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1 INTRODUCTION

1.1 LESLIPIDES

Les lipides, communément connus comme matiere grasse, sont des macromolécules
biologiques essentielles au développement et a ’homéostasie d’un individu™2. Les lipides ont des
fonctions diverses et variées. Ce sont les constituants majeurs des membranes biologiques mais
ils représentent aussi une source d’apport énergétique’?. Les lipides forment un grand groupe
hétérogene composé, entre autres, des acides gras, des triglycérides, des stérols, des
phospholipides et des lipoprotéines’. Nous nous sommes majoritairement intéressés aux acides

gras lors de ce mémaoire. Ils seront donc principalement détaillés par la suite.

1.1.1 Les acides gras

Le réle principal des acides gras dans 'organisme est Uapport énergétique?.

Les acides gras sont composés d’un groupement carboxylique suivi d’une chaine
hydrocarbonée non-ramifiée? (Figure 1). La longueur de la chaine hydrocarbonée varie entre 4 et 32
atomes de carbones, bien que les acides gras les plus courants chez les mammiféres comprennent
12 & 24 atomes de carbones?. La longueur de la chaine hydrocarbonée comporte généralement un

nombre paire d’atomes de carbone?.

O

| ) Groupement
Chaine hydrocarbonée OH carboxylique

Figure 1: Représentation d’un acide gras saturé en particulier ’acide stéarique ou C18:0. Les acides gras
sont divisés en deux parties : la chaine hydrocarbonée et le groupement carboxylique. Figure créée via
Biorender.com.

Les acides gras existent sous plusieurs formes. On distingue les acides gras saturés des acides
gras insaturés’?. Les acides gras saturés sont caractérisés par leur absence de doubles liaisons
entre les atomes de carbone qui constituent leur chaine hydrocarbonée™?. Ce sont des acides gras
qui peuvent étre obtenus dans 'alimentation essentiellement a partir de produits animaux tel que
le beurre, le lard, mais également a partir de sources végétales comme ’huile de palme ou encore
le chocolat?. A lUinverse, les acides gras insaturés possédent une ou plusieurs liaisons doubles
entre les atomes de carbone de leur chaine hydrocarbonée’?. Les acides gras insaturés sont

également issus de 'alimentation mais généralement de produits végétaux comme U’huile d’olive



ou de tournesol pour les acides gras mono-insaturés?. Les acides gras poly-insaturés se retrouvent
dans certaines graines comme le soja mais peuvent également étre issus de poissons gras comme

le saumon ou encore le thon?.

Les acides gras sont nommeés sous la forme : Cx:y. Le C signifie carbone, le x correspond au
nombre de carbones de la chaine hydrocarbonée et le y correspond au nombre de liaisons

insaturées dans la chaine?.

Les acides gras les plus abondants dans l’organisme sont les acides gras composés de 16 ou de
18 atomes de carbone, appelés respectivement acide palmitique (C16:0) et acide stéarique (C18:0)
alors qu’ils sont nommeés acide palmitoléique (C16:1) et acide oléique (C18:1) pour leur version

monoinsaturée’?.

1.1.2 Le métabolisme des acides gras

Comme mentionné précédemment, les acides gras proviennent majoritairement de
'alimentation®. Lorsque les acides gras sont assimilés par les entérocytes dans Uintestin, ils sont
transformés en triglycérides afin d’étre transportés vers un lieu de stockage®. Les triglycérides sont
majoritairement stockés dans les tissus adipeux bien que le foie soit également un lieu de stokage®.
Afin d’étre transportés vers les lieux de stockage, les triglycérides sont véhiculés par différentes
lipoprotéines®. En effet, les triglycérides sont des composés hydrophobes et ils n’ont donc pas la

capacité de se dissoudre dans le sang?.

Les lipoprotéines, transportant les triglycérides, sont triées en fonction de leur densité. On
retrouve ainsi, classé en fonction de leur densité croissante : les chylomicrons, les lipoprotéines de
tres faible densité (VLDL), les lipoprotéines de faible densité (LDL) et les lipoprotéines de forte
densité (HDL)®. Les chylomicrons, produits par les cellules de Uintestin, vont servir a transporter les
triglycérides dans la lymphe tandis que les VLDL et LDL transportent les acides gras dans le sang
vers leurs lieux de stockage®. Une fois arrivé a destination, la lipoprotéine va relarguer des

triglycérides sous ’action de la lipoprotéine lipase® et ceux-ci seront stockés dans les cellules®.

Lorsque le besoin en énergie se fait sentir, les triglycérides sont dégradés par lipolyse en acides
gras et en glycérol, qui se retrouvent dans le sang’. Lorsque les acides gras se retrouvent dans la
circulation, ils sont qualifiés de «libres »2. Similairement aux triglycérides, les acides gras libres
doivent étre liés a un véhicule qui est 'albumine®. Les acides gras sont véhiculés jusqu’aux cellules
nécessitant de U’énergie et sont ensuite transformés en acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) par B-
oxydation®', L’acétyl-CoA rentre dans le cycle de Krebs afin de produire de l'adénosine
triphosphate (ATP) et ainsi générer ’énergie requise a la cellule. Seule une faible proportion des

triglycérides transformés en acides gras est en réalité utilisée pour produire de l’énergie’.

2



Effectivement, 75 % des acides gras ainsi formés parcourent le sang sans étre oxydés, cela permet
a l'organisme d’avoir une source d’énergie directement mobilisable™. Une grande quantité d’acide

gras libres parcourt donc le sang en permanence.

Pour entrer dans les cellules, les acides gras libres nécessitent un récepteur afin de traverser la
membrane plasmique, le « Cluster of Differentiation » (CD)36'>'*. Le CD36 est essentiel pour les
acides gras a chaine longue, comme le C16:0 et le C18:0"*". Par contre, les acides gras courts ou
insaturés pénetrent généralement plus facilement dans la cellule via un phénomene de «Flip-
flop »'. Le « Flip-Flop » est un phénomeéne de diffusion passive qui permet aux acides gras libérés

de albumine de passer d’un coté a 'autre de la membrane plasmique™.

1.1.3 Ladyslipidémie chez les patients obéses

Le laboratoire d’immunométabolisme et nutrition a commencé a s’intéresser aux acides gras
dans le contexte de Uobésité. Un individu est considéré obese par ’Organisation mondiale de la
Santé (OMS), lorsque son indice de masse corporel (IMC) est supérieur a 30 kg/m>'. L’IMC est
calculé en divisant le poids d’un individu en kg sur sa taille en metre au carré selon la formule
suivante'®:

Poids (kg)
Taille? (m)

Chez des personnes obeéses, plusieurs phénomenes sont observables: Uhypertrophie et
hyperplasie des adipocytes, une infiltration des macrophages dans les tissus adipeux, une
augmentation des macrophages ayant un profil pro-inflammatoire et une modulation de la
sécrétion d’adipokines’"°. Outre ces phénomeénes, l'obésité est également accompagnée d’une

dyslipidémie?®22,

La dyslipidémie est définie comme une modification du profil lipidique d’un individu. Environ 60
a 70 % des individus obéses sont sujets a la dyslipidémie?’. La dyslipidémie du patient obése est
marquée par une augmentation des triglycérides, des LDL et des VLDL. A Uinverse, les HDL sont
moins abondantes?®>?2, Il a également été montré que les acides gras sont présents en quantité plus
importante chez les personnes obéses par rapport aux personnes saines?®?, Plusieurs raisons de

cette augmentation ont été mises en évidence.

Premierement, 'augmentation d’acides gras est le résultat de la mort des adipocytes par
hypoxie'’. En effet, suite & "augmentation du nombre et de la taille de ces cellules, leur besoin en
oxygéne augmente''®, Cependant, tous les adipocytes ne peuvent pas étre correctement pourvu

en oxygene et une partie finit donc par mourir'-'8, Lorsque les adipocytes meurent, la totalité de leur



contenu est relarguée dans le milieu extracellulaire, y compris leur réserve de triglycérides et

d’acides gras dont une partie atteindra le sang"’.

Une autre cause de 'augmentation sanguine des acides gras est la résistance a Uinsuline®. Une
résistance a linsuline est observée chez le patient obése et découle d’une hyposensibilité des
cellules aux effets de Uinsuline?*. La résistance a Uinsuline est définie comme la modification de
impact de Uinsuline sur le métabolisme du glucose?. Plus précisément, Uinsuline ne permettra
pas de maniere efficace le stockage du glucose présent dans le sang notamment par les
adipocytes?. Outre ces effets, sur la glycémie, Uinsuline posséde également un réle important dans
la régulation du stockage des lipides, entre autre par inhibition de la lipolyse. Ainsi, une résistance

a Uinsuline perturbe la régulation de la quantité d’acides gras dans le sang®*.

L’augmentation des acides gras dans le sang des personnes obéses a différentes
conséquences. Par exemple, les acides gras saturés ont un lien établi avec une hausse du taux de
cholestérol, particulierement des LDL, dans le sang®2%, En effet, les LDL sont formées en fonction
de la quantité de triglycérides, donc d’acides gras, qu’ily a dans le sang®. Comme chez les obéses
ily a davantage d’acides gras libres, il y a davantage de cholestérol dans le sang?. L’augmentation
du cholestérol est associée a différentes maladies comme des maladies cardiovasculaires*?”?8, Ce
dernier favorise ainsi la formation de plaques ou de caillots dans le sang qui conduisent notamment

a de Uarthérosclérose, une thrombose ou méme la mort?.

1.2 LE STRESS DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE

Le réticulum endoplasmique (RE) est une organelle responsable de divers réles essentiels au
sein de 'organisme, notamment la synthése et le repliement des protéines, le stockage des ions
calcium et la synthése des lipides®®. Par conséquent, un déséquilibre de son homéostasie a des
effets considérables sur la cellule. Un stress du RE peut résulter d’une accumulation de protéines
non ou mal repliées, d’un déreglement de ’homéostasie du calcium ou méme d’un probleme
lipidique®*®'. L’accumulation de protéines non ou mal repliées peut étre indirectement due a
plusieurs facteurs comme U’hypoxie, une infection virale, un manque d’ion Ca?" ou encore une
glycosylation anormale®'. Le stress au niveau du RE a pour conséquence une augmentation
temporaire du nombre de protéines non ou mal repliée®'. Ce phénomeéne conduit a Uactivation de
UUPR ou « Unfolded Protein Response » qui a justement pour but de palier a 'augmentation du

mauvais repliement des protéines?=",

Le rble principal de UUPR est de limiter 'accumulation du nombre de protéines non ou mal
repliées dans la cellule®*". Pour ce faire, il influence la quantité totale de protéines en diminuant le

processus de synthése et en induisant la dégradation de protéines non ou mal repliées®",

4



Il existe des agents pharmacologiques qui ont pour réle d’induire un stress du RE et par
conséquent UUPR (ex. thapsigargine et tunicamycine)®. La thapsigargine inhibe les pompes
ATP/Ca*" au niveau de la membrane sarcoplasmique tandis que la tunicamycine perturbe la N-

glycosylation des protéines®.

Chez les mammiferes, UUPR est complexe et divisée en trois voies ; la voie PERK ou « Protein
Kinase R-like ER kinase », la voie IRE1 pour « Inositol Requiring Enzyme type 1 » et la voie ATF6 pour
«Activating Transcription Factor » 6°' (Figure 2). ATF6, PERK et IRE1a sont des récepteurs

transmembranaires du RE?*1,

Les sections suivantes décrivent le mécanisme de chaque voie.
1.2.1 Lestrois voies de CUPR

1.2.1.1 Lavoie d’AFT6

La voie d’ATF6 est la voie la moins étudiée et par conséquent la moins connue a ce jour. Certains
mécanismes de l'activation d’ATF6 sont d’ailleurs toujours méconnus®. Néanmoins, l’activation
d’ATF6 nécessite la dissociation de BiP pour «Binding immunoglobulin Protein» du domaine
luminal d’AFT6%'*2 (Figure 2 A). Dans des conditions normales, BiP est liée 8 ATF6 et empéche son
activation®*2, BiP est une chaperonne du RE de la famille « Heat Shock Protein » (HSP) 70* qui
posséde une forte affinité pour les protéines non ou mal repliées®:. Lorsque la présence de celles-
ci augmente dans le lumen du RE, BiP se lie préférentiellement aux protéines non ou mal repliées,
libérant ainsi le domaine luminal d’ATF6%"%2, Une fois libéré de BiP, ATF6 migre dans l'appareil de
Golgi. ATF6 régule 'expression de génes en agissant directement dans le noyau®'*. Pour ce faire, il
faut que le domaine cytoplasmique d’ATF6 soit clivé et qu’il entre dans le noyau®'. Les protéines
S1P et S2P («Site-1/2 Protease ») sont probablement responsables du clivage du domaine
cytoplasmique d’ATF6 mais la protéine qui transporte le domaine cytoplasmique d’ATF6 n’a pas

encore été identifiée®'.
Dans le cadre de ce mémoire, la voie d’AFT6 n’a pas été étudiée.

1.2.1.2 Lavoie de PERK

L’activation de la voie de PERK dépend également de la dissociation de BiP du domaine luminal
de PERK®'*2 (Figure 2 B). Dans des conditions normales, BiP est aussi liée 8 un monomeére de PERK
et empéche son activation®*2, En présence de protéines non ou mal repliées, BiP se détache du
monomeére de PERK pour se lier & ces protéines®-*2. Cela conduit a 'activation de PERK via

oligomérisation et la transphosphorylation de ses monomeéres®'.



En temps normal, c’est-a-dire sans stress du RE, le complexe de pré-initiation ou complexe 43S
se lie aux acides ribonucléiques messagers (ARNm) et scanne ce dernier jusqu’au premier codon
« AUG » rencontré®'. Ce complexe 43S est formé de «eukaryotic initiation factor» 2a (eiF2a), de
guanosine triphosphate (GTP) et de linitiateur méthionyl-ARN transfert (ARNt)*'. La liaison du
complexe 43S sur le codon «AUG» permet la formation du complexe 60S et Uinitiation de la
traduction®'. Par contre, une fois activé a la suite d’un stress du RE, PERK phosphoryle eiF2a au
niveau de la sérine 513"% ce qui empéche la formation du complexe 43S de la traduction®'. Ainsi la
traduction est diminuée pour la grande majorité des ARNm, excepté pour TARNm ATF4 qui est
d’autant plus traduit lors d’un stress du RE chez les vertébrés®-*2, ATF4 ainsi produit permet
d’induire Uexpression d’ATF3 et de « C/EBP Homologous Protein » (CHOP)®"*2, CHOP intervient dans

'apoptose des cellules alors que de ATF3 intervient dans la déphosphorylation de eiF2a%'%2,

Deux inhibiteurs de cette voie ont été utilisés lors du présent mémoire: le trans-ISRIB
(« Integrated Stress Response Inhibitor») qui inactive la forme phosphorylée d’eiF2a®* et
GSK2606414 (7-Methyl-5-(1-{[3-(trifluoromethyl)phenyl]acetyl}-2,3-dihydro-1H-indol-5-yl)-7H-

pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-amine) qui inhibe Uactivité kinase de PERK® (Figure 2 B).

1.2.1.3 Lavoie d’IRE1

La voie IRE1 est la voie de 'UPR la plus conservée au cours de ’évolution®'. C’est la seule voie
de UUPR que U'on peut retrouver chez les levures, cela démontre Uimportance de cette voie dans la
régulation du stress du RE*'. L’enclenchement de la voie d’IRE1 est similaire a celle de PERK?*':*2, En

effet, Uactivation est engendrée par la libération de BiP du domaine luminal d’IRE1a®"*? (Figure 2 C).

Suite a son activation, le domaine endonucléase de IRE1a clive CTARNm XBP1u (« X-Box Protein
1 unspliced »)*"*2, Ce clivage permet ’excision d’unintron et la maturation de TARNm dans sa forme
«splicée » (XBP1s)**2, L’ARNm XBP1s est alors traduit en protéine, appelée XBP1s. Une fois
formée, XBP1s entre dans le noyau ou elle favorise la transcription de plusieurs enzymes
impliquées dans le repliement de protéines®®. La traduction d’XBP1s a pour conséquence

d’augmenter la taille et Uefficacité du RE pour pallier au stress dont il est victime®.

En paralléle, U'activation de la voie de IRE1 est également responsable de la mise en route du
« regulated IRE1-dependant decay » (RIDD)®*"*2. Le RIDD, est une voie permettant la dégradation
non-spécifique d’ARNm au niveau des cellules soumises a un stress du RE®"*2, Sj ’laccumulation
de protéines non ou malrepliées se poursuit dans la cellule, le RIDD peut conduire a 'apoptose de
la cellule concernée®-*, Bien que le RIDD ait un role régulateur de ’homéostasie, il va peu a peu
dégrader des ARNm de protéines nécessaires a la survie de la cellule. Si le stress est trop séveére,

ce phénomene conduit a 'apoptose de la cellule stressée®'*,



Pour étudier cette voie, Uinhibiteur MKC-8866 a été choisi (Figure 2 C). Il agit directement sur
IRETa en inhibant son activité ribonucléase et par conséquent en empéchant Uépissage de TARNm

XBP1u et donc la production de la protéine XBP1s%’.
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Figure 2 : Représentation de [’activation des trois voies de [’"UPR lors de la présence de protéines non ou mal
repliées. A) La voie d’ATF6 B) La voie de PERK C) Voie d’IRE1. En encadré rouge, sont identifiés les trois inhibiteurs
utilisés dans ce mémoire et leur action sur les différentes voies de [’"UPR. Figure créée via Biorender.com.

