes plus  courtes ou insaturées sont acheminés vers les endosomes précoces ou de 

recyclage (Mukherjee et al. 1999). 

La longueur des chaînes carbonées du GMM contrôle également la localisation du 

lipide et de ce fait la présentation des antigènes par les cellules exprimant CD1b. Les 

chercheurs ont utilisé des analogues de GMM avec différentes longueurs de chaînes 

carbonées (C32 et C80) pour étudier leur présentation par les protéines CD1b. Le C32 GMM 

a été rapidement reconnu par les cellules T spécifiques, car il est chargé directement sur les 

protéines CD1b à la surface cellulaire sans nécessiter de traitement intracellulaire. En 

revanche, le C80 GMM a nécessité plusieurs heures d'incubation avec les APC et ne pouvait 

pas être chargé sur les cellules fixées, soulignant l'importance du traitement endosomal pour 

les                      antigènes à longues chaînes (Moody et al. 2002). 



46 

3) Importance de l’environnement lysosomal 

 
Le pH lysosomal est acide, variant de 4,5 à 5,5 dans les CD. L’hypothèse principale à 

ce  jour est que le pH acide est nécessaire au chargement des lipides à longues chaînes 

carbonées,                            mais pas à celui des lipides à courtes chaînes carbonées. 

En effet, les lipides du soi (sulfatide et ganglioside GM1) ou bien des analogues du 

GMM                                 possédant des chaînes lipidiques de 12 carbones, sont présentés en surface des CPA 

par les différentes isoformes, même lorsque l’internalisation des lipides est inhibée 

(Shamshiev et al. 2002). L’analogue de l'α-GalCer comportant 20 atomes de carbone est 

également chargé directement sur CD1d à la membrane plasmique (Zajonc et al. 2005). 

En revanche, plusieurs études ont montré que le passage des lipides antigéniques à 

chaîne longue par les lysosomes est indispensable pour leur chargement dans les sillons de 

CD1b (Porcelli et al. 1992; Sieling et al. 1995; Chiu et al. 1999). L'utilisation d'inhibiteurs 

d’acidification des endosomes lors des études sur la présentation des SGL diacylés (C32 à 

C50) (Gilleron et al. 2004) et du GMM mycobactérien (Moody et al. 1999) a permis de 

démontrer que le pH acide du lysosome est essentiel pour leur association avec CD1b in vivo. 

Le chargement du GMM sur CD1b en fonction du pH a été détaillé in vitro en 1998 par Ernst 

et ses collaborateurs (Ernst et al. 1998). Cette étude a montré par des analyses de dichroïsme 

circulaire, qu’un pH de 4, caractéristique des lysosomes permet une relaxation réversible des 

hélices α1 et α2 de CD1b, révélant les sites de liaison aux lipides. Plus précisément, le pH a 

une action sur l’acide glutamique en position 62 (E62) et l’acide aspartique  en position  60 

(D60) des hélices α1 et α2 (Relloso et al. 2008). A pH neutre, l’acide aminé                        E62 est totalement 

ionisé, et lie l’arginine 168 (R168), ce qui induit un rapprochement des hélices α1 et α2, au 

niveau du toit A’, qui correspond à l’entrée de la poche A’. Ainsi, à pH neutre, l’accès au 

sillon A’ est bloqué par cette interaction. De plus, l’interaction entre l’acide aminé D60 et la 

lysine 55 (K55), lie le centre de la boucle constituée par les acides aminés 50 à 60, 

correspondant à la paroi de la poche A’. Ce pont ionique induit une rigidité qui empêche aux 

longues chaînes lipidiques de s’insérer dans le canal A’. Dans les endosomes tardifs et 

lysosomes, le pH acide mène à une neutralisation partielle des résidus R62 et D60, 

conduisant à une déstructuration de l’hélice α2 de CD1b, et donc à l’accessibilité à la poche 

A’ pour les lipides de Mtb à longue chaîne, tels que le GMM. 

De plus, le lysosome constitue un environnement propice à l’activité de nombreuses 

hydrolases et protéines de transfert lipidique (LTP) nécessaires au chargement des lipides sur 

les protéines CD1, ces protéines sont présentées dans la partie VI. 
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V) Réponse adaptative dépendante des protéines CD1 

 
Les lymphocytes spécifiques des complexes CD1-lipides sont considérés non 

conventionnels, en opposition aux LT reconnaissant les peptides présentés par les protéines 

du CMH. Ces LT non conventionnels présentent une grande variabilité de « T Cell 

Receptor » (TCR), qui peut être de type αβ et γδ,   ainsi qu’accompagné des corécepteurs 

CD4, CD8, ou aucun (DN). La diversité de ces celluled et les critères structuraux nécessaires 

à la reconnaissance spécifique des complexes CD1- lipides seront traités dans cette partie. 

 

1) Les LT spécifiques du groupe 2 

 
Ma thèse se concentre sur la présentation des antigènes mycobactériens par CD1b, qui 

appartient au groupe 1. Ainsi, malgré le grand nombre d'études réalisées sur les cellules NKT 

(Natural Killer   T), restreintes par l'isoforme du groupe 2, CD1d, les particularités et fonctions 

de ces cellules ne seront pas détaillées dans ce manuscrit et ne seront que brièvement 

abordées dans cette partie. 

 

a) Les cellules NKT 

 
Etant donné que le modèle murin n’exprime que les protéines CD1 du groupe 2, la 

reconnaissance des antigènes lipidiques présentés par CD1d a été la plus largement étudiée.  

Ces cellules NKT possèdent à la fois des marqueurs des LT cytotoxiques, tels que le complexe 

de signalisation CD3 et un récepteur TCR αβ et des marqueurs des cellules NK, comme la 

molécule d’adhésion CD56 et le récepteur CD161 (NK1.1 pour l’homologue souris) (Pereira 

et al. 2016). 

Elles se trouvent à l’interface des systèmes immunitaires innés et adaptatifs, et sont de 

ce fait capables de répondre rapidement et avec spécifié en aval de la reconnaissance de 

l’antigène lipidique. Les lymphocytes NKT spécifiques de CD1d peuvent être divisés en 

deux types, selon la chaîne α de leur TCR. Les cellules de type 1 sont  appelées les NKT 

invariants (iNKT) car la chaîne α est conservée : Vα14Jα18 chez la souris et Vα10Jα18 chez 

l’homme (Lantz et al. 1994; Porcelli et al. 2014). 
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La chaîne β présente également une variabilité limitée, avec un biais pour le TRβV25-

1. Le second type de cellules NKT possède un répertoire de TCR plus diversifié. Les cellules 

iNKT sont fortement activées par la présentation de l’α-GalCer (Kawano et al. 1997; Morita 

et al. 1995), alors que les cellules  NKT de type II ne reconnaissent pas l’α-GalCer et 

l’antigène le plus étudié reconnu par ces cellules est le sulfatide, présent principalement dans 

le cerveau. 

 

b) Rôle des cellules NKT dans l’immunité anti-bactérienne 

 
Les cellules NKT jouent un rôle dans de nombreuses infections par des pathogènes. 

Lors de l’infection par Borrelia burdgorferi, les souris délétées pour CD1d présentent une 

charge bactérienne supérieure aux souris témoins (Wang et al. 2010). Cela suggère un rôle 

protecteur des cellules NKT lors de l’infection par ce pathogène. De la même manière, ces 

LT protègent également les souris infectées par la bactérie Pseudomonas aeruginosa 

(Nieuwenhuis et al. 2002). Les cellules iNKT du foie expriment le marqueur d’activation 

CD69 après stimulation par le cholestéryl 6'-O-acyl α-glucoside (ChAcaG) de Helicobacter 

pylori. La production d'IFN-γ et d’IL-2 dépend de l'activation des cellules iNKT via CD1d 

et est réduite par la déficience en Mincle sur les CPA (Shimamura et al. 2023). 

Bien qu’aucun antigène de Mtb n’ait été identifié comme présenté par CD1d à ce jour, 

certaines études ont montré que les cellules iNKT jouent un rôle dans l’immunité anti- 

mycobactérienne. Des souris infectées par Mtb présentent une charge bactérienne 

pulmonaire moins importante lorsque les cellules iNKT sont activées par l’α-GalCer, ce qui 

permet une meilleure survie des animaux (Chackerian et al. 2002). De plus, des études in 

vitro sur cellules  humaines montrent que les lymphocytes iNKT CD8+ activés par l’α-

GalCer sont capables de tuer directement Mtb par la sécrétion de granules cytotoxiques 

(Gansert et al. 2003). Rothchild et al. ont également montré qu’in vitro, les iNKT 

contrôlent la croissance du bacille via la production de GM-CSF et de TNF-α, de façon 

dépendante de CD1d (Rothchild et al. 2014). 

 

2) Lymphocytes spécifiques des protéines CD1 du groupe 1 

 
Historiquement, des clones de LT humains restreints par les protéines CD1 du groupe 1 ont 

été recherchés à partir du sang de patients atteints de Tb ou de volontaires sains (Porcelli et 

al. 1992; Moody et al. 2004).  
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Tableau 5 : TCR conservés entre individus reconnaissant certains antigènes présentés par 

les protéines CD1. 
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Ces LT sont exposés à un antigène spécifique ou à une préparation lipidique, et leur 

activation ainsi que leur prolifération sont évaluées par la mesure de cytokines 

caractéristiques telles que l'IFN-γ et l'IL-2. De nos jours, les tétramères constituent un outil 

de plus en plus exploité pour identifier ces LT. Il s’agit de complexes constitués de quatre 

molécules de CD1 chargées avec un antigène précis, utilisés pour identifier et isoler des 

cellules T spécifiques en les marquant par fluorescence pour les analyses en cytométrie en 

flux. Ces outils permettent l'identification directe des LT spécifiques sans besoin de 

stimulation préalable, ce qui évite les biais introduits par une stimulation in vitro. Dans cette 

partie, les différents LT spécifiques des CD1 du groupe 1 seront présentés 

 

a) Diversité des TCR des cellules T restreintes par les protéines CD1 du groupe 1 

 
Contrairement aux cellules iNKT spécifiques de CD1d, les LT spécifiques des 

protéines CD1 du groupe 1 présentent une plus grande variété de TCR, et expriment pour les 

chaînes α et β différents gènes des régions variables (V), de diversité (D) et de jonction (J) 

sans présenter de motifs particuliers (De Lalla et al. 2011). Cette variété observée pour les 

TCR spécifiques des CD1 du groupe 1 pourrait néanmoins provenir du fait que jusque 

récemment, les clones lymphocytaires spécifiques de protéines CD1 du groupe 1 étaient 

identifiés dans différents laboratoires lors d’études indépendantes, et que le nombre de 

découvertes de ces LT reste trop faible pour déterminer des biais dans les TCR. L’utilisation 

plus récente des tétramères a permis l’identification de deux sous-groupes de LT spécifiques 

du complexe CD1b-GMM, sur la base de leur TCR. 

Le premier groupe constitue les cellules “LDN5-like” (Van Rhijn et al. 2014), car le 

TCR est proche du premier clone spécifique de CD1b-GMM découvert, nommée LDN5, et 

possède donc un biais pour le TRAV17 de la chaîne α et le TRBV4-1 de la chaîne β (Moody 

et al. 1997). Les « LDN5-like » lient le tétramère CD1b-GMM avec une affinité plus faible 

que le second groupe de LT, nommé GEM (« Germline-encoded T cells »), dont le TCR est 

plus fortement conservé (TRAV1-2, TRBV6-2) (Van Rhijn et al. 2013) (tableau 5). 
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Figure 10 : Activation et différenciation des LT CD4+ en LT effecteurs. 

Les LT exprimant le corécepteur CD4 sont nommés les LT helpers (Th) et sont divisés en quatre 

majeurs sous populations : Th1, Th2, Th17 et Treg, dont la différenciation est sous le contrôle d’un 

facteur de transcription principal : T-bet, GATA3, ROR-Yt et FOXP3 respectivement et de leur 

environnement en cytokines. 
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Bien que l’existence de sous-groupes de LT avec des TCRs plus ou moins conservés a 

été démontrée, DeWitt et al en 2018 soutiennent que les TCR spécifiques du GMM sont en 

majorité variables d’un individu à l’autre (DeWitt et al. 2018), et c’est ce qui est observé pour 

les TCR spécifiques des autres lipides présentés par les CD1 du groupe 1 à ce jour. 

La majorité des clones caractérisés possèdent des TCR αβ, mais les LT γδ, découverts 

il y a bientôt quarante ans (Hayday et al. 1985), sont également activés par les protéines CD1. 

Ce type de LT ne représente que 5% des LT circulants humains et sont relativement rares dans 

le sang périphérique, mais présents en plus grande proportion dans les épithéliums et muqueuses 

des systèmes digestifs et respiratoires (Hayday et al. 2000). Les cellules T γδ restreintes par 

CD1b et CD1c reconnaissent majoritairement les protéines CD1 de manière indépendante de 

l'antigène (Roy et al. 2016; Reijneveld et al. 2020). Les cellules T γδ spécifiques de CD1d en 

complexe avec le sulfatide possèdent un biais pour le TCR Vδ1 (Luoma et al. 2014). 

 

b) Diversité du corécepteur : 

 
L’exemple le plus étudié de présentation des antigènes aux LT est celui des protéines 

du CMH de classe 1 et 2, reconnus par des LT exprimant les corécepteurs CD8 et CD4 

respectivement. Ces corécepteurs permettent une sélection positive et influent sur la fonction 

effectrice des lymphocytes. La classification des LT conventionnels est très vaste et complexe 

du fait de la plasticité conférée à ces cellules, mais de manière générale, les LT exprimant le 

corécepteur CD4 sont nommés les LT helpers (Th) et peuvent être divisés en quatre sous-

populations majeures : Th1, Th2, Th17 et Treg, dont la différenciation est sous le contrôle d’un 

facteur de transcription principal : T-bet, GATA3, ROR-γt et FOXP3, respectivement (figure 

10). Les LT qui expriment CD8 sont nommés les LT cytotoxiques, car ils secrètent des 

molécules effectrices cytotoxiques, telles que les granzymes et les perforines, qui lysent les 

cellules infectées par des pathogènes. 

Les corécepteurs ont également un rôle dans la fonction effectrice des LT non 

conventionnels. Cette diversité dans l’expression des corécepteurs est en effet observée dans 

les LT polyclonaux spécifiques des protéines CD1 du groupe 1 provenant de souris 

humanisées exprimant les protéines CD1 (ou hCD1Tg) infectées par Mtb, où des populations 

de cellules T CD4+, CD8+ et DN sont identifiées (Felio et al. 2009). De même, les                              LT 

spécifiques du GMM restreints par CD1c chez les primates non humains vaccinés par le BCG 

peuvent exprimer CD4, CD8 ou être DN (Layton et al. 2021).  

En 2022, James et al. ont identifié que ces corécepteurs possédaient  un impact sur  



54 

l’avidité des LT pour les glycolipides mycobactériens présentés par CD1b (James  et al. 2022). 

Ils montrent que les LT spécifiques des SGL analysés ex vivo expriment en prédominance 

CD4.  Cette étude démontre que l’avidité des LT pour les tétramères chargés en SGL est la 

plus forte chez les LT CD4, puis chez les LT CD8 et enfin, elle est plus faible concernant les 

LT DN. Bien qu’il reste à étudier ce biais en faveur d’un corécepteur précis dans le cas de la 

reconnaissance par d’autres lipides antigéniques, ce biais vers CD4 semble être également 

vrai pour les cellules T auto-réactives restreintes par CD1a (De Jong et al. 2010; Cotton et al. 

2021). Il est donc important de considérer l'expression des corécepteurs par les LT restreints 

par CD1b                                               lors du développement des vaccins lipidiques, car les cellules T CD4 semblent 

plus susceptibles d'être activées en contexte d'infection en raison de leur avidité importante. 

 
3) Reconnaissance des complexes CD1-lipides par les LT spécifiques du groupe 1 

 

a) Importance de la partie polaire 

 

Les clones identifiés à ce jour restreints par les protéines CD1 du groupe 1 sont plus 

ou moins spécifiques d’un groupement lipidique. Le clone LDN5 est spécifique du GMM, 

et ne présente pas de réactivité croisée pour les AM et le GroMM (Chancellor et al. 2017). 

En effet, le remplacement du glucose par un glycérol ou par un épimère du glucose empêche 

totalement  la reconnaissance de ce clone (Moody et al. 1997), cette spécificité s’explique par 

l’importance du glucose dans la formation du complexe ternaire CD1b-GMM-TCR, ce qui 

a été montré par cristallographie en 2016 par Gras et al. (Gras et al. 2016). Le clone 

spécifique du GroMM, nommé Z5B71 et identifié par Layre et al. en 2009, reconnaît un 

épitope partagé par deux espèces lipidiques, et est également activé lors de la présentation 

par le GMM, mais pas par le                     TMM ni le TDM (Layre et al. 2009). Deux clones spécifiques 

du LAM : le clone LDN4 isolé à partir du sang d’un patient atteint de la lèpre, et le clone 

BDN2 provenant du sang d’un donneur sain se distinguent par leur stringence pour ce 

lipoglycane. Le clone LDN4 reconnaît principalement le LAM et est légèrement activé par 

le LM, alors que le clone BDN2 reconnaît de la même manière les LAM, LM et PIM6. Cela 

s’explique par la discrimination faite par le TCR sur le degré de mannosylation et sur la 

présence d’unités α(1->2)Manp (Sieling et al. 1995). En revanche, le clone Z5B11, isolé par 

de la Salle et al. en 2005, est activé uniquement par les PIM (De La Salle et al. 2005). 

Le clone lymphocytaire Z4B27, qui reconnaît l’Ac2SGL, nécessite le groupe sulfate 

afin d’être activé par ce lipide. En effet, la désulfatation de ce lipide annule complètement 

l’activation du clone (Gilleron et al. 2004). 
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Il est également important de considérer la partie lipidique des glycolipides 

antigéniques,  car de nombreuses recherches montrent que cette partie est déterminante pour 

l’activation des clones lymphocytaires. 

 

b) Importance de la partie lipidique 

 
Bien que la partie polaire de l’épitope soit considérée comme un déterminant majeur 

de la  reconnaissance par le TCR, et donc de l’activation des LT, de nombreuses études 

montrent que les parties lipidiques, enfouies dans les sillons des protéines CD1, peuvent 

également influencer ces interactions. 

En 2002, il a été démontré pour la première fois que la partie lipidique des AM 

influençait                                 l'activation du clone spécifique DN1. Bien que cet effet soit moins prononcé que 

les modifications de la partie polaire, la nature α, céto ou méthoxy affecte leur 

reconnaissance par                    le TCR (Grant et al. 2002). Plus récemment, l’utilisation des tétramères 

de CD1b chargés avec des AM céto ou méthoxy ont également permis à Van Rhijn et al. 

d’identifier deux populations de LT différentes dans le sang de donneurs reconnaissant 

spécifiquement ces deux AM sans réactivité croisée  (Van Rhijn et al. 2017). 

L’étude de Guiard et al. en 2009 a permis également d’identifier l’importance de la 

longueur et de la structure des chaînes d’acide gras pour la reconnaissance du Ac2SGL par 

les LT issus de sang de donneurs sains Z4B27 et Z4A26 (Gilleron et al. 2004). Les 

groupements méthyles sur l’acide hydroxyphtiocéranoïque, ainsi que la longueur de 16 

carbones de l’acide palmitique, sont des paramètres importants pour l’activation de ces 

clones (Guiard et al. 2009).  En 2018, James et ses collaborateurs ont montré que d’autres 

lignées cellulaires spécifiques de  l’Ac2SGL naturel, nommées A01 et A05, montrent une 

réactivité variable en fonction de la présentation de différents Ac2SGL synthétiques, dont 

seule la partie lipidique diffère. De plus, lors de cette étude, d’autres lignées  de LT isolées 

via tétramères sur la base de la reconnaissance d’un analogue synthétique du Ac2SGL, dont 

l’acide hydroxyphtiocéranoïque est remplacé par un acide gras long insaturé tétraméthylé, 

sont incapables de reconnaître l'Ac2SGL naturel, indiquant une spécificité particulière pour 

la partie lipidique (James et al. 2018). 

L’importance de la structure de la partie lipidique du GMM a été mise en évidence 

également lors d’une étude sur plusieurs clones possédant un TCR GEM. En étudiant une 

quinzaine de lipides avec différentes décorations sur les chaînes alkyles, Chancellor et al. 

ont montré que certains de ces TCRs possédaient un mécanisme de reconnaissance plus  
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Figure 11 : Représentation schématique des trois modèles de reconnaissances des complexes 

CD1- lipides par les TCR. Le modèle de co-reconnaissance classique ou “modèle de la pince à 

épiler” repose sur l’interaction du TCR avec à la fois l’épitope lipidique et la protéine CD1. Deux 

modèles de reconnaissance ont été proposés à la suite de l’analyse des structures cristallographiques 

des complexes CD1-lipides-TCR. Le modèle d’absence d’interférence montre que l’interaction du 

TCR est autorisée par la présence de la lyso-PC alors que la sphingomyéline empêche cette 

interaction. Enfin, un autre modèle de reconnaissance a été proposé pour CD1c, où la liaison de 

ligand lipidique favorise le repliement du toit de la protéine, qui devient une surface de contact 

possible avec le TCR, c’est le modèle changement de conformation. 

Adaptée   de   Moody   et   al.   Current   Opinion   in   Immunology   2017. 
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discriminant pour les chaînes d’acide gras que d’autres, qui montrent une reconnaissance 

plus flexible de la partie AM (Chancellor et al. 2017). 

Concernant l’activation des clones spécifiques de CD1c-MPM, la première étude 

détaillée de la structure-fonction des antigènes présentés par CD1c, effectuée en 2007 par 

de Jong et al., propose que CD1c lie sélectivement des lipides dont la longueur varie entre 

30 et 40 carbones, avec des ramifications méthylées, plutôt que les antigènes lipidiques plus 

courts et non ramifiés. De plus l’utilisation de MPM estérifié par des mycokétides méthylés 

sur différentes positions a une influence l’activation du clone (De Jong et al. 2007). 

 

c) Mécanismes de reconnaissance des complexes CD1-lipides par les TCR spécifiques 

des protéines CD1 du  groupe 1 

 

Le rôle des protéines CD1 dans la réponse immunitaire est principalement compris 

via l’identification des différents antigènes présentés. Cela explique pourquoi la 

compréhension moléculaire du mécanisme de reconnaissance des antigènes lipidiques 

dépasse la connaissance en termes de rôles des LT réactifs aux CD1 dans les maladies. Ce 

déséquilibre de connaissance s’explique également par l’absence de modèles animaux 

disponibles. 

Plusieurs modèles de reconnaissance des complexes ont été identifiés, les structures 

cristallographiques de CD1b-GMM-TCR, ou de CD1d-α-GalCer-TCR ont permis d’identifier 

le mode de co-reconnaissance, retrouvé dans le cas de la reconnaissance des épitopes présentés 

par les protéines du CMH. Deux autres modèles ont été mis en évidence ensuite, ils sont décrits 

ci-dessous et présentés schématiquement dans la figure 11. 

 

Modèle de co-reconnaissance ou reconnaissance du groupe polaire du ligand lipidique :   

Dans ce modèle, le TCR reconnaît la partie polaire, mais pas ou très peu la partie 

lipidique. Il s’agit probablement du cas de figure le plus classique (Shahine et al. 2017). Ce 

modèle a été mis en évidence assez tôt pour les isoformes CD1b et CD1d (Moody et al. 2004; 

1997; Kawano et al. 1997). Par la suite, ces résultats ont été confirmés par études 

cristallographiques, montrant que les TCR des LT restreints par CD1b et CD1d lient 

directement ce groupe polaire qui dépasse de la structure de CD1 (Gras et al. 2016; Borg et 

al. 2007). Dans le cas de la reconnaissance du GMM, les chaînes α et β du TCR entourent le 

résidu de glucose comme une « pince à épiler », en établissant des interactions avec la 

surface de CD1b, comme ce qui est observé pour les interactions TCR-CMH. 
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Figure 12 : Fonctions effectrices des LT restreints par CD1 du groupe 1 et 2. Adapté de Layre et 

al, 2015. 

Les LT restreints par CD1 contribuent aux réponses immunitaires en produisant des cytokines et/ou 

en exerçant une cytotoxicité induite par la libération de perforine et de granzymes. Les LT restreints 

par CD1 des groupes 1 et 2 comprennent des LT auto-réactifs et des LT reconnaissant 

spécifiquement les lipides microbiens. Les cellules iNKT, qui constituent une population majeure 

LT restreints par CD1d, sont des LT innés, capables d’être activés au cours d'une infection 

microbienne. 
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Modèle d’absence d’interférence avec le ligand :  

La reconnaissance de CD1a présentant                 du squalène a remis en question le modèle de 

la co-reconnaissance pour certains cas, et mis en  évidence le modèle d’absence 

d’interférence. En effet, le squalène est un lipide ne possédant pas de partie polaire, et un 

clone lymphocytaire nommé BC2 est capable de reconnaître cet antigène, ainsi que d’autres 

dépourvus de partie hydrophile, comme les cires d’ester et acides gras libres (De Jong et al. 

2014). L’étude de Birkinshaw et al. a montré par cristallographie que certains TCR se lient 

en effet au toit A’ de CD1a sans contact direct avec les ligands permissifs. Les ligands non 

permissifs, possédant une partie polaire plus imposante, tels que la sphingomyéline, 

perturbent la surface de la protéine et empêchent le TCR d’interagir (Birkinshaw et al. 

2015). Ce modèle n’a été observé que pour CD1a à ce jour. 

Modèle du changement de conformation de CD1 :  

Ce modèle a été mis en évidence dans  le cas de formation de complexe TCR-CD1c. 

Une étude de Mansour et al. a montré que la liaison de CD1c avec des esters de cholestérol 

du soi induisait une réorganisation des sillons de  cette protéine, où  la poche F’ se ferme et le 

portail G’ s’ouvre. Cette structure permet de dévoiler                             un épitope protéique à la surface de 

CD1c qui est la cible reconnue par le TCR (Mansour et al. 2016). D’autres études  sur les 

interactions entre le TCR de LT αβ et δγ et CD1c confirment l’existence de ce modèle de 

reconnaissance, où l’épitope reconnu est donc sur CD1c (Roy et al. 2014; 2016). Dans ce 

modèle, comme dans le modèle d’absence d’interférence, le TCR reconnaît la protéine CD1 

plutôt que les lipides qu’elle présente, suggérant un autre rôle important de la partie 

hydrophobe des ligands lipidiques, celui de permettre des changements de conformation aux 

protéines CD1. 

 

4) Fonctions effectrices et rôle dans la réponse immunitaire des LT spécifiques 

des                   protéines CD1 du groupe 1 

 

Nous venons de voir que, selon le modèle de reconnaissance, la présentation des 

antigènes lipidiques par les protéines CD1 peut soit permettre la reconnaissance du complexe 

CD1- lipide par un TCR spécifique aux lipides étrangers ou du soi, soit empêcher la 

reconnaissance de CD1 par le TCR auto-réactif dans le cas de ligands non permissifs. De la 

même manière que les LT restreints par les protéines du CMH, l’activation de ces LT permet 

la production de cytokines de type Th1, Th2, Th17 ainsi qu’une activité cytotoxique, et ces 

LT jouent un rôle dans les infections, les cancers, et les maladies auto-immunes (figure 12). 
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a) Importance des LT spécifiques des protéines CD1 du groupe 1 dans l’auto-

immunité 

 
Les cellules T autoréactives restreintes par CD1a représentent 0,02 à 0,4 % des 

cellules T mémoire dans le sang (De Lalla et al. 2011). Étant donné que CD1a est exprimé 

par les cellules de Langerhans, ces cellules T sont courantes dans la peau et dans le sang 

périphérique.  Des clones autoréactifs de ces cellules ont été isolés du sang de donneurs, et 

il a été démontré qu'ils produisent de l'IL-22, mais pas d'IFN-γ ou d'IL-17, ce qui suggère 

qu'ils ont un phénotype Th22. Les résultats ont été confirmés par extraction de LT restreints 

par CD1a de la peau qui montraient un phénotype similaire (De Jong et al. 2010). 

Les cellules T restreintes par CD1a ont été identifiées comme impliquées dans des 

maladies de la peau, comme le psoriasis et l’eczéma. Ces processus impliquent également 

l’enzyme PLA2, qui permet de générer de nouveaux antigènes. Cheung et al. ont montré 

que les néolipides générés par PLA2 pouvaient être trouvés dans les exosomes des plaques 

psoriasiques et activer les LT restreints par CD1a, induisant ainsi la production d'IFN-γ dans 

la peau lésée, mais pas dans les tissus (Cheung et al. 2016). Il a été découvert également que 

les cellules T restreintes par CD1a jouent un rôle dans l’eczéma en produisant plusieurs 

cytokines inflammatoires, y compris IFN-γ, IL-13 et GM-CSF en réponse à des néoantigènes 

créés par PLA2 à partir de l'acarien présent dans la peau (Jarrett et al. 2016). De plus, la 

PLA2 dans le venin d'abeille conduit également à la production d'acides gras libres, 

conduisant à l'activation des LT spécifiques de CD1a (Bourgeois et al. 2015). Des 

recherches supplémentaires sont nécessaires pour déterminer le rôle de ces LT dans des 

maladies comme l'eczéma et le psoriasis, ainsi que l'impact de leur inhibition sur la 

progression de ces maladies. 

Wun et al. ont utilisé des tétramères CD1c chargés de lipides endogènes pour trier les 

cellules T autoréactives restreintes par cette isoforme chez des humains sains. Ils ont 

identifié deux clones, CD4+ et CD4-, se liant au tétramère CD1c chargé de 

monoacylglycérol (MAG), tandis que des lipides avec des groupes polaires plus grands, 

comme la PC bloquaient la liaison.                 De la même manière que pour les LT restreints par CD1a, 

il semblerait que les grands groupes polaires interférent dans certains cas avec la liaison 

correcte du TCR à CD1c (Wun et al. 2018).                                    Les LT auto-réactifs restreints par CD1c seraient 

également impliqué dans la production d’auto- anticorps dans le contexte du lupus 

érythémateux systémique (LES). Ces LT produisent de l'IL- 4 et de l'IFN-γ, tandis que LT 
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spécifiques de CD1c provenant de témoins sains ne produisent que de l'IFN-γ. De plus, 

lorsque les cellules T restreintes par CD1c provenant de patients atteints de LES sont co-

cultivées avec des LB CD1c+, elles permettent la production d'IgG, ce qui pourrait favoriser 

les réponses auto-anticorps dans le LES (Sieling et al. 2000). 

Des cellules T cytotoxiques autoréactives restreintes par CD1a et CD1c ont également 

été identifiées dans des échantillons de biopsies de patients atteints de thyroïdites auto-

immunes, suggérant qu'elles pourraient contribuer aux maladies de Grave et de Hashimoto 

(Roura-Mir et                  al. 2005). 

Bien que l'autoréactivité restreinte par CD1a et CD1c soit bien documentée, 

l'autoréactivité envers CD1b l’est moins. En 1996, CD1b a été trouvé exprimé dans les 

cellules inflammatoires périvasculaires de lésions de la sclérose en plaques, mais pas dans 

les  contrôles sains (Battistini et al. 1996). De plus, il a été montré que l’expression de CD1b 

était augmentée sur les macrophages alvéolaires de fumeurs et que cela était corrélé avec la 

gravité  de la maladie. Il a été supposé que la fumée de cigarette induit l'oxydation des lipides 

dans les cellules épithéliales bronchiques, et que les lipides oxydés pourraient 

potentiellement devenir des  néo-antigènes présentés par CD1b (Ween et al. 2021). La lignée 

HJ1, spécifique de CD1b répond aux PG, PC, PE et PI, mais pas à la PS (Bagchi et al. 2016), 

et ces cellules montrent un phénotype activé (CD44hiCD69+CD122+) chez les souris 

naïves, indiquant une activité contre les lipides endogènes (Li et al. 2011). 

 

b) Importance dans l’immunité anti-mycobactérienne 

 
L'identification des LT restreints par les protéines CD1 du groupe 1 chez les individus 

infectés par Mtb fournit des preuves de leur rôle dans la protection contre ce pathogène. En 

effet, des LT spécifiques d’Ac2SGL sont plus fréquemment retrouvés chez les individus 

PPD+ par rapport aux PPD- (répondant ou non au test d’intradermoréaction à la tuberculine), 

ce qui suggère que ces LT ont été amplifiés lors de l’infection par Mtb (Gilleron et al. 2004). 

L’étude de Busch et al. a montré que l'activation des LT dépendants de CD1b 

contribue à la limitation de la croissance mycobactérienne dans les lavages broncho-

alvéolaires des infections actives et latentes. Cette étude identifie le LAM comme un lipide 

immunogène. Un sous-ensemble de cellules T cytotoxiques CD8+ réactives au LAM, 

produisant de l'IFN-γ et les molécules cytotoxiques perforine, granulysine et granzyme B, 

est présent chez les patients infectés de manière latente, mais pas active. Comme les patients 

infectés de manière latente ont une meilleure capacité à limiter la progression de la maladie 
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que ceux infectés de manière active, cette étude soutient le rôle protecteur des cellules T 

restreintes par CD1b dans la Tb humaine (Busch et al. 2016). 

Dans un modèle de souris humanisées hCD1tg exprimant également des LT avec le 

TCR d’un clone spécifique des AM nommé DN1, une réduction de la charge bactérienne 

due à ces LT est observée in vitro et in vivo (Zhao et al. 2015). Ces LT produisent notamment 

de l’IFN- γ du TNF-α et de l’IL-13, de manière restreinte par CD1b et peuvent lyser les 

BMDC infectées  par Mtb. De la même manière que pour les clones restreints par CD1b, les 

LT reconnaissant CD1c sont plus nombreux dans le sang des individus infectées par Mtb 

(Ly et al. 2013). 