1.2.2 L’UPRetles acides gras

De fagon intéressante, il a été démontré que les acides gras sont capables d’induire un stress
du RE en activant la cascade de UUPR*°, La maniére dont les acides gras déclenchent un stress
du RE est relativement différente par rapport a celle d’un inducteur classique®**°. En effet, les
inducteurs classiques induisent une accumulation de protéines non ou mal repliées dans le lumen
du RE®. Ainsi, les protéines PERK, IRE1a et ATF6 sont activées via leur domaine luminal lors du
départ de BiP®'. Or, pour les acides gras, 'activation de UUPR est dépendante du domaine
transmembranaire et non du domaine luminal de PERK et IRE1a®**°. Lorsque les acides gras entrent
dans la cellule, ils s’inserent dans la membrane du RE ce qui a pour conséquence de rigidifier sa
membrane plasmique®. En effet, les acides gras, particulierement les acides gras saturés,
possédent des températures de fusion importantes, autour de 60-65 °C?. Cette rigidification va
ensuite entrainer une activation du domaine transmembranaire de PERK et d’IRE1 en favorisant leur

oligomérisation®%°,



A noter, UUPR et le métabolisme des lipides sont deux voies de signalisation interconnectées®.
En plus d’avoir lieu au sein de la méme organelle, UUPR est responsable de la régulation de
plusieurs voies de signalisation du métabolisme des lipides notamment la voie de U’élongation, de

'oxydation et de la lipogenése des acides gras®®.

1.3 LESCELLULES INKT

Les cellules iNKT ou «invariant Natural Killer T-cells » représentent une sous-population des
« Natural Killer T-cells » ou NKT#'*3, Ces derniéres sont des cellules immunes, plus particulierement
des lymphocytes T non-conventionnels*’*3. Le nom « NKT » vient du fait que ces cellules possédent
a la fois des caractéristiques de lymphocytes T et de cellules « Natural Killer » (NK)*'=%, Les cellules
NKT sont des lymphocytes T puisqu’elles expriment un récepteur des cellules T (TCR) mais elles
expriment également certains récepteurs des NK: le NK1.1 ou CD161, le NKG2D
(« Natural killer group 2 member D ») et d’autres récepteurs de la famille des Ly49%*3, Elles
possédent aussi des capacités cytotoxiques par leur sécrétion de perforines et de granzymes*'2,
Les cellules NKT expriment aussi constitutivement certains marqueurs, entre autres les marqueurs

d’activation CD25 et CD69'43,

1.3.1 Les particularités des cellules iNKT

La particularité principale des NKT réside dans leur TCR (semi-)invariant*2. Suivant leur TCR, il
est possible de distinguer les cellules NKT de type | ou iNKT pour « invariant Natural killer T-cells »
et les cellules NKT de type Il ou «variant » NKT*"#4, Bien que le nom iNKT suggére que le TCR est
invariable, celui-ci est en réalité semi-invariable chez la souris mais invariable chez ’lhomme***, Le
TCR est composé de deux chaines différentes : une chaine a et une chaine . Chacune de ces
chaines est divisée en deux domaines : un domaine constant et un domaine variable**** (Figure 3).
Chez ’homme, le TCR des cellules iNKT est composé de la chaine alpha Va24-Ja18 toujours
associée a la chaine VB114"%2%_A l'inverse, chez les souris, le TCR des cellules iNKT est un peu plus
diverse*'*24 En effet, la chaine Va14-Ja18 peut étre associée a 5 chaines B différentes (VB8.1-3,
VB2 et VB7)*. Ainsi chez la souris, la diversité d’antigénes reconnus par le TCR provient des boucles
CDRsituées a l'extrémité des domaines variables du TCR* (Figure 3). En ce qui concerne les cellules

NKT de type Il, celles-ci possédent un TCR moins limité et donc plus difficile a étudier**4.

Une autre différence des NKT de type | et |l repose sur le type d’antigéne reconnu*'. Les cellules
iNKT sont capables de reconnaitre des glycolipides et des phospholipides*?. Grace a leur TCR plus
variable, les NKT de type Il sont capables de reconnaitre des peptides hydrophobes endogénes en

plus de certains glycolipides et phospholipides®.
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Figure 3 : TCR des cellules iNKT. Zoom sur le TCR des cellules iNKT. Figure réalisée via BioRender.com

Les cellules iNKT se distinguent également des NKT de type |l par leur capacité a reconnaitre l'a-
galactosylcéramide (a-GalCer)*'. L’a-GalCer est un glycolipide qui a initialement été découvert
chez une éponge marine, Agelas mauritianus**“®. Il a ensuite été observé que ce lipide est dérivé de
la paroi bactérienne d’une bactérie vivant a lUintérieur du spongiaire, Novosphingobium*®. Ce
composé a vite intéressé les chercheurs a cause de sa capacité a activer fortement les cellules
iNKT. Ce glycolipide est aujourd’hui utilisé comme inducteur ou controle positif dans de

nombreuses recherches sur les cellules iINKT*3.

La reconnaissance des antigenes lipidiques par les cellules iNKT est uniquement possible par
Uinteraction entre leur TCR et le récepteur CD1d***, un homologue du complexe majeur

d’histocompatibilité (CMH) de type 1*+*’. Le CD1d sera détaillé dans le paragraphe 1.3.5.

Une deuxieme spécificité des cellules iNKT est le fait qu’elles sont considérées comme des
cellules intermédiaires de Uimmunité en appartenant a la fois a Uimmunité adaptative et a
Uimmunité innée*"*. Elles sont impliquées dans 'immunité innée par le fait qu’elles possédent des
récepteurs des cellules NK, par leur capacité a produire de la perforine et des granzymes et par leur
rapidité de réaction et de sécrétion de cytokines suite a une infection*~*%, Par contre, elles sont
considérées comme des cellules de Uimmunité adaptative parce qu’elles possedent un TCR

capable de reconnaitre spécifiquement certains types antigénes, ici des antigénes lipidiques*' 2.

Une derniére caractéristique importante des cellules iNKT est leur capacité a entretenir des
interactions avec une multitude de cellules immunes : neutrophiles, lymphocytes B, cellules NK,
cellules dendritiques, macrophages®. En effet, les cellules iNKT communiquent avec ces cellules
par Uintermédiaire de cytokines, de chémokines et de récepteurs®. Ainsi, elles vont notamment
pouvoir induire Uactivation des lymphocytes T et B mais également des cellules NK, des cellules
dendritiques et des macrophages®. De plus, les cellules iINKT promeuvent le recrutement des
neutrophiles ainsi que la régulation de leur action“®. Une autre action des cellules iNKT est
linduction de la polarisation des macrophages*® qui sera détaillée dans le paragraphe 1.3.6.
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Finalement, il est important de se rendre compte que les cellules iINKT sont des cellules rares.
Elles représentent en effet entre 0,01 et 0,2 % des lymphocytes T circulant chez ’homme*'*, Chez
la souris par contre, les cellules iNKT sont environ 10 fois plus abondantes et représentent ainsi
pres de 0,1 a 1 % des lymphocytes T circulant**8, Par ailleurs, la fréquence des cellules iNKT varie
fortement en fonction de 'organe auquel on s’intéresse. Par exemple, chez la souris, dans la rate,
dans les tissus adipeux ou dans le foie, elles représentent encore un plus grand

pourcentage : 2,5 %, 15-20 % et 40 % respectivement*'.

1.3.2 Les sous-populations des cellules iNKT
Ily existe trois sous-populations majeures de cellules iNKT selon sur les cytokines sécrétées par

ces cellules**®*° (Figure 4). On distingue :

o Les cellules NKT1ou Th1 iNKT : ces cellules ont un profil pro-inflammatoire. Elles
produisent majoritairement de linterféron (IFN)-y et du «tumor necrosis factor »
(TNF)a*'*8° (Figure 4 A).

o Les cellules NKT2 ou Th2 iNKT : elles sont considérées comme anti-inflammatoires. Elles
produisent majoritairement de UlL-4, de U'IL-13 et d UIL-10*'*%%°, Toutefois, elles sont
également capables de produite de U'IFN-y dans certaines circonstances*'. Elles possédent
également quelques propriétés régulatoires, telles que la régulation de macrophages, la
sécrétion d’IL-4 et d’IL-10%"%%° (Figure 4 B).

o Les cellules NKT17 ou Th17 iNKT : elles produisent de Uinterleukine (IL)-17A, IL-21 et IL-
22414849 | es cellules NKT17 sont importantes dans la réponse aux pathogénes

extracellulaires, aux maladies auto-immunes et allergiques® (Figure 4 C).
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Figure 4 : Représentation des trois sous-populations de cellules iNKT avec les cytokines majoritairement
sécrétées par chaque groupe. A) Cellules iINKT Th1 ou NKT1. B) Cellules iNKT Th2 ou NKT2. C) Cellule iNKT
Th17 ou NKT17. Figure réalisée via BioRender.com.
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1.3.3 Modes d’activation des cellules iNKT

Les cellules iNKT peuvent étre stimulées par quatre modes d’activation*'4%57,

1. LescellulesiNKT peuvent étre activées par une stimulation unique via leur TCR. Pour ce faire
Cinteraction du TCR avec 'antigéne doit étre de forte affinité*'*®5', C’est par exemple le cas
lors de la présentation de ’a-GalCer via le CD1d*"%" (Figure 5 A).

2. Lorsque le signal d’activation via le TCR n’est pas suffisant pour activer les cellules
iINKT#485 (ex : antigéne présenté est de faible affinité). Un deuxiéme signal comme des
cytokines (ex : de 'IL-12 ou de U'IL-18) est nécessaire pour stimuler les cellules iNKT#'48*1
(Figure 5 B).

3. Danscertaines circonstances, les cellules iNKT peuvent étre activées exclusivement par un
signalvenant des cytokines**%5', Pour cela, il est essentiel que la quantité de cytokines soit
importante et que les récepteurs de ces cytokines soient assez présents sur les cellules
iINKT#®1, Parmi les cytokines capables de stimuler les cellules iNKT, on retrouve
'association d’IL-12 et d’IL-18%+4%51%2 (Fijgure 5 C).

4. Finalement, les cellules iNKT peuvent étre activées via le récepteur NKG2D*'. Ce type
d’activation permet l’activation du role cytolytique des cellules iNKT*' (Figure 5 D).
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Figure 5 : Les quatre modes d’activation des cellules iNKT. Activation via A) une forte interaction entre le TCR et
le CD1d présentant un antigéne lipidique de forte affinité. B) Une faible interaction entre le TCR et le CD1d
présentant un antigene lipidique de faible intensité couplé a la présence de cytokines. C) Une forte concentration
en cytokines (ex. IL-12 et IL-18). D) Les récepteurs NK des cellules iNKT souvent couplés a une faible interaction
entre le TCR et le CD1d présentant un antigene lipidique de faible intensité. Figure adaptée de Wilkin et al., et
réalisée via BioRender.com.
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1.3.4 Lesroles des cellules iNKT

Les cellules iNKT possedent une place particuliere dans Uimmunité. En effet, en plus
d’appartenir a U'immunité adaptative et innée, les cellules iINKT possédent aussi la double
casquette de pouvoir induire une réponse pro- ou anti-inflammatoire**3. La maniére dont les
cellules iNKT choisissent la réponse adaptée dépend entre autres du mode d’activation, de la force
de Uactivation, de 'environnement dans lequel elles se trouvent**3, Un autre facteur important est
le type de cellules iNKT qui est activé®'. Effectivement, des cellules NKT1 induiront plutot une
réponse pro-inflammatoire tandis que les cellules NKT2 induiront plutét une réponse anti-

inflammatoire*14849.51

La diminution du nombre de cellules iNKT dans le sang est corrélée avec une augmentation de
différentes maladies auto-immunes* et méme avec certains types de cancer®. Ce constat met en

lumiére le fait que les cellules iNKT sont essentielles dans leur réle d’immunomodulateur.

Au regard de ces multiples parametres, il est aisé de deviner que les cellules iINKT possedent de

nombreux roéles dans Ulimmunité.

1.3.4.1 Réponse aux pathogénes

Premiérement, les cellules iNKT ont un réle protecteur lors d’infections, notamment lors
d’infections bactériennes, virales ou fongiques®*. Par exemple, lors d’une infection respiratoire telle
gue Mycobacterium tuberculosis®, les cellules iINKT sont activées via des macrophages infectés®.
Ainsi les cellules iNKT vont induire la mort de ceux-ci par la libération de granzymes®®. De plus, elles
vont recruter des cellules immunes, comme des neutrophiles, sur le site de infection*® ou encore

induire la maturation des cellules dendritiques*®.

1.3.4.2 Immuno-surveillance de tumeurs

Les cellules iNKT protégent Uorganisme des cellules cancéreuses par différentes méthodes®®.
Premiérement, les iNKT peuvent tuer directement les cellules tumorales via leur action
cytolytique®®. Ainsi, lorsque les cellules iNKT reconnaissent certains types d’antigénes lipidiques
présentés par une cellule présentatrice d’antigene (CPA) cancéreuse, les cellules iNKT peuvent
sécréter des granzymes et de la perforine afin d’éliminer les cellules cancéreuses responsables de
leur activation®®. Deuxiémement, elles sont capables d’activer et de recruter d’autres cellules
immunes, comme les cellules NK, grace aux cytokines pro-inflammatoires®®. Finalement, elles sont
aptes a de réguler les cellules immunosuppressives (ex: macrophages, cellules dendritiques,
lymphocytes-T régulateurs) dans les tumeurs et leur environnement®®. Les cellules iNKT sont
d’ailleurs trés étudiées dans le contexte du cancer grace aux nombreuses possibilités de thérapies

anti-cancéreuses qui les visent®3,
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1.3.4.3 Auto-immunité

Les cellules iNKT sont des cellules immunorégulatrices et leur déplétion est liée a de
nombreuses maladies auto-immunes: diabete de type |, sclérose en plaque, polyarthrite
rhumatoide®. Le fait que les cellules iNKT soient présentes en nombre plus faible chez les patients
malades suggere qu’elles sont impliquées dans la protection contre ces maladies. C’est par
exemple le cas dans le lupus® ; maladie auto-immune chronique qui se manifeste notamment au
niveau des articulations®. Les cellules iNKT ont un réle protecteur dans la maladie et son
amélioration est liée a la production de cytokines anti-inflammatoire comme UIL-4%¢. En général,
les cellules iNKT sont capables de protéger Uorganisme contre les maladies auto-immunes de deux

fagons : grace a la production de cytokines Th2 et par Uactivation d’autres cellules immunes®*.

1.3.5 LeCD1d

Les cellules iNKT reconnaissent essentiellement les antigenes lipidiques présentés par le
CD1d*'*2, Le CD1d est un sous-groupe de récepteur de la famille des CD1 qui sont des analogues
du CMH de type 1*. Deux groupes principaux de CD1 ont été mis en évidence chez ’homme : le
groupe 1 qui comprend les CD1a, CD1b et CD1c et le groupe 2 qui comprend les CD1d¥. Il existe
également les CD1e qui représentent un groupe intermédiaire aussi considéré comme le groupe

3447 _Chez les souris, seul le CD1d est exprimé®’.

Une molécule de CD1d est constituée de deux hélices a: al et a2*®8. Ces hélices as’associent
de maniere non-covalente a une molécule de B-2-microglobuline, ce qui stabilise le complexe et
forme un hétérodimere®. Les molécules de CD1d, comme le CMH de type |, sont synthétisées et

maturées dans le lumen du RE*"%8,

Le groupe 2 de CD1 a pour rble de présenter des antigénes lipidiques aux cellules NKT**, Le
CD1d est capable de présenter des antigenes lipidiques parce qu’il posséde un sillon hydrophobe
qui convient aux antigénes lipidiques mais pas aux peptides**’. Par ailleurs, le CD1d est 4 méme

de présenter a la fois des antigénes lipidiques exogénes et endogénes*’*°,

Les CD1d sont exprimés par les CPAs, comme les macrophages et les monocytes®®. Le CD1d
se retrouve cependant également sur diverses cellules comme les adipocytes et les
hépatocytes®®®', Les CD1d se répartissent différemment sur la membrane en fonction des
antigénes qu’ils portent®®°, Quand 'antigéne est de type Th1, soit pro-inflammatoire, les CD1d sont
surtout localisés au niveau de radeaux lipidiques alors que si les antigenes sont de type Th2 ou anti-
inflammatoire, les CD1d sont répartis de maniére plus homogene®®. Etant donné que le CD1d est
capable de présenter un large spectre d’antigénes lipidiques aux cellules iNKT, les cytokines qui

seront sécrétées par les cellules iNKT suite a cette activation dépendront du type d’antigenes
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lipidiqgues présenté**3. De plus, la réponse des cellules iNKT va également dépendre de

environnement dans lequel Uactivation a lieu*"*3.

1.3.5.1 Présentation des antigénes lipidiques sur le CD1d

Le chargement des lipides sur le CD1d est un phénomene dynamique. Il existe un nombre
important de méthodes de chargement des antigenes lipidiques surle CD1d*"*°. Le chargement des
antigenes lipidiques sur les molécules de CD1d dépend en partie de la nature de lantigene

lipidique, c’est-a-dire endogéne ou exogene*’*°,

Pour les antigénes endogenes, tout débute au sein du RE ol sont produites et assemblées les
molécules de CD1d*%%%° (Figure 6). Au sein du RE, les chaines de CD1d repliées se lient 3 la p-2-
microglobuline afin de stabiliser le complexe*’*%%, L’hétéromére de CD1d continue son chemin
dans U'appareil de Golgi ou les antigenes lipidiques endogenes peuvent étre chargés a l'aide de la
protéine de transfert de triglycéride microsomal (MTP)-B#:%¢%, Ensuite, les molécules de CD1d
couplées a leur antigéne lipidigue endogéne sont transférées a la membrane plasmique*’-%8*°

(Figure 6).

Par contre, les antigénes lipidiques exogenes et endogenes peuvent étre chargés sur les
molécules de CD1d lors du recyclage de celui-ci**®%° (Figure 6). Pour ce faire, le CD1d est endocyté,
grace aux protéines adipocytes (AP) 2 et 3 et a la clathrine*”:%®%, La molécule du CD1d est ensuite
dirigée vers ’endosome qui fusionne avec un lysosome*”*%%°, Au sein de ce lysosome se trouve des
glycolipides exogenes et endogenes qui pourront a leur tour étre chargés sur le CD1d grace a la
saponine B4%%% Aprés cette étape, les récepteurs membranaires sont de nouveau acheminés vers

la membrane plasmique ou ils pourront activer des cellules iINKT & proximité*”-5¢*° (Figure 6).

1.3.6 Interactions entre les cellules iNKT et les macrophages
Une des particularités des cellules iNKT est leur capacité a entretenir des interactions avec une
multitude de cellules immunes*®®, La relation qui a été étudiée durant ce mémoire est celle

entretenue avec les macrophages.

Les macrophages sont capables de présenter des antigenes lipidiques a leur surface viale CD1d
qui sont reconnus par des cellules iNKT®®®, Une fois ces derniéres activées, elles sont aptes a
sécréter différentes cytokines, comme de UIFN-y, de UIL-4 et de UIL-10*'. Les cytokines pro-
inflammatoires produites sont a leur tour capables d’influencer la polarisation des macrophages
présents dans le milieu pour qu’ils adoptent un profil pro-inflammatoire®2. Tandis que U'IL-10 produit

par les cellules iNKT aura tendance a polariser les macrophages vers un profil anti-inflammatoire®.
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A Uinverse, les macrophages sécrétent aussi des cytokines susceptibles d’activer les cellules
iNKT®2,  Parmi les cytokines sécrétées, on retrouve U'IL-18 et UIL-12 qui sont susceptibles

d’accentuer activation les cellules iNKT®3.
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Figure 6 : Mécanisme de chargement des antigénes lipidiques endogénes et exogénes surle CD1d. 1. Le
CD1d pénetre dans l’appareil de Golgi. 2. La MTP B charge l’antigéne lipidique endogene surle CD1d. 3. Le
CD1d est ensuite acheminé vers la membrane plasmique. 4. Le CD1d est endocyté afin d’étre recyclé avec
l’aide d’AP2 et 3 et de clathrine. 5. Le CD1d passe dans [’endosome 6. L’endosome devient un lysosome 7.

L’antigene lipidique exogene est chargé sur le CD1d avec [’aide de la saponine B. 8. Le CD1d estacheminé a

la membrane pour étre reconnu par une cellule iINKT par exemple. AP : protéine adipocyte. MTP : Protéine de

transfert de triglycéride microsomal. Figure adaptée de Morris et al. (2023) et réalisée via BioRender.com

1.4 LES CELLULES INKT ET LEUR LIEN AVEC L’OBESITE

Il a été démontré par plusieurs équipes®*©+® que 'obésité induit une diminution du nombre de
cellules iNKT dans le sang périphérique des personnes obeses. Plusieurs laboratoires dont celui
d’immunomeétabolisme et nutrition se sont intéressés a cette modulation induite par Uobésité et
ont observé un profil d’activation plus important des cellules iNKT périphériques®®” (Wilkin et al.,
manuscrit en préparation) pouvant induire leur apoptose. En effet, lorsqu’on s’intéresse au profil
d’activation des cellules iINKT chez des patients obéses, on remarque une activation accrue
démontrée par une hausse de Uexpression des marqueurs CD25 et CD69%¢ (Wilkin et al.,

manuscrit en préparation).
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De fagon surprenante, la diminution des cellules INKT dans le sang ne semble pas
particulierement liée a une augmentation de U'IMC. Différentes études ont d’ailleurs mis en avant
des résultats contradictoires quant a un lien entre la hausse de 'IMC et une diminution du nombre
de cellules iNKT®8, En réalité, la déplétion des cellules iNKT serait plutot liée a une augmentation

de Uadiposité viscérale*'®,

1.4.1 Les cellules iNKT dans les tissus adipeux obéses

Bien que les tissus adipeux soient majoritairement connus pour leur capacité a stocker les
lipides et a servir de réserve d’énergie, leur role endocrinien n’est pas a négliger®. En effet, le tissu
adipeux est responsable de la sécrétion de nombreuses adipokines régulant notamment la satiété,
le stockage de lipides et la régulation du glucose®®. C’est également le lieu de résidence de
différentes cellulesimmunes dont les cellules INKT®. L’obésité induit un changement de phénotype
dutissu adipeux. Comme mentionné précédemment, les conséquences de 'obésité sontdiverses :
hypertrophie et hyperplasie des adipocytes, infiltration des macrophages dans les tissus adipeux,
augmentation des macrophages ayant un profil pro-inflammatoire, modulation de la sécrétion

d’adipokines et dyslipidémie'’-"°,

Parallelement a ce qui est observé dans le sang, les cellules iINKT sont également impactées par
'obésité au niveau des tissus adipeux®. Elles y sont également déplétées®®t+¢58° Cette diminution
est corrélée a une augmentation de la masse graisseuse® et a 'laugmentation de Uinfiltration de
macrophages dans les tissus adipeux®. Bien que ces phénoménes soient liés, la raison de la
diminution du nombre d’iNKT n’a pas encore été déterminée. Comme les cellules iNKT
interagissent avec un grand nombre d’autres cellules immunes, leur déplétion peut avoir un impact

significatif sur la régulation des cellules immunes dans les tissus adipeux®'.

Chez un individu sain, les cellules iNKT des tissus adipeux sont tout a fait particulieres®.
Premiérement, elles ont une production de cytokines différentes de leurs égales dans le sang et
dans d’autres tissus®. Elles produisent en effet davantage de cytokines anti-inflammatoires (IL-4)
que pro-inflammatoires (IFN-y)®°. Elles sont également de grandes productrices IL-10 suite a leur
activation®. Il a aussi été démontré que les cellules iNKT des tissus adipeux ont un réle protecteur
contre Uobésité et Uinflammation qui s’en suit®*®°, En effet, il a été prouvé que lorsque des cellules
iNKT sont injectées dans les tissus adipeux de souris obéses celles-ci perdent du poids et
retrouvent un métabolisme normal du glucose®. Ces améliorations ont également été observées
lorsque les cellules iNKT sont activées indirectement par Uinjection d’a-GalCer®. Cependant, ces
résultats sont controversés car une augmentation de cytokines pro-inflammatoires a aussi été

constatée®®,
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Etant donné que chez les personnes obéses ces cellules sont moins présentes, une plus faible
guantité de cytokines anti-inflammatoires est produite®®. Comme U'obésité induit également un
environnement pro-inflammatoire dans les tissus adipeux, les cellules régulatoires qui sont les

cellules iINKT ne sont plus en mesure de permettre ’homéostasie du tissu®®.
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2 OBIJECTIFS

Ce mémoire s’est inscrit dans la continuité des études réalisées dans le laboratoire du Dr.
Legrand et de la these de Chloé Wilkin sur les cellules iNKT. Le principal objectif de ce mémoire a
été d’investiguer plus en détails les mécanismes cellulaires et moléculaires qui sous-tendent

l’activation des cellules iINKT dans l'obésité.

Il a été démontré que les monocytes pro-inflammatoires des personnes obeses présentent
davantage de molécules CD1d que leur équivalent des personnes saines (Wilkin et al., manuscrit
en préparation). Le laboratoire a donc émis ’hypothése que la perte d’activité et la mort par
apoptose des cellules iINKT observées chez le patient obése seraient dues a une activation
chronique des cellules iNKT (Wilkin et al., manuscrit en préparation). Cette hypothése est
également issue du fait que chez les personnes obeses, un profil lipidique particulier est observé
dans le sang, appelé dyslipidémie. Il est donc raisonnable de penser que 'augmentation de lipides
dans le sang et de CD1d sur les CPAs puisse conduire a une plus grande exposition d’antigenes
lipidigues et par conséquent, a U’activation chronique des iNKT. En sachant que les acides gras
saturés sont accrus chez les personnes obéses, il peut étre imaginé un lien entre 'augmentation de
lipides dans le sang et 'augmentation de U'activation ainsi que de apoptose des cellules iNKT chez
les personnes obéses. Il a également déja été proposé qu’une augmentation des acides gras dans
Uenvironnement des CPAs aurait un effet sur la présentation des antigenes lipidiques via le CD1d
mais rien n’a encore été prouvé®®. Des expériences préliminaires réalisées dans le laboratoire
d’immunométabolisme et nutrition ont déja démontré que les macrophages THP1-CD1d traités
avec des acides gras saturés, contrairement aux insaturés, étaient capables d’induire l’activation

indirecte des cellules iNKT suite a une coculture.

La premiere étape de ce travail a été de confirmer que les acides gras saturés induisent
effectivement une activation indirecte des cellules iNKT. Pour ce faire, des cellules THP1-CD1d
différenciées en macrophages ont été traitées avec des acides gras et ont ensuite été mises en
culture avec des cellules iNKT. Pour quantifier Ueffet des traitements sur U'activation des cellules
iNKT, deux méthodes ont été choisies: la cytométrie en flux et le dosage d’une cytokine pro-

inflammatoire (IFN-y).

Un autre objectif de ce mémoire a été de vérifier que l’activation indirecte des cellules iNKT est
dépendante du CD1d. Pour ce faire, 1) la mise en évidence de Uinternalisation du TCR des cellules
iNKT et 2) la possibilité que Uinduction des cellules iNKT soit totalement ou en partie due a la

présence de facteurs solubles produits par les THP1-CD1d dans le milieu, comme de UIL-12 ou de
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IL18, a été investiguée. Ensuite, un troisieme axe a été choisi: 3) l'utilisation d’anticorps bloquant

du CD1d afin d’analyser leur impact sur la stimulation indirecte des cellules iNKT.

Enfin, nous nous sommes intéressés aux voies de U'activation indirecte des cellules iNKT. En
effet, il a été montré par deux équipes en parallele que des CPAs pré-traitées avec les deux
inducteurs classiques du stress du RE (thapsigargine et tunicamycine) et cultivées avec des cellules
iNKT étaient capables d’induire leur activation par un mécanisme dépendant du CD1d. Ils ont
démontré que U'activation indirecte des cellules iNKT implique les voies PERK et IRE1 de U'UPR au
sein de macrophages™’. Or, il a été précédemment démontré par le laboratoire
d’immunométabolisme et nutrition que les acides gras saturés, en particulier le C18:0 et le C16:0,
sont des inducteurs non-classiques du stress du RE dans les macrophages primaires dérivés de
monocytes*®’? ou dans les cellules THP1 différenciées en macrophages avec du PMA’27%, Ainsi,
U'objectif de ce mémoire a été de déterminer si un inducteur non classique du stress du RE, a savoir
l'acide gras C18:0 est capable d’activer de maniere indirecte les cellules iNKT. L’accent a été mis
sur ’étude des voies PERK et IRE1 via Uutilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de protéines
impliquées dans ces deux voies. Ce choix a été posé car ce sont les deux voies précédemment

mises en évidence par Govindarajan et al.”’ et Bedard et al.”".
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3 MATERIEL ET METHODES

3.1 TAMPONS ET SOLUTIONS

Dans cette section est détaillée la composition de 'ensemble des tampons et solutions qui ont

été utilisés durant le mémoire.

Milieu complet ou RPMI : « Roswell Park Memorial Institute medium » 1640 (BioWest, France)
complémenté de 10% de «Fetal Bovine serum» (FBS) (Gibco™, MA USA) et 100 U/mL de

Streptomycine-pénicilline (BioWest, France).

Milieu iNKT : « Roswell Park Memorial Institute medium » 1640 (BioWest, France) complémenté de
10 % de FBS (Gibco™, MA USA), de 100 U/mL Streptomycine-pénicilline (BioWest, France), de
25 mM d’HEPES (acide sulfonique N-2-hydroxyéthylpiperazine-N-2-éthane)(Capricorn Scientific,
Allemagne), 1/50 d’acides aminés essentiels (Gibco™, MA USA) et 1/100 d’acides animés non-
essentiels (Gibco™, MA USA), de 1 mM de pyruvate de sodium (BioWest, France), de 50 uM de 2-
mercaptoéthanol (Gibco™, MAUSA) et de 2,5 ug/mL d’amphotericin B-fungizone (Gibco™, MAUSA).
Le milieu iNKT se conserve 1 mois a 4°C. Avant utilisation, entre 250 et 10 U/mL d’rhIL-2
(PeproTech®, NJ USA) sont ajoutés au milieu. Le milieu contenant UrhIL-2 n’est conservé que

maximum 2 semaines a 4 °C.

Solution d’a-GalCer : L’a-GalCer lyophilisé (Avanti® Polar Lipids, AL USA) a été re-solubilisé a
1mg/mL dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) (Carl Roth, Allemagne). Aprés avoir chauffé la solution
a 80°C, elle a été soniquée pendant 10 minutes. Les aliquotes de cette solution stock ont été
conservés a -20 °C. Lors de traitement a 'a-GalCer, U'aliquote est décongelé puis vortexé pendant
1 minute avant d’étre chauffé a 80 °C et vortexé de nouveau. Il est ensuite dilué a une concentration
de 20000 ng/mL. La solution est une nouvelle fois vortexée pendant 1 minute, puis chauffée a 80 °C

pendant 2 minutes avant d’étre vortexée pendant 1 minute supplémentaire.

Solutions d’acides gras : Les acides gras libres ne sont pas solubles dans le sang. Pour étre
transportés, il faut qu’ils soient liés a un véhicule comme U'albumine. Les solutions d’acides gras
utilisées dans ce mémoire ont été solubilisées dans du milieu « Roswell Park Memorial Institute
medium » 1640 contenant 5 % d’albumine sanguine de bovin (BSA, vwr™, PA USA). La solution BSA
5% a pH 7 a été chauffée 1 heure a 37 °C pour favoriser sa solubilisation. L’acide gras utilisé (C18:0,
Sigma-Aldrich, MA USA) a été dissout a 0,1 M dans du NaOH (0,1 M) (Carl Roth, Allemagne) avant
d’étre chauffé 1 heure a sa température de fusion soit a 75 °C. Apres cette étape, les acides gras
sont dilués dans la solution de BSA 5 % a une concentration de 2,5 mM. Finalement, les solutions
ont été chauffées 10 minutes a 55 °C pour que la liaison entre les acides gras et 'albumine puisse
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avoir lieu. Les solutions ont alors été filtrées et stockées a -20°C jusqu’a leur utilisation. Avant

emploi, les solutions d’acides gras et de BSA doivent étre chauffées 10 minutes a 65 °C.

Tampon FACS : Solution constituée de « Phosphate-Buffered Saline » (PBS, BioWest, France) avec
3 % de FBS (Gibco™, MA USA).

Wash ELISA : Solution constituée de PBS (BioWest, France) avec 0,05 % de Tween-20 (Fisher
bioreagents, KS USA).

Solution Stop ELISA : Solution constituée d’acide sulfurique (H.SO,, Carl Roth, Allemagne) a 1 M.

Tampon de lyse : Le tampon de lyse, utilisé pour récupérer les protéines des THP1-CD1d en vue
d’effectuer un WB, est composé de : 50 nM de Tris-HCL (vwr™, PA USA), 150 nM de NaCl (vwr™, PA
USA), 5 mM d’acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA, wvwr™, PA USA), 1%
d’octylphenoxypolyethoxyethanol (IGEPAL, Sigma-Aldrich, MA USA), 0,5 % de désoxycholate de
sodium (Carl Roth, Allemagne) et 0,1 % de dodécylsulfate de sodium (SDS, Carl Roth, Allemagne).
Le tampon a ensuite été complémenté avec différents inhibiteurs de protéases, a savoir du fluorure
de phénylméthylsulfonyle (PMSF, Carl Roth, Allemagne) et du complete (Roche, Suisse), et
d’inhibiteur de phosphatases : orthovanadate de sodium (NaszVO,, Fisher bioreagents, KS USA), B-
glycérophosphate (B-gly, Carl Roth, Allemagne) et NitroPhénylPhosphate (NPP, Sigma-Aldrich, MA
USA).

Gel de concentration 4 % western blot : Les gels de concentration sont composés de 25 %
d’acylamide/bisacrylamide (37,5:1, Carl Roth, Allemagne) a 40 % (correspond a 10 % au total), 25 %
de tris (Fisher bioreagents, KS USA) 1,5 M a pH 8,8, 1 % de SDS (Carl Roth, Allemagne) 10 %, 0,75 %
de persulfate d’ammonium (APS, Carl Roth, Allemagne) 10% et 0,0375% de Temed (Fisher
bioreagents, KS USA).

Gel de séparation 10 % western blot : Les gels de séparation sont composés de 10 %
d’acylamide/bisacrylamide (37,5 :1, Carl Roth, Allemagne) a 40 % (correspond a 4 % au total), 25 %
de tris (Fisher bioreagents, KS USA) 0,5 M a pH 6,8, 1 % de SDS (Carl Roth, Allemagne) 10 %, 1 %
d’APS (Carl Roth, Allemagne) 10 % et 0,1 % de Temed (Fisher bioreagents, KS USA).

Tampon de chargement 4X (TR 4X) : Le tampon de chargement est composé de 125 mM de tris-
HCL (vwr™, PA USA) a pH 6,8, 20 % de glycérol (Fisher bioreagents, KS USA), 4 % de SDS (Carl Roth,
Allemagne), 6 % de B-mercaptoéthanol (Carl Roth, Allemagne) et de bleu de bromophénol (Carl

Roth, Allemagne).
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Tampon de migration : Tampon constitué de 0,1 % de SDS (Carl Roth, Allemagne), 0,6 % de Tris
(Fisher bioreagents, KS USA) et 1,44 % de Glycine (Carl Roth, Allemagne). Ce tampon est utilisé lors

de la migration des protéines sur gel de polyacrylamide lors des WB.

Tampon de transfert : Tampon composé de 16 % de méthanol (Fisher bioreagents, KS USA), 1,44 %
de glycine (Carl Roth, Allemagne), 0,303 % de Tris (Fisher bioreagents, KS USA) et 0,01 % de SDS
(Carl Roth, Allemagne). Cette solution est employée lors du transfert des protéines du gel de

polyacrylamide vers la membrane de fluorure de polyvinylidene (PVDF, Cytiva, MA USA).

TBS-Tween : Cette solution est réalisée avec 0,244 % de tris (Fisher bioreagents, KS USA), 0,8 % de
NaCl (vwr™, PA USA) et 0,1 % de Tween-20 (Fisher bioreagents, KS USA). La solution est mise & un
pH de 7,4. Cette solution sert a laver les membranes entre les incubations d’anticorps et avant la
révélation, mais est également la base de la solution de lait utilisée lors de la saturation et lors de

la dilution des anticorps.