 

c) Importance dans l’immunité contre d’autres pathogènes : 

 
En plus de Mtb, d’autres espèces bactériennes sont reconnues par les LT restreints par 

les  protéines CD1 du groupe 1. En effet, des LT isolés et amplifiés à l’aide de tétramères de 

CD1b chargés avec des lipides totaux de Staphylococcus aureus, Brucella melitensis et 

Salmonella Typhimurium, se sont révélés être autoréactifs et reconnaître le PG (Van Rhijn 

et al. 2016), un lipide du soi également présent chez de nombreuses espèces bactériennes. 

En accord avec ces découvertes, les LT autoréactifs restreints par le CD1b peuvent 

fournir une protection contre l'infection par Listeria monocytogenes. Le clone HJ1 

autoréactif restreint par CD1b isolé chez l’homme, déjà présenté dans la partie sur 

l’autoimmunité, est capable de produire des cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IL-

17A, IFN-γ et le TNF-α, et conduit à la lyse des cellules exprimant CD1b lors de l’infection 

par L. monocytogenes chez les souris hCD1tg (Li et al. 2011). Cette découverte suggère que 

les LT autoréactifs restreints par CD1b  peuvent jouer un rôle dans la défense de l'hôte contre 

diverses infections, bien que le mécanisme de suppression de cette autoréactivité en 

l'absence d'infection ne soit pas encore élucidé. 

Les LT spécifiques des protéines CD1 du groupe 1 semblent jouer un rôle important 

contre l’infection par S. aureus. Les souris hCD1Tg infectées par S. aureus présentent une 

pathologie rénale plus faible que les souris sauvages, et produisent des cytokines pro-

inflammatoires, telles que  l’IL-17A et l'IFN-γ. Cela est dû à la reconnaissance du PG de la 

bactérie par les LT restreints par les protéines CD1 du groupe 1. Chez ces souris, la cinétique 

d'activation des cellules T restreintes par le CD1 du groupe 1 ressemblait davantage à celle 

des cellules T conventionnelles plutôt qu'à celle des cellules NKT de type inné 

(Visvabharathy et al. 2020). Cette étude est importante, car elle suggère que les cellules T 
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restreintes par les protéines CD1 du groupe 1 permettent une protection dans une infection 

autre que la Tb. 

 

d) Propriétés des LT mémoire spécifiques des protéines CD1 du groupe 1 

 
Il n’est pas évident de définir un phénotype mémoire des LT spécifiques des CD1 du 

groupe 1. Cependant, il existe des preuves que des LT provenant de souris hCD1Tg 

vaccinées avec des AM présentent une cinétique d'activation se rapprochant de lymphocytes 

mémoires. La réponse maximale à la première immunisation avec des CD présentant l’AM 

de Mtb se produit 7 jours après l'immunisation, tandis que la réponse maximale à 

l'immunisation de rappel, administrée 4 semaines après la primo-immunisation, se produit 

5 jours après l'immunisation avec une plus grande ampleur (Morgun et al. 2023). Un tel effet 

suggère que l'immunisation initiale a conduit à une expansion et à une différenciation des LT 

mémoire. Des données similaires ont été obtenues lors d’études chez l’homme. Montamat-

Sicotte et al. ont montré que les LT spécifiques des AM pouvaient être détectés dans les 

PBMC                                   des individus infectés par Mtb 1 à 2 ans après traitement de l’infection (Montamat-

Sicotte et al.                      2011). Ces cellules T, après une seconde stimulation par les AM, sont capables 

de se multiplier et de produire de l’IL-12 et de l’IFN-γ de la même manière que les LT 

spécifiques de l’antigène protéique ESAT-6 (early secreted antigenic target 6 kDa), qui est 

un antigène mycobactérien connu. De plus, une étude utilisant des tétramères de CD1b 

couplés au GMM ou aux AM a montré l’existence de population de LT CD45RO+ 

(CD45RO étant exprimé sur les LT mémoire) et CD45RO- dans des cohortes humaines 

ayant une Tb active ou latente, suggérant l’existence d’un phénotype mémoire (Lopez et al. 

2020). 

Ainsi, il semblerait que certaines cellules T spécifiques du groupe 1 peuvent se 

différencier en lymphocytes mémoires. Des recherches supplémentaires seraient nécessaires 

afin de s’assurer que ces cellules soient capables de fournir une protection contre les 

infections. 

 

e) Développement de vaccins de nouvelle génération à base de lipides 

mycobactériens 

 
Certains LT sont capables de reconnaître des lipides de l’enveloppe mycobactérienne, 

présentés par les protéines CD1, plus particulièrement CD1b.  Cette reconnaissance non  
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conventionnelle a été étudiée, afin de savoir si elle pourrait induire une  protection et donc 

constituer une nouvelle stratégie vaccinale. La vaccination par les lipides possède de 

nombreux avantages. Les molécules CD1 sont non polymorphiques, la réponse immunitaire 

pourrait ainsi être homogène dans la population. Les lipides sont présentés par les CD, ce qui 

permet un priming efficace des cellules T. De plus, l'activité adjuvante des lipides est médiée 

par DC-SIGN, les TLRs et Mincle, ce qui renforce encore l'efficacité de la réponse 

immunitaire. 

La première étude démontrant que l’immunisation de cochons d’Inde par des lipides 

totaux de  Mtb induisait une prolifération des LT dépendante des protéines CD1b et CD1d, et 

qu’elle était corrélée à une protection, a eu lieu en 2002 (Hiromatsu et al. 2002). En 2003, 

Dascher et al. ont réalisé des tests d’immunisation de cochons d’Inde avec un extrait 

lipidique total de Mtb, incorporé dans des liposomes et administré par aérosol. Les animaux 

vaccinés présentaient une charge bactérienne réduite dans les poumons et la rate, ainsi 

qu’une pathologie atténuée, caractérisée par des granulomes plus petits par rapport aux 

groupes témoins (Dascher et al. 2003). Des antigènes lipidiques de Mtb purifiés, Ac2SGL et 

PIM2, ont été utilisés sous forme de liposome, couplé à l’adjuvant diméthyl dioctadécyl 

ammonium bromide (DDA), pour immuniser les cochons d’Inde (Larrouy-Maumus et al. 

2017). Cette étude a montré que l’immunisation des animaux avec ces deux lipides 

permettait de réduire la charge bactérienne et le nombre de lésions dans la rate et les 

poumons par rapport au groupe non vacciné. Plus récemment, en 2023, Eckhardt et ses  

collaborateurs ont utilisé du PIM6 purifié, présenté sous forme de liposome, pour vacciner 

le cochon d’Inde (Eckhardt et al. 2023). L’étude a révélé que la vaccination par PIM6 

permettait de diminuer la charge bactérienne et la pathologie dans les ganglions et la rate des 

animaux, bien que la vaccination par BCG offre une protection plus grande. 

Un autre animal modèle, le bovin, a été étudié en 2009. Cette étude a montré que 

lorsque des modèles bovins, exprimant les mêmes isoformes de CD1 que l’homme, sont 

immunisés avec du GMM purifié, ils répondent avec une réponse T aussi efficace que celle 

déclenchée par un vaccin protéique utilisant le même adjuvant (Nguyen et al. 2009). 

Enfin, des études sur souris humanisées ont été réalisées en 2015 par Zhao et al. Ce 

modèle murin exprime les protéines CD1 humaines, ainsi que des LT spécifiques des AM. 

L’infection de ces souris par Mtb induit une activation rapide de ces LT au niveau des 

ganglions  lymphatiques médiastinaux. Ils s’accumulent ensuite aux sites d’infection dans 

les poumons et permettent une protection contre l’infection, se traduisant par la sécrétion 
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Tableau 6 : Bilan des modes d'action des différentes protéines de transfert lipidique (LTP) 

identifiées à ce jour. Ces protéines, connues pour leur implication dans le métabolisme des lipides, 

peuvent également intervenir dans le chargement d’antigènes sur les protéines CD1. Les LTP sont 

la protéine « microsomal triglycéride transfer » (MTP), les protéine Niemann-Pick C1 et C2 (NPC1 et 

NPC2), la protéine activatrice de GM2 (GM2AP), les saposines et CD1e. 

 



67 

d’IFN-γ, de TNFα, d’IL-13 et IL-6 (Zhao et al. 2015). Cette réponse immunitaire, 

dépendante de la présentation des AM par CD1b, permet une réduction de la charge 

bactérienne dans les poumons, foie et rate des souris humanisées. 

Afin d’induire cette réponse protectrice, les protéines CD1 en surface des CPA 

présentent               certains antigènes lipidiques décrits précédemment. Ces lipides nécessitent un 

apprêtement particulier prenant place au niveau des endosomes tardifs et lysosomes. Cette 

étape représente                           le cœur de mon projet de thèse. 

 

VI) Apprêtement des lipides pour leur présentation par les protéines CD1 
 

1) Rôle des protéines de transfert lipidique dans le chargement des antigènes sur CD1 

 
Au cours de cette introduciton, nous avons vu que certains lipides, dont les chaînes 

d’acides gras sont courtes, peuvent directement être échangés à la surface de la cellule. En 

effet, lorsque des CPA sont fixées, des analogues synthétiques du GMM possédant des 

chaînes de C12 à C32 peuvent directement se charger sur CD1b sans passer par la voie 

endosomale. L'analogue de l'α-GalCer (C20) peut également se loger dans les sillons de 

CD1d en surface (Zajonc et al. 2005). Cependant, au niveau des endosomes, le chargement 

des protéines CD1 nécessite l'intervention de protéines capables de                     déloger ces molécules 

hydrophobes des membranes : les protéines de transport de lipides (LTP)  (tableau 6). 

Ces LTP sont physiologiquement impliquées dans des voies de biosynthèse 

lipidique. La                                      perte de fonction de certaines de ces LTP entraîne des accumulations de 

substrats dans les cellules, causant des maladies lysosomales appelées troubles du stockage 

des lipides. Parmi les   LTP lysosomales, on trouve CD1e, les quatre saposines (Sap-A, Sap-

B, Sap-C et Sap-D), la protéine Niemann-Pick type 2 (NPC2) et la protéine ganglioside 

monosialic 2 activator  (GM2AP). De plus, au niveau de l’assemblage des protéines CD1 

dans le RE, la protéine du RE  “microsomal triglyceride transfer” (MTP) a également été 

identifiée comme impliquée dans la  biosynthèse de la protéine CD1d (Brozovic et al. 2004; 

Dougan et al. 2005). Le rôle connu de la protéine MTP est d’assurer le transfert des 

triacylglycérols et glycérophospholipides sur l’apolipoprotéine B (ApoB), ce qui est requis 

pour le bon assemblage et la sécrétion des lipoprotéines de très faible densité (VLDL) dans 

le foie. 
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Figure 13 : Trafic et localisation intracellulaire de CD1e dans les CD. 

CD1e n’est jamais exprimée à la surface cellulaire des CD. Après sa biosynthèse sous forme 

membranaire au niveau du RE, CD1e est localisé dans l’appareil de Golgi des CD immatures (A). 

L’ubiquitinylation de résidus lysine localisés sur le domaine cytoplasmique permet à CD1e d’être 

directement adressée aux endosomes tardifs et au lysosome où la protéine est clivée en une forme 

soluble, active et stable, dans les CD matures (B). 
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a) L’isoforme CD1e 

 
L'isoforme CD1e est la seule à ne pas être exprimée à la surface des CPA (Angénieux 

et al. 2000). Sa localisation est strictement intracellulaire et son expression se limite aux CD. 

Dans les CD immatures, les protéines CD1e s’accumulent au niveau des membranes des 

compartiments de l'appareil de Golgi et du trans-Golgi. Lorsque les CD sont activées, par 

exemple par reconnaissance du LPS par le TLR4, ces protéines sont transportées vers les 

lysosomes. Le signal responsable de la migration de CD1e du Golgi vers les endosomes 

tardifs est une mono-ubiquitinylation de certaines lysines sur le domaine cytosolique de 

CD1e (Maître et al. 2008). Dans les lysosomes, CD1e est clivée et obtient ainsi sa forme 

soluble et active (Angénieux et al. 2005; Maître et al. 2009), exclusive aux CD activées 

(figure 13). 

En 2005, de la Salle et al. ont démontré que CD1e assiste la digestion du phosphatidyl- 

myoinositol hexa-mannosylé (PIM6) par l’α-mannosidase. CD1e est essentiel pour 

permettre à                                              cette hydrolase de cliver quatre sous-unités α-D-Manp, produisant ainsi le PIM2 

di-mannosylé, permettant d'activer un clone spécifique du PIM2. Plus précisément, les 

travaux de Cala-de Paepe et ses collaborateurs en 2012 ont montré que CD1e permet le 

transfert des PIMs di-acylés entre les membranes et CD1b, sans induire de désorganisation 

de la membrane (Cala-De Paepe et al. 2012). 

CD1e joue donc un rôle de LTP (lipid transfer protein) qui a également été étudié dans 

le cas du chargement de lipides sur CD1c et CD1d (Facciotti et al. 2011). Ces recherches ont 

permis de mettre en lumière la capacité de CD1e à favoriser le chargement ainsi que le 

déchargement des lipides sur CD1d. CD1e ne joue donc pas un rôle direct dans la 

présentation des lipides, mais contribue à l'élargissement du répertoire des antigènes 

lipidiques exposés à la surface des CD par CD1b. En se liant aux lipides dans les lysosomes, 

CD1e facilite la digestion des glycolipides plus complexes, rendant ainsi ces antigènes 

accessibles pour la présentation par les protéines du CD1. Cela est cohérent avec la structure 

de la protéine, présentée  précédemment, compatible avec un rôle de transport de nombreux 

lipides. 

 

 

 

 

 



70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Représentation schématique des deux modèles de fonctionnement des LTP.  

A) Dans le cas du modèle « perturbateur de membrane », La LTP (jaune), forme un complexe 

soluble avec le lipide pour le présenter à l’hydrolase (bleu) dans le lumen du lysosome. B) Dans le cas 

du modèle « liftase », La LTP (en orange), perturbe l’intégrité de la membrane afin de permettre 

à l’hydrolase (violet) d’accéder au lipide. 

D’après  Hill et al. 2018. 
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b) Les saposines 

 
Les quatre saposines (SAP pour « Small Activator Protein »), Sap-A, Sap-B, Sap-C et 

Sap-D sont des glycoprotéines de petite taille (8 à 11 kDa). Ces protéines proviennent du 

clivage lysosomal d'un précurseur commun : la prosaposine, une glycoprotéine de 70 kDa 

composée des domaines codant pour les quatre saposines en tandem (O’Brien et al. 1988). 

Des expériences d’inactivation de l’expression de la prosaposine chez des modèles murins ont 

révélé une grave altération de l'activation des lymphocytes NKT, spécifiques de CD1d (Zhou 

et al. 2004). Chez l’homme, la transduction de fibroblastes par les gènes codants pour CD1d 

et le gène codant pour la prosaposine, suivi de la stimulation par l’α-GalCer permet 

l’activation de clones NKT, montrant que les saposines sont indispensables au chargement 

de ce lipide sur CD1d et à la stimulation des NKT in vitro (Kang et al. 2004). Bien que 

toutes les saposines possèdent une structure similaire, incluant un site de glycosylation et 

un motif de six cystéines                            et des acides aminés prolines aux mêmes positions (Munford et al. 

1995), elles semblent jouer différents rôles dans l’activation des hydrolases des 

sphingolipides chez l’homme (Darmoise et al. 2010; Kishimoto et al. 1992). Leurs 

dysfonctionnements sont liés à des pathologies chez l’homme, celui de la Sap-A induit une 

accumulation du β-GalCer dans les tissus des souris (Matsuda 2001) et la maladie de Krabbe 

chez l’homme (Spiegel et al. 2005), alors que les mutations dans les Sap-B et Sap-C 

induisent la maladie de Gaucher (Vaccaro et al. 2010). 

Deux mécanismes de fonctionnement des saposines sont proposés (figure 14), le 

premier est le modèle de “solubilisant”, où la LTP est capable d’extraire entièrement et de 

former un complexe stable avec le lipide afin de le présenter à l’hydrolase. Les sap A et B 

jouent ce rôle et ce modèle de solubilisant est également celui proposé pour les LTP CD1e et 

GM2AP. Le second est le modèle de “liftase”, où la LTP perturbe l’intégrité de la membrane 

pour permettre aux hydrolases d’avoir accès aux lipides, ce rôle est supposé pour les Sap C 

et D. 

La Sap-A est essentielle pour l'hydrolyse du 4-méthylumbelliféryle β-glucoside et du 

glucocérébroside par la β-glucosylcéramidase, ainsi que celle du galactocérébroside par la 

β- galactosylcéramidase (GALC) (Morimoto et al. 1989). L’environnement du lysosome, à 

savoir un pH acide avec une faible concentration de cholestérol et une forte concentration 

de bis(monoacylglycerol) phosphate (BMP), favorise l’activité d’extraction lipidique de 

Sap-A (Locatelli-Hoops et al. 2006). La structure de Sap-A avec GALC a été élucidée en 

2018 et montre que la présence de détergents dans sa cavité hydrophobe est nécessaire pour 
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que Sap-A  adopte une conformation ouverte, nécessaire pour l’interaction avec l’hydrolase. 

Cette même étude de Hill et al. de 2018 révèle que Sap-A forme un hétérotétramère avec la 

GALC, et que ces interactions in vivo sont fortement spécifiques de la Sap-A (Hill et al. 

2018). In vitro, cette LTP  permet le transfert de phospholipides incorporé à des lysosomes 

sur CD1d (Zhou et al. 2004). Une approche informatique de simulation de dynamique 

moléculaire a montré que la Sap-A pourrait être impliquée dans le processus de chargement 

et d'échange des lipides avec CD1d dans des environnements acides (Cuevas-Zuviría et al. 

2020). Pour le moment, il n’y a pas d’évidence que la Sap-A joue un rôle précis dans le 

chargement de lipides sur les protéines du CD1 in vivo. 

Sap-B a été décrite pour la première fois en 1964 (Mehl et al. 1964). Cette saposine 

permet l’hydrolyse des sulfatides par l’arylsulfatase A (ARSA) (Vogel et al.1991),  des 

lipides Gb3 et Ga2Cer par l’α-galactosidase A (Fürst et al. 1992), et du LacCer par la 

galactosylceramide β-galactosidase (Sun et al. 2008). De plus, elle assiste  la LTP GM2AP 

dans la dégradation des sphingolipides GM1 in vitro (Wilkening et al. 2000; Li et al. 1985), 

et stimule également l’hydrolyse de nombreux glycolipides par des glycosidases de plantes 

et d'animaux, démontrant une grande diversité de ligands. Sap-B est un homodimère avec 

une cavité hydrophobe permettant la prise en charge des lipides (Ahn et al. 2003). 

Cet homodimère a deux conformations : la conformation ouverte, qui interagit 

directement avec la membrane en réorganisant les chaînes de lipides, et la conformation 

fermée,                               facilitant l’extraction des substrats, ce qui démontre que cette saposine a également 

le rôle de “liftase”, comme Sap-A (Fischer et al. 1978). Cette saposine est capable d’extraire 

et de transférer une variété de lipides entre deux membranes, comme les PC et PI et les 

sulfolipides GM1, mais pas le cholestérol (Ciaffoni et al. 2006). Concernant le chargement 

des lipides                                    sur les protéines du CD1, étant donné qu’elle forme des complexes solubles avec 

les lipides, elle ne peut transférer que les lipides à chaînes courtes, comme le GMM C32, mais 

pas le GMM                   C80 sur CD1b (León et al. 2012). L’étude de Yuan et al. a permis de déterminer 

que Sap-B était la saposine principale intervenant dans le chargement de l’α-GalCer sur 

CD1d, permettant l’activation des cellules NKT (Yuan et al. 2007). Cette étude révèle 

également que le pH optimal de Sap-B est de 6, ce qui suggère une action tout au long de la 

voie d’endocytose. En 2019, Shamin et al. ont tenté de déterminer comment Sap-B pourrait 

charger des lipides sur CD1d, en utilisant des versions recombinantes de CD1d et Sap-B 

dans le but d’observer des interactions directes, mais ces analyses n’ont pas pu démontrer 

d’interaction directe entre Sap-B                                     et CD1d (Shamin et al. 2019). 
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La protéine Sap-C est un homodimère requis pour assister la dégradation du β-

glucosylcéramide en céramide par la glucosylceramide-β-glucosidase (O’Brien et al. 1971). 

Le mode de fonctionnement de Sap-C diffère de celui de Sap-A et Sap-B. En effet, elle ne 

forme  pas de complexe soluble avec les lipides et joue plutôt le rôle de « liftase », en 

perturbant localement la bicouche lipidique (León et al. 2012; Wilkening et al. 1998).                     Une 

seule étude a montré un rôle de Sap-C dans le contexte du chargement de lipides sur CD1b : 

l’ajout de Sap-C recombinante, mais pas des autres saposines, dans des fibroblastes 

exprimant  CD1b permet l’activation de LT spécifiques du GMM, LAM et AM (Winau et 

al. 2004). 

Sap-D permet la dégradation des céramides en sphingosines par la céramidase acide 

ASAH1 (Azuma et al. 1994). Elle stimule également l'hydrolyse de la sphingomyéline par 

la sphingomyélinase acide in vitro, bien que cette dégradation ne semble pas requise in vivo 

(Linke et al. 2001). Sap-D agit sous forme de monomère ou d’homodimère et est capable de 

lier les vésicules contenant des lipides chargés négativement pour permettre leur 

solubilisation (Ciaffoni et al. 2001). A partir de la structure de Sap-D avec une 

céramide obtenue par cristallographie, il a été suggéré sa conformation, et donc 

probablement sa fonction, était proche  de Sap-C, à savoir un perturbateur de membranes 

(Gebai et al. 2018). Aucun rôle  direct de Sap-D dans le chargement des lipides sur les 

protéines du CD1 n’a été identifié à ce jour. 

 

c) GM2AP 

 
La protéine GM2AP est une protéine de 20 kDa (Fürst et al. 1992). Elle assiste dans 

les lysosomes la β-hexosaminidase A dans la dégradation du ganglioside GM2, permettant la 

génération du GM3 par libération d’une N-acétylgalactosamine (Conzelmann et al. 1979). 

GM2AP forme des complexes solubles avec les glycosphingolipides, qui peuvent être 

accommodés dans sa cavité hydrophobe lorsque la LTP est en conformation ouverte. La 

formation du complexe permet à GM2AP d’entrer en conformation fermée, et de transférer 

le GM2 d’un liposome donneur à un liposome accepteur (Wright et al. 2003). Ainsi, cette 

protéine possède également un mode d’action de liftase. Les études de Zhou et al. et de 

Cuevas-Zuviría et al. ont permis de déterminer que GM2AP permettait le chargement de 

lipides sur CD1d (Zhou et al. 2004; Cuevas-Zuviría et al. 2020). 

 

 

 



74 

d) NPC1 et NPC2 

 
Enfin, la LTP lysosomale NPC2, en association avec la protéine NPC1, est nécessaire 

à l'efflux de cholestérol hors du lysosome (Ioannou et al. 2000; Liou et al. 2006). Les rôles 

des protéines NPC1 et NPC2 dans le chargement des lipides sur les protéines CD1 ont été 

étudiés sur des modèles de souris KO. Dans les souris déficientes pour NPC1, la 

présentation d’antigènes lipidiques de Sphingomonas aux cellules NKT était négativement 

impactée, et ces  lipides s’accumulent au niveau des endosomes tardifs. De plus, ces souris 

ne possèdent pas les                      cellules iNKT Vα14-Jα18, qui représentent la population majoritaire 

de cellules NKT chez les souris (Sagiv et al. 2006).  À l'inverse de cette étude suggérant 

l'importance de NPC1 pour l'activation des cellules NKT chez la souris, l'étude de Speak et 

al. a montré que chez les patients déficients pour NPC1, la fréquence des cellules NKT ainsi 

que leur activation restent les mêmes que chez les individus sains (Speak et al. 2012). 

Quant aux souris déficientes pour NPC2, elles présentent des défauts dans la 

présentation d’iGb3 et d’α-GalCer par CD1d aux NKT (Schrantz et al. 2007), qui se 

traduisent par une faible quantité d’IFN-γ secrétées par ces cellules. Cette étude révèle 

également que NPC2, sous forme d’homodimère, de la même manière que les saposines, est 

capable de charger et décharger les lipides de CD1d. 

 

2) Apprêtement des lipides par les enzymes lysosomales 

 
Les potentielles étapes moléculaires rendant les lipides mycobactériens 

reconnaissables par les LT sont pour l’instant en grande partie non élucidées. Certains 

lipides nécessitent d’être dégradés en structures plus petites, soit sur la partie osidique soit 

sur la partie lipidique, pour être capables d’activer les LT. Au niveau des endosomes tardifs 

et des lysosomes, certains                                       acteurs responsables de l’apprêtement des parties polaires ou 

apolaires des antigènes lipidiques ont été identifiés et sont présentés dans cette partie. 

 

a) Modification des parties osidiques 

 
C’est en 2001 que Prigozy et al. ont mis en évidence pour la première fois la nécessité 

d'apporter un antigène lipidique pour sa présentation par les protéines CD1. La présentation 

du  glycolipide synthétique Gal(α1→2)GalCer par CD1d nécessite un apprêtement dans le 

lysosome. En effet, des expériences de présentation sur des cellules exprimant CD1d délété 

de sa queue cytoplasmique empêchent son internalisation et ne permettent pas l’activation 
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des LT.  De plus, l’utilisation d'un inhibiteur de l'acidification des endosomes empêche 

également la réponse lymphocytaire. Les auteurs ont identifié l’enzyme lysosomale α-

galactosidase A (α- Gal A) comme responsable de la digestion de l’unité galactosyle 

terminale du Gal(α1→2)GalCer afin de produire l’α-GalCer, antigène qui induit l’activation 

des cellules iNKT (Prigozy et al. 2001). 

La β-hexosaminidase est également une hydrolase lysosomale jouant un rôle 

important dans la présentation de lipides aux cellules NKT. Une étude de Zhou et ses 

collaborateurs en 2004 montre en effet que des souris déficientes pour cette enzyme ne sont 

pas capables d’activer les iNKT spécifiques du ganglioside trisaccharidique endogène iGb3, 

qui est un puissant activateur des cellules NKT. En effet la β-hexosaminidase est impliquée 

dans le catabolisme de l’iGb4 en libérant la N-acétyl-galactosamine pour produire l’iGb3 

(Zhou et al. 2004). L’α- Gal A transforme ensuite l’iGb3 en lactosylcéramide, permettant sa 

présentation aux cellules iNKT CD4 + chez la souris, comme le montre l’étude de Macedo 

et al (Macedo et al. 2012). Des souris n’exprimant pas l’enzyme possèdent en effet un 

nombre réduit de lymphocytes, et une thérapie par remplacement d’enzyme avec l’α-Gal A 

permet de rétablir ce déficit dans la rate des animaux. 

Concernant les lipides mycobactériens, deux exemples de digestion des parties 

osidiques ont été décrits à ce jour. La première concerne la forme hexamannosylée du PIM 

(PIM6), qui est apprêtée en PIM2 par l’α-mannosidase (De La Salle et al. 2005). Cette 

implication a été démontrée par l’utilisation de swainsonine, un inhibiteur spécifique de l’α-

mannosidase, induisant une diminution de l’activation des clones lymphocytaires 

spécifiques des PIM6 mais                     pas de Ac2SGL. Dans la même étude, le rôle de l’enzyme est 

confirmé par stimulation de CD de donneurs atteints d’α-mannosidose avec du PIM6, 

résultant en une activation des                                        clones spécifiques réduite de 50%. Cette digestion nécessite 

d’être assistée par l’isoforme CD1e. 

Le second exemple de lipide mycobactérien subissant une digestion de sa partie osidique est 

le MPM, qui est quant à lui hydrolysé sous sa forme antigénique phosphomycokétide (PM) 

pour sa présentation par CD1c. L’enzyme responsable n’a pas encore été caractérisée (Ly et 

al. 2013). 

 

b) Modification des parties lipidiques 

 
Peu d’études montrent qu’une digestion de la partie lipidique est requise pour que les 

lipides soient chargés et présentés. En 2013 la phospholipase lysosomale A2 (LPLA2) a été  
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Figure 15 : Digestion lysosomale des PIMs pour la présentation par CD1b. 

A) PIM6 Ac4 est dégradé par les phospholipases lysosomales (PLRP2 et LPLA2) en forme di-

acylée non naturelle, portant les 2 acides gras sur le mannose et l’inositol. Cette forme diacylée peut 

être prise en charge par CD1e qui présente alors le PIM à l’α-mannosidase afin qu’elle digère la 

partie osidique. Ce PIM2Ac2 est transféré sur CD1b pour être présenté aux LT. B) Structure des 

PIM6Ac4 et des PIM2Ac2 générés par apprêtement. R1 = R2= C16 ou C19, R3 = C16, R4 = C16, 

C18 ou C19. 
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montrée comme étant impliquée dans la génération d’antigènes lipidiques présentés par 

CD1d chez la souris. En effet, des souris délétées pour cette lipase présentent un défaut de la 

présentation des lipides endogènes par CD1d (Paduraru et al. 2013). Cette diminution de la 

présentation induit une diminution                                             du nombre de cellules iNKT, pouvant s’expliquer par le 

fait que la présentation de lipides endogènes par CD1d permet également la sélection 

thymique de ces lymphocytes. 

Il a été montré en 2016 par Gilleron et ses collaborateurs que les phospholipases 

lysosomales LPLA2 et PLRP2 (pancreatic lipase-related protein 2) sont capables de digérer 

les            PIM tétra-acylés en PIM diacylés, afin qu’ils puissent être présentés par CD1b aux LT 

spécifiques. Ceci a été démontré par l’inactivation de l’expression de ces lipases, qui a eu 

pour  effet d’empêcher la présentation de PIM lorsque les cellules sont mises en présence de 

PIMs tétra-acylés. Ces enzymes sont capables de digérer les deux chaînes d’acide gras 

localisées sur le glycérol de l’antigène, formant ainsi des PIM diacylés qui ne sont pas 

naturellement retrouvés chez les bactéries, et qui sont capables d’activer le clone 

lymphocytaire, contrairement aux formes naturelles de PIM2Ac2 (Gilleron et al. 2016) 

(figure 15). 

Lors d’une récente étude structure-fonction des sulfatides qui stimulent généralement 

les                     cellules NKT de type II, Nishio et al. ont découvert que certaines modifications de lipides 

endogènes au niveau du lysosome pouvaient avoir un impact sur le type de lymphocytes 

stimulés. Certains analogues de ces lipides avec des chaînes de sphingosine C24 présentant 

aucune, une ou deux insaturations (C24 :0, C24 :1 et C24 :2) activent des populations de 

NKT                              différentes, selon qu’ils transitent ou non par les lysosomes. Les sulfatides avec C24:1 

et C24:2 présentés par le monomère CD1d sur plaque ELISA (présentation in vitro) stimulent 

les NKT de type II et non de type I, ce qui est attendu. En revanche, de façon inattendue, 

lorsque                     le sulfatide avec C24:2 est présenté par des CD murines, la spécificité de stimulation 

des cellules NKT a été inversée vers le type I. Ainsi, le sulfatide avec C24:2 a été 

transformé dans les BMDC, passant                          d'un ligand stimulant les cellules NKT de type Il à un 

ligand stimulant les cellules NKT de type I. Il s'agit de la première découverte montrant que 

l'apprêtement antigénique modifie la spécificité pour la cellule cible (Nishio et al. 2024). 
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Présentation du projet 

 
Les principales étapes de la présentation des antigènes lipidiques mycobactériens par 

CD1b sont connues. Cela inclut la biosynthèse de CD1b, son transport vers les lysosomes - 

où elle rencontre la majorité des lipides antigéniques mycobactériens - et l’interaction des 

complexes CD1b-lipides avec les TCR des LT, capables d'induire une réponse immunitaire 

spécifique et protectrice. Cependant, la formation du complexe CD1b-lipide dans les 

lysosomes reste mal comprise. Il est possible que certains antigènes nécessitent 

l'intervention de protéines cellulaires non identifiées à ce jour pour être chargés sur CD1. 

Actuellement, seuls les PIM et le MPM sont des lipides mycobactériens connus pour être 

apprêtés par des enzymes lysosomales. L’hydrolase responsable de la digestion du MPM en 

PM n’a pas encore été identifiée, mais la dégradation des PIM est mieux décrite. Les PIM6 

sont clivés en PIM2 par l'α-mannosidase assistée par CD1e, et ces PIM2 tétra-acylés 

deviennent antigéniques seulement après hydrolyse de deux acides gras par les 

phospholipases PLRP2 et LPLA2. Ces études sur les PIM ont montré que les parties polaires 

et lipidiques des lipides mycobactériens pouvaient être digérées par des enzymes cellulaires. 