Solution de révélation : Solution d’électrochimiluminescence composée de luminol (Carl Roth,
Allemagne), d’acide coumarique (Fisher bioreagents, KS USA) et de peroxyde d’hydrogene (Fisher
bioreagents, KS USA).

Détergent MTT : Solutionde 0,1 Md’HCL(CarlRoth, Allemagne) supplémentée de 10 % de SDS (Carl
Roth, Allemagne).

3.2 LIGNEES CELLULAIRES

Ce mémoire se base sur de la coculture entre deux types cellulaires. Les cellules THP1-CD1d
sont dérivées de cellules THP1 qui sont des monocytes humains cancéreux issus d’un patient
atteint d’une leucémie’. Ces cellules se différencient en macrophages grace a du Phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA). Les cellules THP1-CD1d ont été modifiées afin de sur-exprimer le
récepteur CD1d, amplifiant ainsi leur capacité a présenter des antigenes lipidiques. Le deuxieme
type cellulaire cultivé est des cellules iNKT. Ce sont des lymphocytes T non-conventionnels
précédemment isolés a partir de poches de sang par Chloé Wilkin. Les cellules isolées ont ensuite
été congelées et stockées dans 'azote liquide. Durant ce travail, les cellules iNKT issues d’un seul

donneur ont été étudiées, le donneur N°13.

3.3 CULTURE CELLULAIRE

3.3.1 Décongélation et culture cellulaire
Les deux types cellulaires cultivés pendant ce travail sont issus d’ampoules congelées et
stockées dans de l'azote liquide. Afin de pouvoir utiliser ces cellules, elles doivent étre
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décongelées. Les ampoules sont d’abord sorties du tank a azote et subissent une décongélation

rapide a l’aide d’un bain-marie a 37 °C.

Directement apres décongélation, les cellules THP1-CD1d sont directement transférées dans
20 mL de milieu complet chaud (37 °C). Apres 24 heures, 10 mL de ce milieu est éliminé et
renouvelé. Une fois cette étape exécutée, les cellules THP1-CD1d sont maintenues a une
concentration entre 0,5 million et 1 million de cellules par mL dans du milieu complet. Le milieu est

renouvelé tous les 2-3 jours. Ces cellules sont utilisées maximum 2 mois apres la décongélation.

Directement apres décongélation, les cellules iNKT sont lavées deux fois a aide de PBS chaud
(37 °C) puis centrifugées pendant 5 minutes a 500 g a température ambiante (TA). Le PBS est éliminé
avant de re-suspendre les cellules iNKT dans du PBS chaud (37 °C). Apres lavage, les cellules iNKT
sont re-suspendues a une concentration de 1 million par mL dans du milieu iNKT supplémenté de
250 1U derhiL-2 et de 10 % de FBS. Les cellules sont ensuite ensemencées a une concentration de

1 x108cellules/mL dans une plaque 96 puits a fond rond.

3.3.2 Mise aurepos des cellules iNKT

Le «resting » des cellules iNKT est la méthode grace a laquelle les cellules iNKT sont mises au
repos suite a leur décongélation. Tous les 2-3 jours, 150 pL de milieu sont enlevés de chaque puit
etremplacés par 150 a 200 pL de milieu iNKT supplémentés avec des concentrations décroissantes
en rhlL-2. Ainsi, lors du premier changement, est ajouté du milieu a 100 U/mL, puis 50 U/mL, puis
20 U/mL et finalement 10 U/mL de rhiL-2 (Tableau 1). 24 a 48 heures apres le dernier changement
de milieu (milieu iINKT + 10 U/mL de rhiIL-2), les cellules iNKT sont considérées comme au repos et

prétes pour la coculture avec les THP1-CD1d.

Vendredi Mercredi
(Jourde la Lundi Mercredi Vendredi Lundi (Jourde la
décongélation) coculture)
Milieu iINKT + Milieu iINKT | Milieu iNKT Milieu iINKT | MilieuiNKT | Milieu iNKT
Milieu 250 U/mL de +100 U/mL +50U/mL +20U/mL +10U/mL +10U/mL
rhiL-2 de rhlL-2 de rhlL-2 de rhlL-2 de rhlL-2 de rhlL-2

Tableau 1: Exemple de planning de « resting ».

3.4 DIFFERENCIATION THP-1-CD1D EN MACROPHAGES A L’AIDE DU PMA

Avant de co-cultiver les cellules THP1-CD1d avec les cellules iNKT, celles-ci doivent étre
différenciées en macrophages. Pour différencier les cellules THP1-CD1d, du PMA (Sigma-Aldrich,
MA USA) a été utilisé. Les cellules THP1-CD1d sont ensemencées a une concentration de 0,75 x10°
cellules/mL dans du milieu complet supplémenté avec du PMA (0,1 mg/mL). 1,5 x10° de cellules
sont ensemencées par puit d’une plaque 96 puits. Des plaques 12 puits avec 1,5 x10° cellules ont

également été ensemencées pour la réalisation de western blot (WB). Aprés 24 heures, les puits
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sont lavés avec du PBS et du milieu complet frais est ajouté pour permettre le reldchement des
cellules. Aprés 16 heures de relachement, les cellules THP1-CD1d sont considérées comme

différenciées et prétes a étre utilisées.

3.5 TRAITEMENTS DESTHP1-CD1D

Les traitements sont réalisés sur les THP1-CD1d différenciées. Pour ce faire, le milieu des puits
est éliminé et les puits sont lavés une fois au PBS. Ensuite, du milieu complet supplémenté avec les
différents traitements est ajouté (Tableau 2). Les cellules sont ainsi incubées a 37 °C et 5% CO,
pendant 8 heures. Pour les expériences utilisant des inhibiteurs, 1 heure de pré-traitement est

réalisé a ’aide de Uinhibiteur (Tableau 2), puis les traitements sont ajoutés.

Lors des expériences nécessitant un anticorps bloquant du CD1d (BioLegend, CA USA),
Uanticorps bloquant (20 pg/mL) ou son isotype contréle (20 pg/mL, BioLegend, CA USA) est

directement ajouté aprés U'étape de lavage et incubé pendant 1 heure avant d’effectuer la

coculture.
Nom Role Firme Concentration Temps d’incubation
a-GalCer Inducteur des cellules iNKT Avanti- 100 ng/mL 8h
polars
DMSO Controéle de‘la t.h§p3|garg|ne et des Carl Roth NA NA
inhibiteurs
Thapsigargine Inducteur du stress du RE Sigma- 50-100 nM 8h
psigarg Aldrich
o . Sigma-
BSA Contrble des acides gras Aldrich 200 uM 8h
Sigma-
C18:0 Inducteur du stress du RE Aldrich 200 uM 8h
Bio- 1 h de pré-traitement
MKC-8866 Inhibiteur de IRE-1a 5-15uM et maintenu durant le
Connect )
traitement
Siema- 1 h de pré-traitement
GSK2606414 Inhibiteur de PERK Alirich 0,25-1 uM et maintenu durant le
traitement
- . . 1 h de pré-traitement
Trans-ISRIB Inhibiteur de la voie PERK en Sigma- 0,05-1 UM et maintenu durant le
agissant sur eiF2a Aldrich .
traitement
BioLegend .
o A s 1 h post-traitement et
Isotype controle Controle de Uanticorps bloquant (clone 20 ug/mL maintenu lors de la
de Uanti-CD1d anti-CD1d QA16A13) Hg
coculture
Anti 1h t-trait tet
blo nulacr?tr:rs\ti Anticorps bloquant Uinteraction Biolegend 20 ug/mL mgiiien[]allo??jg lae
q entre le TCRiNKT et le CD1d (clone 51.1) HE
CD1d coculture

Tableau 2 : Traitements utilisés sur THP1-CD1d. NA : non applicable.
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3.6 COCULTURE

La coculture entre les cellules iINKT mises au repos et les macrophages THP1-CD1d se réalise
suite aux traitements des cellules THP1-CD1d différenciées. Les cellules iNKT mises au repos sont
récoltées et centrifugées 5 minutes a 1200 rpm a TA. Elles sont ensuite re-suspendues a une
concentration de 0,2 x10° cellules/mL dans du milieu iNKT supplémenté avec 10 U/mL de rhiL-2. A
la fin des traitements, les plaques de culture sont lavées trois fois au PBS. 0,5 x10° cellules iNKT re-
suspendues sont alors ajoutées par puit. Les cellules sont incubées 24 heures a8 37°C a5 % CO.. A
la suite de Uincubation, le surnageant est récolté puis congelé afin de réaliser un « Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay » (ELISA). Les cellules sont également collectées pour effectuer une analyse

par cytomeétrie en flux.
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Figure 7 : Organisation des différentes étapes de traitements et la coculture sur une semaine. Figure
réalisée via BioRender.com.

Une expérience dans laquelle les cellules iNKT ont été cultivées uniquement dans des
surnageants de macrophages THP1-CD1d pré-traités a été exécutée. Cette expérience a une
organisation particuliére. En effet, a la fin des 8 heures de traitements, les cellules THP1-CD1d sont
lavées 3 fois au PBS identiquement a ce qui a lieu en préparation a la coculture avec les cellules
iNKT, la différence est que seul du milieu iINKT complémenté de 10 U/mL de rhlL-2 est ajouté sur les
cellules THP1-CD1d pré-traitées. En parallele, les cellules iINKT mises au repos et re-suspendues a
une concentration de 0,2 x10° cellules/mL dans du milieu iNKT supplémenté avec 10 U/mL de rhiL-
2, sont placés dans des puits a fond rond d’une plaque 96 puits. Les deux types de cellules sont
incubés indépendamment 24 heures & 37 °C 45 % CO.. A la suite de Uincubation, le surnageant des
macrophages THP1-CD1d est récolté et centrifugé 5 minutes a 1200 rpm a TA. Le surnageant est
ensuite déposé sur les cellules iNKT chez qui le milieu a été éliminé. Finalement, les cellules iNKT
sont incubées 24 heures supplémentaires a8 37°C a 5% CO,. A la suite de Uincubation, le

surnageant est récolté puis congelé afin de réaliser un ELISA (Figure 8).
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Figure 8 : Organisation des différentes étapes de traitements et de coculture sur une semaine dans le cas
ou les cellules iNKT ne sont cultivées que dans le surnageant des macrophages THP1-CD1d pré-traités.

3.7 ELISA

Un ELISA ou « Enzyme-Linked Immunosorbent Assay » est un test de dosage. Dans le cadre de
ce mémoire, un seul type d’ELISA a été effectué pour doser UIFN-y, une cytokine présente dans les
surnageants suite a la coculture entre les THP1-CD1d et les cellules iNKT. Le kit utilisé lors de ce
mémoire est le kit « Human IFN gamma Uncoated ELISA Kit » (Invitrogen, MA USA). Le protocole du

fournisseur a été suivi lors de l'utilisation du kit.

Un ELISA permet le dosage d’un analyte en particulier. L’échantillon a doser est placé dans un
puit dans lequel Uanticorps de capture a préalablement été lié au fond. L’analyte présent dans
’échantillon se lie a 'anticorps de capture. Une fois 'analyte en complexe avec l'anticorps de
capture, U'anticorps de détection, également capable de lier analyte, est ajouté a la solution.
L’analyte est pris en «sandwich» entre Uanticorps de capture et U'anticorps de détection. A
Uextrémité de U'anticorps de détection est fixé de la biotine. La biotine posséde une affinité tres
importante pour la streptavidine. Ainsi, la streptavidine couplée a la péroxydase de raifort (HRP) se
lie a Uanticorps de détection. Finalement, du 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) est ajouté. Ce
composé est transparent mais suite a ’action du HRP, il prend une couleur bleue. Aprés 10-15
minutes, la réaction est arrétée par Uajout d’acide sulfurique. Le milieu prend alors une couleur
jaune. La plaque ELISA est ensuite analysée au spectrophotomeétre (SpectraMax Plus 384
Microplate Reader, Molecular Devices) aux longueurs d’onde 450 et 570 nm afin de déterminer la

concentration en analyte grace a une courbe standard (Figure 9).

\\(/ Anticorps de capture

(o)
C \\(/ Anticorps de détection
’ @ Analyte

\ ‘ )H2304 @ Biotine

@\@ Streptavidine-HRP

@ TM™MB

Figure 9 : Représentation du principe de ’ELISA en « sandwich ». Figure réalisée via Biorender.com
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3.8 CYTOMETRIE EN FLUX

La cytométrie en flux a été utilisée pour étudier Uactivation des cellules iNKT apres coculture. La
cytomeétrie en flux mesure différents parametres sur chaque cellule de maniere individuelle grace a
action de lasers. Les parametres qui peuvent étre étudiés sont divers: taille, complexité
structurale et marquage fluorescent. L’émission et Uintensité de fluorescence sont mesurées et
permettent d’obtenir des informations sur la quantité de marqueurs et Uinfluence des traitements

sur ces mémes marqueurs.

Lors de ce travail, des marqueurs de «gating », d’activation et d’apoptose ont été évalués. Un
marqueur de viabilité (zombie NIR™ (BioLegend, CA USA)) a également été employé afin de ne

sélectionner que les cellules vivantes.

Avant d’évaluer les marqueurs d’intérét, ilestimportant de sélectionner uniquement les cellules
iNKT vivantes et les singulets. Pour ce faire, une stratégie de « gating » a été mise en place et est
présentée a la Figure 10. Brievement, les cellules sont d’abord choisies en fonction de leur taille, on
ne considére par la suite que des cellules de petites tailles et peu complexes, on estime que ce sont
des lymphocytes (Figure 10 A). Ensuite, les doublets (Figure 10 B) et les cellules mortes sont exclues
(Figure 10 C). Les cellules iNKT sont sélectionnées grace a 'expression de deux marqueurs : CD3 et
Va24Ja18 (Figure 10 D). Finalement, ’expression des marqueurs CD25 (activation tardive), CD69

(activation précoce) et CD95 (apoptose) a été évaluée.

Chaque anticorps testé est associé a un fluorochrome qui posséde un spectre d’excitation et un
spectre d’émission (Tableau 3, Figure 11). Les anticorps utilisés lors de ce mémoire sont détaillés

dans le Tableau 3. Les mesures ont été réalisées sur CytoFlex (Beckman Coulter, CA USA).

3.8.1 Préparation des « carrier cells »

Les analyses de cytométrie en flux nécessitent un minimum de cellules pour étre interprétables.
Or le nombre de cellules iNKT récupérées suite a la coculture est faible. Afin de limiter la perte de
cellules iNKT lors de la préparation des échantillons pour la cytométrie en flux, 0,5 x10° de « carrier
cells » sont ajoutées a chaque échantillon. Les « carrier cells » sont des THP1-CD1d mortes suite a

un traitement a la chaleur (20 minutes a 60-65 °C).

3.8.2 Préparation des échantillons pour la cytométrie en flux

Aprées avoir récupéré les surnageants de la coculture, les cellules iNKT sont re-suspendues dans
du PBS afin de pouvoir les récupérer a leur tour. Ensuite, les «carrier cells » sont ajoutées et une
centrifugation de 5 minutes a 500 g et a 4 °C est réalisée. Le surnageant est éliminé et un premier
marquage est effectué a 'aide du Zombie NIR™ qui est laissé en contact des cellules pendant 20
minutes a l’abri de la lumiere a TA.
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A la fin des 20 minutes d’incubation, un lavage est réalisé & l’aide du tampon FACS. Une fois le
surnageant éliminé, les différents anticorps sont ajoutés a une quantité déterminée empiriquement
par titration (Tableau 3). Les échantillons sont une nouvelle fois incubés pendant 20 minutes dans
Uobscurité a 4 °C. Finalement, un dernier lavage au PBS est effectué et les cellules sont ensuite re-

suspendues dans 100 yL de PBS avant d’étre analysées par cytométrie en flux.
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Figure 10 : Stratégie de « gating » utilisée pour sélectionner les cellules iNKT lors des analyses de cytométrie
en flux. A) Sélection des lymphocytes en fonction de leur taille et granulosité via les parametres : aire du
« Foward » et aire du « Side Scatter ». B) Sélection des cellules isolées en fonction des paramétres : aire du
« Foward Scatter » et hauteur du « Foward Scatter ». C) Sélection des cellules vivantes grace au marqueur
Zombie NIR™. D) Sélection des cellules iNKT gréce aux marqueurs CD3 et TCR iNKT (Va24Ja18).
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Marquage Fluorochrome | Quantité | Clone Firme
Zombie NIR Viabilité APC/Cyanine7 0,075 pL NA BioLegend
CD3 Lymphocyte T BV510 1,5pL UCHT1 BioLegend
CD25 Activation tardive PE/Cyanine?7 2,5puL BC96 BioLegend
CD69 Activation précoce FITC 2,5pL FN50 BioLegend
CD95 Apoptose PE 1,5pL DX2 BioLegend
Va24Ja18 TCRiNKT APC 2,5uL 6B11 BioLegend

Tableau 3 : Liste des anticorps utilisés lors de la cytométrie en flux sur les cellules iNKT. NA : non applicable.

@ Bvs10 ® ritC PE @® Arc @ ZombieNIR @ PE-Cy7

Figure 11 : Spectre d’émission de chaque fluorochrome utilisé dans le cadre de ce mémoire.

3.9 TESTDE VIABILITE

Afin de vérifier que les inhibiteurs n’ont pas un effet néfaste sur la viabilité des cellules lors des
traitements, un test de viabilité par 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) a été réalisé. Le MTT est un composé qui rentre dans les cellules vivantes. Lorsque celui-ci
pénetre dans une cellule vivante, il est réduit par des enzymes de la mitochondrie, en particulier,
des enzymes nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) dépendantes de type
oxydoréductase’. Le MTT réduit devient ainsi du formazan qui a une couleur mauve et forme des

cristaux insolubles qui restent dans la cellule.

Apres les traitements, les puits sont lavés trois fois au PBS. 250 pyL de milieu iNKT supplémentés
de 10 U/mL d’rhlL-2 sont ajoutés et la plaque est incubée «overnight» a 37°C et 5 % CO,. Apres
cette incubation, le milieu est remplacé par 100 yL de milieu iNKT supplémentés de 10 U/mL d’rhlL-
2 frais et 20 yL de MTT y sont ajoutés. Les plaques sont ensuite incubées pendant 4 heures a 37 °C
a 5% CO.. La réaction est arrétée avec 100 pL de détergent MTT. Ce détergent a pour effet de lyser
les cellules, mais aussi de libérer et de casser les cristaux de fromazan dans le milieu. La plaque

estincubée durant 16 heures supplémentaires a 37 °C a 5 % CO,. Aprés cette incubation, la plaque
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est lue au spectrophotometre (SpectraMax Plus 384 Microplate Reader, Molecular Devices) a 570

et 690 nm.

3.10 WESTERN BLOT

Afin de vérifier Ueffet des inhibiteurs sur les cellules THP1-CD1d, des western blot (WB) ont été
réalisés pour chaque utilisation des inhibiteurs : MKC-8866, trans-ISRIB et GSK2606414. Un WB a
pour but de séparer les protéines d’un échantillon en fonction de leur taille. Il est ensuite possible

d’observer 'expression de protéines en utilisant des anticorps adéquats.

Le WB s’effectue en plusieurs étapes qui seront détaillées ci-dessous.

3.10.1 Extraction des protéines

Apres traitement, les cellules THP1-CD1d sont lavées a 'aide de PBS et congelées a sec. Les
protéines sont ensuite extraites grace a du tampon de lyse combiné a une lyse mécanique. Le lysat
est récupéreé et transféré dans un tube propre puis placé sur glace 10 minutes. Ensuite, le lysat est
centrifugé 15 minutes a 4 °C a vitesse maximale pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant

est finalement récupéré et les extraits protéiques sont stockés a -20 °C avant d’étre dosés.

3.10.2 Dosage protéique

Un dosage des protéines est nécessaire pour déposer une quantité de protéines identique entre
les différentes conditions. Pour ce faire, un test « Detergent compatible Protein Assay » (BioRad, CA
USA) a été utilisé. Brievement, dans chaque puit est ajouté 25 pL de solution de tartrate de cuivre
supplémentée de 2 % de surfactant. A ce mélange est ajouté 1 pL de Uextrait protéique & doser.
Finalement, 200 pL de sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate sont ajoutés dans chaque puit.
Apres avoir homogénéisé le mélange, la plaque incube 15 minutes a 'obscurité. L’absorbance est
finalement mesurée a 690 nm (SpectraMax Plus 384 Microplate Reader, Molecular Devices). Grace

a la droite étalon, la concentration en protéines de chaque échantillon peut étre calculée.

3.10.3 Western blot
Les WB ont été réalisés sur des gels de séparation de polyacrylamide de 10 % avec un gel de

concentration de 4 %.

Des échantillons contenant 100 ug de protéines et du TR 4x, en proportion 3:1, ont été préparés
puis chauffés environ 3 minutes a 95 °C afin de dénaturer les protéines. Ces échantillons ont été
chargés sur gel dans des cuves BioRad remplies de tampon de migration. La migration s’est d’abord
déroulée a un voltage de 70-90 V dans le gel de concentration et ensuite a 120-150 V dans le gel de
séparation. A la fin du processus de migration, les gels sont récupérés pour transférer les protéines
sur une membrane Amersham™ HyBond™ en PVDF (Cytiva, MA US). Le processus de transfert
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consiste a mettre le gel et une membrane U'un sur Uautre et a faire migrer les protéines du gel vers
la membrane en exploitant le fait que les protéines sont chargées négativement car dénaturées
avec du SDS. Le transfert a lieu dans des cuves de transfert de chez BioRad dans du tampon de

transfert. Cette étape dure 2 heures a un ampérage de 200 mA.

Une fois le transfert terminé, la membrane est saturée dans du TBS-tween avec 5-10 % de lait
(Carl Roth, Allemagne) pendant 30 a 60 minutes. Cela permet de couvrir la membrane de protéines
afin que les anticorps ne se lient qu’aux protéines qui leur sont spécifiques. Les membranes sont
lavées trois fois 5 minutes dans du TBS-Tween avant 'ajout de Uanticorps primaire (Tableau 4).
L’incubation avec les anticorps primaires dure 2 heures a TA ou la nuit a 4°C avec agitation.
L’ensemble des anticorps primaires utilisés sont repris dans le Tableau 4. Apres cette incubation,
les membranes sont de nouveau lavées trois fois au TBS-Tween avant Uajout de la solution

d’anticorps secondaires pendant 1 heure a TA sous agitation.

L’anticorps secondaire est choisi en fonction de U'espece de production de 'anticorps primaire.
Deux anticorps secondaires différents ont été utilisés lors de ce mémoire, un anticorps anti-souris

(CellSignaling, 1gG, MA USA) et un anticorps anti-lapin (CellSignaling, 1gG, MA USA).

Finalement, la membrane est une nouvelle fois lavée avant de pouvoir révéler la protéine
choisie. Pour ce faire, la membrane est couverte de 1 mL de solution de révélation. Cette solution
contient du luminol qui va réagir avec UHRP présente sur lanticorps secondaire. Par

chimiluminescence, la protéine sera visible. La révélation a été faite sur Uappareil Amersham

ImageQuant 800.
Non.n de EsPece.de Taille Clone Référence Firme
L’anticorps production
ATF4 Lapin 49 kDa D4B8 #11815 Cell Signaling
Developmental
. . Studies
EiF2a Souris 36 kDa 2A10 NA .
Hybridoma
Bank
Phospho- . .
EIF251 (Ser51) Souris 36 kDa 1A4A11 68023-1-Ig ProteinTech
HSP90 Lapin 90 kDa C45G5 #4877 Cell Signaling
XBP1s Lapin 60 kDa D2C1F #12782 Cell Signaling

Tableau 4 : Liste des anticorps primaires utilisés. NA : non applicable.

3.11 PROGRAMMES ET ANALYSES STATISTIQUES

Les données obtenues par cytométrie en flux ont été analysées par Flowlo (version 10.4). La

quantification des WB a été réalisée sur le programme ImageQuant TL (version 10.2-499).

Toutes les analyses statistiques ont été exécutées via GraphPad Prism (version 8.0.1 (244)). La

distribution normale des données a premierement été évaluée par un test Shapiro-Wilk. En fonction

31



des résultats du test de Shapiro-Wilk, des tests paramétriques (distribution normale) ou non-
paramétriques (distribution non-normale) ont été effectués. Deux types de tests ont été utilisés, un
type de test comparant deux conditions (T-test (paramétrique) ou test de Mann-Whitney (non-
paramétrique)) et un type de test comparant de multiples conditions (One-Way ANOVA

(paramétrique) ou test de Kurskal-Wallis (non-paramétrique)).
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4 RESULTATS

4.1 ACTIVATION DES CELLULES INKT PAR DES MACROPHAGES PRE-TRAITES AVEC DES ACIDES

GRAS SATURES

L’objectif principal de ce mémoire étant d’étudier U'impact des acides gras saturés sur les
cellules iNKT, il est essentiel de vérifier que ceux-ci induisent une activation indirecte des cellules
iNKT. Si c’est effectivement le cas, le but suivant est d’étudier les voies impliquées dans l’activation
indirecte des cellules iNKT et de voir si le processus se rapproche de ce qui a été montré par

d’autres équipes’®’" pour la thapsigargine.

Afin de vérifier que U'expérience s’est déroulée correctement, deux controles positifs ont été
réalisés : 'a-GalCer et la thapsigargine. L’a-GalCer nous permet de confirmer que les CPAs sont
capables de présenter des antigenes lipidiques aux cellules iNKT et d’induire une activation de ces
dernieres. La thapsigargine est un contréle positif qui permet de reproduire les résultats
précédemment obtenus par Govindarajan etal.”® et Bedard et al.”’. Pour ce faire, des cellules THP1-
CD1d ont été différenciées en macrophage par traitement au PMA. Ces derniers sont ensuite traités
avec des acides gras saturés (C18:0), de '’a-GalCer, de la thapsigargine ou avec leur véhicule
respectif (c’est-a-dire BSA, RPMI et DMSO). Aprées 8 heures de traitement, les macrophages THP1-
CD1d traités sont lavés 3 fois au PBS afin d’enlever tous potentiels résidus de traitement. Enfin, les
cellules iNKT mises au repos sont ajoutées afin de réaliser la coculture (macrophage-cellule iNKT).
Aprés 24 heures de coculture, les surnageants de culture et les cellules iNKT sont récupérés.
Respectivement, une quantification de la production d’IFN-y par ELISA et une quantification de
Uexpression des marqueurs d’activation et d’apoptose par cytométrie en flux sont ensuite

effectuées.

Les cellules iNKT seules ne sécrétent pas d’IFN-y; ce qui confirme que ces cellules sont
effectivement au repos (Figure 12 A). Par ailleurs, un autre controle a été effectué. Nous avons
mesuré la quantité d’IFN-y sécrétée par les macrophages THP1-CD1d qui n’ont pas été mis au
contact des cellules iNKT suite aux traitements. Aucune sécrétion d’IFN-y n’a pu étre détectée,
démontrant qu’aucun des traitements n’induit la production d’IFN-y par les macrophages THP1-
CD1d (Annexe 1). Lorsque les cellules iNKT sont cultivées avec les macrophages THP1-CD1d traités
a ’a-GalCer, une quantité importante d’IFN-y est mesurée dans les surnageants de culture (Figure
12 A). Ceci confirme la capacité des cellules THP1-CD1d a présenter des antigénes lipidiques via le
CD1d. De fagon rassurante, nous avons pu reproduire les résultats de Govindarajan et al.”® et

Bedard etal.”". Le traitement des cellules THP1-CD1d a la thapsigargine les rend capables d’induire
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une activation des cellules iINKT démontrée par la production significativement plus importante
d’IFN-y que dans la condition contréle (DMSO) (Figure 12 A). En ce qui concerne le traitement des
macrophages THP1-CD1d avec le C18:0, celui-ci induit également une stimulation significative de

l’activation des cellules iNKT par rapport au contréle BSA (Figure 12 A).

Ensuite, Uexpression de deux marqueurs d’activation, le CD25 et le CD69, a été mesurée sur les
cellules iNKT par cytométrie en flux. L’expression du CD25 permet d’observer une signature
similaire a la production d’IFN-y (Figure 12 B). En effet, pour les traitements des macrophages avec
Ua-GalCer, la thapsigargine et le C18:0, Uexpression du CD25 est augmentée de maniere
significative lorsqu’on les compare a leur contrbéle respectif (Figure 12 B). Par contre, seule la
thapsigargine montre une augmentation significative de U’expression du CD69 par rapport a la

condition contréle DMSO (Figure 12 C).

L’expression du CD95, récepteur FAS, a également été évaluée. Le CD95 est utilisé dans ce
mémoire comme marqueur de 'apoptose, néanmoins, 'apoptose n’est induite que si le récepteur
FAS et son ligand sont présents. Les résultats pour le CD95 n’ont montré aucune différence
significative entre les traitements et leur contrbéle respectif, a 'exception de 'a-GalCer et son
controle (Figure 12 D). Par conséquent, il a été décidé d’analyser uniquement le marqueur CD25

pour la suite des analyses.
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Figure 12 : Activation des cellules iNKT suite a leur coculture avec des THP1-CD1d pré-traitées a ’a-GalCer
(100 ng/mL), a la thapsigargine (thapsi) (50 nM), au C18:0 (200 uM) ou avec leur contréle respectif (RPMI,
DMSO, BSA). A) Production d’IFN-y B) Expression du marqueur CD25 C) et CD69 D) CD95. Les résultats

sont présentés sous la forme moyenne + SD. N=3. Des t-tests pairés ont été réalisés afin de comparer
chaque traitement a son contréle. *p<0,05, **p<0,01 ***p<0,001. MFI : « Median Fluorescence intensity ».

35



4.2 EVALUATION DE L’IMPLICATION DU CD1D DANS L’ACTIVATION DES CELLULES INKT

Les cellules iNKT peuvent étre activées de quatre manieres différentes comme cela a été
détaillé dans le paragraphe 1.3.3. Deux moyens d’activation sont les plus courants et peuvent étre
combinés : U'activation par le TCR des cellules iNKT et 'activation par des cytokines. Le dernier
mode d’activation repose sur les récepteurs NK des cellules iNKT. Le principe des prochaines
expériences présentées est de déterminer Uimplication des cytokines mais aussi du CD1d
présentant des antigenes lipidiques au TCR des cellules iNKT dans ’activation de ces dernieres.

Trois manipulations ont permis d’éclaircir la responsabilité du CD1d et des cytokines.

4.2.1 L’activation des cellules iNKT exige un contact avec les macrophages

Afin de déterminer si le contact avec les cellules THP1-CD1d est essentiel pour U’activation des
cellules iNKT, celles-ci ont été mises en culture uniguement avec le milieu conditionné des
macrophages THP1-CD1d traités. En pratique, les macrophages THP1-CD1d ont été traités avec de
'a-GalCer, de la thapsigargine ou du C18:0 ou avec leur contréle respectif. Aprés 8h de traitement,
les macrophages sont lavés 3 fois au PBS. Enfin, du milieu iNKT frais supplémenté de 10 Ul/mL de
rhlL-2 uniquement est ajouté. Apres 24 heures d’incubation dans du milieu iNKT, les surnageants
de culture des cellules THP1-CD1d sont récupérés et ajoutés sur des cellules iNKT mises au repos.
Aucun contact entre les macrophages THP1-CD1d et les cellules iNKT n’a eu lieu. Apres 24 heures
d’incubation des cellules iINKT dans le milieu de culture conditionné des cellules THP1-CD1d, les
surnageants sont récupérés afin de réaliser une quantification de la production d’IFN-y par ELISA.
Cette manipulation pourrait permettre de mettre en évidence Uimplication de facteurs solubles (ex :
IL-12, IL-18) libérés par les macrophages THP1-CD1d traités qui pourraient étre responsables de

l’activation des cellules iNKT.

Comme observé précédemment, la coculture entre les cellules iNKT et les cellules THP1-CD1d
pré-traitées montre une activation des cellules iNKT par rapport au contréle respectif (Figure 13 A).
Par contre, lorsque ces mémes cellules iNKT sont mises en contact uniguement avec le surnageant
obtenu 24 heures aprés lavage des macrophages THP1-CD1d, aucune activation n’est observée
(Figure 13 B). Seule exception, la culture de cellules iINKT dans du surnageant de macrophages
THP1-CD1d pré-traités a 'a-GalCer semble induire tres faiblement les cellules iNKT (Figure 13 B).
Cette induction est cependant négligeable puisque U'induction est environ 200 fois plus faible que
lorsque les cellules iINKT sont cultivées directement avec les macrophages THP1-CD1d traités a'a-
GalCer. A la vue de ces résultats, il est clair que Uactivation des cellules iNKT dépend d’un contact
cellulaire avec les macrophages THP1-CD1d et que U’'activation ne peut pas se faire uniquement en

réponse a des facteurs solubles libérés par les macrophages.

36



A) B)
10000 ¥

7500
5000

25004 *
L
750 +

500

uEs e

IFN-y (pg/mL)

_T_

3
S
Q

~ o ~ () ~ o ~ (@)
s ¢ 8§ & F & £ & g 3 &
z z £ £ °© g & 3 & o
O Q IS © ) IS O
L S I S I
Coculture Surnageant

Figure 13 : Production d’IFN-y par les cellules iNKT suite a une A) coculture avec des macrophages THP1-
CD1d ou B) culture en présence des surnageants des cellules THP1-CD1d, précédemment traitées avec de
l’a-GalCer (100 ng/mL), de la thapsigargine (50nM) et du C18:0 (200 uM) ou avec leur contréle respectif
(RPMI, DMSQO et BSA). Les données sont représentées sous forme de moyenne +- SD. N=3. Des t-tests pairés
ont été réalisés afin de comparer chaque traitement a son contrbéle pour chaque condition (A) et B)). *p<0,05,
**p<0,01. Thapsi: Thapsigargine.

37



4.2.2 L’activation des cellules iNKT implique leur TCR

L’expression du TCR des cellules iNKT (Va24Ja18) a également été mesurée (Figure 14 E).
L’intérét de ce marqueur vient du fait que lors d’une interaction entre Uantigene lipidique chargé sur
le CD1d des CPAs et le TCR des cellules iNKT ce dernier est internalisé. Par conséquent, une baisse
de Uexpression du TCR sur les cellules iNKT démontre son activation. De fagon tout a fait attendue,
les cellules iNKT seules qui n’ont pas subi de coculture, montrent U'expression du TCR la plus
élevée. La coculture avec des macrophages THP1-CD1d non traités suffit pour induire
Uinternalisation du TCR probablement a la suite de la présentation via le CD1d d’antigene lipidiques
endogenes exprimés de maniére constitutive par les macrophages THP1-CD1d. La stimulation avec
'a-GalCer a pour effet de diminuer davantage les niveaux membranaires du TCR. Une diminution
plus faible, mais significative de U'expression du TCR des cellules iNKT est également observée
lorsqu’elles sont co-cultivées avec les macrophages pré-traités a la thapsigargine ou au C18:0
suggérant que les stress « stériles » sont capables d’induire une présentation d’antigene lipidiques

via leur CD1d.
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Figure 14 : Activation des cellules iNKT suite a leur coculture avec des macrophages THP1-CD1d pré-
traités a ’a-GalCer (100 ng/mL), a la thapsigargine (50 nM), au C18:0 (200 uM) ou avec leur contréle
respectif (RPMI, DMSO, BSA). Expression du marqueur TCR des cellules iNKT. Les résultats sont présentés
sous la forme moyenne = SD. N=3. Des t-tests pairés ont été réalisés afin de comparer chaque traitement a
son contréle. *p<0,05, **p<0,01. MFI: « Median Fluorescence Intensity », Thapsi : Thapsigargine.
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4.2.3 L’activation des cellules iNKT est dépendante de la présentation d’antigene lipidique
via le CD1d

Dans le but de prouver ou réfuter Uimplication du CD1d dans la stimulation des cellules iNKT

lorsque les macrophages THP1-CD1d sont traités avec des acides gras, un anticorps bloquant le

CD1d ou sonisotype controle a été utilisé. L’anticorps bloquant, contrairement a Uisotype contréle,

va empécher lUinteraction entre le TCR des cellules iNKT et U'antigene lipidique présenté par le

CD1d.