 

Nous supposons donc que d’autres lipides mycobactériens pourraient également être 

digérés pour devenir immunogènes. En effet, jusqu’à présent, les lipides présentés par CD1b 

semblent tous posséder uniquement deux chaînes d’acides gras, ce qui est cohérent avec la 

structure des sillons hydrophobes de CD1b. Nous formulons ainsi l’hypothèse que certains 

lipides, comme le Ac4SGL, ou les TAT et PAT, pourraient être digérés par des lipases 

lysosomales pour produire des lipides à deux chaînes d’acides gras, aptes à être présentés 

par CD1b. De plus, des lipides comme le LAM et le LM, possèdent des parties polaires 

importantes, qui pourraient nécessiter un apprêtement afin de permettre la formation du 

complexe ternaire TCR-lipide-CD1b. Les principales LTP impliquées dans le chargement 

des lipides antigéniques sur CD1 ont été décrites dans le contexte de CD1d. Pour CD1b, 

seules Sap-C et CD1e sont connues à ce jour. Il a été montré que Sap-C permet le chargement 

de lipides sur CD1b, activant les LT spécifiques du GMM, LAM et AM, et CD1e permet la 

présentation des PIM. Il est possible qu’en fonction du type de lipide antigénique, d’autres 

LTP pourraient être nécessaires pour transporter ces lipides vers CD1b. De manière 

générale, il est envisageable que des partenaires protéiques de CD1b, impliqués dans sa 

stabilité dans les lysosomes et dans son transport vers les endosomes, puis vers la surface 

cellulaire, restent encore à découvrir. 
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L’objectif de ce projet est d’identifier de nouveaux acteurs cellulaires, localisés dans 

le lysosome, impliqués dans les étapes d’apprêtement des lipides mycobactériens et leur 

chargement sur CD1b. Pour ce faire, nous avons donc cherché à établir une liste de protéines 

candidates pouvant avoir une fonction soit de LTP, soit enzymatique, capable de digérer les 

parties osidiques ou lipidiques de lipides mycobactériens. Ces protéines candidates ont été 

sélectionnées à partir des données d’analyses protéomiques de fractions lysosomales (FL) 

de CPA. Nous avons également tenté d’identifier de potentielles activités hydrolases sur des 

lipides mycobactériens in vitro afin d’avoir une idée des types d’hydrolases qui pourraient 

être contenues dans ces lysosomes. Enfin, nous avons mis en place une stratégie pour définir 

l’interactome de CD1b au sein du lysosome, par une stratégie de co-immunoprécipitation 

(co-IP). Ces différentes expériences ont donc pour objectif de nous permettre d’établir une 

liste de protéines candidates à inactiver pour évaluer leur rôle dans la présentation de lipides 

mycobactériens par CD1b. Cette inactivation sera envisagée dans un premier temps grâce à 

des inhibiteurs commerciaux, puis avec des SiRNA. 

 

Les effets de l’inactivation de ces protéines candidates sur la présentation de 

complexes CD1b-lipide seront étudiés principalement grâce à deux outils biologiques : 

 

1) un anticorps recombinant spécifique du complexe CD1b- Ac2SGL :

 l’anticorps               dAbk11 (D11). 

 

2) des clones de LT CD1b-restreints dont le TCR est spécifique d’un lipide 

mycobactérien spécifique. 
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Résultats 

 
Chapitre 1 : Validation des outils biologiques permettant de suivre la 

présentation des antigènes lipidiques par CD1b 

 

1) Choix des CPA 

 
Afin d’étudier la présentation des lipides mycobactériens par CD1b, le choix des CPA 

est crucial. Lors de ce projet, le gène codant pour CD1b a été introduit dans les lignées 

K562 et THP-1. Cependant, les CPA permettant de se rapprocher au mieux des conditions 

physiologiques sont les CD humaines. Lors de ce projet, nous avons donc également utilisé 

des CD isolées des cellules mononucléées sanguines périphériques (PBMC) de donneurs. 

 

a) Présentation des lignées THP-1 et K562 

 
Les lignées THP-1 et les K562 sont toutes deux dérivées de cellules myéloïdes 

multipotentes. Les K562 ont été caractérisées en 1976 par Klein et al., et ont été isolées en 

1973  de la moelle osseuse d’une patiente atteinte de leucémie myéloïde (Klein et al. 1976). 

Les cellules THP-1 ont été isolées du sang d’un patient atteint d’une leucémie monocytaire 

aiguë, elles sont couramment utilisées en laboratoire pour leurs capacités de différentiation 

en macrophages, par induction avec des esters de phorbol (Phorbol 12-myristate 13- acetate 

ou PMA) (Tsuchiya et al. 1980). 

Il est important de souligner que les cellules K562 sont des précurseurs ayant des 

caractéristiques myéloïdes. Elles n'ont pas encore atteint un stade de maturation avancé, 

ce qui  leur confère des capacités prolifératives élevées, mais des capacités de phagocytose 

réduites par rapport aux CPA professionnelles. En revanche, les cellules THP-1 se trouvent 

à un stade de différenciation plus avancé vers les monocytes et sont considérées comme 

une lignée monocytaire capable de se différencier en macrophages. De ce fait, elles 

présentent des caractéristiques plus similaires à celles des CPA que les K562, faisant 

d'elles un meilleur modèle d'étude. 

Toutefois, ces deux lignées, une fois transfectées avec le gène codant pour CD1b, ont 

déjà fait l’objet de nombreuses études dans le contexte de la présentation des antigènes 

lipidiques. Cela implique qu’elles possèdent la machinerie moléculaire suffisante à la 

présentation de ces lipides. Par exemple, les K562 ont été utilisées pour activer le clone 
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autoréactif PG90, qui reconnaît le PG (Shahine et al. 2017), ainsi que le clone spécifique du 

GMM LDN5 (De Jong et al. 2010). Les THP-1 sont également couramment utilisées pour 

étudier l’activation de LT restreints par CD1 (Layre et al. 2009; Gilleron et al. 2004). 

Ces lignées cellulaires n’expriment pas les protéines CD1 de manière endogène. Dans 

l’équipe, les K562 ont précédemment été transfectées par électroporation avec le plasmide 

pSelect2B codant pour la protéine CD1b, et les THP-1, dont la transfection n’a pas été 

possible,                 ont été transduites avec un lentivirus (pLVb72-1361) codant pour CD1b. Cela a 

permis  d’obtenir des lignées exprimant stablement CD1b, capables de présenter des lipides 

mycobactériens aux clones spécifiques, et dont le maintien est plus facile que celui des 

cellules   primaires. D’autres cellules provenant de ces lignées ont été générées pour exprimer 

l’isoforme                                  CD1e en plus de CD1b, étant donné que cette LTP est nécessaire à l’apprêtement 

des PIM. 

L’avantage principal d’utiliser des cellules immortalisées réside dans le fait que les 

résultats sont plus reproductibles, car ils ne sont pas dépendants du donneur. De plus, ces 

deux lignées de cellules sont robustes et leur culture et manipulation ne nécessitent pas de 

précautions  particulières. Cependant, il ne s’agit pas de CPA professionnelles et il se peut 

que des protéines  nécessaires à l’apprêtement de certains lipides ne soient pas présentes dans 

ces cellules. Les processus de phagocytose et de prise en charge des antigènes lipidiques à 

travers le réseau d’endosomes peuvent également être moins efficaces que dans les CD. De 

ce fait, des CD issues de  sang de donneurs ont également été utilisées lors de cette étude. 

 

b) Utilisation de CD obtenues à partir de monocytes 

 
Comme expliqué dans le paragraphe précédent, les CD restent le modèle cellulaire 

de choix pour l’étude de la présentation des lipides antigéniques par les protéines CD1. 

Afin de pouvoir les étudier dans ce contexte, nous avons isolé les PBMC de poches de sang 

de donneurs       (Etablissement Français du Sang). Chaque poche permettait d'obtenir environ 

400 millions de cellules. Les monocytes étaient isolés de ces PBMC à l'aide de billes 

magnétiques spécifiques du marqueur CD14 et entre 80 et 130 millions de monocytes 

étaient récupérés. Enfin, ces monocytes étaient différenciés en CD grâce à un traitement 

avec 400 U/mL de GM-CSF et 200 U/mL d'IL-4. Le traitement des poches de sang doit 

être réalisé rapidement après réception de ces dernières et les cellules doivent être ensuite  
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Figure 16 : Analyses par cytométrie en flux des CD et THP-1 CD1b A) Vérification de 

l’expression de CD1b (rouge) et du marqueur CD86 (bleu) dans les cellules THP-1 CD1b (gauche) 

et dans les CD humaines fraîches (droite). B) Comparaison de l'expression de CD1b (rouge) dans 

les CD humaines fraîches ou décongelées (1h après décongélation). La viabilité est mesurée à 

l’aide du marqueur 7AAD (violet). 
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utilisées entre 6 et 7 jours après été isolées et différenciées.  A l’issue de ces 6 jours, une 

moyenne de 50 millions de CD était obtenue à partir d’une poche de sang. 

L’expression de CD1b endogène, ainsi que l’expression de CD86, qui est une protéine 

exprimée par les CPA professionnelles, et qui joue un rôle dans l’activation des LT, ont été 

mesurées par cytométrie en flux à l’issue des 6 jours de différenciation. Cela permet de 

s’assurer que les CD obtenues sont correctement différenciées et possèdent le phénotype 

désiré. La figure 16.A montre que ces CD expriment CD86 et CD1b de manière endogène, 

alors que les THP-1 CD1b n’expriment pas CD86. Ainsi, le protocole utilisé pour isoler les 

monocytes du sang de donneurs, et les différencier en CD exprimant CD1b a pu être validé. 

Comme chaque expérience d’isolation de CD nous permettait d’obtenir 50 millions 

de cellules, mais que les expériences effectuées avec ces cellules en nécessitaient parfois 

seulement 3 à 4 millions, nous avons entrepris de congeler ces CD afin de les utiliser sur 

plusieurs expériences. Grâce à cette stratégie, des CD issues du même donneur pouvaient 

être                      utilisées plusieurs fois afin de reproduire les mêmes conditions expérimentales. Dans 

la                         littérature, certaines études montrent que les fonctions de CPA de ces cellules ne sont pas 

impactées par la congélation et décongélation (Mendoza et al. 2002). Lors de la 

décongélation, la mortalité ainsi que l’expression de CD1b ont été contrôlées par 

cytométrie en flux. La figure 16.B montre que les CD décongelées présentent un marquage 

au 7-aminoactinomycine D (7AAD) - marqueur de viabilité cellulaire qui se lie à l’ADN 

des cellules mortes, et donc perméables - similaire aux cellules fraîches, et la mortalité est 

donc quasiment nulle. Ces CD décongelées expriment CD1b une heure après décongélation. 

Ainsi, les CD dérivées de monocytes humains ont été utilisées fraîches, mais également 

décongelées lors de ces travaux. 

 

2) Anticorps recombinant dirigé contre le complexe CD1b- Ac2SGL 

 

Ma thèse porte sur l’identification d’acteurs cellulaires permettant l’apprêtement des 

lipides mycobactériens, afin qu’ils soient présentés par CD1b. Il est donc nécessaire de 

disposer d’outils de reconnaissance des complexes CD1b-lipide mycobactérien, qui 

permettent de suivre avec sensibilité et spécificité cette présentation. J’ai mis en place une 

méthode de suivi de la présentation de l’antigène Ac2SGL avec des anticorps (AC) 

recombinants. Cet outil constitue une méthode de détection des complexes rapide, qui ne  
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Figure 17 : Présentation de l’AC scFv D11 A) Schéma d’un AC scFv (Ahmad et al, Clin Dev 

Immunol 2012). B) Spécificité de D11 pour le complexe CD1b- Ac2SGL mesurée par ELISA (les 

puits étaient coatés avec du PBS, CD1b seul, CD1e seul, ou CD1b en complexe avec les SL 

sulfatide, SGL12 et Ac2SGL naturel)  

Law et al. 2019 
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nécessite pas de culture et d'expansion cellulaire, à l’inverse des clones lymphocytaires. 

 

a) Les anticorps recombinants : des outils intéressants pour détecter la 

présentation de l’Ac2SGL par CD1b en surface des CPA 

Un AC spécifique des complexes CD1b- Ac2SGL a été développé par l’équipe du Pr 

Acosta (Camacho et al. 2016) comme outil de diagnostic de l’infection : étant donné que les 

protéines CD1 ne sont pas polymorphes, cet AC permettrait de détecter les complexes et 

ainsi de marquer les cellules infectées par Mtb et diagnostiquer les individus rapidement. Il 

s’agit d’un AC scFv (« single-chain variable fragment », ou fragment variable à chaîne 

unique), à savoir une forme simplifiée d’AC ne contenant que les régions variables (de la 

chaîne lourde et de la chaîne légère) reliées par un court lien peptidique (figure 17.A). Les 

AC recombinants sont intéressants car leur petite taille permet de pénétrer plus facilement 

dans les tissus, tout en conservant la spécificité d’un AC complet. Cet AC est nommé 

dAbκ11 (qui sera simplifié en D11), et il interagit dans une moindre mesure, directement 

avec CD1b et reconnaît de manière  plus faible que l'Ac2SGL naturel le sulfatide ainsi que 

le sulfoglycolipide synthétique SGL12 (Law et al. 2019). Cela a été démontré par test ELISA 

(« Enzyme-Linked Immunosorbent Assay»), où CD1b, CD1e, ou CD1b en complexe avec 

différents sulfolipides sont fixés au fond des plaques (figure 17.B). 

Puisque l'objectif de ma thèse est de déterminer si des protéines candidates jouent un 

rôle                             dans la présentation des complexes CD1b-lipides à la surface des CPA, cet outil serait 

particulièrement intéressant pour étudier la présentation des Ac2SGL. 

L’équipe d'Armando Acosta, en collaboration avec la nôtre, nous a fourni trois AC 

scFv, dont D11, ainsi que B7 et B12 (tableau 7). Pour cette étude, la détection de l’Ac2SGL 

en surface des cellules par cytométrie en flux est plus adaptée que les tests ELISA effectués 

par l’équipe du Pr Acosta. Nous avons donc d'abord validé que ces AC permettent d'étudier 

la présentation de l'Ac2SGL via CD1b à la surface des CPA dans des conditions sans 

inactivation de protéines candidates. 
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Tableau 7 : Tableau récapitulatif des trois AC recombinants testés pour leur reconnaissance 

du complexe CD1b-Ac2SGL. Ces trois AC ont été sélectionnés par ELISA pour leur capactité à 

se fixer à ce complexe. D11 a été séléctionné pour sa reconnaissance de CD1b-Ac2SGL en surface 

des THP-1, et B7 et B12 ont été sélectionnés pour leur reconnaissance de ce complexe fixé au fond 

de plaques. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 18 : Etude de la spécificité de D11. Réactivité de l’anticorps D11 au Ac2SGL naturel et 

aux SL synthétiques SL37 et SGL12. La réactivité a été mesurée par test ELISA avec les complexes 

CD1b- lipides fixés au fond des plaques. Tableau provenant de Camacho et al. Frontiers in Imm 

2020 
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b) L’anticorps D11 reconnaît le complexe CD1b-Ac2SGL en surface des CPA 

 
Validation des trois AC sur cellules THP-1 

 
Bien que les CD constituent le modèle cellulaire le plus précis pour ces études, les 

premières étapes d’inhibition des protéines candidates se feront sur lignées cellulaires, car 

plus  faciles à manipuler. Ainsi, il est nécessaire de valider les outils biologiques sur ces 

cellules. Nous avons commencé par valider la reconnaissance du complexe CD1b-Ac2SGL 

par l’AC D11 en surface des cellules THP-1, car la manipulation de cellules de lignée est 

plus reproductible que celle de cellules primaires. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Schéma du protocole de présentation lipidique de l'Ac2SGL (ou SL37) par CD1b 

et détection par FACS à l’aide des différents AC recombinants. 1) Les CPA sont pulsées avec 

10 µg/mL de lipide pendant 4 h ou 20 h. 2) Après incubation, un marquage est réalisé avec l’AC 

primaire spécifique de CD1b (D11, B7, ou B12). 3) Un marquage secondaire avec un AC anti-c-

myc conjugué à Alexa Fluor 647 est réalisé pour visualiser le complexe. 4) Les cellules sont ensuite 

analysées par FACS pour évaluer l'expression et la présentation de l'antigène. 
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Figure 20 : Analyse par cytométrie en flux de la reconnaissance de CD1b-SL37 par l’AC D11 

en surface des THP-1. A) Vérification de l’expression de CD1b après 4 ou 20h de pulse des THP-

1 avec 10µg/mL de SL37. Marquage du complexe CD1b-SL37 avec D11 et un AC secondaire 

dirigé contre le tag c-myc présent sur D11 (rose). Le signal non spécifique est observé grâce aux 

conditions où les CPA ne sont pas pulsées mais sont marquées avec les deux AC (orange), ou bien 

sont pulsées mais marquées avec l’AC secondaire uniquement (cyan). B) Diagramme de MFI pour 

comparer les résultats obtenus pour 4 et 20h de pulse. C) Pour la condition où les cellules sont 

pulsées 20h, le marquage a été effectué en triplicats et les résultats sont présentés dans ce 

diagramme de MFI où les différences entre les conditions sont comparées à l’aide d’un t-Test (p-

value <0,05). 



89 

La première étape est l’incubation des CPA avec le lipide antigénique, nous appelons 

cette étape le pulse des CPA. Les SGL utilisés pour cette étape sont soit l’Ac2SGL naturel, 

soit un analogue synthétique, nommé SL37, qui correspond à un sulfotréhalose, acylé par un 

acide palmitique et un acide gras insaturé tétra méthylé de 37 carbones. Il a été montré que 

D11 reconnaît l'Ac2SGL naturel et le SL37 avec une affinité comparable (Camacho et al. 

2020) (figure 18). Concernant la concentration lipidique nécessaire, l’étude de Gilleron et 

al. de 2004 a montré qu’une concentration de 10µg/mL était suffisante pour activer des LT 

spécifiques de ce lipide (Gilleron et al. 2004). De plus, afin de générer l’AC D11, Camacho et 

al. ont également pulsé des THP-1 pendant 4h avec 10µg/mL, avant de sélectionner les 

phages M13 exprimant à leur surface des régions variables d’AC humains qui 

reconnaissaient le complexe (Camacho et al. 2016). Deux temps de pulse ont été testés : 4 

heures, conformément aux travaux de Camacho                        et al., mais aussi 20 heures, car il est décrit 

que les lipides à chaînes longues (>C20) nécessitent un temps plus long pour une 

présentation optimale (Cheng et al. 2006; Moody et al. 2002; Camacho et al. 2016). Ces 

temps d’incubation sont cohérents avec la littérature et ne devraient                             pas présenter de risque 

de réinternalisation du complexe. En effet, les complexes CD1b-lipides  sont peu stables en 

surface des CPA, et il a été observé que le complexe CD1b-sulfatide possède                                   une demi-vie 

de 24h, contrairement au CD1a en complexe avec le même lipide, qui présente une demi-

vie de 72h (Shamshiev et al. 2002). 

Les CPA présentant en surface le complexe CD1b-Ac2SGL sont mises en présence 

des AC D11, B7 ou B12. L'absence de fragment constant sur ces AC recombinants rend 

impossible                       l'utilisation d'un contrôle isotypique ou d'un AC secondaire fluorescent dirigé 

contre ce fragment. Pour résoudre ce problème, les AC ont été synthétisés avec un tag c-

myc, permettant la détection via des AC secondaires conjugués à un fluorophore spécifique 

de ce tag. Les deux                       étapes de marquage sont présentées dans la figure 19. 

Les premiers résultats présentés concernent l’analyse du temps de pulse des THP-1 

CD1b  avec SL37 (Figure 20). L’évaluation du signal non spécifique se fait grâce à deux 

contrôles : 1) l’ajout de l'AC secondaire anti-c-myc seul sur cellules pulsées (en cyan sur les 

figures) et 2) l’ajout de l'AC primaire D11 et du secondaire sur des cellules non pulsées (en 

orange). 

Le marquage par D11 du complexe CD1b-SL37, en rose sur les graphes, est visible 

aux deux temps d’incubation testés. Pour ces deux conditions, il est supérieur aux contrôles,
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Figure 21 : Comparaison par cytométrie en flux de la reconnaissance spécifique des SL par 

les AC D11, B7 et B12 A) Analyse de la reconnaissance spécifique de SL37 en comparaison au 

GMM par les trois AC recombinants, les résultats sous forme d’histogramme et de diagramme de 

MFI sont présentés. B) Diagramme des MFI reflétant la reconnaissance des complexes CD1b-SL37 

et CD1b-Ac2SGL naturel par les anticorps D11, B7 et B12. Les marquages ont été effectués en 

triplicats et les tests statistiques correspondent à des t-tests (p < 0.05). 
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ce qui                     se traduit par un faible décalage de fluorescence lorsque les résultats sont présentés 

sous forme d’histogramme. Ainsi, les diagrammes recensant les intensités moyennes de 

fluorescence (MFI)                  permettent de mieux apprécier les résultats (figure 20.A et 20.B). Ces 

résultats suggèrent que les différences de MFI entre la condition d’intérêt et les contrôles 

sont identiques aux deux temps d’incubation (soit environ 2 fois supérieurs à la condition 

non pulsée avec les deux AC, et trois fois supérieures à la condition pulsée avec l’AC 

secondaire uniquement). Le signal est tout de même globalement plus important lorsque les 

CPA sont pulsées 20h. Il ne s’agit cependant que de tendances, car cette expérience n’a pas 

été réalisée en triplicats. Cependant, lorsque l’expérience est répétée en triplicats, D11 

reconnaît de manière fiable le complexe CD1b-SL37 à la surface des THP-1 après 20h 

d'incubation (figure  20.C). 

Pour savoir si B7 et B12 peuvent également reconnaître le complexe CD1b-SL37, le 

même protocole de pulse et de marquage a été appliqué en utilisant Ac2SGL, SL37 et GMM 

(un lipide de structure différente, servant à évaluer la spécificité des AC). Les résultats 

montrent  que D11 reconnaît SL37 et Ac2SGL naturel avec la même intensité, sans se lier au 

complexe CD1b-GMM (figure 21). Cependant, B7 et B12, utilisés à la même concentration 

que D11 (5µg/mL) (figure 21), ou à des concentrations 2 à 5 fois supérieures à celles de 

D11 (données non présentées), n'ont pas montré de signal supérieur au bruit de fond. 

Il est important de noter que ces trois AC ont été générés selon des protocoles 

différents. D11   a été sélectionné pour sa capacité à reconnaître les THP-1 CD1b pulsées 

avec l'Ac2SGL, tandis           que B7 et B12 ont été sélectionnés pour leur reconnaissance du 

complexe CD1b-Ac2SGL fixé                                  au fond de plaques. Cela pourrait expliquer leur sensibilité 

plus faible pour la détection du complexe en surface des cellules, où d'autres protéines 

membranaires peuvent entourer les complexes CD1b-Ac2SGL et rendre sa reconnaissance 

plus complexe. Ainsi, D11 est le seul  AC qui reconnaît de manière reproductible et 

spécifique les SGL en surface des THP-1. 

 

Validation de D11 sur CD 

 
Les expériences effectuées sur les THP-1 ont été reproduites sur les CD, afin de savoir 

si les résultats observés étaient reproductibles avec des CPA professionnelles.  
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Figure 22 : Analyse par cytométrie en flux de la reconnaissance de CD1b-SL37 par l’AC D11 

en surface des CD. A) Vérification de l’expression de CD1b après 4 ou 20h de pulse des CD avec 

10µg/mL de SL37, et marquage du complexe CD1b-SL37 avec D11 et un AC secondaire dirigé 

contre le tag c- myc présent sur D11 (rose). Le signal non spécifique est observé grâce aux 

conditions où les CPA ne sont pas pulsées mais sont marquées avec les deux AC (orange), ou bien 

sont pulsées mais marquées avec l’AC secondaire uniquement (cyan). B) Diagramme de MFI pour 

comparer les résultats obtenus pour 4 et 20h de pulse. C) Histogrammes montrant le signal non 

spécifique lié à la fixation de l’AC secondaire avec et sans blocage des récepteurs Fc à l’aide de 

FcR Block (1µg/200 000 cellules). 
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Comme le montrent                                              les résultats de la figure 22.B, contrairement aux THP-1, le signal 

est plus intense lorsque les CD sont pulsées pendant 4h. Nous supposons que les CD 

possèdent des mécanismes d'endocytose, de transport des lipides vers les lysosomes, et de 

chargement de ces lipides sur CD1b plus efficaces que ceux des THP-1, et que le complexe 

est donc présenté plus rapidement. 

Cependant, le signal obtenu sur les CD se distingue moins bien du bruit de fond 

comparé aux données obtenues sur THP-1 : sur l’histogramme, le contrôle Non pulsé 

+D11+AC  secondaire  présente également un décalage vers la droite, et semble se superposer 

à la condition d’intérêt (figure 22.A). Ceci a été observé sur 2 expériences de marquage 

indépendantes. Nous supposons que D11 et l’AC secondaire se lient aux CD de manière 

indépendante de la présentation de SL37. Ces fixations non spécifiques, observées sur les 

CD et non sur les THP- 1, nous ont amené à penser que l’AC secondaire se fixe aux 

récepteurs Fc, présents sur les cellules immunitaires. Comme les cellules THP-1, qui sont 

des monocytes, possèdent également des récepteurs Fc, des expériences de blocage de ces 

récepteurs ont été menées pour déterminer si le bruit de fond observé dans les contrôles était 

dû à cette fixation (figure 22.C).  Concernant les THP-1, aucun bruit de fond n’a été observé 

lorsque l'AC secondaire était ajouté  seul, et le blocage des récepteurs Fc n'a donc pas eu 

d'effet. Ces résultats suggèrent que l'AC secondaire ne se fixe pas aux récepteurs Fc dans le 

cas des THP-1. Dans le cas des CD pulsées,  l'ajout de l'AC secondaire induit un signal non 

spécifique, qui n'est pas réduit par le blocage des récepteurs Fc. Nous n'avons donc pas pu 

identifier la cause du signal non spécifique élevé lors de la présentation de SL37 par les CD 

à D11, mais il ne s’agit pas d’une fixation à ces récepteurs Fc. 

 

Optimisation de la reconnaissance par D11 

 

Les résultats obtenus par cytométrie en flux permettent d’affirmer que D11 est capable 

de reconnaître de manière reproductible et spécifique le complexe CD1b-Ac2SGL. 

Néanmoins, ce signal n’est pas très intense et nous avons donc cherché à l’optimiser afin 

d’obtenir un décalage de fluorescence plus important dans notre condition d’intérêt. 

Une étude de Salio et al. montre que l’activation des CD par des ligands des TLR 

provoquait une activation des cellules iNKT spécifiques de lipides endogènes plus 

importante que lorsque les CPA étaient immatures. Les auteurs suggèrent que cette 

augmentation n’est pas  due à une augmentation du nombre de molécules CD1d à la surface  
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Figure 23 : Etude de l’effet de l’activation des CPA par du LPS sur la détection de CD1b-

SL37 par D11. Diagrammes montrant la MFI mesurée sur des CD (à gauche) et des cellules THP-

1 différenciées (à droite). Les cellules ont été pulsées 20h avec SL37 après une stimulation par du 

LPS (5µg/mL) de 2h. La reconnaissance du complexe par D11 a été évaluée par FACS. Les 

marquages ont été effectués en triplicats et les tests statistiques correspondent à des t-tests (p < 

0.05). 
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des CPA, mais à une régulation à la hausse des gènes impliqués dans la biosynthèse des 

glycosphingolipides (Salio et al. 2007). Pour les THP-1, l’étude montre que cela n’est vrai 

qu’avec le LPS, ligand du TLR4. D’autre part, Angénieux et al démontrent que CD1e n’est 

trouvé soluble dans le lysosome que si les DC sont traitées par le LPS ou le TNF-α 

(Angénieux et al. 2000). Nous avons donc voulu voir si la détection en surface du complexe 

n’était pas améliorée en traitant les cellules avec ce ligand de TLR4. 

Ainsi, nous avons activé les CPA à l’aide de LPS (5µg/mL) pendant 2h avant de les 

pulser avec SL37. Après un pulse de 20h, les marquages avec les AC ont été effectués. Les 

CD utilisées étaient fraîches, et les THP-1 ont été différenciées en macrophages par ajout 

de 80 ng/mL de PMA pendant 24 heures avant les expériences, conformément à une étude 

de Kim et al. qui a montré que les cellules différenciées sont beaucoup plus sensibles au 

LPS (Kim et al. 2022). Les résultats (figure 23) montrent que pour les CD, il n'y a pas 

d'augmentation notable de la MFI en présence de LPS par rapport aux conditions sans LPS. 

Toutefois, il est intéressant de noter que le signal de bruit de fond du contrôle, pour lequel les 

cellules pulsées sont incubées avec uniquement l’AC secondaire, semble réduit avec l’ajout 

de LPS. Cette observation a été répétée sur 2 expériences. Quant aux THP-1, les résultats 

sont plus nets que ceux obtenus avec les cellules primaires, mais aucune différence n’a été 

observée entre les conditions avec ou sans LPS. Cela suggère que, contrairement à la 

présentation des lipides endogènes par CD1d, le LPS n’a pas d’effet sur la présentation de 

l’Ac2SGL par CD1b. 

En conclusion, bien que l’AC recombinant présente l'avantage d'une utilisation rapide 

et facile, il présente également des limites à prendre en compte. Si la reconnaissance du 

complexe CD1b-SL37 est reproductible et spécifique avec la lignée THP-1 CD1b, les 

résultats obtenus avec les CD sont plus variables et moins contrastés. Cette variabilité ne 

semble pas être liée à une fixation non spécifique de l’AC secondaire aux récepteurs Fc à 

la surface des CD. Malgré cela, cet outil pourra être utilisé de manière fiable sur les cellules 

THP-1. 
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Tableau 8 : Tableau des clones de LT restreints par CD1b et CD1d présentant différents 

antigènes cibles, et leurs affinités respectives. La quantité de tétramères liés aux LT est mesurée 

par cytométrie en flux. Plus la fluorescence est intense, plus il y a de tétramères liés, ce qui reflète 

une plus grande affinité du TCR pour le peptide-CMH. Les clones LDN5 et G08 montrent une 

forte affinité pour les GMM, tandis que le clone A05 présente une affinité forte pour l'Ac2SGL. 

Ces trois clones ont été utilisés lors de cette thèse. 
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3) LT spécifiques de différents complexes CD1b-lipide mycobactérien 

 
Les outils biologiques les plus couramment utilisés pour contrôler la présentation des 

antigènes lipidiques sont les clones de LT, via des tests ELISA. Leur activation reflète 

directement la capacité des CPA à présenter des antigènes. Dans le cadre de cette étude, ces 

LT  nous serviront pour apprécier les effets de l’inactivation des protéines candidates, mais 

ils doivent d’abord être validés au sein de notre laboratoire, dans les conditions où les 

protéines candidates ne sont pas inactivées. Les équipes du Pr Moody (Université 

d’Harvard) et du Pr Seshadri (Université de Washington) ont isolé des LT dont le TCR est 

spécifique de complexes CD1b-Lipide mycobactérien. Nous avons obtenu de ces 

collaborateurs certains de ces clones présentés dans le tableau 8. Lors de ma thèse, le clone 

LDN5 du laboratoire du Pr. Moody, et les clones A05 et G08 du laboratoire du Pr. Seshadri 

ont été validés. Nous avons priorisé les clones spécifiques du Ac2SGL, ainsi que les 

clones avec des affinités fortes pour leurs                               antigènes. De ce fait, seuls ces trois clones ont 

été étudiés. 

 

a) Expansion des LT 

 
Les LT sont des cellules primaires, ce qui signifie qu'ils ne peuvent pas être mis en 

culture de manière continue comme des lignées immortalisées. Ils nécessitent d'être 

amplifiés ex vivo puis congelés pour une utilisation progressive, car leur durée de vie en 

culture est limitée. Afin de procéder à l’expansion des cellules, nous avons suivi le protocole 

du laboratoire du Pr Moody, qui permet de générer jusqu’à 1000 fois plus de LT en deux 

semaines. Les LT sont activés avec un AC anti-CD3, qui lie le composant du TCR CD3, et 

déclenche une cascade de                     signalisation activant des facteurs de transcription tels que NF-κB, 

NFAT et AP-1, responsables  de la prolifération cellulaire. 

La partie délicate de ce protocole réside dans le fait qu’il nécessite de cultiver les LT 

avec des cellules nourricières, fournissant un support physique et des facteurs de croissance 

essentiels. Ces cellules nourricières sont constituées d’un mélange de PBMC et de cellules 

de la lignée lymphoblastique JY. Elles doivent être irradiées, afin de provoquer des cassures 

dans                               leur ADN, et d’éviter leur prolifération. Si les cellules ne sont pas bien irradiées, cela 

pourrait mener à leur amplification, étant donné que les PBMC contiennent des LT, qui seront 

également                                 stimulés par l’ajout de l’AC anti-CD3. 
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Tableau 9 : Tableau récapitulatif de l’expansion des LT. En début d’expansion, 25 millions de 

PBMC et 5 millions de cellules JY irradiées sont mises en culture dans une flasque T25 avec 100 

000 LT. À la fin de l’expansion, les cellules nourricières sont mortes, et on s'attend à obtenir jusqu'à 

1000 fois plus de LT. Le nombre de cellules obtenus pour chaque LT est présenté. 

 

 
Figure 24 : Analyse par cytométrie en flux de l’expansion du clone LDN5 A) Distribution des 

cellules en fin d’expansion en fonction de leur granularité (SSC) et de leur taille (FSC) pour les 

cellules nourricières seules ou B) Pour les cellules nourricières et les LT LDN5. C) Histogramme 

représentant l'intensité de fluorescence (FL) des LT après marquage avec des AC dirigés contre le 

marqueur CD3. L'axe des abscisses indique l'intensité de fluorescence, tandis que l'axe des 

ordonnées représente le nombre de cellules. 