Les différents contréles donnent les résultats attendus. Effectivement, Uisotype contrble de
Uanticorps bloquant ne semble pas impacter la capacité des cellules iNKT a reconnaitre les
antigenes lipidiques et a sécréter de UIFN-y suite a leur activation (Figure 15). Les résultats obtenus
ont le méme profil d’activation que ce qui a été détaillé au paragraphe 4.1. La sécrétion d’IFN-y par
les cellules iNKT cultivées avec de U'anticorps bloquant ciblant le CD1d suit le méme profil, mais
Uactivation est plus faible. Une diminution significative de la production d’IFN-y par les cellules iNKT
a pu étre observée pour 'a-GalCer, et son contréle, ainsi que pour la thapsigargine. Néanmoins, la
réduction de la sécrétion d’IFN-y par les cellules iNKT lors de leur coculture avec des macrophages
THP1-CD1d traités au C18:0, a la BSA ou au DMSO n’est pas significative. Cependant, une tendance
a la décroissance de la concentration en IFN-y peut tout de méme étre observée pour ces trois

conditions.

Les résultats par cytométrie en flux du CD25 sont assez surprenants. En effet, une faible
augmentation non-significative de 'expression du CD25 lors de la présence d’anticorps bloquant
le CD1d a été enregistrée dans les conditions RPMI, DMSO, thapsigargine et BSA (Figure 15 A).
Cependant, pour 'a-GalCer et le C18:0, cette impression semble inversée et une légere diminution

de Uexpression du CD25 est visible, mais non-significative (Figure 15 B).

Par ailleurs, les analyses du TCR sur les cellules iNKT par cytométrie en flux semblent corroborer
les résultats de UELISA (Figure 15 C). De fait, U'expression du TCR ré-augmente en présence de
Uanticorps bloquant de maniere significative lorsque les macrophages THP1-CD1d ont été traités a
’'a-GalCer ou C18:0 (Figure 15 C). De plus, une tendance a la hausse de U'expression du TCRiNKT a
également été mesurée pour la thapsigargine (Figure 15 C). Une augmentation de U'expression du
TCR iNKT avec lanticorps bloquant le CD1d signifie que le TCR est moins sollicité, et par
conséquent, moins internalisé. Le CD1d est donc par extension nécessaire a U'activation des

cellules iNKT puisque son blocage réduit Uactivation indirecte des cellules iNKT.
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Figure 15 : Activation des cellules iNKT a la suite de la coculture avec des THP1-CD1d traitées a ’a-GalCer (100
ng/ml), a la thapsigargine (50 nM), au C18:0 (200 uM) ou avec leur contréle respectifs (RPMI, DMSO, BSA) avec et
sans anticorps bloquant. A) Production d’IFN-y B) Expression du marqueur CD25 C) et TCR iNKT. Les résultats sont
présentés sous la forme moyenne £ SD. N=3. Des t-tests pairés ont été réalisés afin de comparer chaque traitement
entre la condition isotype contréle et anticorps bloquant. *p<0,05, **p<0,01. MFI : « Median Fluorescence Intensity »,
Thapsi : Thapsigargine

40



4.3 ETUDE DEL’IMPLICATION DES VOIES DU STRESS DU RE DANS L’ACTIVATION DES CELLULES

INKT

Une fois qu’il a été vérifié que les acides gras induisent une activation indirecte des cellules iNKT,
la deuxieme partie de ce mémoire a débuté. L’étape suivante consiste a étudier chaque voie de la
réponse UPR afin de déterminer son éventuelle implication dans l’activation indirecte des cellules
iNKT. Les voies IRE1 et PERK ont été favorisées car leur implication a déja été démontrée
précédemment par deux équipes (Govindarajan et al.”® et Bedard et al.”") lors de lutilisation de
thapsigargine. Les expériences suivantes ont été réalisées afin de mettre en lumiere Uimplication
de ces deux voies dans le processus conduisant a la présentation d’antigene lipidique via le CD1d
au sein des macrophages THP1-CD1d en réponse au traitement par des acides gras saturés. Un

contréle a la thapsigargine a été réalisé afin de répliquer les résultats obtenus précédemment’®”",

4.3.1 Evaluation de Uimplication de la voie de IRE1

Avant la coculture entre macrophages THP1-CD1d pré-traités et les cellules iNKT, il a été
nécessaire de valider U'impact de Uinhibiteur MKC-8866 sur les cellules THP1-CD1d. Le MKC-8866
inhibe activité ribonucléase d’IRE1 et empéche ainsi ’épissage de TARNm XPB7u en XPB1s et, par

conséquent, la synthése du facteur de transcription XPB1s.

Pour vérifier son effet, nous avons choisi de mesurer ’expression de XPB1s par western blot a
différentes concentrations en inhibiteur. Pour ce faire, trois concentrations en inhibiteur ont été
choisies: 5, 10 et 15 pM. Le traitement s’est déroulé comme suit : apres différenciation, les
macrophages THP1-CD1d ont d’abord été pré-traités avec le MKC-8866 ou du DMSO. Apres 1 heure
d’incubation avec lUinhibiteur, les différents traitements (thapsigargine, C18:0 ou leur controle
respectif) ont été ajoutés au milieu avant une incubation de 8 heures supplémentaires. A la fin du
traitement, les protéines ont été récupérées suivant le protocole détaillé dans le paragraphe 3.10.1

afin de réaliser les western blot.

La Figure 16 A montre une image représentative d’un western blot. La quantification de trois
expériences indépendantes a permis d’illustrer une inhibition significative de la syntheése de XPB1s
par le MKC-8866 (Figure 16 B). Pour la thapsigargine, une concentration de 5 uM d’inhibiteur suffit a
inhiber totalement le clivage de XBP1u (Figure 16 B). Pour le C18:0, Uinhibition est visible et

significative a partir de 5uM d’inhibiteur, mais elle n’est pas totale (Figure 16 B).

Il a ensuite fallu contréler que les concentrations choisies en MKC-8866 n’avaient pas d’effet
cytotoxique sur les cellules THP1-CD1d lors du traitement. Lors de ce contrdle, les cellules ont été
traitées de la méme fagon que lors de la coculture, c’est-a-dire qu’a la fin des 8h de traitement les

cellules destinées a la réalisation du test de viabilité ont été lavées 3 fois et du milieu iNKT a été
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ajouté pour imiter Ueffet de la coculture pendant 16 heures. Ensuite, le test de viabilité (MTT) a été
effectué comme expliqué dans le paragraphe 3.9. Les résultats (Figure 16 C) ne montrent pas de

cytotoxicité des cellules liée a Uinhibiteur.

Ces résultats nous ont permis de débuter les tests sur les cellules iNKT. Premierement, les
résultats de UELISA (Figure 16 D) ne montrent pas d’inhibition de Uactivation des cellules iNKT suite
a la coculture avec les THP1-CD1d traitées a la thapsigargine avec des concentrations croissantes
de MKC-8866. Les résultats ne sont pas non plus significatifs lors de la coculture avec des THP1-
CD1d traitées au C18:0 avec de Uinhibiteur mais dégagent néanmoins une forte tendance a la

diminution a une concentration de 5 uM en MKC-8866 (Figure 16 D).

Deuxiemement, les résultats de cytométrie analysant U'expression du CD25 démontrent bien
une activation des cellules iNKT en réponse aux deux traitements, mais celle-ci n’est pas affectée

par Uinhibiteur &’IRE1 (Figure 16 E-F).

Dans l’ensemble, ces résultats laissent a penser qu’il pourrait avoir un effet du MKC-8866 a 5 uM
sur Uactivation indirecte des cellules iNKT, mais rien ne peut étre affirmer a ce stade. Il serait
intéressant de réitérer cette expérience avec certaines mises au point. En effet, Uimplication de la
voie d’IRE1 dans 'activation indirecte des cellules iNKT suite a la coculture avec des macrophages

THP1-CD1d pré-traités a la thapsigargine ou au C18:0 reste ambigué.
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Figure 16 : Impact de U’inhibiteur MKC-8866 sur le potentiel activant des macrophages THP1-CD1d traités avec
la thapsigargine ou le C18:0. Les cellules THP1-CD1d ont été pré-traitées (1h) avec U'inhibiteur MKC-8866 (5-15 uM)
ou le véhicule (DMSQ) avec l’ajout pendant 8h de la thapsigargine (50 nM), du C18:0 (200 uM) ou leur contréle
respectif (DMSO et BSA). A) Western blot représentatif montrant la protéine XPB1s parallélement au contréle de
charge HSP90. N=3 B) Quantification des western blot (XBP1s/HSP90). C) Test de viabilité. N=5. D) Sécrétion d’IFN-y
et E), F) expression du marqueur CD25 par les cellules iNKT aprés 24h de coculture avec les macrophages ayant
subis les traitements indiqués. B-E) Les données sont représentées sous forme de la moyenne = SD. Des t-tests
pairés ont été réalisés entre chaque traitement et son contréle et des tests One-Way ANOVA ont été réalisés entre
chaque traitement et les différentes concentrations en inhibiteur afin d’obtenir des p-valeurs. *p<0,05 **p<0,01,
***p<0,005. MFI : « Median Fluorescence Intensity », Thapsi : Thapsigargine
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4.3.2 Evaluation de la voie de PERK

4.3.2.1 Evaluation de l’impact de Uinhibiteur de PERK, GSK2606414

Avant la coculture entre cellules THP1-CD1d pré-traitées et les cellules iNKT, il a été nécessaire
de contrbler U'impact de Uinhibiteur GSK2606414 sur les cellules THP1-CD1d. Le GSK2606414
inhibe U'activité kinase de PERK. Pour vérifier son effet, nous avons choisi de mesurer ’expression
des protéines: eiF2a-phosphorylée, eiF2a totale et ATF4, par western blot a différentes
concentrations en inhibiteur. Pour ce faire, quatre concentrations en inhibiteur ont été
sélectionnées: 0,25, 0,5, 0,75 et 1 yM. Le traitement s’est déroulé comme suit: apres
différenciation, les macrophages THP1-CD1d ont d’abord été pré-traités avec les bonnes
concentrations d’inhibiteur ou du DMSO. Apres 1 heure d’incubation avec Uinhibiteur, les différents
traitements (thapsigargine, C18:0 ou leur contrble respectif) ont été ajoutés au milieu avant une
incubation de 8h supplémentaires. A la fin du traitement, les protéines ont été récupérées suivant

le protocole détaillé dans le paragraphe 3.10.1 en vue de réaliser les western blot.

La Figure 177 A montre une image représentative d’un western blot. La quantification d’une
expérience a permis de montrer que la phosphorylation d’eiF2a (phospho-eiF2a/eiF2a) (Figure 17 B)
et Uaccumulation d’ATF4 (AFT4/HSP90) (Annexe 2) en réponse au C18:0 et a la thapsigargine sont
bien diminuées par Uinhibiteur GSK2606414. L’action de Uinhibiteur semble plus importante lors
d’un pré-traitement au C18:0 par rapport a la thapsigargine. Pour la thapsigargine, Uinhibition de
phospho-eiF2a et d’ATF4 est visible, mais faible a partir d’'une concentration de 0,25 pM en
inhibiteur et elle semble dose-dépendante. Pour le C18:0, Uinhibition de phospho-eiF2a et d’ATF4
est visible a partir d’'une concentration de 0,25 pM en inhibiteur et semble relativement stable
lorsque la concentration en inhibiteur augmente. Cependant, Uinhibition d’eiF2a dans sa forme
phosphorylée ne dépasse pas 50 % et ce méme a une concentration de 1 uM en inhibiteur (Figure

17 B).

Il a ensuite fallu surveiller que les concentrations choisies en GSK2606414 n’avaient pas d’effet
cytotoxique sur les macrophages THP1-CD1d lors des traitements. Lors de ce contrdle, les cellules
ont été traitées de la méme facon que lors de la coculture, c’est-a-dire qu’a la fin des 8h de
traitement les cellules destinées a la réalisation du test de viabilité ont été lavées 3 fois et du milieu
iNKT a été ajouté pour imiter Ueffet de la coculture. Ensuite, le test de viabilité a été réalisé comme
expliqué dans le paragraphe 3.9. Les résultats (Figure 17 C) n’indiquent pas de cytotoxicité des

cellules liées a Uinhibiteur.

Ces résultats nous ont permis de débuter les tests sur les cellules iNKT. Premiérement, les

résultats de UELISA (Figure 17 D) ne semblent pas montrer d’inhibition de U'activation des cellules
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iNKT suite a la coculture avec les THP1-CD1d traitées a la thapsigargine avec des concentrations
accrues de GSK2606414. Les résultats sont davantage encourageants lors de la coculture avec des
macrophages THP1-CD1d pré-traités au C18:0 avec de Uinhibiteur, mais rien ne peut étre conclus

puisqu’il s’agit d’'une seule expérience.

Deuxiemement, les résultats de cytométrie ne sont pas prometteurs (Figure 17 E-F). Une
induction de U’activation a bien été observée lors des traitements a la thapsigargine et au C18:0 par
rapport a leur contréle, mais aucune diminution de Uactivation n’a pu étre mesurée suite a 'ajout

d’inhibiteur.

Dans U’ensemble, ces résultats ne permettent pas de tirer de conclusions étant donné que

Uexpérience n’a pu étre effectuée qu’une seule fois.
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Figure 17 : Impact de Uinhibiteur GSK2606414 sur le potentiel activant des macrophages THP1-CD1d traités avec la
thapsigargine ou le C18:0. Les cellules THP1-CD1d ont été pré-traitées (1h) avec Uinhibiteur GSK2606414 (0,25-1 uM) ou
le véhicule (DMSQO) avant [’ajout pendant 8h de la thapsigargine (100 nM, du C18:0 (200 uM) ou leur contréle respectif
(DMSO et BSA). A) Western blot représentatif montrant les protéines eifF2a dans sa forme phosphorylée et ATF4
parallelement au contréle eiF2a total et au contrble de charge HSP90. N=1 B) Quantification des western blot pour
(phospho-eiF2a/-eiF2a). C) Test de viabilité. N=3. D) Sécrétion d’IFN-y et E) expression du marqueur CD25 par les
cellules iNKT aprés 24 heures de coculture avec les macrophages ayant sublé les traitements indiqués. N=1. B-E) Les
données sont représentées sous forme de la moyenne+ SD. Des tests One-Way ANOVA pairés ont été réalisées afin
d’obtenir des P-valeurs quand N=3. MF| : « Median Fluorescence Intensity », Thapsi : Thapsigargine.
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4.3.2.2 Evaluation de l’impact de Uinhibiteur de la forme phosphorylée d’eiF2a, le trans-ISRIB

Avant la coculture entre macrophages THP1-CD1d pré-traités et les cellules iNKT, il a été
nécessaire de vérifier 'impact de Uinhibiteur trans-ISRIB sur les cellules THP1-CD1d. Cet inhibiteur
agit au niveau de eiF2a dans sa forme phosphorylée et la rend inactive. Pour valider son effet, nous
avons choisi de mesurer Uexpression d’ATF4 par western blot a différentes concentrations en
inhibiteur. Pour ce faire, quatre concentrations en inhibiteur ont été choisies: 0,05, 0,1, 0,2 et
0,5 uM. Le traitement s’est déroulé comme suit : apres différenciation, les cellules THP1-CD1d ont
d’abord été pré-traitées avec les bonnes concentrations d’inhibiteur ou du DMSO. Apres 1 heure
d’incubation avec linhibiteur, les différents traitements (thapsigargine, C18:0 ou leur contréle
respectif) ont été ajoutés au milieu avant une incubation de 8h supplémentaires. A la fin du
traitement, les protéines ont été récupérées suivant le protocole détaillé dans le paragraphe 3.10.1

afin de réaliser les western blot.

La Figure 18 A montre une image représentative d’un western blot. La quantification de trois
expériences indépendantes a permis de déceler une inhibition significative d’ATF4 via Uinhibiteur
trans-ISRIB (Figure 18 B). Pour la thapsigargine et pour le C18:0, une concentration de 0,05 pM
d’inhibiteur suffit 8 empécher visiblement et significativement la traduction d’AFT4 (Figure 18 B).
Cependant, Uinhibition de Uexpression d’ATF4 n’est pas totale et ce méme a 0,5 uM d’inhibiteur

(Figure 18 B).

Il a ensuite fallu vérifier que les concentrations choisies en trans-ISRIB n’avait pas d’effet
cytotoxique sur les cellules THP1-CD1d lors des traitements. Lors de ce contrble, les cellules ont
été traitées de la méme fagon que lors de la coculture, c’est-a-dire qu’a la fin des 8h de traitement
les cellules destinées a la réalisation du test de viabilité ont été lavées 3 fois et du milieu iINKT a été
ajouté pour imiter Ueffet de la coculture. Ensuite, le test de viabilité a été effectué comme expliqué
dans le paragraphe 3.9. Les résultats (Figure 18 C) ne décelent pas de cytotoxicité des cellules liées
a linhibiteur, bien qu’une perte significative de viabilité soit mesurée a une concentration de 0,2 yM
en inhibiteur lors de la culture avec le C18:0 (Figure 18 C). Le taux de viabilité reste cependant

supérieur au seuil de cytotoxicité de 70 %’® (Figure 18 C).

Ces résultats nous ont permis de débuter les tests sur les cellules iNKT. Premierement, les
résultats de UELISA (Figure 18 D) ne semblent pas montrer d’inhibition de 'activation des cellules
iNKT suite a la coculture avec les THP1-CD1d traitées a la thapsigargine avec des concentrations
accrues de trans-ISRIB (Figure 18 D). Par contre, les résultats sont encourageants lors de la
coculture avec des THP1-CD1d traitées au C18:0. En effet, une diminution de activation est
observée a partir de 0,05 uM d’inhibiteur et semble dose-dépendante (Figure 18 D). Néanmoins,

U'activation semble augmenter a une concentration de 0,5 uM d’inhibiteur (Figure 18 D).
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Deuxiemement, les résultats de cytométrie en flux semblent prometteurs (Figure 18 E-F). Une
induction de l’activation a bien été observée lors des traitements a la thapsigargine et au C18:0 par
rapport a leur contrble (Figure 18 E-F). Une diminution est mesurée a la fois lors des traitements avec
de la thapsigargine et avec du C18:0 (Figure 18 E-F). Cependant, la diminution d’activation lors de la
coculture avec des macrophages THP1-CD1d pré-traités a la thapsigargine est faible (Figure 18 E-

F).

Dans ’ensemble, ces résultats ne permettent pas de conclure Uimplication de la voie de PERK-
eiF2a dans Uactivation indirecte des cellules iNKT suite a la coculture avec des cellules THP1-CD1d
pré-traitées car seule une expérience a pu étre réalisée. Ces résultats sont encourageants bien

qu’ils doivent étre mis en lien avec 'expérience précédente étudiant la méme voie de UUPR.
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Figure 18 : Impact de Uinhibiteur trans-ISRIB sur le potentiel activant des macrophages THP1-CD1d traités avec la
thapsigargine ou le C18:0. Les cellules THP1-CD1d ont été pré-traitées (1h) avec Uinhibiteur trans-ISRIB (0,05-0,5 uM)
ou le véhicule (DMSQO) avant ’ajout pendant 8 heures de la thapsigargine (100 nM), du C18:0 (200 uM) ou leur contréle
respectif (DMSO et BSA). A) Western blot représentatif montrant la protéine ATF4 parallelement au contrble de charge
HSP90. N=3 B) Quantification des western blot. C) Test de viabilité. N=3. D) Sécrétion d’IFN-y et E), F) Expression du
marqueur CD25 par les cellules iNKT aprés 24 heures de coculture avec les macrophages ayant subi les traitements
indiqués. N=1. B-E) Les données sont représentées sous forme de la moyenne = SD. Des tests One-Way ANOVA et
Kurskal-Wallis pairés ont été réalisés entre chaque condition afin d’obtenir des p-valeurs. *p<0,05, **p<0,01***p<0,005.
MFI : « Median Fluorescence Intensity », Thapsi : Thapsigargine.
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5 DISCUSSION

Les cellules iNKT, de par leur fonction essentielle d’immunorégulateur, sont aujourd’hui tres
étudiées*'. Ce sont des cellules importantes notamment parce qu’elles sont connues pour réguler
de nombreux mécanismes de LUimmunité innée et adaptative*'*. Ce mémoire s’est
particulierementintéressé a leur réle dans 'obésité carila été observé que le phénotype et activité
des cellules iNKT périphériques sont perturbés chez le patient obése en comparaison avec le
patient contréle. En effet, le pourcentage de cellules iNKT en apoptose est significativement
augmenté et les cellules résiduelles montrent un profil activé et une activité diminuée®-® (Wilkin et
al., manuscrit en préparation). On a choisi de se focaliser sur limpact des acides gras saturés sur

U’activation indirecte des cellules iNKT par des macrophages.

L’activation indirecte des cellules iNKT a été vérifiée grdce a une coculture avec des
macrophages THP1-CD1d pré-traités avec de ’a-GalCer, de la thapsigargine et du C18:0 ainsi que
leur contréle respectif (RPMI, DMSO et BSA). L’a-GalCer et la thapsigargine ont été utilisés comme
deux controles positifs afin de vérifier que Uactivation des cellules iNKT s’est déroulée
correctement. L’induction des cellules iNKT a été étudiée par deux méthodes, un dosage de
cytokine et une analyse de marqueurs d’activation et d’apoptose par cytométrie en flux. Bien que
Uutilisation de ces deux méthodes puisse sembler redondante, il est important de comprendre que
les informations apportées par ces deux méthodes sont complémentaires. En effet, les résultats
obtenus par U'une ou l'autre méthode ne sont pas toujours identiques. C’est d’ailleurs le cas pour

les expériences faisant intervenir les inhibiteurs GSK2606414 et trans-ISRIB (Figure 17 et Figure 18).

La premiere expérience visant a vérifier 'activation indirecte des cellules iNKT suite a une
coculture avec des macrophages pré-traités a 'a-GalCer, la thapsigargine et au C18:0, montre les
résultats attendus. L’induction a été analysée de deux manieres : un dosage de cytokine pro-
inflammatoire (IFN-y) et la mesure de 'expression de marqueurs d’activation par cytométrie en flux
(CD25 et CD69). Lorsqu’on s’intéresse aux contrdles (RPMI, DMSO et BSA), on observe une faible
activation des cellules iNKT qui correspond a U'activation basale de ces cellules lors d’un contact
avec des CPAs. Bien que les CPAs n’ont pas été cultivées en présence d’un inducteur, elles
présentent néanmoins toujours des antigenes lipidiques endogénes aux cellules iNKT, ce qui a pour
conséquence de les activer faiblement. La stimulation des cellules iNKT suite a la coculture avec
des macrophages pré-traités a U'a-GalCer confirme que les macrophages THP1-CD1d sont
capables de présenter des antigénes lipidiques. D’un autre co6té, le pré-traitement a la

thapsigargine nous a permis de reproduire les résultats engendrés par Govindarajan etal.”® et lovino
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et al.** montrant que le stress du RE est capable d’induire la présentation d’antigénes lipidiques via

le CD1d.

La différence majeure entre les résultats obtenus pour les marqueurs CD25 et CD69 réside dans
la cinétique d’expression de ces deux marqueurs”’. En effet, le CD25, composant du récepteur de
'IL-278, est un marqueur d’activation tardif’’. L’augmentation de son expression débute environ 12
heures apres lUactivation, atteint son maximum d’expression apres 72 heures et se maintient
jusqu’a 2 semaines’’. Le CD69, récepteur a la lectine de type II”°, quant a lui est un marqueur
d’activation précoce”’. L’augmentation de son expression commence déja aprés quelques heures,
atteint son maximum d’expression vers 24 heures et diminue par la suite’’. La différence entre les
résultats obtenus pour ces deux marqueurs est probablement due a cette différence de cinétique.

Par conséquent, nous avons choisi d’étudier principalement le marqueur CD25.

Quant au marqueur CD95, utilisé comme marqueur de Uapoptose bien que lapoptose
nécessite a la fois le CD95 (récepteur FAS) et son ligand pour étre induite®®, une expression
significativement plus importante du CD95 a pu étre observée (Figure 12). Ces premiers résultats
s’inscrivent dans la continuité de ce qui a précédemment été montré par le laboratoire

d’immunométabolisme et nutrition, mais également aux écrits de la littérature’”".

Ces premiers constats nous ont permis de faire un focus sur les mécanismes permettant aux

cellules présentatrices d’antigenes d’induire une activation des cellules iNKT.

5.1 PARTIE 1: IMPLICATION DU CD1D DANS L’ACTIVATION INDIRECTE DES CELLULES

INKT

L’implication de cytokines produites par les cellules THP1-CD1d, est une hypothese envisagée
depuis longtemps au sein du laboratoire. Il est connu par la littérature que les cellules iNKT peuvent
étre activées de quatre fagons différentes*'*85" : 1) uniquement par une stimulation du TCR, 2) une
stimulation du TCR combinée a la présence de cytokines, 3) uniquement par la présence de
cytokines et 4) par stimulation des récepteurs NK (Figure 5). Ainsi, deux de ces quatre modes
d’activation nécessitent la présence de cytokines soit de maniere exclusive soit en complément a
une faible stimulation du TCR des cellules iNKT*'#8%1_ |nitialement, il nous a donc semblé important
de clarifier limplication de cytokines produites par les CPAs dans la stimulation des cellules iNKT.
Pour ce faire, nous avons réalisé une manipulation permettant de ne cultiver les cellules iINKT qu’en
présence des surnageants de CPAs pré-traitées avec nos controles positifs (a-GalCer et
thapsigargine), négatifs (RPMI, DMSO, BSA) et avec du C18:0. De cette maniére, aucun contact
cellulaire n’a lieu et ’activation éventuelle des cellules iINKT ne dépendrait que de facteurs solubles

présents dans le surnageant de culture des cellules THP1-CD1d pré-traitées.
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Les résultats de cette manipulation ont été trés instructifs (Figure 13). Pour la premiere fois, la
piste de cytokines activant seules les cellules iNKT peut étre écartée. On aurait pu imaginer une
réponse diminuée mais présente lors de la culture en présence de surnageants, mais il n’en est
rien. Un faible signal persiste pour 'a-GalCer, mais en comparant avec la réponse obtenue lors de
la coculture, celle-ci est négligeable car environ 200 fois plus faible que lors de la coculture (Figure
13). Il faut cependant souligner qu’on est uniquement capable de déduire que s’ily a des cytokines
dans le milieu, elles ne sont pas capables d’activer seules les cellules iNKT. Il est néanmoins
possible que des cytokines contenues dans les surnageants des macrophages THP1-CD1d pré-
traités puissent exacerber Uinduction des cellules iNKT lors de la coculture. Pour répondre a cette
question, il faudrait déterminer s’il y a, dans le milieu, des cytokines capables d’intensifier
Uactivation des cellules iNKT lorsque celles-ci sont stimulées par un antigene lipidique de faible
affinité. Ainsi, il serait utile de doser certaines cytokines dans nos surnageants. Plusieurs
candidats seraient des cibles potentielles, notamment UlL-12 et I'IL-18%'. Néanmoins, lors d’un trés
fort signal 'association de UIL-18 et de UIL-12 est capable d’activer les cellules iNKT de maniere
TCR indépendante®. Il se pourrait tout de méme qu’une de ces cytokines soit présente dans le
milieu. Le dosage de U'IL-12 et de U'IL-18 pourrait donner des informations complémentaires sur le
role des cytokines lors de Uactivation des cellules iNKT par des CPAs stressées. L’IL-12 est un
candidat particulierement intéressant quand on fait le lien avec sa concentration accrue dans le
sang des personnes obéses?®'. Comme U'IL-12 et le 'IL-18 sont des candidats intéressants, mais ne
sont pas les seuls pouvant étre impliqués, il serait également instructif de doser les cytokines
présentes dans les échantillons par un dosage immunologique multiplex. Cette analyse permet le
dosage de plusieurs cytokines différentes en méme temps. Les surnageants de culture des
macrophages THP1-CD1d pourraient également étre mis en contact avec des cellules iNKT
cocultivées avec des macrophages THP1-CD1d dans du RPMI. La coculture servirait ici a stimuler
le contact cellule-cellule nécessaire a l'activation indirecte des cellules iINKT comme on ’a montré
précédemment (paragraphe 4.2.1). Cette manipulation pourrait permettre d’observer une
activation des cellules iNKT par rapport a ce qui est observé lors d’une coculture de cellules iNKT et

de macrophages THP1-CD1d dans du milieu.

Pour conclure, les résultats de la culture de cellules iNKT dans les surnageants de cellules
THP1-CD1d traitées sont donc importants car ils prouvent qu’il existe au moins un autre
meécanisme que les cytokines responsable de U'activation des cellules iNKT. Cette affirmation est
valable pour tous les inducteurs de stress utilisés. Il est donc possible d’affirmer que ’activation

indirecte des cellules iNKT nécessite au moins un contact cellulaire avec les CPAs.
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La suite logique a été d’investiguer Uimplication du CD1d. Le CD1d est une molécule capable de
présenter des antigenes lipidiques qui sont reconnus par le TCR des cellules iNKT. Le CD1d se
retrouve sur différents types cellulaires dont les CPAs et les adipocytes®®¢%®', | ’implication du CD1d
dans Uactivation indirecte des cellules iNKT est une hypothese particulierement attrayante parce
gu’elle a déja été prouvée pour plusieurs conditions*”’°, En effet, il est connu que l'a-GalCer* est
un anticorps lipidique présenté par le CD1d. Cela dit, Uimplication du CD1d a également été
montrée pour des inducteurs classiques du stress du RE comme la thapsigargine’®. Un premier
indice de Uimplication du CD1d est Uexpression du TCR des cellules iNKT qui chute lors de
Uactivation de ces derniéres. Cette diminution a été mise en évidence pour U'a-GalCer, la

thapsigargine et pour le C18:0 par rapport a leur contréle respectif (Figure 14).

Dans le but de confirmer Uimplication du CD1d lors de Uinduction des cellules iNKT par des
cellules THP1-CD1d pré-traitées aux acides gras, des anticorps bloquant le CD1d ont été utilisés.
L’activation des cellules iNKT suite a leur coculture avec des cellules THP1-CD1d traitées et en
présence d’anticorps bloquant a été estimée par dosage d’IFN-y et expression du marqueur CD25
et du TCR par cytométrie en flux (Figure 15). L’implication du CD1d dans l'activation des cellules
iNKT responsable de la production de UIFN-y a pu étre confirmée a la fois pour Ua-GalCer et pour la
thapsigargine, ce qui étaitdéja connu dans la littérature. Cependant, pour les acides gras, le dosage
de UIFN-y ne révele pas de diminution significative, mais seulement une tendance a la diminution
lors de lutilisation d’anticorps bloquant (Figure 15). Il faut cependant remarquer que les écarts-
types lors de 'usage d’acide gras sont considérablement plus importants par rapport aux autres
inducteurs (Figure 15). Une répétition des expériences aurait pu permettre, peut-étre, de réduire cet

écart-type afin d’affirmer ou non Uimplication du CD1d.

Par contre, lors de Uanalyse des résultats obtenus par cytométrie en flux, les résultats
d’expression du marqueur d’activation CD25 montrent que celui-ci s’accumule bien apres la
coculture avec les macrophages THP1-CD1d ayant subi les 3 types de traitements mais ses niveaux
restent stables en présence de U'anticorps bloquant. L’expression du TCR des cellules iNKT, quant
a lui, est tres bien diminuée apres la coculture avec les macrophages stimulés avec 'a-GalCer et
remonte significativement en présence de U'anticorps bloquant confirmant que celui-ci est bien
fonctionnel (Figure 15). Une augmentation de l'expression du TCR des cellules iNKT démontre que
celui-ci est moins sollicité lors de la coculture. On est capable d’établir un lien entre le TCR des
iNKT et le CD1d car le TCR est internalisé lorsqu’il est stimulé par la reconnaissance d’un
antigéne®®, tels que ceux présentés par le CD1d. Par contre, les profils d’expression du TCR aprés
coculture avec les macrophages traités avec la thapsigargine et le C18:0 ne montrent pas de

différence avec leur controle (DMSO et BSA) comme s’il n’y avait pas eu d’activation des cellules

53



iNKT via leur TCR dans ces expériences. Par conséquent, Ueffet de U'anticorps bloquant est
semblable sur les contrbles et les traitements comme si les traitements n’avaient pas augmenté la
présentation d’antigenes lipidiques via le CD1d et U'activation du TCR des cellules iNKT. L’effet de
anticorps bloquant observé s’expliquerait par Uinhibition de Uactivation constitutive observée
lorsque les THP1-CD1d et cellules iNKT sont co-cultivées sans traitement (Figure 15). Il serait
néanmoins intéressant de confirmer ces résultats en utilisant des petits ARN interférents (siARNSs)
ciblant le CD1d. L’utilisation de siARNs ciblant le CD1d permettrait de limiter les effets « off-target »

et, par conséquent, d’obtenir des résultats plus clairs.

Pour comprendre 'ampleur de la responsabilit¢ du CD1d dans Uactivation indirecte des
cellules iNKT par les acides gras, il faudrait explorer la piste de Uup-régulation du CD1d dans
U'obésité. Une des possibilités de U'activation des cellules iNKT via le CD1d par les CPAs est le fait
que le CD1d soit surexprimé chez les CPAs des personnes obéses comparés a celles des personnes
saines. L’augmentation de la présence du CD1d permettrait la présentation de davantage

d’antigenes lipidiques ce qui favoriserait l'activation indirecte des cellules iNKT.

Cette perspective découle du fait que le laboratoire a observé une augmentation du CD1d sur
les monocytes pro-inflammatoires des personnes obéses par rapport aux personnes saines (Wilkin
et al., manuscrit en préparation). De plus, U'expression du CD1d peut étre up-régulée par plusieurs
facteurs®. Un lien a d’ailleurs été établi entre les lipides et 'expression du CD1d via Uactivation du
facteur de transcription « peroxisome proliferator-activated receptor y » (PPARy)®%, En effet, il est
connu dans la littérature que les acides gras a longues chaines, comme le C18:0, sont des
activateurs du PPARy®®, Le PPARYy agit sur U'expression du CD1d en activant la voie métabolique
de ’acide rétinoique. A son tour, U'acide rétinoique active le récepteur d’acide rétinoique (RAR) en
s’y liant®”®8, Le RAR activé est capable d’induire la transactivation du promoteur du ggne CD1D dans
des CPAs®%, |l est tentant de penser qu’une augmentation de 'expression du CD1d sur des CPAs
conduirait a une activation indirecte plus importante des cellules iNKT. L’intérét d’étudier cette voie
dans Uobésité repose sur le fait que les patients obeses sont souvent sujets a une dyslipidémie
augmentant notamment le taux d’acide gras saturé dans le sang?>?. L’homéostasie du rétinol et de
'acide rétinoique est également perturbée dans le contexte de 'obésité®. En prenant ces facteurs
en compte, il serait utile d’explorer cette voie. Clarifier limpact des acides gras sur le PPAR et sur
le RAR ainsi que sur Uexpression du CD1d permettrait peut-étre d’obtenir des réponses sur
Uactivation chronique des cellules iNKT dans l'obésité. Il serait pertinent, par exemple, de mesurer
Uexpression du CD1d sur des MDM (« monocytes-derived macrophages ») suite a un ajout d’acide
rétinoique dans le milieu, afin d’observer une variation de Uexpression du CD1d sur les CPAs. Il est

par contre essentiel de ne pas travailler avec des cellules THP1-CD1d dans ce cas. En effet, ces
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cellules ont été modifiées pour surexprimer le CD1d et donc celui-ci n’est plus sous le controle de
son promoteur original mais bien dépendant d’un promoteur fort. Il est donc fort probable que les
macrophages THP1-CD1d répondent différemment aux traitements par rapport aux macrophages
THP1 ou aux MDM. En reproduisant ces expériences avec ces cellules, les conditions se
rapprocheraient alors davantage de Uex vivo que de travailler sur des cellules THP1-CD1d qui ont

été modifiées afin de sur-exprimer le CD1d.