99 

Les proportions de chaque type cellulaire nécessaires à l’expansion sont présentées 

dans  le tableau 9, et les résultats obtenus pour les trois clones utilisés y figurent. Dans le 

but de vérifier l’amplification des LT d’intérêt à l’issue de ces deux semaines, nous avons 

isolé une fraction des cellules nourricières après leur irradiation pour vérifier leur viabilité 

en fin d'expansion. L’analyse par cytométrie en flux montre que les puits contenant 

uniquement les cellules nourricières présentaient de petits objets qui sont 

vraisemblablement des débris cellulaires (figure 24.A), tandis que les co-cultures avec les 

LDN5 présentent des populations de plus grande taille (figure 24.B), correspondant aux LT, 

ce qui a été confirmé par  marquage en cytométrie du marqueur des LT CD3 (figure 24.C). 

 

b) Validation de l’outil LT par test d’activation 

 
Le protocole d’activation des LT consiste en une co-culture de CPA pulsées avec le 

lipide                                d’intérêt, dilué en cascade (de 0 à 10 µM), et les LT spécifiques du lipide dans un 

ratio de 1:1.  Après 24h d’incubation, le surnageant est collecté pour quantifier par ELISA 

la sécrétion d’IFN-γ, une cytokine produite par les LT activés suite à la reconnaissance de 

l’antigène. 

La lignée A05 exprime un TCRαβ et le corécepteur CD4. Isolée à l’aide de tétramères 

de CD1b chargés avec du Ac2SGL à partir de                          PBMC d'un patient atteint de Tb latente (James 

et al. 2018), cette lignée n’avait encore                                   jamais été utilisée au sein de notre équipe. Ces LT 

spécifiques du complexe CD1b-Ac2SGL sont particulièrement intéressants, car ils 

permettent de détecter le même lipide que l'AC D11,                     et ainsi de compléter les résultats 

obtenus avec celui-ci. 

Les CPA (CD, THP-1 et K562) sont pulsées avec une fraction contenant les Ac2SGL 

purifiés à partir d’un extrait lipidique mycobactérien. Les graphes présentés dans la figure 

25.A montrent que la reconnaissance du complexe CD1b-Ac2SGL à la surface des CPA 

induit une sécrétion d’IFN-γ dépendante de la concentration de lipide utilisée pour le pulse. 

Les CD sont plus efficaces que les THP-1 pour activer le clone A05 et induire une sécrétion 

de cytokines, tandis que les cellules K562 sont les CPA les moins efficaces. L’efficacité 

supérieure des CD a déjà été observée dans l’équipe précédemment (données non publiées) 

et est attendue, du fait de leur nature de CPA professionnelles. L’activation de A05 est 

dépendante de CD1b, car les cellules THP-1 et K562 WT n’activent pas le clone. De plus, 

l'ajout d’un AC anti-CD1b réduit la quantité d’IFN-γ, ce qui confirme la nécessité de cette 

protéine pour l'activation. Cependant, une  seule concentration d’AC a été utilisée  (10  
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Figure 25 : Résultats de tests ELISA mesurant la sécrétion d'IFN-γ (en pg/mL) par les LT en 

fonction de la dose de lipide antigène (en µM). A) Etude de l’activation du clone A05 en fonction 

des différentes CPA en présence ou non de l’AC anti-CD1b (10µg/mL). B) Etude de l’effet de la 

présence de CD1e sur l’activation du clone A05. Les CPA utilisées sont les THP-1 CD1b+ ou les 

THP-1 CD1b+ - CD1e+. C) Etude de l’effet du LPS (5µg/mL) sur l’activation du clone A05. Les 

CPA utilisées sont les THP-1 CD1b+ ou les CD. D) Etude de l’activation du clone LDN5 en 

fonction des différentes CPA. E) Etude de l’activation du clone G08 en fonction des différentes 

CPA. 
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µg/mL) et il semble qu’elle ne suffise pas à totalement inhiber la présentation du complexe. 

Nous avons ensuite cherché à savoir si la présence de CD1e augmentait la présentation 

de l’Ac2SGL. CD1e prend en charge le PIM6 afin de le présenter pour dégradation à l’α- 

mannosidase, et ce rôle précis ne correspondrait pas avec la structure de l’Ac2SGL. 

Cependant,                             dans le cadre de la présentation des SGL, le rôle de CD1e pourrait être celui 

d’un transporteur vers les sillons hydrophobes de CD1b. Nous avons donc comparé 

l’activation induite par les THP-1 exprimant CD1b avec celle des THP-1 co-exprimant 

CD1b et CD1e. Les résultats de l’ELISA                 de la figure 25.B, montrent que la présence de 

CD1e n’a pas d'impact sur l’activation de A05, suggérant que la présentation de l’Ac2SGL 

via CD1b n’est pas dépendante de la présence de cette isoforme. 

Par ailleurs, comme pour les expériences avec l’AC D11, nous avons évalué si la 

stimulation des CPA avec du LPS augmentait l'activation des LT, car ce phénomène est 

observé                                                          dans la présentation des lipides endogènes par CD1d (Salio et al. 2007).  Nous 

avons donc incubé les CPA avec du LPS (5µg/mL) pendant 2h avant de mettre en place la 

co-culture. Les résultats présentés dans la figure 25.C, suggèrent que le LPS n’a pas d’effet 

sur la présentation  du Ac2SGL par CD1b. Ces expériences de stimulation au LPS ont 

uniquement porté sur la présentation des sulfolipides pendant ma thèse, et il est donc 

possible que cette stimulation affecte d'autres lipides mycobactériens. 

La stimulation du clone LDN5, qui possède un TCRαβ DN, avec du GMM entraîne 

une sécrétion d’IFN-γ dépendante de la dose d’antigène (figure 25.D). Les quantités 

mesurées sont  similaires à celles décrites dans la littérature (Moody et al. 2002; Van Rhijn 

et al. 2014). Cette  activation a été testée avec des CD et des THP-1, montrant une réponse 

plus importante avec les CD. L’activation est dépendante de CD1b, car les THP-1 WT 

n’activent pas ce clone. 

Les tests d’activation du clone G08, spécifique du GMM, sont présentés dans la 

figure 25.E. Ils montrent une activation spécifique du complexe CD1b-GMM, avec une 

activation plus marquée lorsque les CPA sont des CD. L’utilisation de l’AC anti-CD1b a le 

même effet qu’avec les cellules A05, à savoir qu’elle induit une diminution de la sécrétion 

d’IFN-γ par les LT, mais ne l’annule pas totalement. 

Ces clones se révèlent sensibles et spécifiques, et pourront être utilisés pour étudier 

les effets de l’inactivation des protéines candidates. 
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4) Conclusions et perspectives 

Cette étude nécessite des outils biologiques fiables pour mesurer les effets de 

l’inactivation des protéines candidates. Des équipes collaboratrices ont développé des AC 

recombinants spécifiques de l’Ac2SGL et isolé des LT spécifiques de divers lipides, comme 

Ac2SGL et GMM que nous avons pu valider au cours de cette thèse, et d’autres qui n’ont 

pas encore été exploités. 

Bien que l'utilisation des AC soit plus pratique, les résultats obtenus par cytométrie en 

flux avec les CD sont peu clairs, avec un bruit de fond élevé, dont l'origine reste inconnue. 

Nous                            avons tout de même pu élaborer un protocole reproductible pour étudier la présentation 

d’Ac2SGL et d’un SL de synthèse (SL37) à la surface des THP-1 à l’aide de l’AC D11. 

Cependant, ces expériences ne renseignent que sur la présentation du lipide, sans donner 

d’information sur son immunogénicité. 

Les LT constituent donc un outil plus complet, bien que leur amplification représente 

un défi supplémentaire. Sans l’utilisation de tétramères pour effectuer un tri en fin 

d’expansion, il est difficile de s’assurer que seuls les LT restreints par CD1b sont 

amplifiés. Les cellules nourricières que nous avons utilisées sont pourtant celles utilisées 

dans les études nécessitant l’expansion de LT (Siegers et al. 2013; Van De Griend et al. 

1984). Cela rend l’étape                 d’irradiation cruciale, au risque d’induire la prolifération des LT 

non spécifiques. Afin de faciliter l’étape d’expansion des LT, il serait envisageable d’utiliser 

d’autres cellules nourricières, comme il a été montré dans l’étude de Cho et al., qui ont utilisé 

la lignée cellulaire K562 pour amplifier un clone de LT γδ (Cho et al. 2016). 

Lors de cette thèse, nous avons montré que les LT LDN5 et G08, qui répondent au 

GMM, et A05, qui répond au Ac2SGL sont capables d’être activés par les CPA utilisées au 

laboratoire.        Ces trois clones répondent en effet de manière dépendante de la présence de 

CD1b, et à la dose de l’antigène dont ils sont spécifiques. Ils seront donc des outils utiles afin 

d’étudier le rôle des                             protéines candidates sur la présentation des lipides immunogènes. Si 

une protéine candidate est                                     une LTP nécessaire au chargement du GMM ou de l’Ac2SGL sur 

CD1b, son inactivation devrait réduire l’activation des clones. En revanche, ces LT et l’AC 

D11 ne sont pas les outils les plus adaptés pour identifier des protéines impliquées dans la 

digestion des lipides, car les lipides qu’ils reconnaissent ne sont pas digérés au niveau du 

lysosome. Toutefois, il serait possible d’utiliser le clone A05 et l’AC D11 pour déterminer 

si l’Ac4SGL est digéré en Ac2SGL et est chargé dans les sillons de CD1b, qui, jusqu’à 

présent, n'a été observé chargé qu’avec des lipides à deux chaînes d’acides gras. De la même 

manière, les clones G08 et LDN5 pourraient être utilisés pour examiner si le TDM est 
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dégradé en GMM. Des LT spécifiques de CD1b-LAM ou CD1b-LM auraient été d’un grand 

intérêt, car ces lipoglycanes, avec leurs parties polaires importantes, sont plus susceptibles 

d’être apprêtés. Pour le moment, de tels LT n’ont pas encore été isolés par nos 

collaborateurs. 
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Figure 26 : Protocole d’obtention de fractions enrichies en lysosomes avec deux méthodes : 

la séparation sur gradient de densité et les centrifugations différentielles. Ces deux méthodes 

nécessitent un lysat provenant de 100 millions de cellules qui est soit placé sur un gradient 

d’Optiprep qui permet de séparer les organites selon leur densité et de récupérer les lysosomes 

après ultracentrifugation du gradient, soit soumis à différentes centrifugations différentielles. Les 

résultats obtenus en termes de pureté des fractions étant équivalent avec ces deux méthodes, nous 

avons séléctionné celle des centrifugations différentielles. 
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Chapitre 2 : Obtention d’une liste de protéines candidates 

 
Afin d’identifier des protéines lysosomales susceptibles de jouer un rôle dans la 

présentation des antigènes lipidiques par CD1b, deux stratégies ont été explorées. La 

première, de nature plus globale, consiste à obtenir des fractions lysosomales (FL), puis à 

analyser ces fractions par protéomique pour y chercher des protéines potentiellement 

intéressantes. La seconde, plus ciblée, vise à identifier l'interactome de CD1b à l'intérieur 

des lysosomes. Ces deux approches nécessitent le développement d'une méthode fiable et 

reproductible pour obtenir ces FL. 

 
1) Obtention et caractérisation d’une fraction enrichie en lysosomes (FL) 

 
La première approche consiste à obtenir des FL de CPA, afin de les analyser par 

protéomique. Lors de l’enrichissement, l’activité des enzymes lysosomales doit être 

conservée, dans le but de tester la dégradation in vitro de lipides mycobactériens et de tenter 

d’identifier des                    activités hydrolases. Deux méthodes d’obtention de ces fractions enrichies 

en lysosomes ont été testées et comparées lors de cette étude. 

 

a) Choix de la méthode d'enrichissement lysosomal 

 
Classiquement, l’enrichissement en lysosomes se fait par centrifugations 

différentielles (Schröter et al. 1999) ou séparation sur gradient de densité (Graham et al. 

2000). Bien que ces méthodes permettent d'obtenir des fractions enrichies, elles ne 

garantissent pas une pureté en lysosomes. En effet, ces organites, caractérisés par des 

propriétés physiques variables telles que la densité et la masse, présentent une grande 

hétérogénéité, en fonction du type cellulaire, de l’état de stress ou du stade du cycle 

cellulaire, ce qui rend leur isolation en fonction de ces critères biophysiques difficiles 

(Sardiello et al. 2009). Cependant, nous avons supposé qu’un enrichissement, plutôt qu’un 

isolement, était suffisant afin d’avoir une vision globale des protéines lysosomales. 

Nous avons comparé les deux méthodes classiques d’enrichissement lysosomal. Les 

deux  protocoles incluent les étapes suivantes : lyse cellulaire, enrichissement en lysosomes, 

et lyse des lysosomes pour libérer leur contenu enzymatique. La procédure est illustrée en 

figure 26. 
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L’étape de lyse cellulaire s’effectue à partir de 1x108 cellules (THP1, K562 ou CD). 

Ce nombre important de cellules permet d’obtenir à l’issue du protocole un culot lysosomal 

visible à l’œil nu, ce qui garantit une concentration en protéine suffisante pour les analyses 

par protéomique (entre 0,5 et 1µg/mL). La lyse est réalisée par homogénéisation mécanique 

douce, préservant l'intégrité des organelles. Le lysat obtenu est traité selon la méthode 

d'enrichissement                      choisie. 

 

Centrifugations différentielles 

Dans cette méthode, le lysat est soumis à différentes centrifugations et 

ultracentrifugations (figure 26). Ce protocole a été adapté de l’étude de Vergne et al., 

(Vergne               et al. 2004). Le culot final, appelé C3, contient la majorité des lysosomes cellulaires. 

 

Séparation sur gradient 

Pour cette méthode, nous avons utilisé un gradient d'Optiprep. Il s’agit d’une solution 

d'iodixanol, un composé dense qui préserve l'intégrité des cellules grâce à ses propriétés iso- 

osmotiques, à la différence d'autres substances comme le sucrose. Le lysat cellulaire est 

déposé                    au sommet de ce gradient, et les organelles sont séparées selon leurs densités par 

ultracentrifugation. La couche contenant les lysosomes est récupérée et concentrée en un 

culot lysosomal. 

 

Lyse des lysosomes 

Les culots lysosomaux obtenus par les deux méthodes sont lysés de la même manière 

afin d’en extraire les enzymes luminales. Ils sont resuspendus dans du tampon à pH acide, 

composé d’acétate de sodium, afin de conserver l’activité des enzymes lysosomales. Ils sont 

ensuite lysés par plusieurs cycles successifs de congélation/décongélation rapides. Le 

produit de cette lyse est nommé FL. 

 

Comparaison des deux méthodes 

Nous avons observé lors de cette étude que les deux méthodes permettent d’obtenir 

des fractions de pureté comparable. Ainsi la méthode de centrifugations  
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Figure 27 : Caractérisation de la taille et morphologie des objets contenus dans le culot lysosomal 

A) Mesure de la taille des objets contenus dans le culot lysosomal de THP-1 après méthode de 

centrifugation différentielle par DLS. Le diamètre moyen observé est de 181,8 nm, ce qui est 

cohérent avec les observations faites en MET pour la même fraction. Les objets entourés en rouge 

ont un diamètre de 500 nm, 200 nm et 80 nm (B). Quelques enregistrements de DLS montraient des 

pics suggérant la présence d'objets de 6000 nm de diamètre (C), ce qui n'a pas été retrouvé dans les 

images de microscopie, mais pourrait correspondre à des agrégats, comme observé en D. 
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différentielles a été préférée en raison de sa rapidité, de son coût réduit, et de la 

possibilité d'obtenir un culot  lysosomal visible avec un nombre de cellules inférieur. 

 

b) Caractérisation biophysique des FL obtenues 

 
Les lysosomes obtenus ont été caractérisés avant l’étape de lyse par des expériences 

de DLS (« dynamic light scattering »). Un exemple de ces données est présenté en figure 

27.A pour les cellules THP-1. Ces résultats révèlent une population d’objets de taille peu 

polydispersé, avec un diamètre moyen de 181,8 nm. Cette taille est cohérente avec les 

données  de la littérature, qui indiquent que le diamètre des lysosomes mesure entre 50 et 

500 nm (Mellman 1989). 

En complément, nous avons analysé les FL des THP-1 par microscopie électronique 

à transmission (MET), afin de visualiser directement ces fractions et d’évaluer leur qualité. 

Les objets observés apparaissent sous forme de vésicules circulaires avec des diamètres 

compris entre 50 et 500 nm (figure 27.B). Cependant, ces images ne correspondent que 

partiellement aux données de DLS, car de nombreux objets plus petits sont visibles en 

microscopie, mais absents des diagrammes de DLS. Il est possible que ces petits objets, 

d’une vingtaine de nm de                                 diamètre, s’agrègent et ne soient détectés en DLS que sous forme 

de grappes. 

De plus, lors de certains enregistrements de DLS, un second massif de pics est observé 

et                                         suggère la présence d’objets de plus grande taille, avec un diamètre moyen proche de 

6000 nm  (figure 27.C). En microscopie, des objets aussi grands n’ont pas été observés. Il 

est probable qu’il s’agisse également d’agrégats, comme illustré dans la figure 27.D. 

Dans l’ensemble, ces expériences de caractérisation morphologique montrent que les 

culots lysosomaux sont composés d’objets ronds, vraisemblablement des vésicules, de taille 

cohérente                        avec celle des lysosomes décrite dans la littérature. Cependant, ces seules analyses 

ne suffisent pas à confirmer la nature lysosomale de ces vésicules. Nous avons donc 

également caractérisé ces fractions par western blot, en recherchant des marqueurs 

spécifiques des différents compartiments cellulaires. 
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Figure 28 : Western blot à l’aide d’AC marqueurs de différents organites. L’enrichissement 

en lysosomes des THP-1, K562 et CD a été évalué à l’aide d’AC dirigés contre LAMP1 et LPLA2 

pour marquer la membrane et le lumen des lysosomes, TIM23 pour marquer la mitochondrie et 

Lamine-B1 pour marquer le noyau. 
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c) Caractérisation biochimique des FL obtenues 

 
L’enrichissement en lysosome a été suivi en analysant des échantillons provenant de 

chaque étape de centrifugation (L, C1, C2 et FL) par western blot en utilisant des marqueurs 

spécifiques des différents organites. Des AC dirigés contre le marqueur des membranes 

lysosomal LAMP-1 (100kDa) et contre la phospholipase lysosomale LPLA2 (50kDa) sont 

utilisés pour vérifier l’enrichissement en lysosome, et les marqueurs TIM-23 (23kDa) et 

Lamine-B1 (75kDa) permettent de suivre respectivement les mitochondries et les noyaux. 

Les résultats de ces western blots, présentés dans la figure 28 montrent que la FL de 

chaque CPA est enrichie en marqueurs lysosomaux LAMP-1 et LPLA2, et déplétée en 

marqueurs TIM23 et  Lamine B1, par rapport au lysat total et aux culots C1 et C2. 

Cependant, ces marqueurs du noyau et de la mitochondrie sont quelquefois visibles dans les 

FL. Il est en effet difficile d’obtenir une FL dénuée de contaminations par les autres 

organelles. De par leurs propriétés biochimiques, la membrane plasmique, par exemple, peut 

se retrouver dans les mêmes fractions que les lysosomes (Yates et al. 2005). De surcroît, lors 

de la lyse mécanique, il est possible que certains noyaux soient lysés également, ce qui 

entraîne une dispersion des protéines nucléaires dans tous les culots récupérés au long du 

protocole. 

Nous avons également vérifié que l'enrichissement des FL permette de conserver des 

enzymes lysosomales fonctionnelles, par mesure de l'activité de la β-hexosaminidase dans 

les différentes fractions obtenues lors des centrifugations. L'activité de cette enzyme a été 

testée en mesurant l'hydrolyse du 4-nitrophényl-N-acétyl-β-D-glucosaminide, produisant le 

4- nitrophénol, dont l'absorbance à 405 nm est mesurée (Wendeler et Sandhoff 2009). Afin 

de mesurer cette activité, les culots lysosomaux sont suspendus dans un tampon citrate-

phosphate à pH 4,7, proche du pH lysosomal. Pour lyser les lysosomes, et ainsi               libérer les 

enzymes contenues, nous pouvions utiliser une méthode de lyse par 

congélation/décongélation, ou bien l’utilisation d’un détergent. Nous avons comparé 

l’activité                     β-hexosaminidase lorsque les lysosomes sont lysés par congélation-décongélation 

ou avec le détergent Triton X-100 (0,5%). Les résultats sur les FL des cellules THP-1, 

présentés dans la figure 29.A, montrent que les deux méthodes de lyse permettent de libérer 

l’activité enzymatique de manière significative par rapport à la condition non lysée. En effet, 

lorsque les fractions ne sont pas lysées, l’activité enzymatique est similaire à celle des FL 

inactives chauffées à 90°C pendant 10 minutes après lyse. Ainsi, la méthode de congélation- 

décongélation s'est avérée efficace pour libérer le contenu des vésicules tout en préservant  
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Figure 29 : Comparaison de l’activité β-hexosaminidase. Les méthodes de lyse permettant la 

libération des enzymes lysosomales ont d’abord été comparées (A), puis les activités des 

différentes fractions obtenues lors des centrifugations différentielles ont été mesurées (B à D). Les 

moyennes des groupes ont été comparées en utilisant un t-test non apparié. Les barres d'erreur 

indiquent les intervalles de confiance à 95 %. Les différences significatives entre les groupes sont 

indiquées par des astérisques (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p<0.0001). 
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l'activité des enzymes lysosomales, sans nécessiter l'ajout de détergent. C’est donc la 

technique  de lyse que nous avons choisie pour les expériences ultérieures. 

Les résultats présentés dans les figures 29.B à 29.D montrent que, pour une 

concentration                protéique de 0.5µg/µL, les FL présentent une activité de β-hexosaminidase 

supérieure à celle du lysat et des culots intermédiaires C1 et C2. Pour les trois types 

cellulaires étudiés, cette activité semble équivalente, puisque l’absorbance à 405 nm est 

directement proportionnelle à la quantité de substrat hydrolysé. L’activité enzymatique est 

systématiquement plus élevée dans  le C2 que dans le lysat et le C1, en accord avec les 

western blots qui montrent la présence de marqueurs lysosomaux dans cette fraction. Ces 

données indiquent que le protocole de centrifugation différentielle, y compris l’étape finale 

de lyse par congélation et décongélation, permet d’obtenir des fractions lysosomales actives. 
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Figure 30 : Tests de digestion de PIM2Ac4 par la FL de THP-1 in vitro A) Le PIM2Ac4 est 

incubé  4j avec la FL puis les lipides sont extraits pour être analysés B) Analyse MALDI/TOF en 

mode négatif des lipides extraits. Dans la condition témoin, où la FL est inactivée par la chaleur, le 

spectre reste identique à celui observé avant l'incubation. En revanche, lorsque les lipides sont 

incubés avec la FL active, un nouveau pic correspondant au PIM2Ac3 est observé. 
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d) Tests de dégradation in vitro de lipides mycobactériens par la FL 

 
Pour tenter d’identifier des activités hydrolases capables de digérer les lipides de Mtb 

dans les FL, nous avons réalisé des tests de digestion in vitro sur un PIM2Ac4 de synthèse 

(contenant 4 chaînes C16, avec un signal unique à m/z = 1610,1 sur le spectre MALDI). 

Nous                             avons choisi d’étudier dans un premier temps la digestion des PIM, car il s’agit d’un 

lipide mycobactérien dont la dégradation par les enzymes lysosomales a été documentée 

(Gilleron et                 al. 2016; De La Salle et al. 2005). 

Pour ce faire, 100µL de FL provenant des cellules THP-1, correspondant à environ 

50µg               de protéines, ont été incubés pendant 4 jours avec 50 µg de PIM2Ac4 (figure 30.A). 

Après cette incubation, nous avons observé l’apparition du produit de dégradation PIM2Ac3, 

avec un rapport m/z = 1371,9 (PIM2Ac3 avec 3 C16) (figure 30.B). Ce PIM2Ac3 a été 

spécifiquement observé dans la condition d’incubation avec la FL active. Aucun produit de 

dégradation similaire n’a été détecté dans les contrôles : incubation avec tampon acide seul 

(non présenté) ou avec FL préalablement inactivée par la chaleur (10 minutes à 90°C) 

(figure 30.B). Ce dernier  contrôle prend en compte le bruit de fond potentiel causé par les 

lipides endogènes des membranes lysosomales, il constitue donc un contrôle plus précis. 

Cependant, la génération d’autres formes acylées, notamment PIM2Ac2 et PIM2Ac1, 

qui avaient été observées précédemment dans l’équipe, n’a pas eu lieu lors des différents 

tests, malgré les différentes conditions testées et présentées dans le tableau 10. 

Pour caractériser plus précisément le PIM2Ac3 généré, nous avons effectué une analyse 

MALDI-TOF/TOF (MS/MS) en mode positif, car le mode négatif ne fournit des 

informations que sur la nature des acides gras libres perdus, et non sur leur position. En 

mode positif, l’ion détecté a une masse de 1417,6, indiquant l’ajout de deux ions Na+ (figure 

31.A). Le pic le plus intense, à m/z = 437,2, correspond à l’ion B (figure 31.B), suggérant 

une perte d’acide gras au  niveau du glycérol. Étant donné que le lipide synthétique ne 

contient que des chaînes de 16 carbones, il est impossible de déterminer si la chaîne clivée 

est en R1 ou R2 (figure 31.B). Le spectre MS/MS montre également des pics intenses à m/z 

= 1003,6 et 1105,6, indiquant la présence d’un adduit sodium de mannose acylé lié à un 

inositol acylé. Ces signaux suggèrent que la chaîne carbonée clivée se situe au niveau du 

glycérol. Ce clivage peut résulter de l’action des lipases LPLA2 et PLRP2                   décrites dans la 

littérature (Gilleron et al. 2016), ou d’autres lipases pas encore caractérisées. 
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Figure 31 : Analyse MS/MS des PIM2Ac4 de synthèse après digestion par la FL A) Analyse 

MALDI-Tof et MALDI-Tof/Tof en mode positif des PIM2Ac4 incubés avec la FL. L‘ion à 

m/z=1417,6 a été fragmenté. B) Voies de fragmentation des PIM2 Ac2 en MALDI-Tof/Tof 

[M+Na]Na+  C) Représentation des formes conventionnelles et non conventionnelles des 

PIM2Ac3
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La forme de PIM2Ac3 observée, avec un acide gras manquant sur la partie 

Gro/Man/Ins,  n’est pas naturelle, ce qui indique une activité lipase présente dans la FL 

(figure 31.C). La génération de PIM2Ac3 a été reproduite suffisamment lors de cette thèse 

pour conclure que la FL est capable de digérer des lipides in vitro. En conséquence, nous 

avons testé l’activité des hydrolases sur le LAM et le PIM6Ac4, mais aucun produit de 

dégradation n’a été observé, et les spectres obtenus après incubation avec la FL sont 

identiques à ceux obtenus avec le tampon                       seul (résultats non présentés). 

Ces tests n’ont pas permis d’identifier de nouvelles activités enzymatiques sur les 

lipides  mycobactériens à partir des FL obtenues. La liste de protéines candidates a donc 

entièrement été construite à partir des analyses protéomiques et de la littérature. 

 

 

 

 

 

 
 

 

Tableau 10 : Tableau réacpitulatif des différentes conditions testées afin d’évaluer la 

dégradation                   du PIM2Ac4 synthétique in vitro par la FL. Les paramètres en vert dans ce tableau 

sont ceux ayant permis d’observer le pic correspondant au PIM2Ac3. 
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Figure 32 : Volcano-plots des analyses protéomiques comparant les protéines du lysat total 

(gauche) et de la FL (droite). Les parties grisées des graphes représentent une p-value supérieure 

à 0,05 et donc un enrichissement non significatif. A) Enrichissement des CD par gradient (2938 

protéines totales), B) enrichissement des THP-1 par gradient (3932 protéines totales), et C) 

enrichissement des THP-1 par centrifugations (4562 protéines totales). Les points en vert 

correspondent aux protéines annotées "lysosome" sur UniProt (723 protéines). Parmi ces 723 

protéines, 271 ont été identifiées chez les CD, 294 chez les THP-1 avec la méthode gradient et 288 

avec la méthode des centrifugations différentielles. Certains marqueurs lysosomaux spécifiques 

validés apparaissent en rouge (LAMP1, LAMP2, β-galactosidase, α-mannosidase, β-

hexosaminidase, cathepsine D, NPC1, LPLA2 et prosaposine). 
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2) Obtention d’une liste de protéines candidates par analyse protéomique des FL. 

 
Les CD sont les CPA professionnelles présentes chez l’homme qui expriment les cinq 

isoformes des protéines CD1. Elles sont donc particulièrement pertinentes pour étudier la 

présentation des lipides par CD1b, car elles possèdent la machinerie cellulaire la plus 

complète                       pour permettre cette fonction. Pour identifier les protéines impliquées dans une voie 

spécifique, une méthode couramment utilisée consiste à réaliser un screening, en inactivant 

l'expression de nombreuses protéines et en analysant quelles inactivations perturbent cette 

voie. C’est cette méthode qui a été utilisée par Chandra et al. dans une étude visant à 

identifier les protéines cellulaires impliquées dans la présentation de l’ α-GalCer aux 

cellules iNKT (Chandra et al. 2018). Bien que la méthode de screening soit généralement 

considérée comme la plus appropriée pour identifier les protéines d'intérêt dans ce contexte, 

nous ne l’avons pas utilisée du fait des contraintes techniques de notre laboratoire. Nous 

avons donc adopté une approche alternative consistant en l’analyse protéomique de FL de 

CPA pour trouver des protéines d’intérêt. 

 

a) Analyse protéomique des FL 

 
Bien que l’enrichissement lysosomal ait d’abord été mis au point sur les cellules de 

lignées THP-1 et K562, le but était d’analyser le contenu lysosomal des CD par 

protéomique, afin d’avoir une liste de protéines plus représentative des conditions 

physiologiques. Nous avons donc enrichi une fraction de CD en lysosomes, et comparé le 

contenu protéique de ces FL au lysat des mêmes cellules. Ces analyses ont été réalisées tôt 

dans la thèse, et la méthode préférée au moment de ces analyses était celle de séparation sur 

gradient de densité. 

Les résultats obtenus avec les CD ne montrent pas d'enrichissement en protéines 

lysosomales dans la FL, comme l'illustre la partie droite de la figure 32.A. Les protéines 

identifiées par le mot-clé "lysosome" dans la base de données Uniprot, représentées en vert 

sur la figure, se trouvent majoritairement dans le lysat total (partie gauche de la figure 32.A). 

La trop faible quantité de CD utilisée pourrait être la cause principale de ce manque 

d’enrichissement. En effet, la méthode de séparation par gradient de densité requiert une 

quantité substantielle de cellules, d’au moins 100 millions, ce qui n’a pas été atteint avec les 

cellules primaires. 
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Cependant, le kit utilisé pour séparer les lysosomes par gradient recommandait 

d’obtenir un culot cellulaire d’une masse comprise entre 50 et 200 mg. Lors des  expériences 

indépendantes réalisées pour obtenir des FL de CD menant à ces résultats, le culot                                       dépassait 

légèrement la masse minimale requise. Il semblerait que ce ne soit pas suffisant, et le                    culot 

lysosomal était beaucoup plus petit que ceux obtenus en partant de 100 millions de cellules                     de 

lignée (THP-1 et K562), contre 50 millions avec les CD. 

Des FL de cellules THP-1 ont été obtenues par les deux méthodes d’enrichissement et 

ont                          été soumises à une analyse protéomique. Les résultats, présentés dans les figures 32.B 

et 32.C,    montrent que les deux méthodes permettent d'obtenir une fraction enrichie en 

protéines associées au lysosome (en vert sur les graphiques), incluant des marqueurs 

lysosomaux tels que LAMP1, LAMP2, la β-galactosidase (BGAL), l’α-mannosidase 

(MA2B1), la β- hexosaminidase (HEXA), la cathepsine D (CATD), NPC1, LPLA2 et la 

prosaposine (SAP), étiquetées en orange sur la figure 32. Toutefois, les centrifugations 

différentielles ont produit des résultats statistiquement plus significatifs (p-values plus 

faibles), ce qui a confirmé notre décision de privilégier cette méthode pour les expériences 

futures. 

 
b) Elaboration d’une liste de protéines candidates à partir des données 

protéomiques 

 
Dans les trois volcano-plots obtenus lors de l’étude, les protéines catégorisées comme 

lysosomales sur la banque de données UniProt ont été étudiées une à une. Grâce à cette 

stratégie,                         nous avons mis en évidence certaines protéines de la famille des « ATP-binding 

cassettes » (ABC) présentes dans les différents volcano-plots. Cette grande famille de 

transporteurs compte 48 membres chez l’homme, répartis en 7 sous-familles (ABCA à 

ABCG), présents dans  différentes membranes cellulaires, y compris celles des lysosomes, 

peroxysomes, et mitochondries. Il est intéressant de noter que la protéine de la sous-famille 

ABC, Mrp1 (codée par le gène ABCC1), a été identifiée lors du criblage réalisé par Chandra 

et al., car son inhibition  a un impact négatif sur l'activation des cellules iNKT (Chandra et al. 

2018). Cette famille de protéines mérite donc  d'être étudiée dans le cadre de la présentation 

des lipides par les protéines CD1. 