L’étude de Uexpression du CD1d ainsi que de U’activation des cellules iNKT pourrait également
étre réalisée en ajoutant du plasma de personnes saines ou de personnes obéses sur des
macrophages afin de voir si des différences sont observables. Wilkin et al. (manuscrit en
préparation) a déja effectué ces expériences en déposant le plasma sur des monocytes ou des
macrophages THP1-CD1d et aucune différence n’a pu étre mise en évidence. Il se pourrait que
'absence de variabilité entre les personnes saines et les personnes obéses soit liee a 'up-
régulation transcriptionnelle du CD1d qui n’a pas pu étre induite sur ces cellules. Une modulation
légere du promoteur originel du CD1d ne serait pas observable lorsque le CD1d est régulé par un

promoteur fort comme c’est le cas chez les cellules THP1-CD1d.

Il serait cependant un peu aisé de penser que le CD1d puisse étre le seul facteur influengant
Uactivation indirecte des cellules iNKT. Le décalage entre les résultats obtenus en analysant
Uexpression du CD25 versus ceux provenant de la sécrétion de cytokine et de 'expression du TCR,
lors d’ajout d’anticorps bloquant le CD1d (Figure 15), pourrait s’expliquer par Uimplication d’une
autre voie que celle du CD1d dans U'activation des cellules iNKT. Il est effectivement plausible que
les acides gras permettent Uactivation des cellules iNKT par d’autres voies que celle impliquant le
CD1d, par exemple des cytokines (mentionné précédemment), des récepteurs NK ou encore parun
récepteur de type Toll®' (TLR). La piste impliquant les TLRs semble cependant peu probable étant
donné que plusieurs équipes ont déterminé que les acides gras saturés (C16:0 et C18:0) ne sont
pas des ligands des TLR2/4%, Par contre, l'implication des récepteurs activateurs des cellules
iNKT tel que le NKG2D reste une piste tout a fait pertinente®'. Celui-ci pourraitinitier ’activation des
cellules iNKT apres liaison d’un ligand de stress induit par les traitements avec la thapsigargine et
le C18:0 sur les macrophages THP1-CD1d. Afin d’étudier sa responsabilité, Uutilisation d’un
anticorps bloquant le NKG2D ou encore un siARN dirigé contre celui-ci semble deux méthodes

adaptées.

Finalement, une vérification de la production d’autres cytokines pro- et anti-inflammatoires est
nécessaire. Il estimportant de vérifier que le profilde sécrétion de U'IL-4 est similaire a celui de U'lIFN-
y. Effectivement, une stimulation correcte impliquant le TCR donne lieu a la sécrétion de cytokines

pro- et anti-inflammatoires. Pour ce faire la cytokine IL-4 peut étre dosée via un test ELISA. La
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détection d’enzymes cytotoxiques telles que les granzymes et la perforine peut s’avérer pertinente

si Uactivation du NKG2D est impliquée.

5.2 PARTIE 2 : IMPLICATION DES VOIES D’IRE1 ET DE PERK DANS L’ACTIVATION

INDIRECTE DES CELLULES INKT

Suite a ces premieres découvertes, la direction de ce travail a évolué pour se concentrer sur la
recherche des mécanismes sur lesquels reposent la présentation des antigenes lipidiques par le
CD1d en réponse aux traitements avec les acides gras saturés. Le laboratoire
d’immunométabolisme et nutrition s’est intéressé aux voies de 'UPR dans le stress du RE suite a la
publication quasi simultanée de deux équipes différentes traitant du stress du RE’®”". Ces articles
impliquent une ou deux voies du stress du RE dans l'activation des cellules iNKT suite a leur
coculture avec des macrophages pré-traités par des inducteurs du stress du RE, et plus
précisément la thapsigargine et la tunicamycine’®”". La thapsigargine induit un stress du RE en
perturbant ’homéostasie des ions calcium tandis que la tunicamycine influence le déroulement
normal de la N-glycosylation des protéines®?', L’article publié par Bedard et al.”' démontre
Uimplication de la voie PERK uniquement alors que Govindarajan et son équipe’® montre que deux
voies seraient engagées : la voie PERK et la voie IRE1. Ces deux publications nous ont incités a
étudier la responsabilité de ces deux voies dans U’activation des cellules iNKT suite a la coculture
avec des macrophages pré-traités aux acides gras saturés. En effet, ceux-ci ont été démontrés

capables d’induire un stress du RE ainsi que les voies PERK et IRE1 de UUPR¥*4°,

Dans un premier temps, Uimplication d’IRE1 a été investiguée. L’inhibiteur MKC-8866 a été
utilisé afin d’inhiber Uépissage de XPB71u et bloquer la cascade de la voie IRE1. Les résultats ne
permettent pas de tirer de conclusions définitives étant donné qu’il n’y a pas d’inhibition de
Uactivation des cellules iNKT de fagon dose-dépendante (Figure 16). Cependant, une tendance a
Uinhibition a pu étre mesurée a une concentration de 5 uM en MKC-8866 lorsque les macrophages
ont été traités aux acides gras (Figure 16). Aucune cytotoxicité de Uinhibiteur aux concentrations
utilisées n’a pu étre mise en évidence (Figure 16). Pour obtenir des résultats plus contrastés, il serait
important de réitérer 'expérience avec plusieurs mises au point. Il serait sans doute positif de
changer les concentrations en inhibiteur afin de se rapprocher de la concentration 5 uM qui a
produit les meilleurs effets. Un deuxieme ajustement pourrait étre appligué au niveau de la
cinétique de manipulation. En s’intéressant a la réalisation de U'expérience que nous avons
reproduit, il a été remarqué que les analyses effectuées sur les cellules iNKT et sur les surnageants
se déroulent aprés 16 heures de coculture et non 24 heures comme ce que nous avons réalisé. Une

coculture de 16 heures présente plusieurs avantages en plus de la facilité des analyses :
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1. Cela permettrait de pouvoir exploiter les données de U'expression du marqueur CD69 ainsi
que du CD25. Effectivement, le CD69 ne serait pas encore a son plateau d’expression suite
a la stimulation tandis que U'expression suite a la stimulation du CD25 serait déja engagée.
Les différences entre les conditions devraient étre visibles pour les deux marqueurs.

2. Une incubation plus courte des inhibiteurs permettrait de limiter leur cytotoxicité et de
réduire Ueffet « off-target ». Il est probable que les inhibiteurs aient des effets non spécifiques
qui pourraient influencer indirectement la sécrétion des cytokines.

3. Le dosage des cytokines (IFN-y et IL-4) laisserait potentiellement plus facilement apparaitre
des différences. En réalité, le pic de sécrétion de cytokines a 24 heures est déja dépassé et
il se pourrait que les différences induites par les inhibiteurs soient réduites et donc moins
observables. En effet, a partir de 2 heures de coculture, la sécrétion d’IFN-y est faible, mais
déja détectable*?. En réalité, lors des premieres heures de coculture, UlL-4 serait
principalement sécrétée® et a partir de 8h les cellules sécrétent alors majoritairement de

UIFN-y*. 24 heures aprés la stimulation, la sécrétion d’IL-4 et d’IFN-y diminue®.

Une autre différence méthodologique existe entre les expériences exécutées dans le laboratoire
d’immunométabolisme et nutrition et celles réalisées dans larticle de Govindarajan’®. L’écart
réside dans le ratio de coculture entre les macrophages et les cellules iNKT. Il est cependant peu
plausible que cette différence ait beaucoup d’impact sur les résultats compte tenu que Chloé
Wilkin a pris soin d’évaluer différents ratios entre les macrophages et les cellules iNKT. Le ratio

utilisé (3:1) est celui qui a fourni les résultats les plus prometteurs.

Ces différentes mises au point permettraient vraisemblablement de se mettre dans des
conditions optimales afin d’observer un impact ou non de lUinhibiteur MKC-8866. Cela nous
permettrait de confirmer ou de réfuter la responsabilité de la voie d’IRE1 dans Uactivation indirecte
des cellules iNKT suite a la coculture avec des macrophages traités aux acides gras. De plus, des
résultats nous permettraient de s’aligner avec 'un ou lautre des articles publiés au sujet de
Uimplication ou non de la voie de IRE1 dans le cas d’un traitement a la thapsigargine’®”". Il serait
cependant également utile d’investiguer Uimplication de la voie de IRE1 en utilisant un siARN contre
IRE1 afin de limiter les effets « off-target». L’inhibiteur MKC-8866 a pourtant été privilégié par
rapport a Uinhibiteur 4u8C ayant un effet similaire grdce a sa capacité a avoir peu d’effets

indésirables.

La deuxieme voie qui a été analysée est la voie de PERK. Aucune conclusion n’a pu étre tirée des
différentes manipulations (Figure 17 et Figure 18). En effet, bien que les résultats soient
encourageants, les expériences avec U'inhibiteur GSK2606414 ou trans-ISRIB n’ont pu étre réalisées

gu’une fois chacune. Il est cependant intéressant de noter que les résultats d’inhibition de la voie
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de PERK sont prometteurs (Figure 17 et Figure 18). Le trans-ISRIB semble inhiber la totalité des
protéines ATF4 (Figure 17 et Figure 18). Par contre, Uinhibition de la phosphorylation d’eiF2a et
d’ATF4 avec le GSK2606414 n’est pas totale (Figure 17). Cela est sans doute d( a d’autres voies de
phosphorylation que la voie de PERK (ex: HRI, PKR et GCN2). Il serait pertinent d’essayer des
concentrations plus importantes en GSK2606414 pour la thapsigargine afin d’inhiber plus
efficacement ATF4 (Annexe 2). La mise au point technique discutée plus haut mentionnant 16

heures de coculture devrait également étre testée pour ces expériences.

Ces premiers résultats semblent en accord avec la publication de Bedard et al.”" qui met en
évidence lU'implication de la voie de PERK, mais pas celle d’IRE1 dans Uactivation indirecte des
cellules iNKT par des CPAs. Certaines manipulations supplémentaires permettraient sans doute

d’éclaircir ces premiers résultats.

Pour 'ensemble de ce mémaoire, les expériences ont été réalisées sur les cellules iINKT d’un seul
donneur. Lesrésultats obtenus doivent ainsi étre confirmés par des expériences sur deux donneurs
supplémentaires. Néanmoins, les résultats présentés ici sont encourageants et constituent une

base intéressante pour ’étude de U'impact des acides gras sur 'activation des cellules iNKT.

L’ensemble des résultats présentés dans ce travail permet plusieurs perspectives pour la suite
des recherches dont certaines ont déja été mentionnées précédemment. Il serait par exemple
pertinent de faire des recherches comparant les personnes saines et les personnes obéses. Un
autre axe serait d’analyser plus en détail le contenu du plasma des personnes obéses et de voir si
celui-ci induit une activation des cellules iNKT lors de U'ajout du plasma sur des macrophages
comme des MDM et non sur des THP1-CD1d. En effet, dans le cadre de ce mémoire, on s’est
uniquement concentré sur les acides gras saturés sans prendre en compte Uimpact d’autres
facteurs qui sont présents dans le plasma. On peut prendre comme exemple les acides gras
insaturés qui sont connus pour compenser Ueffet des acides gras saturés?. Il ne faut également pas
négliger Uinfluence d’autres facteurs comme ’acide rétinoique mentionné précédemment®#, Ces

nouvelles informations ouvrent la porte vers de nouvelles possibilités de recherche.

Pour aller plus loin, il est également important de s’intéresser a ce qui a lieu dans les tissus
adipeux et de ne pas se contenter d’étudier ce qui se déroule dans le sang. Chez un individu sain,
les cellules iNKT des tissus adipeux produisent davantage d’IL-4 et d’IL-10 que d’IFN-y®2,
Cependant, il a été observé que la production de cytokines par les cellules iNKT lors de la
présentation d’antigenes lipidiques par des adipocytes était influencée et modifiée par la présence
de lipides dans le milieu®’. La production d’IFN-y était augmentée tandis que celle d’IL-4 et d’IL-10

diminuait®'. Il serait important de mesurer la quantité d’IL-4 sécrétée dans les expériences qui ont
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été réalisées afin de savoir si la proportion entre UIFN-y et UIL-4 reste similaire dans le cas d’un

traitement a la thapsigargine et aux acides gras.

En résumé, ce travail a permis de mettre en lumiere la nécessité des contacts cellulaires entre
les CPAs et les cellules iNKT pour Uactivation de ces derniéres dans notre contexte d’étude. Cette
constatation a été permise par Uintermédiaire de la découverte que les milieux conditionnés des
macrophages traités ne sont pas capables d’activer seuls les cellules iNKT dans notre configuration
d’analyse. Ensuite, Uimplication du CD1d dans 'activation indirecte des cellules iNKT lors d’un pré-
traitement de macrophages a 'a-GalCer a été confirmée. Les résultats suite a un pré-traitement
des macrophages a la thapsigargine et aux acides gras sont moins définitifs. Finalement, des
résultats préliminaires ont été générés quantal'implication des voies IRE1 et PERK dans l’activation
indirecte des iNKT suite a une coculture avec des macrophages THP1-CD1d pré-traités aux acides
gras. Ces premiers résultats, bien qu’informatifs, ne permettent pas de tirer de conclusions
définitives sur 'implication de ces deux voies. Il reste ainsi du travail notamment pour confirmer les
résultats obtenus mais aussi pour décrypter et comprendre les voies sous-jacentes impliquées

dans U'activation des cellules iINKT dans l'obésité.
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Annexe 1: Production d’IFN-y par les cellules THP1-CD1d suite a 8h de traitement a ’a-GalCer (100
ng/mL), a la thapsigargine (50 nM), au C18:0 (200 uM) ou leur contrble respectif. Les données sont
représentées sous forme de la moyenne £ SD. N=2. Thapsi : Thapsigargine.
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Annexe 2 : Impact de Uinhibiteur GSK2606414 sur le potentiel activant des macrophages THP1-CD1d
traités avec la thapsigargine ou le C18:0. Les cellules THP1-CD1d ont été pré-traitées (1h) avec
Uinhibiteur GSK2606414 (0,25-1 uM) ou le véhicule (DMSO) avant l’ajout pendant 8h de la thapsigargine
(100 nM, du C18:0 (200 uM) ou leur contréle respectif (DMSO et BSA). Quantification des western blot pour
(ATF4/HSP90) N=1. Les données sont représentées sous forme de la moyenne.



Activation stérile des cellules T non-conventionnelles, invariant Natural Killer T-cells

(iNKT), par des macrophages cultivés dans un milieu enrichi en lipides

Les lipides et particulierement les acides gras sont des macromolécules essentielles au
développement et a ’homéostasie d’un individu. Leur intérét en recherche n’a pas cessé de croitre. Une
des raisons de cet engouement réside notamment dans le réle primordial gu’ils jouent dans la régulation
de nombreuses voies métaboliques. Un sujet d’étude important lie les acides gras et l'obésité.
Effectivement, U'obésité est connue pour induire chez pres de 70% des personnes obéses une
dyslipidémie modifiant notamment le taux d’acides gras libres dans le sang et les tissus. L’environnement
riche en lipides issu de 'obésité a pour conséquence de perturber certaines cellules immunes comme les
«invariant Natural Killer T-cells » (INKT). Celles-ci sont des cellules T non-conventionnelles qui ont la
particularité de reconnaitre via leur TCR des antigenes lipidiques présentés par le CD1d sur des cellules
présentatrices d’antigenes (CPA). Cette activation conduit a la libération rapide de quantités importantes
de cytokines. Elles jouent un réle aussi bien dans ’homéostasie de certains tissus que dans 'immuno-
surveillance d’infections microbiennes et de tumeurs. Mon laboratoire d’accueil a démontré une hausse
de lapoptose des cellules iNKT du sang périphérique chez les patients obéses. Les cellules iNKT
restantes ont un profil activé et montrant une diminution de Uexpression de leur TCR suggérant qu’elles
sont chroniquement activées par la présentation d’antigenes lipidiques via le CD1d de CPAs. Ces résultats
nous permettent de penser qu’il existe un lien entre laugmentation du taux de lipides dans le sang des

patients obeses et 'activation chronique ainsi que la mort des cellules iNKT chez ces personnes.

Les objectifs ont été de confirmer que les macrophages traités avec les acides gras saturés leur
conférent la capacité d’activer les cellules iNKT et d’entamer une étude des mécanismes sous-jacents.
Nous avons d’abord confirmé Uactivation des cellules iNKT aprés leur coculture avec des macrophages
traités par une augmentation de la production d’IFN-y dans les milieux de coculture et de Uexpression du
marqueur d’activation CD25 ainsi qu’une diminution de la présence du TCR a la membrane. La suite a été
de déterminer importance du CD1d et Uimplication de deux voies de la réponse au stress du réticulum

endoplasmique au sein des macrophages traités dans Uactivation indirecte des cellules iNKT.

L’absence d’activation des cellules iNKT cultivées dans les milieux conditionnés des macrophages
traités nous a permis de valider que les contacts cellulaires entre macrophages et cellules iNKT sont
essentiels a Uactivation de ces dernieres, éliminant la possibilité que leur action ne dépende que de
facteurs solubles comme des cytokines. Lutilisation d’anticorps bloquant le CD1d nous a permis de
suggérer que le CD1d participe a cette activation en présentant des antigenes lipidiques aux cellules iNKT.
Finalement, des résultats préliminaires utilisant des inhibiteurs d’IRE1 et de PERK ont été générés
permettant de penser que la voie d’IRE1 ne serait pas impliquée dans 'activation indirecte des cellules

iNKT par des macrophages traités aux acides gras saturés tandis que la voie de PERK le serait.
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