 

  



122 

 

 

Figure 33 : Volcano-plots des analyses protéomiques montrant les protéines candidates 

identifiées. A) Enrichissement des CD par gradient, B) enrichissement des THP-1 par gradient, 

et C) enrichissement des THP-1 par centrifugations. Les protéines candidates sont présentées en 

bleu. 
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La revue de Szakacs de 2020 indique que ABCA2, ABCA3, ABCA5 sont localisées 

au niveau des membranes lysosomales et sont des transporteurs de lipides putatifs (Szakacs 

et al. 2020). ABCA3 est présente dans le graphe correspondant aux THP-1 avec la méthode 

de séparation sur gradient (figure 33). Cette protéine est majoritairement exprimée dans les 

cellules alvéolaires de type II et joue un rôle crucial dans le transport des phospholipides du 

surfactant pulmonaire. Des études ont montré son implication dans l’absorption de PC dans 

les  lysosomes des cellules A549 dérivées de carcinomes pulmonaires (Matsumura et al. 

2008). 

Concernant la sous famille ABCD, seule ABCD1 est également localisée au niveau de 

la                           membrane des lysosomes (Morita et al. 2006). La protéine ABCD1 est identifiée dans  les 

graphes correspondants aux CD et aux THP-1 avec la méthode des centrifugations 

différentielles (figure 33). ABCD1 est impliquée dans le transport des lipides à chaînes 

longues                        (26 carbones) vers le lumen des peroxysomes et possède également une activité 

thioestérase, facilitant la β-oxydation des esters d'acyl-CoA à très longue chaîne (Van 

Roermund et al. 2008). 

De plus, la protéine ABCD3 est identifiée dans les volcano-plots correspondant à 

l’enrichissement des cellules THP-1 avec les deux méthodes (figure 33). Cette protéine est 

localisée au niveau des peroxysomes et transporte les acyl-CoA à chaînes ramifiées et les 

intermédiaires des acides biliaires di- et tri-hydroxycholestanoïl-CoA dans cet organite (Van 

Roermund et al. 2014). Bien qu’elle n’ait pas été décrite comme lysosomale à ce jour, sa  

fonction connue en fait une protéine assez intéressante. 

Ces analyses nous ont également permis d’identifier deux lipases potentielles. La 

protéine LIPA (lipase acide lysosomale, LICH sur Uniprot) est une autre lipase candidate 

qui a été détectée dans notre analyse protéomique des CD (figure 33). Elle joue un rôle 

important dans le métabolisme des triacylglycérols et des esters de cholestérol (Ameis et al. 

1994). Enfin, la phospholipase putative PLBL2 a également été identifiée dans l’étude de 

Muthukottiappan, et, bien qu’il n’existe pas encore d’études menées sur sa fonction 

précisément, elle pourrait contribuer à l’apprêtement des lipides antigéniques, de la même 

manière que les phospholipases  LPLA2 et PLRP2. 

Il est important de souligner que les protéines candidates identifiées dans les données 

protéomique des cellules THP-1 varient en fonction de la méthode utilisée. Pourtant, étant 

donné qu'il s'agit des mêmes cellules, on pourrait s'attendre à retrouver les mêmes protéines. 

Cela suggère que les résultats ne sont probablement pas entièrement exhaustifs, malgré la 
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grande sensibilité de la méthode employée de chromatographie liquide en tandem avec 

spectrométrie de masse à nano-flux (LC–MS/MS à nano-flux). Nous avons donc décidé 

qu’il était pertinent d'explorer la littérature afin d’enrichir la liste avec d'autres protéines 

potentielles et de valider leur présence de manière rétroactive par western blot. 

 

c) Enrichissement de la liste de protéines candidates à partir des données 

bibliographiques 

 
L’étude de Muthukottiappan et al. de 2021 nous a été particulièrement utile afin 

d’enrichir notre liste de protéines candidates (Muthukottiappan et al. 2021). Cette étude 

compile l’ensemble des protéines lysosomales identifiées lors de diverses études récentes. 

Elle recense     905 protéines, parmi lesquelles les auteurs ont validé que 341 sont 

effectivement lysosomales et ont confirmé leurs fonctions. Nous avons recherché parmi ces 

protéines celles susceptibles d’être des LTP ou des hydrolases (lipases, phospholipases ou 

enzymes capables de digérer des                      parties osidiques). 

Concernant la digestion des parties osidiques, l’étude identifie 25 protéines 

caractérisées comme capables d’hydrolyser les liaisons glycosidiques. Cependant, il a été 

difficile de trouver des candidates pertinentes. Par exemple, des enzymes comme la NAAA 

(N-acylethanolamine- hydrolyzing acid amidase), la NAGA (N-acétylgalactosaminidase) ou 

la CTBS (Cathepsin B- like cysteine peptidase) nécessitent une fonction amine et clivent 

principalement des glycoprotéines. Nous n’avons également pas ajouté à la liste des 

protéines candidates les arylsulfatases (ARSA à ARSI), qui hydrolysent les liaisons ester 

sulfate dans des substrats comme les sulfatides. En effet, bien qu'elles apparaissent dans 

certaines de nos analyses, nous n'avons pas exploré ces enzymes car le groupement sulfate 

de l’Ac2SGL de Mtb est essentiel à sa présentation à la surface cellulaire. 

Parmi les protéines de la famille ABC, cette étude présente les protéines ABCA2 et 

ABCA5, qui ne sont pas détectées dans les analyses des FL. Cependant, elles sont 

localisées dans la membrane du lysosome et impliquées dans le transport des lipides et 

pourraient donc  nous intéresser. 

ABCA2 intervient dans le transport intracellulaire du cholestérol du lysosome vers le 

RE  (Davis et al. 2004). Les souris délétées du gène d’ABCA2 présentent une accumulation 

du ganglisoside GM1 et des cérébrosides, avec une réduction de la sphingomyéline et des 

PS et PE au niveau du cerveau, suggérant un rôle dans le métabolisme des sphingolipides, de 

la même  manière que les saposines (Sakai et al. 2007). Bien que la fonction physiologique 

de l'ABCA2 dans le lysosome est inconnue à ce jour, il semblerait que cette protéine 
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transporte des phospholipides chargés négativement vers le côté luminal de cet organite. Ce 

transport entraîne                      une haute concentration de charge négative dans le lysosome, attirant les 

enzymes céramidase acide et glucocérébrosidase, qui dégradent le céramide en sphingosine. 

Alors que le céramide favorise l’export du cholestérol hors du lysosome par les protéines 

NPC1 et NPC2, le sphingosine, en revanche, est moins efficace que la céramide pour 

déplacer le cholestérol sur NPC2, entraînant la séquestration du cholestérol libre dans les 

lysosomes (Davis et Tew 2018). Quant à ABCA5, elle a été identifiée par Petry et ses 

collègues en 2003 comme ayant une fonction similaire à celle de NPC1. En effet, ABCA5 

intervient dans l'efflux du cholestérol hors           des lysosomes (Petry et al. 2003). 

Parmi les autres candidates, la protéine EPDR1 (« Mammalian ependymin-related 

protein 1 »), dont la structure cristallographique a été élucidée en 2019 par Wei et al. est 

également intéressante (Wei et al. 2019). Cette protéine est localisée dans le lumen du 

lysosome EPDR1                   et est structurellement proche de la protéine bactérienne LolA, impliquée 

dans le transport des  lipoprotéines. Une étude phylogénétique a également montré que 

l’émergence de ces protéines chez les vertébrés coïncide avec l’apparition d’enzymes 

impliquées dans la dégradation des gangliosides ou des sulfatides. EPDR1 serait capable 

d’interagir avec des membranes composées de lipides chargés négativement, comme GM1 

et le BMP (Bis(monoacylglycéro)phosphate), et agir comme une LTP. Cependant, elle ne 

figure pas dans  les volcano-plots des FL, et sa présence dans les cellules d’intérêt devra 

d’abord être confirmée          par western blot, par exemple. 

Concernant les lipases potentielles, l’AOAH (acyloxyacyl hydrolase) apparaît comme 

un candidat prometteur. C’est une lipase lysosomale retrouvée principalement dans les 

cellules immunitaires, dont les CD.  Elle possède deux sous-unités : une commune aux 

lipases (avec une  séquence conservée « Gly-X-Ser-X-Gly »), et une présentant des similarités 

avec les saposines,  et ces deux sous-unités sont nécessaires à son activité de lipase (Staab et 

al. 1994; Gorelik et al. 2018). AOAH est connue pour cliver le LPS et la PC. De plus, des 

études ont montré que cette enzyme possède plusieurs activités, incluant celles de 

phospholipase, lysophospholipase mais aussi acyltransférase, ce qui en fait un potentiel 

acteur dans le transport                       lipidique au sein des lysosomes (Munford et al. 1992). 
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Tableau 11 : Protéines candidates identifiées. En jaune : LTP potentielle, en vert : lipase 

potentielle et en bleu : LTP déjà connue pour jouer un rôle dans le chargement des lipides sur CD1d 

 

 

 
 

Figure 34 : Premiers tests de détection de 3 protéines candidates (AOAH, GM2AP et SAP) 

avec des AC polyclonaux A) Dot-blot et B) Western blot avec des AC polyclonaux dirigés contre 

trois des protéines candidates (GM2AP, prosaposine et AOAH). 10µg de protéines provenant du 

lysat total des trois types de CPA (CD, THP-1 et K562) ont été utilisés. 
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Nous avons également inclus dans la liste les protéines impliquées dans la présentation 

des lipides sur CD1d, comme GM2AP et les protéines NPC1 et NPC2, bien qu'aucun rôle 

direct n’ait encore été démontré pour CD1b. La prosaposine est ajoutée à la liste pour jouer 

le rôle de contrôle, étant donné que les produits de clivage de la prosaposine, 

particulièrement la Sap-C, sont impliqués dans le chargement de lipides mycobactériens sur 

CD1b. La liste finale de protéines candidates est présentée dans le tableau 11. 

Cette étude nécessite des AC fiables dirigés contre les protéines candidates pour deux 

raisons : 1) certaines protéines intéressantes identifiées grâce à la bibliographie ne figurent 

pas  dans les données protéomiques, mais ne sont peut-être simplement pas détectées et 2) 

ces AC seront utilisés une fois l’inactivation effectuée par siRNA afin de s’assurer de 

l’efficacité de cette inactivation. Nous avons donc commencé à tester des premiers AC 

dirigés contre AOAH  (une des candidates les plus intéressante), GM2AP et la prosaposine 

(qui sont des contrôles positifs car identifiés dans les volcano-plots). Nous avons essayé de 

détecter la présence de ces  trois protéines dans du lysat total des trois CPA. Les résultats de 

dot-blot (figure 34.A) montrent  que pour une même quantité de protéine déposée dans 

chaque puits (10µg), les protéines cibles              sont détectées dans les trois lysats différents. Les 

résultats de western blot ne sont pas bien nets  pour la GM2AP et AOAH et présentent un fort 

signal non-spécifique, qui a persisté même en modulant la quantité de l’AC (avec des 

dilutions allant du 10 000e au 100e) (figure 34.B). Cela  est probablement dû au fait que les 

AC utilisés ici sont polyclonaux, ce qui ne permet pas une reconnaissance aussi spécifique 

de la protéine cible. Comme il est important d’obtenir et de valider des AC fiables, la 

recherche d’AC devra donc être poursuivie, à l’exception de l’AC anti-prosaposine qui 

donne des résultats satisfaisants. 
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3) Identification du protéome intra-lysosomal de CD1b 

 
Une approche complémentaire que j’ai essayé de mettre en place consiste à identifier 

les protéines partenaires de CD1b. Cela est intéressant car aucune étude sur l’interactome 

complet des protéines CD1 n’a été publiée à ce jour. Cependant, quelques études ont 

examiné des interactions spécifiques de certaines protéines avec certaines isoformes de 

CD1. 

Par exemple, en 2004, Winau et al. ont cherché à savoir si Sap-C, connue pour 

interagir avec des protéines comme la β-glucosidase, pouvait également interagir 

directement avec CD1b. Ils ont incubé des CD avec les saposines A à D, couplées à un agent 

de réticulation permettant de lier de façon covalente les protéines en interaction. Ils ont 

observé par immunoprécipitation que Sap-C, et dans une moindre mesure Sap-D, 

interagissent avec CD1b. Ces résultats ont été confirmés par des expériences de purification 

sur colonne d'affinité, où CD1b a été purifiée avec Sap-C (Winau et al. 2004). 

En 2012, Angénieux et al. ont identifié une protéine de 27 kDa, précédemment 

observée comme liée à CD1e lors de son transport vers les lysosomes, comme étant 

LAPTM5 (Lysosomal-Associated Transmembrane Protein 5), impliquée dans la régulation 

de l'ubiquitination des protéines cibles (Angénieux et al. 2012). Pour caractériser cette 

protéine, les auteurs ont transfecté la lignée de mélanome humain M10 avec un plasmide 

codant pour CD1e, et ont réalisé une immunoprécipitation en utilisant un AC spécifique de 

CD1e lié à la protéine A-Sepharose. Les fractions d’élution ont ensuite été analysées par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC/MS/MS), ce 

qui a                    permis d’identifier LAPTM5. 

Notre objectif diffère de ces études car nous cherchons à identifier l’interactome 

complet de CD1b au niveau des lysosomes. Elucider cet interactome permettrait  d’identifier 

de nouvelles LTP, capables d’interagir avec CD1b de la même manière que Sap-C. Cette 

approche permettrait éventuellement de découvrir des acteurs nécessaires au trafic 

intracellulaire de CD1b, ainsi que sa stabilité au sein du lysosome.  

Cependant, cette approche ne permettrait sûrement pas d’identifier des hydrolases, qui 

supposément interagissent avec le lipide, sans interagir avec CD1b. Parmi les modèles 

cellulaires utilisés, les cellules K562 sont les plus adaptées à la transfection de siRNA. Nous 

avons tenté d’identifier les partenaires de CD1b dans les lysosomes de ces cellules. 
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Figure 35 : Expérience de purification de CD1b sur colonne A) Construction des K562 pCD1b 

B) Purification de CD1b en complexe avec ses protéines partenaires sur colonne d’affinité. Les 

fractions lysosomales sont obtenues par centrifugations différentielles et CD1b est clivé hors de la 

membrane lysosomale avec une digestion par la papaïne. Les protéines solubles lysosomales sont 

passées sur colonne anti-CD1b C) Dot-blot avec un AC anti-CD1b afin de détecter les fractions 

d’élution où se trouve la protéine d’intérêt. La totalité de CD1b récupéré se trouve dans les mL 5 

à 10. D) Volcano plot résultat de l’analyse protéomique de cette fraction d’élution. Le nombre de 

protéines est trop faible pour conclure. 
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a) Essai de purification de CD1b et ses protéines partenaires sur colonne 

 
Dans un premier temps, nous avons tenté de purifier CD1b en complexe avec ses 

éventuelles protéines partenaires en utilisant une colonne de sépharose greffée avec des AC 

anti-CD1b. Cette colonne est couramment utilisée au laboratoire pour étudier les complexes 

CD1b-lipides présentés à la surface des cellules, et nous avons donc conclu que la méthode 

serait plus aisée à mettre au point. L’utilisation de la colonne est rendue possible grâce à des 

cellules K562 nommées pCD1b générées précédemment dans l’équipe. Ces cellules 

possèdent le gène de CD1b auquel le site de clivage spécifique de la papaïne à la base du 

domaine extracellulaire est ajouté (figure 35.A). 

De plus, l’utilisation de la papaïne permet de ne pas utiliser de détergent, car CD1b 

n’a pas à être extrait de la membrane et est clivé à la place. Cela conserve l’intégrité des 

lipides chargés sur CD1b, et présente donc un avantage quant à la stabilité de la protéine 

dans le cadre                      de notre étude. Un contrôle est nécessaire pour éliminer les protéines se liant 

de manière non spécifique à la colonne, indépendamment de CD1b. Pour cela, nous avons 

utilisé les cellules K562 WT. 

Afin de cibler spécifiquement les protéines partenaires de CD1b dans les lysosomes, 

les lysosomes sont d’abord enrichis par centrifugations différentielles (la méthode est celle 

présentée dans la chapitre 2.1.a), puis lysés par cycles de congélation/décongélation. En 

effet, comme CD1b se trouve dans la lumière des lysosomes, il est nécessaire de lyser ces 

organelles                             pour accéder au site de clivage par la papaïne. La solution obtenue après clivage, 

supposée contenir CD1b et ses partenaires, est passée sur la colonne d’affinité (figure 35.B). 

Afin de déterminer les fractions d’élution dans lesquelles CD1b est élué, des dot-blots 

dirigés contre CD1b ont été réalisés sur la fraction de départ (avant passage sur colonne) 

ainsi que sur différentes fractions d’élution. Les fractions correspondant aux mL 5 à 10 ont 

été regroupées et                          constituent la fraction d’intérêt, permettant de récupérer la quasi-totalité 

des protéines CD1b fixées à la colonne après lavage (figure 35.C). 

Aucune protéine d’intérêt n’a été révélée avec cette approche. La protéine la plus 

enriche  était CD1b, mais la p-value et le ratio suggèrent un enrichissement très faible (figure 

35.D). Ces résultats indiquent que très peu de protéines ont été éluées. Nous émettons 

l’hypothèse que certaines protéines ont pu être perdues lors de la centrifugation post-

digestion par la papaïne (figure 35.B) ou lors des lavages de la colonne. Il est également  
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Figure 36 : Expérience de co-IP pour identifier des partenaires lysosomaux de CD1b A) 

Construction du plasmide CD1b avec le tag 6-histidine présent en N-ter du domaine transmembranaire. 

B) Les fractions lysosomales sont obtenues par centrifugations différentielles et les protéines 

membranaires sont solubilisées. Pour les conditions avec crosslink, du FA 0,5% est ajouté sur les culots 

lysosomaux avant solubilisation. C) Les protéines solubilisées sont co-précipitées. Un western blot anti- 

CD1b est réalisé avant l’étape de co-IP D) Western blot avec un AC anti-CD1b afin de vérifier 

l’enrichissement en cette protéine dans les fractions d’élution après co-IP. 
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possible que la papaïne ait entraîné un clivage non spécifique de plusieurs autres protéines 

lysosomales. 

Étant donné les nombreuses incertitudes et le faible rendement de ce protocole, nous 

avons décidé d’adopter une autre méthode, plus classique, pour déterminer l’interactome de 

CD1b dans les lysosomes. Cependant, il est important de souligner qu’une seule analyse 

protéomique a été éffectuée par cette méthode (avec chaque condition effectuée en quatre 

exemplaires) et que nous n’avons pas effectué de mise au point afin de recommencer. 

 

b) Identification de l’interactome de CD1b par co-IP 

 
Une seconde approche pour identifier les protéines lysosomales interagissant avec 

CD1b a été développée. Cette approche est inspirée de l'étude de Zhang et al., qui a permis 

d'identifier  des protéines lysosomales partenaires de LAMP, via co-IP (Zhang et al. 2023). 

Toutefois, cette méthode, qui nécessite l'utilisation de détergents, pourrait perturber les 

lipides chargés sur  CD1b. Il est donc possible que cette stratégie ne permette pas de capturer 

l’ensemble des partenaires de CD1b, notamment ceux dont l'interaction dépend de la 

présence des lipides dans les sillons de CD1b. 

 

Nous avons utilisé une lignée de cellules K562 générées précédemment au laboratoire, 

transfectées avec un plasmide codant pour CD1b portant un tag 6-histidine (6his) au niveau 

de sa queue cytoplasmique (figure 36.A). Cette lignée permet d'utiliser des billes 

magnétiques dirigées contre le tag pour réaliser la co-IP, ce qui permet d’utiliser des billes 

déjà commercialisées (à l’inverse de billes coatées avec des AC anti-CD1b). Lors de la 

génération de cette lignée, la localisation de la protéine CD1b taguée a été vérifiée par 

microscopie à fluorescence (données non publiées générées précédemment dans l’équipe). 

Il a donc été confirmé que l’ajout du tag n’avait pas d’influence sur la localisation 

lysosomale de CD1b, et nous pouvons donc utiliser cette lignée pour déterminer son 

interactome dans cet organite. 

Le protocole mis en place est présenté dans la figure 36.B. Il inclut une première étape 

de préparation de culots lysosomaux par la méthode de centrifugations différentielles. Les 

membranes lysosomales sont ensuite solubilisées à l'aide d'un tampon contenant 1% de n- 

dodécyl-β-D-maltoside (DDM), un détergent non ionique couramment utilisé pour 

solubiliser les protéines membranaires intégrales sans dénaturer leurs structures ni leurs 

interactions fonctionnelles. Les fractions d’élution obtenues des cellules K562 exprimant  
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Figure 37 : Comparaison des capacités d’activation du clone A05 des CPA suivantes : CD, 

THP- 1 CD1b, K562 CD1b et K562 CD1b-6his. Les CD sont les CPA les plus efficaces, suivies 

de THP-1 puis des K562. Les K562 CD1b-6his n’activent pas le clone A05 aussi efficacement que 

les cellules non taguées.
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CD1b-6his ont été                                    comparées à deux types de contrôles : les cellules K562 WT et les cellules 

K562 exprimant CD1b sans le tag 6his. 

Les billes magnétiques utilisées pour la co-IP étant dirigées contre le tag 6his, le 

contrôle                le plus précis est constitué par les cellules K562 CD1b ne possédant pas le tag. 

Cependant, nos expériences de western blot après solubilisation, et donc avant l’étape de 

co-IP, montrent que, pour un même nombre de cellules de départ (200 millions) et une même 

quantité de protéines déposées (10 µg), les cellules K562 CD1b contiennent une quantité de 

CD1b nettement supérieure à celle des cellules K562 CD1b-6his (figure 36.C). Cette 

différence se reflète également dans les                                         tests d’activation du clone A05 : bien que les cellules 

K562 CD1b-6his soient capables d’activer  le clone, elles le font de manière moins efficace 

que les cellules K562 CD1b (figure 37). Plusieurs facteurs pourraient expliquer cette 

différence. Il est possible que, malgré leur transfert  vers les lysosomes, les protéines CD1b-

6his subissent un trafic réduit. Une autre hypothèse est                                que les plasmides codant pour CD1b 

et CD1b-6his se soient intégrés dans des régions du génome présentant des niveaux 

d'activité transcriptionnelle différents, entraînant une moindre expression de CD1b-6his. 

Le western blot sur les fractions d'élution après co-IP avec un AC anti-CD1b a révélé 

cette fois-ci que pour une même quantité de protéines (5 µg) déposée dans les puits, les 

produits d’élution des cellules K562 CD1b-6his contiennent davantage de CD1b (figure 

36.D), ce qui indique un bon fonctionnement du protocole de co-IP. Etant donné la quantité 

initiale de CD1b  bien supérieure dans les K562 CD1b, cette protéine est toujours détectée 

dans les fractions d'élution, malgré le fait que les billes utilisées soient contre le tag 6his et 

non CD1b. Par conséquent, nous avons ajouté un autre contrôle, les cellules K562 WT, afin 

de nous assurer que les analyses protéomiques ne soient pas biaisées par des faux positifs. 

Ces fractions d'élution ont ensuite été analysées par protéomique. Nous avons effectué 

les analyses avec et sans une étape de pontage chimique (ou crosslink) dans le protocole. 

L’agent crosslinkant est ajouté sur le culot lysosomal, à l’issue des centrifugations 

différentielles. Nous avons choisi d’effectuer le crosslink à cette étape plutôt que sur les 

cellules  entières en nous basant sur l’étude de Singh et al. de 2022, où les auteurs étudient 

les interactions entre protéines dans le lysosome, et effectuent l’étape de crosslink après 

purification des lysosomes (Singh et al. 2022). L’agent crosslinkant que nous avons utilisé 

est le formaldéhyde (FA) à 0,5%. Cet agent permet de créer des liaisons covalentes 

réversibles entre les groupes fonctionnels amine des résidus lysine des protéines proches, ce 

qui permet l’analyse protéomique de ces dernières par la suite. 
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Figure 38 : Volcano plots résultant des analyses protéomiques après co-IP pour identifier les 

partenaires de CD1b dans différentes conditions. A) Sans crosslink : K562 CD1b-6his contre 

WT (2588 protéines totales), B) sans crosslink : K562 CD1b-6his contre CD1b (2588 protéines 

totales), C) avec crosslink : K562 CD1b-6his contre WT (2893 protéines totales), et D) avec 

crosslink : K562 6His contre CD1b (2893 protéines totales). Le nombre de protéines enrichies du 

coté de la fraction d’intérêt est noté en rouge sur chaque plot. Les protéines étiquetées sont celles 

enrichies dans trois des quatre graphes, tandis que les protéines en bleu sont spécifiques à un seul 

graphe mais jugées intéressantes pour une analyse plus approfondie. 
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Les résultats des analyses protéomiques des fractions d’élution obtenues avec et sans 

crosslink sont présentés sous forme de volcano-plots, où nous comparons les fractions 

d’élution des cellules CD1b-6his avec celles des contrôles (K562 WT et K562 CD1b), 

respectivement. Pour filtrer les protéines les plus enrichies, nous avons sélectionné celles 

présentant un log2 ratio d'au moins 1,8 et un -log(p-value) d’au moins 1,3 (qui témoignent 

d’un enrichissement significatif, avec la p-value fixée à 0,0). Ces critères ont permis 

d’identifier entre 14 et 46 protéines selon les conditions expérimentales (figure 38). Parmi 

ces protéines, nous avons établi une liste à partir de celles présentes dans au moins trois des 

quatre volcano-plots, ce qui a réduit notre sélection à neuf protéines (étiquetées en orange 

dans les volcano-plots de la figure 38). 

Nous avons recherché dans les bases de données (Uniprot, GeneCard, Human Protein 

Atlas)  quelles étaient les localisations subcellulaires ainsi que les fonctions connues de ces 

neuf protéines. Ces  recherches ont révélé que 6 protéines sur les 9 possèdent des actions très 

éloignées de celles que nous pourrions supposer des protéines partenaires de CD1b. Ces 

protéines, à savoir MEIS1, CLEC11A, MAGA, PRG2, LRC4B et ITA2, n’ont donc pas fait 

l’objet de plus de recherches. Ces  données sont surprenantes étant donné leur présence dans 

la majorité des résultats de co-IP du côté de la fraction d’intérêt, avec un ratio important et 

une p-value significative. 

Les trois autres protéines pourraient être impliquées dans les mécanismes menant à la 

présentation des lipides par CD1b, même de manière indirecte (tableau 12). Par exemple, 

la RNaseT2 (RNT2), dont la localisation lysosomale a été découverte en 2006 par 

Campomenosi et al., a pour rôle de dégrader les acides nucléiques (Campomenosi et al. 

2006). Des études chez le rat ont montré que l'inactivation de cette protéine entraîne un 

dysfonctionnement lysosomal et une neuroinflammation, ainsi qu'une diminution des 

protéines LAMP1 et LAMP2A, essentielles pour l’intégrité des lysosomes (Sinkevicius et al. 

2018). Bien qu’aucun lien direct avec CD1b n’ait été établi, son rôle dans le maintien de la 

structure lysosomale en fait une candidate potentielle. La protéine ACSM3 (Acyl-CoA 

synthetase medium-chain family member 3) est une enzyme de la famille des acyl-CoA 

synthétases, principalement localisée dans les mitochondries. Elle joue un rôle essentiel 

dans le métabolisme des acides gras à chaîne moyenne (6 à 12 carbones) en les convertissant 

en acyl-CoA (Iwai et al. 2002). Ainsi, ACSM3                          est impliquée dans le métabolisme lipidique. 

Il est possible qu’elle influence la disponibilité des lipides pouvant transiter vers les 

lysosomes et être présentés par CD1b. Cependant, aucune localisation lysosomale  



138 

 

 

 
 

Tableau 12 : Protéines candidates identifiées par co-IP. Neuf protéines étaient enrichies 

dans au moins trois graphiques parmi les quatre générés (en rouge), et deux protéines n'ont 

été identifiées que dans un seul graphique, mais elles sont intéressantes (en bleu). Les 

protéines sur fond gris n'ont pas fait l'objet d'études bibliographiques approfondies, car 

leurs rôles décrits sont trop éloignés. Les protéines sur fond vert sont celles qui pourraient 

participer directement ou indirectement à la voie de présentation des lipides antigéniques 

par CD1b. La présence de ces protéines dans les volcano-plots des analyses protéomiques 

des FL obtenues précédemment a également été recherchée. 
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d’ACSM3 n’a été rapportée à ce jour, rendant incertaine une interaction directe entre cette 

protéine mitochondriale et CD1b. 

Parmi les protéines identifiées par ces expériences de co-IP, la plus intéressante est 

RFIP5  (Rab11 Family-Interacting Protein 5), ou Rab11FIP5. Cette protéine est impliquée 

dans le recyclage des protéines internalisées vers la membrane plasmique (Schonteich et al. 

2008) et dans le transport de protéines vers les lysosomes, comme cela a été démontré lors 

d’infections par le virus de l’herpès associé au sarcome de Kaposi (KSHV). Dans ce 

contexte, RAB11FIP5  interagit avec la protéine virale ORF45 pour faciliter sa dégradation 

dans les lysosomes (Wei et al. 2020). Elle pourrait jouer un rôle dans le transport de CD1b 

entre la membrane plasmique et les endosomes tardifs et les lysosomes. Inversement, 

Rab11FIP5 pourrait médier le transport de CD1b de ces compartiments acides vers la 

membrane plasmique. Cette étape de transit de CD1b n’est pas décrite à ce jour, et 

Rab11FIP5 est une protéine candidate possiblement actrice de cette étape encore peu connue 

de la voie de présentation des antigènes lipidiques. 

De plus, deux autres protéines, la progranuline (GRN), et la Phosphatidylinositol 4- 

Kinase Type 2 Alpha (P4K2A) ont été identifiées dans les volcano-plots des conditions 

non crosslinkées et sont des partenaires possibles de CD1b intéressantes. 

Concernant la GRN, une étude de Evers et al. publiée en 2017 a montré que, les 

cerveaux de souris n’exprimant pas cette protéine présentaient des différences de 

proportions de lipides (une accumulation préférentielle d’esters de cholestérol et de TAG, 

ainsi qu'une diminution de DAG et PS) (Evers et al. 2017). De plus, la GRN permet la 

localisation lysosomale de la prosaposine et de la β-glucosidase (X. Zhou et al. 2017; Jian 

et al. 2016). Cette protéine, bien qu’identifiée comme enrichie uniquement dans un des 

quatre volcano-plots, est une candidate prometteuse car elle pourrait de manière directe ou 

via son action sur la prosaposine,  réguler le chargement des lipides sur CD1b. 

La P4K2A, comme la protéine Rab11FIP5, pourrait être impliquée dans le trafic 

intracellulaire de CD1b. Il est possible de supposer que cette kinase soit impliquée dans le 

transport de CD1b aux lysosomes, via son association à la protéine AP-3. En effet, il a été 

montré que la P4K2A est associée aux vésicules contenant la protéine AP-3, et que celle-ci 

est                                     délocalisée lorsque l’expression de la P4K2A est inactivée (Salazar et al. 2005). De plus, 

cette kinase joue un rôle dans la régulation du transport intracellulaire du cholestérol via la 

phosphorylation du phosphatidylinositol 5-phosphate (PI(5)P). Le PI(4,5)P2 ainsi produit 

permet l’efflux du cholestérol hors des lysosomes vers les peroxysomes. De ce fait, 
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l’inhibition de la P4K2A entraîne une accumulation de cholestérol dans les lysosomes (Hu 

et al. 2018). Le  fait que P4K2A puisse être impliquée dans la modulation de la quantité de 

cholestérol                           intralysosomal, de la même manière que les protéines NPC1 et NPC2 en fait une 

candidate intéressante à inactiver. 

Cette liste de protéines candidates a été élaborée en fin de projet, et il n’a donc pas été 

possible de confirmer l’interaction de certaines de ces protéines avec CD1b. Cependant, les 

protéines Rab11FIP5, P4K2A, GRN, ACS3M et RNT2 sont des protéines intéressantes, qui 

pourront être étudiées dans le cadre de la présentation des lipides par CD1b de manière plus 

précise. 

 
3) Conclusion et perspectives 

 

Une partie des résultats présentés dans ce chapitre, notamment sur l’obtention de la FL et 

sa caractérisation, sont inclus dans la publication dont je suis co-première autrice, soumise en 

2024 dans le Journal of Lipid Research, et en attente de révision. L’identification de l’activité 

lipase présente dans les FL, capable de générer des formes non conventionnelles de PIM2Ac2, 

permet l’activation du TLR2 en association avec TLR6, contrairement aux formes naturelles de 

Mtb qui nécessitent TLR1. Cette étude montre que la transformation des lipides microbiens 

dans les cellules immunitaires élargit le spectre des PAMPs reconnus par les PRRs et diversifie 

l'utilisation des TLR.  

Pour établir une liste pertinente de protéines lysosomales impliquées dans la dégradation 

ou le transport des lipides de Mtb, il était nécessaire de développer une méthode reproductible 

pour obtenir une fraction enrichie en lysosomes. Deux méthodes classiques, les centrifugations 

différentielles et la séparation sur gradient d'Optiprep, ont été testées. Les deux ayant montré 

une efficacité comparable, nous avons opté pour les centrifugations différentielles. Le contenu 

de ces fractions a été caractérisé par des analyses biochimiques et biophysiques, confirmant leur 

enrichissement. 

Après s’être assurés que les enzymes contenues dans la FL étaient encore actives à 

l’aide d’un test d’activité β-hexosaminidase, nous avons testé la digestion in vitro des 

PIM2Ac4. L'objectif était de commencer les tests de digestion in vitro sur un lipide déjà 

connu pour être dégradé par des enzymes lysosomales. Cela permettait de vérifier si les 

formes non conventionnelles de PIM, identifiées dans la littérature, sont générées lors des 

expériences de ma thèse. Après avoir modulé différents paramètres, il a été possible 

d’observer de manière reproductible des produits de dégradation générés par les enzymes 
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de la FL. 

Toutefois, seule la forme acylée PIM2Ac3 a été détectée dans nos conditions, après 4 

jours de digestion, un délai relativement long comparé aux durées des actions enzymatiques 

physiologiques, qui varient généralement de 30 minutes à quelques heures. La génération 

de PIM2Ac2 n’a pas été observée, contrairement aux résultats obtenus par d’anciens 

membres de l’équipe. De plus, aucun produit de digestion n’a été observé pour les autres 

lipides testés, tels  que PIM6Ac4 et LAM. Ces résultats suggèrent que, bien que les enzymes 

lysosomales restent actives après obtention des FL, le protocole de digestion lipidique in 

vitro n’est pas encore optimisé. Cela pourrait indiquer que l'environnement cellulaire est 

indispensable à l’action des  hydrolases, ou que des enzymes telles que LPLA2 et PLRP2 ne 

sont présentes qu’en quantités insuffisantes dans les fractions utilisées. 

Il serait intéressant d’essayer d’incorporer les lipides dans des liposomes pour mieux 

simuler le contexte cellulaire, ou d’utiliser des enzymes purifiées afin de valider ces 

hypothèses. Ces expériences n’ont donc pas permis d’orienter la recherche de protéines 

candidates, qui a été effectuée grâce à l’analyse des protéines contenues dans les FL. 

La recherche de protéines candidates a été effectuée à partir de FL de CD et de THP-

1, ainsi que grâce à une étude bibliographique. Les graphiques générés à partir des données 

protéomiques comptaient un nombre important de protéines du côté des FL, et nous avons 

donc   dû d’abord filtrer les protéines à étudier en ne prenant en compte que celles figurant 

sous le mot-clé « lysosome » dans la base de données Uniprot. Pour obtenir des volcano-

plots plus ciblés, il aurait été préférable de purifier spécifiquement les lysosomes. À cet 

égard, la méthode de purification à l’aide de nanoparticules magnétiques (SPIONS - 

Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles) est une technique prometteuse. Les 

lysosomes peuvent en effet être rapidement isolés à partir de cellules en culture en utilisant 

des particules d'oxyde de fer qui sont absorbées par les cellules via la voie endocytaire. Les 

SPIONs s'accumulent dans les lysosomes, permettant leur isolement à l'aide de billes 

magnétiques (Rofe et al. 2016). Cependant, en raison de                             contraintes techniques, nous n'avons 

pas pu appliquer cette méthode, ce qui aurait permis d’affiner la liste des candidats. Nous 

avons tout de même établi une liste de protéines candidates à partir des analyses effectuées et 

avec l’aide des données bibliographiques. Les protéines relevées dans les analyses 

bibliographiques qui n’apparaissent pas dans les données de protéomique devront dans un 

premier temps être détectées par western blot. Selon leur  détection et la qualité des AC 

spécifiques, elles seront inactivées pour évaluer l'impact de cette inactivation sur la 

présentation du GMM et de l'Ac2SGL, en utilisant les outils biologiques validés. 
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Tableau 13 : Protéines candidates et recherche de l’existence d’inhibiteurs spécifiques. Ces 

protéines candidates identifiées lors des deux approches (analyse des FL et co-IP). Les inhibiteurs ont 

été recherchés sur les bases de données PubChem, ChEMBL, BindingDB, DrugBank, 

SwissTargetPrediction, MedChemExpress et TargetMole. 
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Des recherches sur l’interactome de CD1b n’ont jamais été effectuées, bien que cela 

soit essentiel pour comprendre l'environnement de cette protéine, qui pourrait influencer le 

chargement des lipides. Nous avons donc immunoprécipité la protéine CD1b afin d’étudier 

quelles protéines interagissaient avec elle dans les lysosomes. Les protéines retrouvées 

enrichies dans la majorité des fractions d’élution d’intérêt ont été étudiées en priorité. Ces 

protéines ne semblent pas toutes avoir été caractérisées comme lysosomales à ce jour, et le  

lien  entre CD1b et certaines protéines de la liste est difficile à établir. Cependant, le fait que 

ces expériences soient effectuées en quatre réplicats biologiques, ainsi que la répétition de 

l’expérience avec ou sans crosslinking, suggère une certaine robustesse des résultats. 

Tout d’abord, la confirmation de l’interaction des protéines identifiées avec CD1b devra 

être effectuée par une co-IP inversée, ou des expériences de FRET (Fluorescence Resonance 

Energy                              Transfer), une méthode ayant déjà confirmé l'interaction de CD1e et LAPTM5 dans 

l'étude d'Angénieux et al. (Angénieux et al. 2012). Ces résultats de co-IP pourraient être 

complétés afin d’apporter un intérêt supplémentaire : l’interactome de CD1b pourrait être 

étudié en condition de pulse avec un extrait de lipides mycobactériens dans un premier 

temps, puis en condition d’infection. Cela aurait pour but de savoir si l’activation des CPA 

suite à l’endocytose de lipides                  mycobactériens induit de nouvelles interactions entre CD1b 

et des protéines lysosomales. Enfin, pour avoir des données les plus pertinentes possibles, 

ces expériences pourront être répétées sur FL de CD. Étant donné l'absence de modèles CD 

où CD1b est endogène et tagué, cela nécessiterait de générer des billes coatées avec des AC 

anti-CD1b. 

Enfin, l’expression des 16 protéines candidates obtenues par les deux approches sera 

inactivée via l’utilisation de siRNA ou de la technologie CRISPR/Cas9. Cependant, dans un 

premier temps, les protéines pour lesquelles un inhibiteur spécifique est commercialisé 

seront d’abord inactivées de cette manière. L’existence de tels inhibiteurs est reportée dans 

le tableau 13. 
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Figure 39 : Test de mise en évidence d’une activité lipase sur le Ac4SGL permettant la 

reconnaissance de CD1b-Ac2SGL par les outils spécifiques A) Tests de détection de CD1b-

Ac2SGL par l’AC D11 après pulse des CPA (CD à droite et THP-1 à gauche) avec du Ac4SGL 

pendant 20h. B) Tests d’activation du clone A05 après pulse des CPA (THP-1 CD1b, THP-1 

CD1b+CD1e et CD) pendant 24h avec du Ac4SGL. 
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Chapitre 3 : Etude du rôle de NPC1 dans la présentation des antigènes 

lipidiques par CD1b 

 
1) Utilisation des outils spécifiques du Ac2SGL pour tenter de mettre en 

évidence une activité lipase 

 

Une liste de protéines candidates a été élaborée, constituée de lipases et de LTP 

potentielles. Nous utiliserons les outils validés, présentés dans le chapitre 1, pour évaluer 

l'effet de l'inactivation des candidates. Il est incertain que nous soyons en mesure de détecter 

les effets des lipases potentielles identifiées (LICH, AOAH et PLBL2) avec les AC et LT 

dont nous disposons. Nous avons donc essayé de voir si, en pulsant les CPA avec de 

l'Ac4SGL, les outils A05 et D11, spécifiques du Ac2SGL, le détectaient à la surface. Cela 

indiquerait une activité des lipases cellulaires sur l'Ac4SGL. 

Des expériences de pulse des CPA (THP-1 et CD) avec une fraction naturelle de 

lipides mycobactériens enrichie en Ac4SGL ont été réalisées. Les temps de pulse utilisés 

sont les mêmes que pour le pulse avec l'Ac2SGL, présentés dans le chapitre 1, à savoir 20 

h pour la détection par D11 et 24 h pour l'activation des LT. Les résultats présentés dans la 

figure 39.A montrent que, lorsque les CPA sont incubées en présence d'Ac4SGL, elles ne 

présentent pas, après 20 h, le complexe CD1b-Ac2SGL en surface et D11 ne se fixe donc 

pas aux cellules, contrairement à lorsque les CPA sont pulsées avec SL37. De même, lorsque 

les CPA sont incubées pendant 24 h avec Ac4SGL en présence des LT A05, ceux-ci ne sont 

pas activés et ne sécrètent pas d'IFN-γ, contrairement à la condition d'incubation avec 

Ac2SGL (figure 39.B). 

Les outils que nous avons validés ne permettent donc pas de mettre en lumière une 

activité lysosomale qui permettrait la dégradation de l'Ac4SGL de telle sorte qu'il soit 

présenté sous la forme Ac2SGL. Néanmoins, il reste important de souligner que ces outils 

semblent reconnaître  un complexe spécifique, et rien n’assure que, si l'Ac4SGL est digéré 

par la cellule, le produit de cette digestion serait chargé sur CD1b et présenté de manière à 

etre reconnu par ces outils. 

 

2) Premiers essais d’inactivation de NPC1 avec l’inhibiteur U18666A 

 
Afin de nous concentrer sur les LTP candidates, nous avons choisi de commencer par 

l’étude du rôle de NPC1. Ce choix se justifie par deux raisons : 1) cette protéine a déjà été 

décrite dans le cadre de la présentation des lipides par CD1d (Sagiv et al. 2006) et 2) il existe 
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Figure 40 : Premiers essais de l’étude de l’impact de l’inactivation de NPC1 par l’inhibiteur 

U18666A sur la présentation du GMM et de l’Ac2SGL. A) Les CPA traitées avec différentes 

concentrations de monensines sont utilisées pour activer les LT A05. B) Schéma expliquant le 

protocole d’inactivation de NPC1 avec l’U18666A pour étudier les effets sur l’activation des LT 

A05 et G08. C. Résultats des deux premières expériences d’activation des LT lorsque les CPA sont 

traitées avec différentes concentrations d’U18666A (0, 2, 10µg/mL). 
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un inhibiteur spécifique commercialisé, nommé U18666A. Dans une étude portant sur le 

virus  Ebola (Lu et al. 2015), U18666A, connu pour bloquer l'export du cholestérol hors du 

lysosome                         et inhiber la réplication virale, a été identifié comme ciblant NPC1. U18666A se 

lie à un domaine crucial pour le transport du cholestérol, comme l’a confirmé une mutation 

rendant NPC1 non fonctionnel. Nous avons donc utilisé cet inhibiteur spécifique afin de 

déterminer si, de la même manière que pour la présentation des lipides par CD1d, 

l’inhibition de NPC1 entraînait des défauts de présentation des lipides par CD1b. 

Il a d’abord été nécessaire de vérifier si les protocoles d’utilisation de molécules déjà 

connues pour inhiber la présentation des lipides avaient un impact sur l’activation de nos 

outils validés. Nous avons testé l’inhibition de la présentation de l'Ac2SGL avec la 

monensine, qui perturbe le transport des ions et interfère avec l’acidification des lysosomes. 

Cette molécule a déjà été utilisée pour bloquer la présentation de l’Ac2SGL au clone Z4B27 

(Gilleron et al. 2004). Le protocole de cette publication a été reproduit. Les CD et THP-1 

CD1b ont été incubées 1h avec 0, 2 ou 10 µM de monensine, puis pulsées ou non pendant 

3h avec 10 µg d’Ac2SGL. Ces cellules ont ensuite été fixées, et les LT A05 ont été ajoutés 

après la fixation. Le surnageant de cette co-culture a été récupéré 24h plus tard, et l'IFN-γ 

sécrété a été quantifié par ELISA. Les résultats, présentés en figure 40.A, montrent que 

seules les CD pulsées avec de l’Ac2SGL activent les LT A05 après 3h de pulse. Les résultats 

obtenus quant à l’ajout de monensine sont attendus : l’activation des LT décroît en fonction 

de la concentration de monensine ajoutée. Les conditions contrôles, où les cellules ne sont 

pas pulsées donnent également les résultats attendus, à savoir pas d’activation de la lignée. 

En revanche, les cellules THP-1 exprimant CD1b ne parviennent pas à activer les LT dans 

ces conditions. Nous                  supposons que les CD sont plus efficaces pour présenter les lipides 

phagocytés et acheminés jusqu’aux lysosomes, et que les 3h de pulse avant la fixation ne 

sont pas suffisantes pour permettre aux THP-1 CD1b de présenter l’Ac2SGL qui doit d’abord 

être endocyté. Néanmoins, ce protocole nous a permis de déterminer que 3h était un temps 

de pulse nécessaire à la présentation de l’Ac2SGL par les CD. Nous nous sommes donc 

concentrés sur l’utilisation des                      CD pour les tests d’inhibition de NPC1. Ces essais ne sont 

que des essais préliminaires, et nous n’avons pour le moment testé qu’un seul temps 

d’incubation avec l’inhibiteur. En nous basant  sur les études de Song et al. et d'Elgner et al., 

qui ont utilisé U18666A dans le cadre de l’inhibition des cycles réplicatifs viraux, nous 

avons décidé d’incuber les cellules avec l’inhibiteur U18666A (à 0, 2 ou 10µg/mL) pendant 

16h (Song et al. 2022; Elgner et al. 2016). Les CD étaient ensuite pulsées avec du GMM ou 

de l’Ac2SGL pendant 3h avant d’être fixées et incubées 24h en présence des clones G08 et 
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A05 (figure 40.B). Les CD utilisées pour ces expériences étaient des cellules décongelées 

provenant du même donneur, dont certains aliquots  avaient déjà été décongelés et utilisés 

pour des tests d’activation des LT, confirmant ainsi que leurs fonctions de CPA étaient 

opérationnelles. C’est également avec ce lot de cellules décongelées que les tests 

d’incubation avec la monensine ont été réalisés. Les résultats obtenus  lors de ces expériences 

(figure 40.C), effectuées deux fois et sous forme de triplicats biologiques, présentent des 

tendances opposées. Les résultats de la première expérience (n°1 dans la figure 40.C) 

suggèrent que l’inhibition de NPC1 induit une plus forte activation des LT A05 et G08, à 

l’inverse de ce qui est connu dans le contexte de CD1d. Les résultats de la seconde 

expérience (n°2 dans la figure 40.C) indiquent, en accord avec ce qui est connu pour CD1d, 

que l’ajout de concentrations croissantes d’inhibiteur réduit l’activation des clones. Il n’est 

donc pas possible de conclure sur ces expériences pour le moment. 

 
3) Conclusions et perspectives 

 
Les outils validés lors de cette thèse permettraient potentiellement de mettre en 

lumière l’importance des LTP et des partenaires de CD1b candidats identifiés dans le 

chapitre 2.  En revanche, la mise en évidence d’une action lipase ne pourra pas être effectuée 

avec les clones et l’AC que nous savons désormais manipuler. Nous n’avons en effet pas 

révélé d’activité                                    lipase qui permettrait la digestion du Ac4SGL en Ac2SGL. L’utilisation de 

clones spécifiques  étant la méthode la plus largement utilisée, il aurait été intéressant de 

valider au sein du laboratoire des clones spécifiques d’autres lipides présents dans 

l’enveloppe mycobactérienne sous différentes formes acylées. Des clones spécifiques des 

PIM di-acylés ou des DAT, par exemple, nous auraient permis de pulser les CPA avec des 

PIMAc4 ou avec du TAT et PAT, afin de voir si des lipases cellulaires permettent la 

formation de lipides avec deux chaînes d’acides gras, présentés par CD1b et reconnus par 

les clones. 

Nous avons donc choisi de nous concentrer sur les LTP candidates dans un premier 

temps, et NPC1 a été notre première cible. Les résultats préliminaires de l’utilisation de 

l’inhibiteur spécifique U18666A ne permettent cependant pas de conclure sur le rôle, s’il en 

existe un, de cette protéine sur la présentation de l'Ac2SGL ou du GMM par CD1b en surface 

des CD humaines. L’utilisation de cellules primaires, provenant de donneurs différents, 

pourrait induire    des variabilités dans ces résultats. De plus, l’utilisation d’un inhibiteur 

spécifique, par rapport aux techniques de siRNA ou CRISPR, présente à la fois des 
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avantages et des inconvénients. Bien que cette méthode soit plus rapide, peu coûteuse et 

qu’elle évite la manipulation du génome et par conséquent les effets hors-cible, les 

inconvénients sont également importants. L’inhibition pharmacologique peut également 

induire des effets hors-cible. De plus, l’action des inhibiteurs est réversible, et il se peut 

qu’en fonction des cellules et de la manipulation, les  effets ne soient donc pas toujours aussi 

efficaces. Afin de connaître le rôle d’une protéine de manière plus reproductible, en prenant 

en compte les effets à long terme, il est nécessaire d’effectuer un knockdown ou un knock-

out de cette protéine. 
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Conclusion générale 

 
La tuberculose, causée par Mycobacterium tuberculosis, est la seconde maladie 

infectieuse la plus mortelle à ce jour, juste derrière le VIH/SIDA. Le vaccin BCG, utilisé 

depuis         des décennies, montre une efficacité insuffisante, surtout chez les adultes, ce qui 

souligne l'urgence de développer de nouvelles stratégies vaccinales. Les vaccins sont non 

seulement plus  pratiques que les traitements longs et coûteux, mais ils offrent aussi une 

protection durable à grande échelle, essentielle dans les régions où les infrastructures 

médicales font défaut. C’est dans cette optique que les lipides présentés par CD1b suscitent 

un intérêt grandissant pour le développement de vaccins ou d'adjuvants de nouvelle 

génération, car ils sont capables d’induire une réponse immunitaire spécifique, protectrice et 

mémoire. 

Ma thèse s'inscrit dans ce cadre et explore les mécanismes encore peu étudiés de la 

voie de présentation de ces lipides, en particulier leur digestion dans le lysosome et leur 

chargement sur CD1b. À ce jour, seule la maturation des PIM6Ac4 en PIM2Ac2 a été 

étudiée. Élargir nos connaissances sur ces mécanismes d'apprêtement des lipides 

antigéniques pourrait conduire à l'identification de nouveaux lipides mycobactériens 

capables d'activer les LT. L’enrichissement du répertoire d'antigènes lipidiques permettrait 

ainsi de renforcer l'efficacité des vaccins basés sur ces lipides. 

Le but de cette thèse était donc d’identifier des acteurs cellulaires, localisés dans le 

lysosome, qui pourraient être impliqués dans ces processus. Pour ce faire, la méthode 

standard consiste à effectuer un criblage à grande échelle (screening), où l’expression de la 

totalité des protéines lysosomales est inactivée, afin de déterminer quelle inactivation 

impacte la présentation des lipides par CD1b. Cependant, en accord avec les ressources 

disponibles, nous avons développé une approche consistant à étudier des fractions enrichies 

en lysosomes de cellules présentatrices d’antigènes et à analyser leur contenu protéique pour 

identifier des protéines candidates. Avec cette approche, nous avons identifié 5 protéines 

candidates, susceptibles d’avoir des rôles de protéines de transfert lipidique ou de lipases. 

Cette liste de protéines a été enrichie grâce à des études de la littérature concernant la 

protéomique des lysosomes, menées par d’autres équipes, notamment celle de 

Muthukottiappan et al. (Muthukottiappan et al. 2021). Cette étude nous a permis d’ajouter 

4 autres protéines candidates. Nous avons également ajouté les protéines GM2AP, NPC1 

et NPC2, qui sont des LTP décrites dans le contexte de la présentation des lipides par CD1d, 

ainsi que la prosaposine,                                        protéine précurseur des saposines, impliquées dans la présentation 
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des lipides par CD1b et CD1d. Nous avons ainsi établi une liste de 13 protéines candidates, 

présentant des rôles potentiels de lipases ou de protéines de transfert lipidique. 

Dans un premier temps, l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques sera effectuée lorsqu’un 

inhibiteur est commercialisé. Cette approche présente cependant des limitations. D’une part, 

les inhibiteurs ne sont pas spécifiques et peuvent affecter d’autres protéines non ciblées. De 

plus, il existe peu d’inhibiteurs spécifiques disponibles pour les protéines de notre liste. 

Dans un second temps, nous procéderons donc à une diminution de l’expression des 

protéines candidates à l’aide de siRNA, suivie d’une inactivation génétique plus précise via 

CRISPR/Cas9 pour valider leur rôle dans la présentation lipidique par CD1b. 

En parallèle, nous avons également développé une technique de co-IP afin d’identifier 

les partenaires lysosomaux de CD1b. Le but ici n’étant pas d’identifier des hydrolases, qui 

interagissent avec le lipide mais peu probablement avec CD1b, mais plutôt des LTP et des 

protéines nécessaires au transport de CD1b dans et hors des lysosomes. Cette approche a 

révélé cinq nouvelles protéines candidates qui pourraient être impliquées dans le transport 

de CD1b ou dans la régulation des lipides disponibles dans le lysosome. 

Les protéines candidates identifiées lors de cette thèse représentent une première piste 

intéressante pour de futures études. Afin de déterminer leur rôle précis, l’impact de 

l’inactivation de leur expression sera évalué à l’aide d’outils spécifiques aux lipides Ac2SGL 

(un AC recombinant et une lignée lymphocytaire T) et GMM (un clone et une lignée de LT), 

validés lors de cette thèse dans des conditions où l’expression des protéines candidates n’est 

pas inactivée dans les cellules présentatrices d’antigènes. Nous privilégions l’utilisation des 

lymphocytes spécifiques plutôt que des AC, car les résultats obtenus sont plus facilement 

interprétables et fournissent des informations non seulement sur la présentation de ces lipides 

à la surface cellulaire, mais aussi sur leur capacité à générer des réponses immunitaires. 

Nous avons donc commencé à explorer si NPC1, comme dans le contexte de la 

présentation des lipides par CD1d chez la souris, joue un rôle dans la présentation du GMM 

et du Ac2SGL, en utilisant un inhibiteur spécifique (U18666A). Cependant, les expériences 

menées n’en sont qu’au stade de mise au point, rendant impossible toute conclusion 

définitive à ce stade. 

En résumé, bien que des protéines candidates prometteuses aient été identifiées, 

d’importantes questions restent ouvertes quant aux mécanismes lysosomaux et aux acteurs 

cellulaires impliqués dans la présentation des lipides par CD1b. Ces travaux fournissent 

néanmoins une base pour de futures recherches, qui commenceront par l’inactivation de 



153 

l’expression des protéines identifiées.
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Annexe 

 
Article en cours de révision : Ma contribution pour cet article a porté sur l’obtention 

et caractérisation des fractions lysosomales (western blot, protéomique, DLS, test 

d’activité). J’ai également contribué à la digestion in vitro des PIM2Ac4 par la fraction 

lysosomale (résultats des figures  1 et 2). 
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Abbreviations: APC, antigen-presenting cell; CD1, first cluster of differentiation; DLS, 

dynamic light scattering; Gro, glycerol; LAM, lipoarabinomannan; LF, lysosomal fraction; LM, 

lipomannan; LPLA2, lysosomal phospholipase A2; Mtb, Mycobacterium tuberculosis; PAMP, 

pathogen-associated molecular pattern; PRR, pattern recognition receptor; PIM, phosphatidyl-myo-

inositol mannoside; PLA, phospholipase A; TLR, Toll-like receptor. 

 
Due to the diversity of structures generated from tetra-acylated PIM2, we were not unable 

to use the usual nomenclature of PIM2, which did not allow to distinguish the different natural and 

unconventional acyl-forms in a clear and simple way. So, for the sake of clarity, the different PIM2 

acyl- forms are labeled according to the total number of acyl chains of the molecule, with precise 

structures drawn in Figures. Mtb tetra-acylated PIM2 and tri-acylated PIM2 (Ac2PIM2 and Ac1PIM2 

in the usual nomenclature) are referred to 4Ac-PIM2 and 3Ac-PIM2, respectively. Synthetic PIM2 

are called 2Pam- PIM2, 3Pam-PIM2 and 4Pam-PIM2 indicating the presence of two, three and four 

palmitic acids on the molecule, respectively. 1Ac-Enz, 2Ac-Enz and 3Ac-Enz refer to 

enzymatically degraded PIM2 containing one, two and three fatty acids, respectively. 

 
Abstract 

 
 

Toll-like receptor 2 (TLR2) is a pattern recognition receptor (PRR) that plays a key role in 

the innate immune detection of Mycobacterium tuberculosis (Mtb). It recognizes diverse Mtb 

glycolipids, including a family of phospholipids, namely phosphatidyl-myo-inositol mannosides 

(PIMs), which exist in different acyl-forms. However, PIMs are also antigens of the adaptive 

immune system by activating T cells. We discovered that PIMs are processed in the lysosomes of 

antigen-presenting cells (APCs) in a new antigenic di-acylated form of PIMs, which differs from 

the native acyl-forms produced by Mtb. This indicates that the repertoire of PIM molecules 

encountered by immune cells is wider than the acyl- forms naturally present in Mtb cell envelope. 

Here, we demonstrate that a fraction of lysosomal proteins purified from APC contains lipolytic 

activities capable of digesting tetra-acylated PIM to generate acyl- 
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forms not produced by Mtb. Using a panel of lipolytic enzymes purified from various organisms, 

milligram amount of these unconventional PIM acyl-forms were prepared and structurally 

characterized. Interestingly, whereas natural Mtb PIM acyl-forms stimulate TLR2 in a TLR1-

dependant manner, the activity of an unconventional form of di-acylated PIM requires the 

heterodimerization of TLR2 with TLR6. Our study identifies for the first time a mycobacterial-

derived ligand of TLR2 requiring the cooperation of TLR6 for its recognition and suggests that the 

processing of microbial lipids in the endosomal pathway extends the repertoire of PAMPs 

recognized by PRRs and broadens TLR usage. 

 

Key words : lysosome, receptor, mycobacterium, CD1b, acylation, glycolipids, lipase, 

phospholipase, enzymology, proteomics 

 

Introduction 

 
 

The main role of the immune system is to recognize foreign molecules in the host to signal 

the presence of an invading infectious microorganism. Conserved molecules of microbes, referred 

to as pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), are initially detected by the innate immune 

system, which involves a limited number of germline-encoded pattern recognition receptors (PRRs). 

PAMPs are as diverse as nucleic acids, proteins, peptides, glycoconjugates or lipids (1). Toll-like 

receptors (TLRs) are a family of PRRs that detect a wide range of PAMPs and trigger NF-kB-

dependent and IFN regulatory factor (IRF)-dependent signaling pathways. TLR2, TLR9, and 

possibly TLR4, contribute to the innate immune recognition of Mycobacterium tuberculosis (Mtb), 

the etiological agent of tuberculosis in humans. The best-characterized TLR2 agonists are bacterial 

lipoproteins and lipopeptides (1). But, the mycobacterial envelope contains additional agonists of 

this receptor belonging to a family of biosynthetically related lipoglycans, namely phosphatidyl-

myo-inositol mannosides 
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(PIMs) and their multiglycosylated counterparts, lipomannan (LMs) and lipoarabinomannan 

(LAMs) (2-4). LMs are strong agonists of TLR2, whereas PIMs and LAMs are weaker agonists. 

Lipoglycans are recognized via their conserved lipidic anchor, namely mannosyl-

phosphatidylinositol, composed of a sn-glycero-3-phospho-(1-D-myoinositol) unit glycosylated 

with two -D-Manp units and containing four potential acylation sites (4, 5). 

 
Our previous studies determined that mycobacterial lipoglycans and lipopeptides share the 

same binding site on TLR2 and that their degree of acylation is a key parameter for their ability to 

trigger signaling (6). Lipopeptides structure contains a conserved N-terminal cysteine which is 

acylated mainly by palmityl chains. In general, lipoproteins from Gram-negative bacteria and 

mycobacteria have three acyl chains, two of which esterify a S-glyceryl backbone on the N-

terminal cysteine and the third of which is linked to the amino terminus by an amide bond. In 

contrast, lipoproteins from Gram-positive bacteria and mycoplasma often lack the amide-linked 

lipid chain and are therefore only diacylated (4). TLR2 is unique in its ability to form heterodimers 

with TLR1 or TLR6 to mediate intracellular signaling. Lipoproteins can signal through TLR2 in a 

TLR1 or TLR6-dependant manner, depending on their acylation state. Structure-function 

relationship studies have established that the acylated cysteinyl moiety is the structure recognized 

by the receptors and that triacylated lipoproteins are preferentially recognized by the TLR2/1 

heterodimer, whereas diacylated lipoproteins are recognized by the TLR2/6 heterodimer (7). 

Crystal structure of TLR2/1 or TLR2/6 heterodimers in complex with synthetic tri- or diacylated 

lipopeptides corroborated these studies and allowed these interactions to be defined at the atomic 

level (8, 9). Regarding Mtb lipoglycans, only tri- and tetra-acylated LMs, bearing two fatty acids on 

glycerol (Gro), induce TLR2 signaling and require heterodimerization of TLR2 with TLR1. Unlike 

lipoproteins, di-acylated LMs, while having two acyl chains on Gro, do not activate TLR2 even in 

the presence of TLR6 (2). 

 
In addition to being PAMPs, Mtb lipoglycans are T cell antigens presented by CD1b 

molecules (10-12). They undergo processing in lysosomes of antigen-presenting cells (APCs) (11). 
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Interestingly,we previously discovered that an unconventional di-acylated form, i.e. not naturally 

found in the Mtb envelope, is generated during the processing of PIMs (13). This indicates that the 

repertoire of PIM molecules encountered by immune cells is not restricted to the acyl-forms 

produced by bacteria, raising the question of whether the PIM acyl-forms generated in the APC 

during infection are TLR2 agonists. 

 
Here, we evidenced that a fraction of lysosomal proteins purified from human 

promyelocytic THP-1 cells contains lipolytic activities generating acyl-forms of phosphatidyl-

myo-inositol di- mannosides (PIM2) not produced by Mtb. Using a panel of lipolytic enzymes 

purified from various organisms, we generated sufficient amount of these unconventional PIM2 

acyl-forms to perform biological assays and found that several of them are indeed TLR2 agonists. 

Interestingly, the unconventional di-acylated form of PIM2 required heterodimerization of TLR2 

with TLR6 for activity. Altogether, our data suggest that microbial lipid processing in the 

endosomal pathway expands the repertoire of PAMPs recognized by PRRs. 

 
 

Material and methods 

 
 

Cell culture 

 
 

THP-1 cells were grown in suspension at 37°C in a 5% CO2 air atmosphere in RPMI-1640 

supplemented with L-glutamine, completed with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) and antibiotics 

(penicillin 10 000 units/mL and streptomycine 10 000µg/mL) (Gibco by Life Technologies). 

 
Preparation of a lysosomal fraction from THP1 cells by differential centrifugations 

 
 

A pellet of around 100 million cells was resuspended in 1mL homogenization buffer 

(250mM sucrose, 0.5mM EGTA, 3mM Imidazole) with protease inhibitor cocktail (Sigma), then 

lysed by about 30 Dounce strokes at 4°C. The lysate was centrifuged for 10min at 800g to remove 

nuclei and unlysed cells in the pellet, noted P1. The supernatant was ultracentrifuged (Optima 

MAX-130K Ultracentrifuge, Beckman-Coulter) at 21000g for 2min. The resulting pellet, P2, 
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contains mostly mitochondria. The supernatant was then ultracentrifuged at 86,000g for 8min. The 

resulting pellet, called P3 contains mostly lysosomes. This pellet was washed once with 1mL 

homogenization buffer and centrifuged again at 86,000g for 8 min. P3 was resuspended in 200µL of 

acidic pH buffer (20mM sodium acetate, pH 4,5) and the lysosomes were lysed by 20-second 

freeze/thaw cycles. 

 
Western-Blot using the lysosomal marker antibodies 

 
 

Ten microgram of each fraction collected during lysosomal enrichment were loaded on a 

13% acrylamide SDS-PAGE gel. After migration, the proteins were electro-transferred onto a 

nitrocellulose membrane (Semi-dry Transfer Cell, Bio-Rad). The membrane was first saturated with 

3% milk in TBS- T, 0.01% tween-20, pH 7.4, then incubated for 2h with primary antibodies, i.e. 

recombinant anti-LAMP1 (F46325, NSJ bioreagents), anti Timm23 (15946974, Thermofisher), 

anti-Lamin B1 (ab229025, Abcam) and anti-LPLA2 (gift from Pr Shayman JA) antibodies in 1.5% 

milk in TBS-T, 0.01% tween- 20, pH 7.4. Finally, the membrane was incubated for 2h at room 

temperature with an anti-rabbit IgG HRP conjugated (Invitrogen 32460) or an anti-mouse IgG HRP 

conjugated (Invitrogen, 32430). The revelation was done with the Cytiva Amersham™ ECL™ 

Prime Western Blotting Detection Reagent and using a Bio-Rad Chemidoc imaging system. 

 
Dynamic Light Scattering (DLS) 

 
 

The size of the resulting particles inside the lysosomal fraction was analyzed by DLS using 

a DynaPro Titan instrument (Wyatt Analytical Technologies, Santa Barbara, CA, USA), yielding 

an estimated average diameter of 300 nm. LF was kept at 4°C before performing analysis (10 

acquisitions of 5s at 25°C). 

-hexosaminidase activity assay 

One microgram of protein from each fraction was mixed with 80µL of the -hexosaminidase 

substrate, i.e. 7.5mM 4-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide (Sigma) diluted in 100mM Citrate- 

phosphate buffer at pH 4.7. After 30 mns of incubation at 37°C, the reaction was stopped by adding 

180µL of 200 mM borate buffer at pH 9.8. The 4-nitrophenol product was measured by reading OD 
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at 405 nm (CLARIOstar Plus Microplate Reader, BMG labtech). 

 
Transmission electron microscopy 

 
 

The lysosomal pellet (P3, in PBS) was prepared for electron microscopy using the 

conventional negative staining procedure. For the analysis, 5µL of solution was absorbed on 

formvar-carbon coated grids for 2min. Grids were blotted and negatively stained with uranyl acetate 

(2%) for 1 min. Grids were examined with a TEM (Jeol JEM- 1400, JEOL Inc, Peabody, MA, USA) 

at 80 kV. Images were acquired using a digital camera (Gatan Orius, Gatan Inc, Pleasanton, CA, 

USA) at different magnifications. 

 
In vitro digestion assays of PIMs 

 
 

With LF 

 
 

Synthetic tetra-palmitoylated PIM2 (4Pam-PIM2) (100µg) was dried under nitrogen flux in 

2mL glass vial and solubilized in 10µL DMSO by vortex and heating. 50µL of the LF and 300µL 

of acidic pH buffer (20mM sodium acetate, pH 4,5) were added and the mix was incubated under 

agitation at 37°C for two to five days. Lipids were extracted twice using 400µL of butanol-1. The 

upper organic phase containing PIM derivatives was dried under nitrogen flux and suspended in 

100µL of chloroform- methanol-water (60:35:8, v/v/v) to be analyzed by MALDI MS. 

 
With a panel of lipolytic enzymes 

 
 

The various lipolytic enzymes used in this study were from bacteria, fungus, 

mycobacteriophage, mammalian and plants and provided by several groups (Tables 1 and S1). 

The activities described for each enzyme are indicated in the second column of the Table 1. All 

enzymatic assays were performed overnight at 37°C under agitation in a total volume of 200µL. 

For this purpose, PIM2 (100µg) were hydrated during 30 min with 50µL of the appropriate 

hydrolysis buffer and pH (Table S1) and sonicated. Then the enzymes described above were added 

to the mixture (the quantity for each one is listed in last column Table S1) and incubated overnight. 
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Remaining PIM2 and product released by the lipolytic enzymes hydrolysis were extracted by Folch 

method and dried. Finally, products were solubilized in 30µL of chloroform/methanol/water 

60:35:8 (by vol.) for MALDI-Tof-MS analysis. 

 
Purification of Ac2PIM2 digestion products 

 
 

Conditions of enzymatic assay using F. solani cutinase, T. lanuginosus lipase and 

mycobacteriophage Ms6 LysB lipase have been optimized to obtain complete digestion. Final 

assays were realized on Mtb 4Ac-PIM2 (3 mg) for 3 days at 37°C in buffer detailed in Table S1 

under agitation in a final volume of 2mL. The digestion products of F. solani pisi cutinase were 

lyophilized and resuspended in chloroform (200 µL) and purified using a Sep-Pak® silica cartridge 

(Waters). Di- acylated cutinase products were eluted using chloroform/methanol/water, 60:35:8 

(by vol.). The lyophilized T. lanuginosus lipase and Ms6 LysB lipase digestion products were 

resuspended in 0.1M ammonium acetate (500µL) and purified using a Sep-Pak® C8 reverse phase 

cartridge (Waters). Mono- 

, di-and tri-acylated hydrolysis products were eluted using methanol/water 7:3 (by vol.), 8:2 (by 

vol.) and 9:1 (by vol.), respectively. 

 
MALDI-Tof MS 

 
 

Acquisition of the MS spectra was performed in negative and positive mode in reflectron 

mode on an AbSciex Tof / Tof 5800. Ionization was achieved by irradiation with an Nd:YAG laser 

(349 nm) operating with a pulse rate of 400 Hz. The laser intensity was set at 2000 and continuous 

stage motion was used with a velocity of 600µm/sec. Typically, spectra from 2000 to 5000 laser 

shots were summed to obtain the final spectrum. 2,5-dihydroxybenzoic acid (Sigma) or 2-(-4-

hydroxyphenylazo-benzoic acid (HABA) were used as matrix at a concentration of 10mg/mL in 

ethanol:water (by vol). Analysis     of data was done using the Data Explorer TM software. 

 
NMR analysis 
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1H 1D spectra and 1H-13C 2D HMQC NMR experiments were performed at 298K with a 

cryo- probed Bruker DRX600 spectrometer (Karlsruhe, Germany) using “zg” and 

“hsqcetgpsisp2.2” sequences. Native molecules were dissolved in CDCl3:CD3OD:D2O (30/35/8, 

v:v:v) (Eurisotop, France) and analyzed in 200 x 5 mm UP5 NMR tubes (CortecNet, France). 

Proton and carbon chemical shifts are expressed in ppm downfield from the signal of external 

acetone (δH 2.22 and δC 30.89). 

 
Sample preparation for label-free proteomics analysis 

 
 

For each sample (4 samples of Lysate and 4 samples of LF prepared from THP-1 cells), 

50µg of dried protein extracts were solubilized with 25µL of 5% SDS. Proteins were submitted to 

reduction and alkylation of cysteine residues by addition of TCEP and chloroacetamide to a final 

concentration respectively of 10mM and 40mM. Protein samples were then processed for trypsin 

digestion on S-trap Micro devices (Protifi) according to manufacturer’s protocol, with the 

following modifications: precipitation was performed using 245µL S-Trap buffer, 4µg trypsin was 

added per sample for digestion in 25µL ammonium bicarbonate 50mM pH 7. 

 
NanoLC-MS/MS analysis of proteins 

 
 

Tryptic peptides were resuspended in 50µL of 2% acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic 

acid and analyzed by nano-liquid chromatography (LC) coupled to tandem MS, using an UltiMate 

3000 system (NCS-3500RS Nano/Cap System; Thermo Fisher Scientific) coupled to an Orbitrap 

Q-Exactive Plus mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). Five micrograms of each sample 

was loaded on a C18 precolumn (300µm inner diameter × 5mm, Thermo Fisher Scientific) in a 

solvent made of 2% acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic acid, at a flow rate of 20µL/min. After 

5min of desalting, the precolumn was switched online with the analytical C18 column (75μm inner 

diameter × 50cm; in-house packed with Reprosil C18) equilibrated in 95% solvent A (5% 

acetonitrile, 0.2% formic acid) and 5% solvent B (80% acetonitrile, 0.2% formic acid). Peptides 

were eluted using a 10%-50% gradient of solvent B over 105min at a flow rate of 300nL/min. The 
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mass spectrometer was operated in data- dependent acquisition mode with the Xcalibur software. 

MS survey scans were acquired with a resolution of 70,000 and an AGC target of 3x106. The 10 

most intense ions were selected for fragmentation by high-energy collision-induced dissociation, 

and the resulting fragments were analyzed at a resolution of 17,500, using an AGC target of 1x105 

and a maximum fill time of 50ms. Dynamic exclusion was used within 30s to prevent repetitive 

selection of the same peptide. 

 
Bioinformatics analysis of mass spectrometry raw files 

 
 

Raw MS files were processed with the Mascot software (version 2.7.0) for database search 

and Proline for label-free quantitative analysis (version 2.1.2). Data were searched against Human 

entries of the UniProtKB protein database release Swiss-Prot 2020_10, 20,385 entries). 

Carbamidomethylation of cysteines was set as a fixed modification, whereas oxidation of 

methionine was set as variable modifications. Specificity of trypsin/P digestion was set for cleavage 

after K or R, and two missed trypsin cleavage sites were allowed. The mass tolerance was set to 

10 ppm for the precursor and to 20 mmu in tandem MS mode. Minimum peptide length was set to 

seven amino acids, and identification results were further validated in Proline by the target decoy 

approach using a reverse database at both a PSM and protein false-discovery rate of 1%. For label-

free relative quantification of the proteins across biological replicates and conditions, cross-

assignment of peptide ions peaks was enabled inside group with a match time window of 1 min, 

after alignment of the runs with a tolerance of +/- 600 s. 
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Median Ratio Fitting computes a matrix of abundance ratios calculated between any two 

runs from ion abundances for each protein. For each pair-wise ratio, the median of the ion ratios is 

then calculated and used to represent the protein ratio between these two runs. A least-squares 

regression is then performed to approximate the relative abundance of the protein in each run in 

the dataset. This abundance is finally rescaled to the sum of the ion abundances across runs. 

 
A Student paired T-test (two-tailed T-test, equal variances) was then performed on log2- 

transformed values to analyze differences in protein abundance in all biologic group comparisons. 

Significance level was set at p  = 0.05, and ratios were considered relevant if higher than +/- 2. 

 
HEK-TLR2 Cell Experiments 

 
 

HEK-BlueTM hTLR2 (InvivoGen), derivatives of HEK293 cells that stably express the 

human TLR2 genes, along with a NF-κB-inducible reporter system (secreted alkaline phosphatase) 

were maintained in Dulbecco’s modifed Eagle’s medium (DMEM, Gibco) containing 10% Fetal 

Bovine Serum (FBS, Gibco) 4.5 g/l glucose, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml 

streptomycin (Sigma) and 100 μg/ml zeocin, 200μg/ml hygromycin, 10μg/ml blasticidin, 1μg/ml 

puromycin and 50μg/ml mofetil (all from InvivoGen). PIM2 (1nmole/mL), Pam3CSK4 

(250ng/mL) and FSL-1 (50ng/mL) (Invivogen, France) were added to 96-well plates. Reporter 

cells (5×104/well) were stimulated for 18h, after which alkaline phosphatase activity was measured 

by mixing 20μL of the culture supernatant and 180μL of Quanti-BlueTM (InvivoGen), and reading 

O.D. at 630nm. Concerning the experiments with antibodies, HEK-TLR2 cells were preincubated 

for 1h at 37°C, before stimuli addition, with monoclonal anti-TLR2 (clone TL2.5), anti-TLR1 

(clone H2G2), anti-TLR6 (clone C5C8) (Invivogen) at 10µg/ml or an IgG1 isotype control 

(eBioscience). 

 

 

 
 

Results 

Lipolytic activities in lysosomes of antigen presenting cells trim tetra-acylated PIM2 
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We first sought to obtain a lysosomal fraction (LF) from human promyelocytic THP-1 cells, 

previously shown to express the enzymatic machinery required for glycolipid processing (11, 14, 

15). LF was prepared using the differential centrifugation method adapted from Vergne et al. (16). 

A cell homogenate (called “lysate”) obtained by about 30 Dounce strokes was submitted to 

increasing centrifugation speeds, in order to eliminate unbroken cells and nuclei (P1) as well as 

bigger organelles such as Golgi and mitochondria (P2), with lysosomes being expected in the final 

pellet (P3) (Figure 1A). Resulting fraction P3 appeared fairly homogeneous, containing vesicles 

of about 290 nm mean diameter as measured by DLS (Figure 1B and C). The efficiency of 

fractionation was controlled by immunoblotting, using specific cellular protein markers: LAMP-1 

and lysosomal phospholipase A2 (LPLA2) for the lysosomes, lamin B1 for the nuclei and TIM-23 

for the mitochondria. Although slightly contaminated by nuclei and ER, P3 contained the 

lysosomes, as reflected by the strong enrichment in both lysosomal markers relatively to cell lysate 

(L) (Figure 1D). Lysosomal membranes were subsequently disrupted by freezing/thawing to 

release the soluble proteins, including enzymes (the resulting fraction was thereafter referred to as 

the lysosomal fraction: LF) (Figure 1A). The enrichment of lysosomal proteins in LF vs L was 

investigated by proteomic analysis (Figure 1E). A total of 1732 proteins were detected in LF, 

including 288 (in red) out of the 723 proteins listed in UniProtKB as localized in human lysosomes. 

Among these 288 proteins, ~2/3 (183) were significantly more abundant in the LF, including several 

well-known lysosomal proteins, highlighted in yellow, such as LAMP1, β- galactosidase (BGAL), 

-mannosidase (MA2B1) or LPLA2 (PAG15). Finally, we controlled that lysosomal enzymatic 

activities were preserved by probing -hexosaminidase activity of LF (Figure 1F). Interestingly, 

-hexosaminidase activity was not only detected in LF, but increased as compared to the other 

fractions. 

We next assessed if LF contained enzymes capable of degrading mycobacterial glycolipids. LF was 

tested for its capacity to hydrolyze synthetic tetra-palmitoylated PIM2 (4Pam-PIM2), acylated on 

both positions of glycerol (Gro), position 6 of Man-1, and position 3 of myoIns (Figure 2A). 

Enzymatic reaction was monitored by MALDI-Tof mass spectrometry (MS) (Figure 2B). The 
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negative MALDI mass spectrum of native 4Pam-PIM2 exhibits a single peak at m/z 1610.1 assigned 

to [M-H]- ions. After incubation with LF, two additional peaks of lower intensity at m/z 1371.9 and 

m/z 1133.6 were detected, which matched the calculated m/z of tri- and di-palmitoylated PIM2, 

respectively. The latter peaks were not present in the mass spectrum recorded after incubation with 

heat-inactivated LF, indicating that LF contains enzymes that can degrade 4Pam-PIM2. To get insight 

into the structure of the tri-palmitoylated PIM2 reaction product (tri-palmitoylated PIM2-LF), an 

MS/MS analysis was carried out in positive mode on the corresponding [M-H+2Na]+ species at m/z 

1417.8 (Figure 2C). As shown in our previous studies, the majority of fragment ions arise from the 

cleavage of the phosphodiester bond on both sides, and contain either the P-Gro or the Man2Ins-P 

moieties (17). They are thus diagnostic ions of the presence of fatty acids on the Gro side (ions B) or 

the osidic side (ions A and A’), allowing to position fatty acids on the four possible sites (Figure 3). 

 
MS/MS spectrum was first recorded for the natural tri-acylated PIM2 ([M-H+2Na]+ at m/z 

1459.9), bearing 1 palmitic acid (C16) on position 6 of Man-1 and 1 C16 and 1 tuberculostearic 

acid (C19) on Gro (17), showed one fragment ion A at m/z 867.3 assigned to [C16[Man2-Ins-

P]+2Na]+ and fragment ions B at m/z 437.2 and 479.2 assigned to [C16 or C19[P-Gro]+2Na]+ 

(Figures 2D and 3). So, in contrast to ions A and A’, ions B is characteristic of the loss of one fatty 

acid on di-acylated molecular species. Thus, only ions corresponding to mono-acylated species are 

detected whether the native molecule is mono- or di-acylated on the Gro. 

 
Interestingly, MS/MS spectrum of tri-palmitoylated PIM2-LF (Figure 2C), showed two 

additional ions. Fragment ions A at m/z 1105.6 and A’ at m/z 1003.6, assigned to [2C16[Man2-Ins- 

P]+2Na]+ and [2C16[Man2-Ins]+Na]+ respectively, proved the presence of two C16 on the osidic 

moiety 

of the molecule. Tri-palmitoylated PIM2-LF thus corresponds to a mixture of two molecular 

species, i) one bearing two fatty acids on Gro and one on Man-1 or myoIns, and ii) a second one 

with a single fatty acid on the glycerol and two on the other side. Taken together, MS/MS data 

indicate that THP-1 LF harbors both phospholipase and lipase activities that can remove fatty acids 
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on the Gro and Man2-Ins moieties of PIM2, allowing the generation of unconventional PIM2 acyl-

forms that are not found naturally in the cell envelope of mycobacteria. However, despite the use 

of acidic buffer to mimic the lysosome environment, the efficiency of digestion in this in vitro 

assay was weak using LF. 

 
Generation of unconventional acyl-forms of PIM2 

 
 

Therefore, in order to obtain sufficient quantities of unconventional PIM2 acyl-forms for 

biological testing, we sought to use purified enzymes having similar activities to lysosomal 

enzymes able to hydrolyze lipidic substrates. A panel of twenty lipolytic enzymes exhibiting lipase, 

phospholipase, galactolipase as well as thioesterase activities from various origins (bacterial, 

fungal, mammalian, and vegetal) (Table 1) were tested for their ability to hydrolyze purified Mtb 

tetra-acylated PIM2 (4Ac-PIM2) (Figure 4A) (18). Thin-layer chromatography analysis of the 

reaction products revealed that seven enzymes (the mycobacteriophage Ms6 LysB and the fungal 

lipases of Thermomyces lanuginosa, Fusarium solani pisi, Candida Antarctica (CALB), Mucor 

javanicus, Rhizomucor miehei and Aspergillus oryzae) generated products more polar than 4Ac-

PIM2, assumed to correspond to deacylated products of 4Ac-PIM2 (Figure S1). 

 
Reaction products were further analyzed by negative MALDI-MS. Native Mtb 4Ac-PIM2 

is composed of a mixture of three major species bearing either 3C16/1C19, 2C16/1C18,1C19 or 

2C16/2C19 and giving [M-H]- ions at m/z 1694.2, 1680.2 and 1652.1 respectively (Figure 4B) (17, 

18). MALDI-MS analysis of the enzymatic products revealed four different digestion profiles, 

patterns I to IV (Figure 4C, Table 1). Pattern I (obtained with the lipases of C. antarctica and R. 

miehei) and pattern 

II (exclusively generated by the Ms6 LysB) both exhibited a single sub-product. In pattern I, [M-

H]- ions at m/z 1371.8, 1399.9 and 1413.9 indicated the removal of one C19 from the 4Ac-PIM2 

molecule, while in pattern II, ions at m/z 1413.9, 1441.9 and 1455.9 characterized the loss of a C16. 

Pattern III was 
observed with the F. solani pisi cutinase. This MS profile highlighted the sequential removal of 

two fatty acids, first a C19 and then a C16. Finally, pattern IV, obtained with the lipases of T. 

lanuginosa M. 
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javanicus and A. oryzae, was typified by the generation of 3 sub-products, resulting from the 

successive loss of a C19, a first and a second C16 (Figure 4C, Table 1). The fully deacylated PIM2 

form (expected m/z 657.2) was never detected, even in the aqueous phase of the partition step 

performed for PIM extraction from the reaction mixture. These lipases can thus hydrolyze up to 

three out of the four fatty acids on 4Ac-PIM2. 

 
In order to determine the exact positions of the fatty acids present on the digestion 

products, further structural investigations were performed by MS/MS analyses in the positive mode 

(Figure S2). As indicated above, pattern I is characterized by the exclusive removal of one C19, 

which suggests a 

hydrolysis at position sn-1 of Gro (Figure 4A). This assumption was confirmed by the presence of 

diagnostic ions A at m/z 1105.6 and 1147.6 and A’ at m/z 1003.6 and 1045.7 (Table 2, Figures 3 

and S2), which revealed that the two fatty acids remain present on the osidic side of the molecule, 

and by the fragment ions B at m/z 437.2 showing the presence of C16 on Gro. In pattern II, the 

exclusive removal 

of one C16 occurred on Man-1 and not at the sn-2 position of Gro, since the two fragment ions B at 
m/z 

 

437.2 and 479.2 indicated a Gro acylated with both C16 and C19 and fragment ions Ay and Az 

corresponded to the presence of a single fatty acid (Table 2, Figures 3 and S2). This was further 

confirmed by the ability of LysB to hydrolyze the native Ac1PIM2, which contains a C16 on Man-1 

(18), but not PIM2, which is acylated on Gro only (18) (Figure S3). Pattern III corresponds to the 

hydrolysis 

of both fatty acids of the Gro, as proved by the fragment ion B at m/z 199.0 typifying a non-acylated 

Gro and the important fragment ion A’ at m/z 1003.6, 1031.6 or 1045.7 demonstrating that two 

fatty acids remain on the osidic moiety (Table 2). These results therefore attest to the 

phospholipase A activity of this enzyme. Characterization of pattern IV indicated that the 

lipase of T. lanuginosus hydrolyzes successively the two fatty acids on Gro and the C16 on Man-

1, ultimately generating a PIM form mono-acylated on myo-Ins. This was first strongly suggested 
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by MS analysis in the negative mode, which showed [M-H]- ions corresponding to three different 

mono-acylated PIM2 species, with a C16, a C19, or a C18 to a lesser extent (Figures 4C). MS/MS 

experiments in the positive mode were carried out on the final products to confirm this hypothesis, 

and on intermediates to determine the sequence of hydrolyses. The MS/MS spectrum obtained for 

the tri-acylated intermediate product showed an ion profile similar to that obtained in pattern I 

(Figure S2 and Table 2), confirming the presence of both fatty acids on the osidic moiety and the 

presence of C16 in sn-2 position of Gro. This demonstrates that the enzyme first removes the C19 in 

sn-1 position of Gro. Analysis of the di-acylated intermediate showed again the presence of both 

fatty acids on osidic moiety based on fragment ions A’ (Figure S2 and Table 2). Expectedly, B 

ions indicated a deacylated Gro, demonstrating that the second fatty acid hydrolyzed is the C16 in 

sn-2 position of Gro. Finally, MS/MS spectra of mono-acylated species confirmed the presence of 

the remaining fatty acid on the osidic moiety. Its precise position on the molecule was deduced to 

be myo-Ins because of fatty acid heterogeneity (Figures 4A). 

 
Altogether, digestion of natural Mtb 4Ac-PIM2 by the various purified enzymes allowed 

the generation of 4 unconventional acyl-forms of PIM2, namely 1Ac-Enz, 2Ac-Enz, 3Ac-Enz and 

3Ac-Enz’ (Figure 4C). It is worth noting that none of the enzymes tested was able to remove the 

fatty acid on the myoIns. 

 
In order to ascertain their structure by NMR analysis and evaluate their biological activity, 

we undertook the purification of individual 1Ac-Enz, 2Ac-Enz, 3Ac-Enz and 3Ac-Enz’ PIM2 

forms. For this purpose, one enzyme of each pattern was selected and the digestion conditions were 

optimized on 3 to 5 mg of 4Ac-PIM2. Unfortunately, C. antarctica lipase A yielding pattern I was 

not efficient enough to allow purification of sufficient amount of 3Ac-Enz’. Four enzymatic 

products were successfully purified: 3Ac-Enz generated by Ms6 LysB lipase (Pattern II), 2Ac-Enz 

generated independently by both cutinase from F. solani pisi (Pattern III) and T. lanuginosus lipase 

(Pattern IV) lipases, and 1Ac-Enz generated by T. lanuginosus lipase (Pattern IV) (Figure 4C). 

They were subsequently analyzed by 2D 1H-13C HMQC NMR (Figure 5). All spectra showed a 
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deshielded myoIns H-3 (at around 4.5 ppm) confirming that all the products were acylated at O-3 of 

the myoIns. Spectrum of 3Ac-Enz only exhibited signals of Gro H-1 at  3.96/4.16 and Gro H-2 at 

 5.02 indicative of a di-acylated Gro (Figure 5A). Moreover, protons in positions 6 showed the 

same chemical shifts for both Man-1 and Man-2, further supporting the unique loss of the C16 on 

Man-1 unit. The analysis of 2Ac-Enz from pattern III (Figure 5B) and pattern IV (Figure 5C) 

concluded to the same structure, with deshielded Man-1 H-6/H-6’ (at  4.07/4.15) and shielded G-

1/G-1’ (at  3.39) and G-2 (at  3.61), indicative of a di-acylated PIM2 with the fatty acids carried 

by Man-1 and myoIns units. Spectrum of 1Ac-Enz (Figure 5D) confirmed a mono- acylation on 

position 3 of myoIns, but also indicated a migration of the fatty acid on position 4 of myoIns in a large 

proportion of the batch. 

 
Altogether, NMR analysis confirmed structures deduced from MS data and milligram 

range of these three pure and structurally-characterized unconventional PIM2 acyl-forms (namely 

1Ac-Enz, 2Ac- Enz and 3Ac-Enz) was available for biological testing (Figure 5A). 

 
Activation of TLR2 signaling by unconventional PIM2 acyl-forms 

 
 

We previously demonstrated that acylation degree of LM is critical for its TLR2 agonist 

activity (2). Indeed, tri- and tetra-acylated LMs, bearing two fatty acids on Gro, induce TLR2 

signaling and require the heterodimerization of TLR2 with TLR1 while mono- and di-acylated 

LMs do not activate TLR2 signaling even in the presence of TLR6. We also showed that agonist 

activity is dependent on the length of mannan backbone, PIM2 being weaker TLR2 agonists than 

LM (6). 

 
In order to evaluate the TLR2 agonist activity of the unconventional PIM2 acyl-forms 

generated and to delineate the role of acylation pattern (number and position of fatty acids), we 

used HEK cells transfected with human TLR2 and a NF-κB-inducible reporter system (HEK-

TLR2 cells). These cells naturally express functional TLR1 and TLR6 (6). We tested the four 

natural Mtb PIM2 acyl-forms (Figure 6A) as well as the three unconventional PIM2 acyl-forms 
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(Figure 6B). As for LM, only tri- and tetra-acylated PIM2 activated HEK-TLR2 cells while mono- 

and di-acylated PIM2 had very weak or no activity (Figure 6C). Regarding unconventional PIM2 

acyl-forms, 1Ac-Enz was expectedly inactive. Surprisingly, 2Ac-Enz was the most active acyl-

form of all tested, while 3Ac-Enz only showed a weak activity (Figure 6C). The requirement of 

TLR1 or TLR6 for recognition was then determined by antibody blocking experiments (Figure 

6D). TLR2 activation by natural Mtb tri- and tetra-acylated PIM2, as well as by unconventional 

3Ac-Enz, was dependent on the heterodimerization of TLR2 with TLR1. However, unexpectedly, 

TLR2 activation by 2Ac-Enz required heterodimerization with TLR6. 

 

Discussion 

 
 

TLR2 is an important receptor for innate immune detection of Mtb. It is thought to play a 

critical role in defense against infection, although it has been reported to have dual role in both 

activation and suppression of immune responses (19-21). TLR2 is instrumental for recognizing 

lipoproteins and lipopeptides that are ubiquitously produced by bacteria (22, 23). It generally 

functions as a heterodimer with either TLR1 or TLR6, which are required for binding tri- and di-

acylated lipoproteins/lipopeptides respectively (24). Mtb and related species produce additional 

potent TLR2 agonists at their cell envelope, namely phosphatidyl-myo-inositol mannosides (PIMs) 

and their multiglycosylated counterpart, lipomannans (LMs). PIMs (3) and LMs (2) stimulate 

cytokine production by macrophages in a TLR2 and TLR1-dependent fashion. However, the 

magnitude of the response increases with the length of the oligomannoside chain, LM being 

stronger agonists than PIM6, and PIM6 than PIM2 (6). PIMs and LM exist in different acyl-forms 

that differ by the number of the fatty acids, from one to four, esterifying the molecule (2, 3, 18). 

Only tri- and tetra-acylated LMs are TLR2 agonists and require the heterodimerization of TLR2 

with TLR1, while mono- and di-acylated LMs do not activate TLR2 even in the presence of TLR6 

(2). Here, we found that the same applies for the natural Mtb PIM2 acyl-forms. Only tri- and tetra-

acylated PIM2, bearing two fatty acids on Gro, induced TLR2 signaling, in a TLR1- dependant 

fashion. In contrast, mono- and di-acylated PIM2 had very weak or no activity. 
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We previously demonstrated that unconventional acyl-forms are generated during the 

processing of PIMs inside the lysosomes of antigen-presenting cells, yielding T cell epitopes 

presented by CD1b (13). As it has been established that soluble lysosomal PAMPs can be 

disseminated by extracellular vesicles issued from the phagolysosome (25) or by a process named 

eructophagy (26), we wondered whether these unconventional PIM acyl-forms have TLR2 agonist 

properties. We first thought to generate unconventional PIM2 acyl-forms by incubating tetra-

acylated PIM2 with a fraction of lysosomal proteins purified from THP-1 cells. Indeed, previous 

studies using radiolabeling showed that cardiolipids or ManLAM can be degraded by incubation 

with lysosomes purified from macrophages, demonstrating that lysosomal enzymes can modify 

lipids in vitro (27, 28). Accordingly, MALDI-MS analysis indeed evidenced the production of tri-

acylated PIM2 containing two fatty acids on Man2Ins and one on Gro, an acyl-form not found 

naturally in the Mtb cell envelope. However, due to the weak efficiency of digestion of the LF, we 

thus resorted to a set of lipases purified from diverse organisms to generate unconventional PIM2 

acyl-forms from tetra-acylated PIM2. 

 
Most lipolytic enzymes that digested PIM2 exhibited lipase as well as phospholipase A 

(PLA) activity. Indeed, lipases from Candida antarctica and Rhizomucor miehei both showed 

lipases and PLA1 activity, hydrolyzing tuberculostearic acid esterified at sn-1 position of Gro. This 

result was expected for R. miehei lipase, already described as a PLA1, but was surprising for C. 

antarctica lipase, never described as a phospholipase. It should be noted, however, that an enzyme 

called Ustilago maydis lipase 2 (Uml2), 66% identical in sequence to CALB, has phospholipase 

activity (29), which reinforces our result. Fusarium solani cutinase cleaved both glycerol-bound 

fatty acids of 4Ac-PIM2, as previously shown (13), despite being described to have a primary 

activity on the ester bond in position sn-1 (30). The mycobacteriophage lipolytic enzyme Ms6- 

LysB catalyzed the exclusive hydrolysis of palmitic acid carried by Man-1 of tri- and tetra-acylated 

PIM2. This lipase was previously identified as a carboxyl esterase, capable of hydrolyzing the 

mycolic acids of the mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan complex and trehalose 6,6'-
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dimycolate (TDM), components of the mycobacterial cell wall (31). The gene encoding LysB is 

located in the Ms6 lytic cassette, downstream of the endolysin gene, suggesting its role in 

mycobacterial lysis. Thus, it has been proposed that the activity of LysB, combined with that of 

LysA acting on peptidoglycan (32), leads to more efficient cell wall disruption (31). Our results 

extend the mycobacterial substrates of this lipase to PIMs, and further support that the carboester 

bonds of fatty acids carried by saccharides are specifically hydrolyzed. Logically, we therefore 

analyzed the ability of LysB to hydrolyze the fatty acids on other mycobacterial multi-acylated 

glycolipids, namely Mtb-specific sulfoglycolipids (33). However, LysB has no action on di- or 

tetra-acylated sulfoglycolipids (data not shown). Finally, Thermomyces lanuginose, Mucor 

javanicus and Aspergillus oryzae lipases are the most effective enzymes that degrade tetra-acylated 

PIMs, ultimately generating mono-acylated PIMs. It thus displays here both PLA and glycosyl-

lipase activities, in agreement with the already described broad range of activities of Thermomyces 

lanuginose lipase (34). M. javanicus lipase has also been shown to have phospholipase A1 activity, 

hydrolyzing the carboxyl ester in position 1 of phosphatidylcholine, in addition to its specificity 

towards positions 1 and 3 of triacylglycerol (35). This activity was unexpected for Aspergillus 

oryzae lipase, characterized until now as a triacylglycerol lipase only (36). 

 
In general, lipases show very low activity for substrates soluble in aqueous buffer and 

preferentially act at the lipidic surface of insoluble substrates. Indeed, the active site of most 

lipases, including those here displaying phospholipase activity on PIMs, is covered by a lid. 

However in presence of a water-lipid interface, the enzyme is activated by the opening of the lid 

that allows the interaction between enzyme and its substrate (37). Not surprisingly, the highly 

hydrophobic tetra- acylated PIM2 were digested by these enzymes after hydration for 30 min with 

the appropriate buffer and sonication prior to addition of lipase, without the need to include them in 

unilamellar vesicles, since micelles had to be created by sonication. 

 
Digestion of tetra-acylated PIM2 by the various lipases yielded three unconventional PIM2 

acyl- forms, containing three (3Ac-Enz), two (2Ac-Enz) or one (1Ac-Enz) acyl chains (Figure 6), in 
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sufficient amount for testing TLR2 agonist activity. As expected, 1Ac-Enz was inactive. 3Ac-Enz 

was a weaker TLR2 agonist than the natural 3Ac-PIM2, but as the latter required heterodimerization 

with TLR1. Surprisingly, 2Ac-Enz, previously found to be generated in lysosomes of antigen 

presenting cells (13), was not only active, but the strongest TLR2 agonist among all PIM2 acyl-

forms tested. Its activity was dependent on the heterodimerization of TLR2 with TLR6, in 

agreement with di-acylated lipopeptides being recognized by the TLR2/6 heterodimer (9, 24, 38). 

We previously found that the binding site for lipoglycans and lipopeptides is overlapping (6). By 

analogy of the crystal structure of a TLR1/2 heterodimer in complex with the model tri-acylated 

lipopeptide Pam3CSK4 (8), we can assume that tri- acylated PIM2 (either natural or unconventional) 

have both fatty acids on Gro unit inserted in the hydrophobic pocket of TLR2 (4). The third acyl 

chain esterifying either the Man-1 (natural PIM2) or Ins (3Ac-Enz) unit is probably inserted in the 

hydrophobic channel of TLR1 (4). Regarding di-acylated PIM2, it is interesting to note that the 

presence of both acyl chains on Gro (natural PIM2) does not allow heterodimerization of TLR2 with 

TLR6, while the latter can occur when the two acyl chains are located on myoIns and Man-1 units 

(2Ac-Enz). 

 

Several studies point to a role of TLR6 in the detection of mycobacteria. TLR6 

polymorphisms in humans are associated with TB susceptibility (39-41). TLR6 also appears to be 

an important biomarker for the identification of mycobacteriosis, as it could serve in the 

discrimination between active TB and latent infection (42, 43). TLR6 deficiency leads to a 

decreased control of Mycobacterium avium infection both in mice and in macrophages (44). Yet, to 

date, no mycobacterial ligand of TLR6 had been reported in the literature. Heterodimerization of 

TLR2 with TLR1 or TLR6 is thought to have evolved to broaden the ligand spectrum, enabling 

the innate immune system to recognize the many 
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different structures present in various pathogens (45). Our data suggest that processing of microbial 

lipids in the endosomal pathway extends the repertoire of these structures beyond those naturally 

produced by pathogens and broadens TLR usage. 

Data availability 

 
 

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange 

Consortium via the PRIDE partner repository with the dataset identifier PXD051087. 

 
 

All remaining data are contained within the article, or as supplemental. 
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Tables 

 
 

Table 1: Library of twenty lipolytic enzymes tested for their capacity to hydrolyze Mtb tetra- 

acylated PIM2. 

 
 

Table 2: Fragment ions obtained by MS/MS experiments in positive ion-mode of selected 

[M- H+2Na]+ ions. Report to Figure 3 for fragment ions explanations and R1 to R3 fatty acid 

positions. 

 
 

Table 3: Complete 1H and 13C assignment from Mtb 4Ac-PIM2 and the different purified 

products of hydrolysis by Lys-B (pattern II), F. solani pisi (pattern III) and T. lanuginosa (pattern 

III and IV). Man-1, Man-2, Gro and myo-Ins as depicted in Figure 4A. 
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Figure legends 

 
 

Figure 1: Preparation of an enzymatically active lysosomal fraction (LF) from THP-1 

cells. 

 
(A) Protocol used to purify a lysosomal fraction (LF). The pellet 3 (P3) which contained the 

lysosomes was characterized by DLS (B) and transmission electron microscopy (C). The efficiency 

of fractionation was controlled by immunoblotting (D), using specific cellular protein markers: 

Lamp-1 and lysosomal phospholipase A2 (LPLA2) for the lysosomes, lamin B1 for the nuclei and 

Tim-23 for the mitochondria and the enrichment of lysosomal proteins in LF vs L was investigated 

by proteomic analysis (E). The volcano plot of log significance (paired T-tests) versus log2 paired 

ratio of LF/Lysate protein abundance is shown. Proteins marked in red are proteins tagged as 

“lysosomal” in Human by UniprotKB. Some representative lysosomal proteins are shown in 

yellow, including Lysosomal- associated membrane protein 1 (LAMP-1 and LAMP-2), -

galactosidase (BGAL), Lysosomal alpha- mannosidase (MA2B1), beta-hexosaminidase (HEXA), 

Cathepsin D (CATD), Niemann-Pick disease, type C1 (NPC1), Prosaposin (SAP), Phospholipase 

A2 group XV (PAG15). Grey dots represent proteins with p-value above 0.05. In short, 723 proteins 

are tagged « lysosomal » in humans by UniprotKB of which 288 were found in the proteomic 

analysis: 79 proteins had p-values above 0.05, 26 proteins were significantly more abundant in 

lysate and 183 were significantly enriched in LF. (F) -hexosaminidase assay using the THP1 cell 

lysate (L), pellets 1 and 2 (P1 and P2) and LF was realized to test the functional integrity of the 

fractions. ** P<0.01 and * P<0.05 by T-test. 

The results presented here are representative of several independent preparations. 

 

 

 

Figure 2: Degradation of tetra-palmitoylated PIM2 by incubation with THP-1 

lysosomal fraction 

(A) Structure of synthetic tetra-palmitoylated PIM2 (4Pam-PIM2). (B) MALDI-MS spectra 
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in negative mode of 4Pam-PIM2 before or after incubation with LF or heat-treated LF, 

evidencing the capacity of LF to degrade 4Pam-PIM2 into tri-palmitoylated PIM2 (3Pam-PIM2). 

(C) 3Pam-PIM2 reaction product (3Pam-PIM2 LF) was further characterized by MALDI-MS/MS 

analysis in positive mode and fragmentation of the corresponding [M+2Na]+ ion at m/z 1417.8. The 

origin of fragments ions (A, A’ and B) is explained in Figure 3. (D) Positive MALDI MS/MS 

spectrum of Mtb 3Ac-PIM2 (acylated with 2C16/1C19) [M+2Na]+ molecular ions at m/z 1459.9. 

 

 

Figure 3: Fragmentation scheme of Mtb tetra-acylated PIM2 as [M-H+2Na]+ ions in 

positive MALDI MS/MS. 

Fragments A, A’, Ay, Az, A’z and B and their calculated m/z according to their composition 

in fatty acids are presented. R1 to R4 represent the four fatty acids of 4Ac-PIM2 (17). 

 

 

Figure 4: Patterns of enzymatic degradation of Mtb tetra-acylated PIM2 by fungal and 

bacterial lipases. 

Lipases of various origins were tested for their ability to hydrolyze purified Mtb tetra-

acylated PIM2, 4Ac-PIM2. (A) The structure of this molecule is shown with the fatty acids 

esterifying each position indicated. (B) MALDI mass spectrum in negative-ion mode indicates a 

mixture of the three major acyl-forms depicted here. (C) Negative-ion mode MALDI-MS analysis 

of the enzymatic reaction products revealed four different patterns: pattern I generated by Candida 

Antarctica and Rhizomucor miehei lipases, pattern II by the mycobacteriophage Ms6 LysB, pattern 

III by Fusarium solani pisi lipase and pattern IV by the lipases of Mucor javanicus, Aspergillus 

oryzae and Thermomyces lanuginosa. Ions labeled in bold/italic were subjected to subsequent 

MS/MS analysis (see Table 3). Reaction products circled were purified and analyzed by 1H-13C 

HMQC NMR (Figure 5). Asterisks (*) correspond to contaminants. 
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Figure 5: 2D 1H-13C HMQC NMR analysis of enzymatic reaction products. 

 
Four products of lipase degradation were characterized by 2D 1H-13C HMQC NMR. Spectra 

are shown for the tri-acylated PIM2 of pattern II obtained by digestion with Ms6 LysB lipase (A), 

the two di-acylated PIM2 of patterns III and IV generated independently by both cutinase from F. 

solani pisi lipase (B) and T. lanuginosus lipase (C) and the mono-acylated PIM2 of pattern IV 

obtained by digestion with T. lanuginosus lipase (D). Signals annotated « Ins » correspond to myo-

inositol protons, those with the letter « G » correspond to glycerol protons, and those with the 

number « I » or « II » correspond to protons of Man-1 and Man-2, respectively (as depicted in 

figure 4A). The encircled cross-peaks delineate important deshielded correlations highlighting the 

presence of fatty acids of the corresponding positions. 

 

 

Figure 6: TLR dependence of HEK TLR2 cell activation by natural and 

unconventional PIM2 acyl-forms. 

Structures of the four natural Mtb (A) and five unconventional (B) PIM2 acyl-forms are 

shown. (C, D) NF-B activation in HEK-TLR2 cells by different acyl-forms. For those showing 

an activity in (C), TLR1-, 2- and 6-dependance was tested using blocking antibodies (D). 

Pam3CSK4 and FSL-1 were used as controls of TLR2/1 and TLR2/6 agonists, respectively (D). Data 

are representative of three (C) and two (D) independent experiments. Results are expressed as mean 

± SEM and were analyzed using ANOVA and Dunnett's multiple comparisons test have been 

performed with GraphPad Prism to assess statistical significativity. **** P<0.0001, *** P<0.001, 

** P<0.01 and ns P>0.05 

 
This article contains supplemental data. 
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Matériel et méthodes 

 
1) Biologie cellulaire 

 
Culture cellulaire : À l’exception des cas où le fournisseur est précisé, tous les réactifs 

utilisés  pour la culture cellulaire proviennent de ThermoFisher (Gibco). 

Les lignées cellulaires THP1 et K562 sont cultivées dans un incubateur thermostaté à 37°C 

avec une atmosphère contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture utilisé est le RPMI 

(Roswell Park Memorial Institute) enrichi en L-glutamine et en rouge de phénol. Ce milieu 

est complété par 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté et 1 % de 

pénicilline/streptomycine (PS) (ce milieu est appelé RPMI complet). 

Les cellules THP-1 sont différenciées en macrophage M0 par ajout de 50 à 100ng/mL de 

PMA pendant 48h (Thermo scientific). 

Les cellules K562 exprimant CD1b ont été obtenues par transfection et les cellules THP-

1 exprimant CD1b ont été obtenues par transduction d’un lentivirus (Invivogen).  

Les cellules dendritiques humaines sont obtenues après différenciation in vitro des 

monocytes CD14+ de PBMC humains (Etablissement Français du Sang).  Ces monocytes, 

dans des plaques 6 puits contenant 2x106 de cellules par puits dans 2mL de milieu RPMI 

complet, sont différenciés en cellules dpar ajout de GM-CSF (Miltenyi) à 400IU/mL et 

d’IL-4 (Miltenyi) à 250 UI/mL pendant 6 jours.  

 

Lipides : Les lipides utilisés lors de cette thèse sont les Ac2SGL, Ac4SGL et GMM qui 

ont été purifiés dans l’équipe à partir d’extraction lipidique totale de Mtb. Les lipides 

synthétiques SL37 et PIM2Ac4 ont été synthétisés au sein de l’équipe. Ces lipides secs sont 

solubilisés en ajoutant 10µL de DMSO, puis par chauffage et agitation sur vortex. 

Enfin, le LPS utilisé est le LPS-EK Ultrapure provenant d’Invivogen. 

 

Expansion des clones de LT CD1b spécifiques : Les lignées de LT spécifiques de 

l’Ac2SGL (A05) et spécifiques du GMM (G08) nous ont été envoyés par le Pr Seshadri 

(Université de Washington) et les clones spécifiques du GMM (LDN5) nous ont été 

envoyés par le Pr Moody (Harvard). Ces clones sont cultivés dans un milieu appelé "T Cell 

Medium" (TCM), qui correspond au milieu RPMI complet enrichi en acides aminés 

essentiels et non essentiels (à 0.6%), en HEPES (à 1%), et en β-mercaptoéthanol (à 0.1%). 

Après décongélation, les lymphocytes sont maintenus dans 25 mL de TCM, disposés dans 



196  

des flasques de 25 cm² en position verticale, à une densité de 1x105 lymphocytes par 

flasque. Dans chaque flasque sont ajoutées des "feeder cells", constituées d'un mélange de 

PBMC (25 millions de cellules) et de lymphoblastes JY (5 millions de cellules) irradiées 

respectivement à 7500 et 5000 Gy (irradiation effectuée au Centre de Recherches en 

Cancérologie de Toulouse). L'activation des lymphocytes est initiée par l'ajout de 30 

ng/mL d'anticorps anti-CD3 (clone OKT-3, Biolegend) et de 2 nM d'IL-2 (Preprotech). 

Selon la croissance des clones, le milieu est renouvelé et les cellules sont régulièrement 

divisées. 

Les lymphocytes sont maintenus en expansion pendant environ 14 jours avant d'être 

congelés, avec 10 à 20 millions de cellules par cryotube dans du SVF additionné de 10 % 

de DMSO. 

 

Test d’activation des LT CD1b spécifiques : 5x104 CPA (THP-1 CD1b, K562 CD1b, ou 

CD) et 5x104 LT sont répartis dans chaque puits de plaques 96 puits à fonds rond en 

présence du lipide d’intérêt (Ac2SGL, GMM) avec des concentrations allant de 0 à 10µM. 

Ces lipides sont solubilisés avec 10µL de DMSO, vortex et chauffage. Ils sont ensuite dilués 

aux concentrations voulues dans du TCM. Le volume final de chaque puits est de 200µL. 

Après 24h d’incubation à 37°C avec 5 % de CO2, le surnageant de cette co-culture est 

récupéré et la concentration d’IFN-γ produite est mesurée par test ELISA (Invitrogen). 

Afin de s’assurer que l’activation des LT dépend de la présentation par CD1b, un              anticorps 

anti-CD1b (clone BCD1b.3) est ajouté à la co-culture à une concentration de 5µg/mL. 

 

Tests d’inhibition de l’acidification lysosomale par la monensine : Dans une plaque 96 

puits, 5x104 CD ou THP-1 CD1b par puits sont incubées 1h à 37°C avec 5% de CO2 en 

présence de 0, 2 ou 10µg/mL de monensine (MedChemExpress). Les cellules sont pulsées 

avec 10µM d’Ac2SGL pendant 3h à 37°C avec 5% de CO2. Les cellules sont ensuite 

lavées avec du PBS,                                puis fixées 10min à RT avec 100µL de PFA 3,4%. Après trois lavages, 

5x104 LT A05 sont ajoutés dans la plaque dans un volume final de 200µL de TCM. Après 

24h d’incubation à 37°C avec 5 % de CO2, le surnageant de cette co-culture est récupéré 

et la concentration d’IFN-γ relarguée est mesurée par test ELISA (Invitrogen). 

 

Tests d’inhibition de la protéine de transfert lipidique NPC1 : Dans une plaque 96 

puits, 5x104 cellules dendritiques CD1b+ par puits sont incubées 3h à 37°C avec 5% de 

CO2 en présence de 0, 2 ou 10µg/mL de l’inhibiteur spécifique de NPC1 ( U18666A) 
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(MedChemExpress). Les cellules sont pulsées avec des concentrations d’antigène 

lipidique (GMM, Ac2SGL) allant de 0µM à 10µM pendant 3h à 37°C avec 5% de CO2. Les 

cellules sont  ensuite lavées avec du PBS, puis fixées 10min à RT avec 100µL de PFA 

3,4%. Après trois lavages, les LT (A05, G08) (5x104 cellules par puits) sont ajoutés dans 

la plaque dans un volume final de 200µL de TCM. Après 24h d’incubation à 37°C avec 5 

% de CO2, le surnageant de cette co-culture est récupéré et la concentration d’IFN-γ 

relarguée est mesurée par test ELISA (Invitrogen). 

 

Reconnaissance du complexe CD1b-SL37 par l’anticorps D11 : Les CPA sont 

réparties dans une plaque 96 puits à fond rond avec 8x104 cellules par puits et sont activées 

ou non par ajout de 5µg/mL de LPS (LPS-EK Ultrapure, Invivogen), repris dans du milieu 

RPMI complet pendant 2h. Les cellules sont ensuite pulsées pendant 20h avec 10µg/mL 

de SL37 dans du milieu RPMI complet  à 37 °C avec 5% de CO2. Les cellules sont ensuite 

lavées une fois avec du PBS et incubées 30min à 4°C avec l’anticorps primaire D11 (Pr 

Acosta, Universiti Sains Malaysia) spécifique du complexe CD1b-SL37 à une 

concentration de 10µg/mL et dilué dans du “PBS FACS” (PBS + 0.5% SVF). Après un 

lavage dans du PBS FACS, les cellules sont incubées 30min à 4°C avec l’anticorps 

secondaire couplé au fluorochrome AF647 et dirigé contre le tag c-myc présent sur 

l’anticorps D11 (Proteintech), également à une concentration de 10µg/mL. La 

reconnaissance du complexe est analysée par cytométrie en flux, par le cytomètre BD 

Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences). Les données sont exploitées sur le logiciel FlowJo. 

 

Marquage de la protéine CD1b en surface des cellules : Pour chaque lignée cellulaire, 

ainsi que pour les cellules dendritiques humaines, 2x10^5 cellules sont centrifugées à 400g 

pendant 5 min et lavées 2 fois avec 200 µL de PBS FACS, puis incubées avec un anticorps 

anti-CD1b (BCD1b3.1) à 5 µg/mL pendant 15 min à 4°C. L’anticorps secondaire utilisé 

est un PE-anti- mouse (clone RMG-1, Biolegend) dilué dans le PBS FACS à 5 µg/mL. La 

présence de CD1b en surface des cellules est analysée par cytométrie en flux, par le 

cytomètre BD Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences). Les données sont exploitées sur le 

logiciel FlowJo. 

 

2) Obtention et caractérisation de fractions lysosomales : 

 
Préparation des fractions lysosomales par centrifugations différentielles : Environ 
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1x108   cellules sont lavées une première fois au PBS puis reprises dans 1 mL de tampon 

d’homogénéisation (saccharose 250 mM, imidazole 3 mM, EGTA 0,5 mM pH = 7.4, 4°C) 

avec  ajout d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma). Les cellules sont lysées 

mécaniquement afin de conserver l’intégrité des organites. La lyse s’effectue par une 

trentaine de coups dans un homogénéiseur en verre mis dans la glace, le résultat correspond 

au lysat cellulaire total (L). Le lysat est centrifugé deux fois 10 min à 800g à 4°C afin de se 

débarrasser des noyaux, débris cellulaires et cellules non lysées (le culot obtenu est nommé 

C1). Le surnageant est conservé et subit une ultracentrifugation à 21 000g 2 min à 4°C 

(Optima MAX-130K Ultracentrifuge, Beckman-Coulter). Le culot ainsi obtenu est nommé 

C2 et contient majoritairement les mitochondries. Le surnageant est ultracentrifugé à 80 

000g pendant 8 min. Le culot obtenu est nommé C3 et contient la majorité des lysosomes. 

Le culot C3 est lavé avec 1mL de tampon d’homogénéisation (86 000g pendant 8 min), et 

est ensuite repris dans 200µL de tampon à pH  acide (acétate de sodium 20 mM, pH = 4,5 

ajusté avec de l'acide acétique). Les lysosomes sont lysés par cycles successifs de 

congélation/décongélation dans de l'azote liquide (-220°C) et au bain-marie (37°C), 

permettant ainsi    la    libération    des    enzymes     lysosomales. Les étapes de ce protocole 

sont soigneusement effectuées à 4°C. Une fraction de chaque échantillon est conservée 

afin de contrôler l’efficacité de l’enrichissement, par test d’activité, DLS et western blot. 

 

Dynamic Light Scattering : La taille des particules contenues dans la FL est analysée par 

diffusion dynamique de la lumière, à l’aide d’un instrument DynaPro Titan (Wyatt 

Analytical Technologies, Santa Barbara). 10 acquisitions de 5 secondes à 25°C sont 

enregistrées par condition dans des cuvettes dédiées. 

 

Microscopie électronique à transmission : Une fraction du culot lysosomal P3 est 

conservé intact dans du PBS et n’est pas lysé par congélation/décongélation. 5µL de cet 

échantillon est placé sur une grille en cuivre G400 couverte d’un film de carbone et formvar 

et est mis à sécher pendant 2min. La grille est lavée avec de l’eau distillée et 5µL d’acétate 

d’uranyl 2% filtré sont déposés sur la grille afin de faire une coloration négative. Les 

échantillons sont observés sur le microscope Jeol 1400. Les photos sont exploitées sur le 

logiciel Gatan Microscopy Suite 3. 

 

Test d’activité de la B-hexosaminidase : Dans une plaque 96 puits à fonds plat, 1µg de 

protéines provenant de chaque fraction est déposé dans 80µL du substrat 4-nitrophenyl-N- 

acetyl-β-D-glucosaminide (Sigma) 7.5mM dilué dans du tampon Citrate-phosphate, 100 
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mM (pH 4.7). Après 30 minutes d’incubation à 37°C, la réaction est arrêtée par ajout de 

180µL de tampon borate 200 mM (pH 9.8). Le 4-nitrophénol qui est produit est mesuré 

par absorbance à 405 nm (CLARIOstar Plus Microplate Reader, BMG labtech). 

 

Western blot / Analyses sur gel SDS-PAGE : 10µg de protéines de chaque fraction sont 

dilués dans un tampon Laemmli 5X (0,1 % bleu de bromophenol, 50 % glycérol, 10 % 

SDS, 25 % β- mercaptoéthanol dans un Tampon Tris-HCl 0.25 M pH=6,8) et chauffés 10 

min à 90°C avant d’être déposés sur gel de polyacrylamide composé d’un gel de 

concentration à 5 % d’acrylamide sur un gel de séparation à 12 % d’acrylamide. Le 

marqueur de poids moléculaire utilisé est le Spectra Multicolor Broad Range Protein 

Ladder (Thermo Scientific™). La migration est effectuée dans un tampon d'électrophorèse 

(25 mM Tris-HCl, 192 mM glycine, 0,1 % SDS) à 40 V pendant 20 min puis à 160 V 

pendant 1 h. Les protéines sont ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose (Semi-

dry Transfer Cell, Bio-Rad) pendant 30 min à 25 V, et les membranes sont bloquées 

pendant deux heures à température ambiante dans une solution de blocage (Tris Buffer 

Saline + 0.01 % tween-20, pH = 7.4 + 5% de lait). Les membranes sont incubées sur la 

nuit à 4°C avec les solutions d’anticorps primaires dilués dans du Tris Buffer Saline pH = 

7.4 + 3% de lait. Les anticorps utilisés sont dirigés contre : LAMP1 (marqueur des 

membranes lysosomales) (NSJ bioreagents), LPLA2 (marqueur du lumen lysosomal) 

(collaboration avec Pr Shayman), TIMM23 (marqueur des mitochondries) (Invitrogen), 

Lamine (marqueur du noyau) (Abcam), CD1b (Abcam), AOAH (Proteintech), PSAP 

(Proteintech) et GM2AP (Proteintech). Les membranes sont ensuite incubées pendant 2h 

à RT avec les anticorps secondaires Anti-IgG de lapin conjugué à l’HRP (Invitrogen) ou 

anti IgG de souris conjugué à l’HRP (Invitrogen). La révélation est effectuée avec le kit 

Cytiva Amersham™ ECL™ Prime western Blotting Detection Reagent avec un système 

d’imagerie Chemidoc de Bio-Rad. 
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Tests de digestion in vitro de lipides mycobactériens par la fraction lysosomale : 100µg 

de PIM2 tétra-acylés synthétiques sont séchés sous flux d’azote dans des vials en verre puis 

solubilisés dans 10µL de DMSO en chauffant et en vortexant. 50µL de FL et 300µL de 

tampon à pH acide (acétate de sodium 20 mM, pH = 4,5 ajusté avec de l'acide acétique) 

sont ajoutés et le mélange est incubé à 37°C sous agitation pendant 4j. Les lipides sont 

extraits par ajout de 500µL de butanol au mélange et centrifugation 2min à 3500g. La 

phase organique supérieure est récupérée et une seconde extraction est effectuée sur la 

phase aqueuse avec un nouvel ajout de 500µL de butanol. Le produit d’extraction est séché 

sous flux d’azote et repris dans 100µL d’un mélange chloroforme-méthanol-eau (60:35:8, 

v/v/v) afin d’être analysé en spectrométrie de masse MALDI/TOF. 

 

Spectrométrie de masse MALDI/TOF : Les analyses en MALDI-Tof sont réalisées en 

mode négatif et positif en mode réflectron sur un spectromètre AbSciex Tof/Tof 5800. 

L'ionisation a été obtenue par irradiation avec un laser Nd (349 nm) fonctionnant avec une 

fréquence de 400 Hz. L'intensité du laser était réglée entre 2000 et 2500 et un mouvement 

continu de la platine a été utilisé avec une vitesse de 600 µm/sec. En général, les spectres 

de 2500 à 5000 tirs laser ont été additionnés pour obtenir le spectre final. La matrice utilisée 

est HABA (2-(-4’ Hydroxyphenylazo)benzoic acid) à une  concentration de 10mg/mL dans 

un mélange éthanol/eau 1:1, v/v. La matrice (0.5µL) et les échantillons (0.5µL) sont 

déposés sur la plaque. La plage de masse sélectionnée va de 500 à 3 000 masse sur charge 

(m/z) et les données sont exploitées sur le logiciel Data Explorer TM. 

 

3) Identification de protéines candidates 

 
Identification de protéines partenaires de CD1b intralysosomales par Co- 

Immunoprécipitation : Les expériences de co-IP ont été effectuées avec et  sans étape de 

crosslink. Des fractions lysosomales de cellules K562, K562 CD1b ou K562 CD1b-6His 

(générées précédemment dans l’équipe) ont été obtenues par centrifugations 

différentielles. Les protéines membranaires du culot lysosomal sont solubilisées dans un 

tampon de lyse pH 7.4 (1% Dodecyl maltoside (DDM), 150mM NaCl, 20mM Tris-Cl, 

Inhibiteur de protéase et DNase) pendant 3h sous agitation à 4°C. Les protéines 

solubilisées sont récupérées dans le surnageant après centrifugation 10mn à 17 000g. 

La co-IP est effectuées avec les billes Dynabeads™ His-Tag Isolation and Pulldown 

(Invitrogen), spécifiques du tag histidine. 
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Pour les conditions avec étape de crosslink, cette étape est réalisée à la fin des 

centrifugations différentielles, sur le culot lysosomal. Ce culot est incubé 10 min à RT dans 

200µL de formaldéhyde 0,5%, puis est lavé deux fois dans du tampon d’homogénéisation 

avant l’étape de solubilisation. Le protocole est ensuite poursuivi comme décrit. 

 

Analyses protéomiques : Les analyses protéomiques des échantillons, qu'il s'agisse 

des FL des CD et THP-1 CD1b ou des produits d'élution obtenus après purification sur 

colonne ou co-IP avec les billes, ont été réalisées par Alexandre Stella, de l'équipe du Dr 

Odile Schiltz à l'IPBS. Les analyses nécessitaient quatre réplicas par condition. Chaque 

échantillon a été digéré avec 2 µg de trypsine suivant le protocole S-Trap (micros colonnes 

S-Trap). 50 µg de chaque échantillon ont été séchés dans un SpeedVac (Thermo Fisher 

Scientific) et resuspendus dans 25 µl de SDS à 5 %. Les solutions de protéines ont été 

réduites et alkylées avec une solution de 100 mM de TCEP et 400 mM de chloroacétamide 

pendant 5 minutes à 95 °C. Les protéines ont été acidifiées à une concentration finale de 1,2 

% d'acide phosphorique et diluées avec sept volumes de tampon S-Trap (90 % de 

méthanol, 100 mM de bicarbonate de triéthylammonium (TEAB), pH 7,1). Les échantillons 

ont ensuite été transférés dans des colonnes de centrifugation S-Trap Mico Spin (Protifi), 

piégés dans le filtre par centrifugation à 4 000g pendant 1 minute, puis lavés trois fois avec 

150 μL de tampon S-Trap et centrifugés à 4 000g pendant 1 minute. La protéolyse a été 

réalisée par l'ajout de 0,8 µg de trypsine dans la cartouche S-Trap (20 µl dans 50 mM de 

bicarbonate d’ammonium) et une incubation d'une heure à 47 °C. L'extraction des peptides 

a été effectuée en trois étapes d'élution : 80 μL de bicarbonate d'ammonium à 50 mM, 80 

µl de forme acide à 0,2 % et 40 μL d'acétonitrile à 50 % / acide formique à 0,2 %, avec des 

centrifugations à 4 000g. Les analyses ont été acquises sur un instrument de type QExactive 

Plus. Les extraits peptidiques issus de la digestion trypsique ont été resuspendus dans 17 

µl de tampon d'injection Switchos. Pour chacune des analyses, 5 µl d'extrait peptidique ont 

été injectés dans l'instrument. 

Pour l'analyse protéomique comparant les protéines enrichies entre deux 

échantillons, un test de Student a été appliqué pour évaluer la signification statistique des 

différences d'abondance. Les résultats sont présentés dans un volcano plot, avec la -Log10 

de la p-value du test de Student en ordonnée et le Log2 du rapport CD1b-6his/WT en 

abscisse, afin de visualiser les protéines enrichies statistiquement significatives.
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Titre : Recherche d'acteurs lysosomaux impliqués dans la présentation de lipides mycobactériens par CD1b aux 
lymphocytes T 
Mots clés : mycobacterium tuberculosis, protéines CD1, glycolipides, lymphocyte T, lysosome 
Résumé : Les lipides peuvent être antigéniques et présentés en surface des cellules présentatrices d’antigènes (CPA). 
Ces lipides, généralement amphiphiles, sont présentés par les protéines CD1 (CD1a à CD1d), des protéines proches 
structurellement de la protéine du CMH de classe 1, avec pour principale différence le site de liaison des antigènes. 
Cette présentation mène à une réponse immunitaire spécifique médiée par des lymphocytes T non conventionnels. 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), agent causal de la tuberculose, possède dans son enveloppe des lipides 
antigènes présentés par les protéines CD1, et particulièrement par l’isoforme CD1b. Ces lipides sont chargés sur 
CD1b au niveau du lysosome des cellules dendritiques (CD), dans leur état natif ou après un apprêtement. Cet 
apprêtement nécessite des protéines de transfert de lipides (LTP), telles que CD1e et les saposines, mais aussi des 
enzymes (hydrolases), permettant de digérer les parties polaire ou apolaires des lipides. Peu de LTP et hydrolases 
lysosomales ont à l’heure actuelle été identifiées, il est donc nécessaire de caractériser d’autres acteurs lysosomaux 
impliqués dans la présentation des antigènes lipidiques mycobactériens par CD1b. Les objectifs de ces travaux 
étaient de mettre en place des stratégies pour rechercher et identifier ces acteurs. 
Ainsi, dans le but d’identifier de nouveaux acteurs lysosomaux impliqués dans le transport ou la maturation des 
glycolipides de Mtb, deux approches complémentaires ont été mises en place. La première, plus globale, nous a 
conduit à préparer des fractions enrichies en lysosomes provenant de CPA. Pour valider le protocole d’obtention de 
ces fractions, elles ont été caractérisées morphologiquement ainsi que par la présence de marqueurs protéiques. 
Elles ont également servi à réaliser des tests de dégradation de lipides mycobactériens in vitro, confirmant l’action 
des lipases précédemment caractérisées. Enfin, l’analyse protéomique du contenu de ces fractions a contribué à 
l’élaboration d’une liste de cinq protéines candidates, possiblement impliquées dans l’apprêtement. Parmi elles, 
certaines n’ont jamais été décrites dans le contexte de présentation de lipides antigènes, et d’autres sont déjà 
connues pour contribuer à la présentation de lipides par CD1d. La seconde approche a consisté à définir 
l’interactome de CD1b dans le lysosome, en réalisant une coimmunoprécipitation de CD1b à partir de fractions 
lysosomales. L’analyse protéomique des partenaires a permis de proposer quatre autres protéines candidates, 
toutes non décrites à ce jour dans le cadre de la présentation d’antigènes lipidiques. L’expression de certaines de 
ces protéines candidates, sera par la suite inactivée pour étudier l’impact de cette inactivation sur la présentation 
des complexes CD1b-lipides. Parmi ces protéines, la protéine NPC1 (« Niemann-Pick disease C1 »), déjà connue pour 
être impliquée dans la présentation de lipides par l’isoforme CD1d chez la souris, a retenu notre intérêt. Des essais 
d’inactivation ont été réalisés grâce à un inhibiteur spécifique, avant d’envisager une inactivation de l’expression 
par utilisation de siRNA ou CRISPR/Cas9. 
Dans le but d’apprécier les effets de cette inactivation, il est nécessaire de posséder des outils biologiques capables 
d’évaluer la participation du candidat dans la présentation d’un lipide particulier. Lors de cette étude, deux outils 
ont été validés : 1) des anticorps recombinants spécifiques de CD1 présentant le sulfoglycolipide diacylé 
mycobactérien (Ac2SGL), et 2) différents clones lymphocytaires spécifiques de CD1b en complexe avec divers 
glycolipides mycobactériens. 
Title: Searching for lysosomal actors involved in mycobacterial lipids presentation by CD1b to T cells 
Key words: mycobacterium tuberculosis, CD1 proteins, glycolipids, T lymphocytes, lysosome 
Abstract: Lipids can be antigenic and presented on the surface of antigen-presenting cells (APCs). These lipids, 
generally amphiphilic, are presented by CD1 proteins (CD1a to CD1d), which are structurally similar to class I MHC 
proteins, with the main difference being in the antigen- binding site. This presentation leads to a specific immune 
response mediated by unconventional T lymphocytes. 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the causative agent of tuberculosis, has antigenic lipids in its envelope that are 
presented by CD1 proteins, particularly by the CD1b isoform. These lipids are loaded onto CD1b in the lysosome of 
dendritic cells (DCs), either in their native state or after processing. This processing requires lipid transfer proteins 
(LTPs), such as CD1e and saposins, as well as enzymes (hydrolases) that digest the polar or lipidic parts of the lipids. 
Few lysosomal LTPs and hydrolases have been identified so far, making it necessary to characterize other lysosomal 
actors involved in the presentation of mycobacterial lipid antigens by CD1b. The objectives of this work were to 
develop strategies to search for and identify these actors. 
To identify new lysosomal actors involved in the transport or maturation of Mtb glycolipids, two complementary 
approaches were implemented. The first, more global approach, involved preparing lysosome-enriched fractions 
from APCs. To validate the protocol for obtaining these fractions, they were characterized morphologically and by 
the presence of protein markers. They were also used to perform in vitro degradation tests of mycobacterial lipids, 
confirming the action of previously characterized lipases. Finally, proteomic analysis of the contents of these 
fractions led to the elaboration of a list of five candidate proteins that may be involved in processing. Among them, 
some have never been described in the context of lipid antigen presentation, while others are already known to 
contribute to lipid presentation by CD1d. The second approach involved defining the interactome of CD1b in the 
lysosome by performing co-immunoprecipitation of CD1b from lysosomal fractions. Proteomic analysis of the 
partners identified four other candidate proteins, none of which have been described to date in the context of lipid 
antigen presentation. The expression of some of these candidate proteins will subsequently be knocked out to study 
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the impact of this inactivation on the presentation of CD1b-lipid complexes. Among these proteins, NPC1 
(“Niemann-Pick disease C1”), already known to be involved in lipid presentation by the CD1d isoform in mice, was 
considered interesting. Inactivation tests were performed using a specific inhibitor, before considering inactivation 
of expression using siRNA or CRISPR/Cas9. 
To evaluate the effects of this inactivation, it is necessary to have biological tools capable of assessing the 
candidate's role in the presentation of a particular lipid. In this study, two tools were validated: 1) recombinant 
antibodies specific to CD1 presenting the mycobacterial diacylated sulfoglycolipid (Ac2SGL), and 2) different 
lymphocyte clones specific to CD1b in complex with various mycobacterial glycolipids. 
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