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PREAMBULE 
 

 

L’utilisation de l’immunothérapie dans les cancers est en pleine expansion depuis 

plusieurs dizaines d’années. Cette explosion est en partie due à la découverte majeure de 

points de contrôles immunitaires appelés immune checkpoint receptors et donc au 

développement d’anticorps monoclonaux bloquants ces points de contrôles. Les thérapies 

ciblant les molécules cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) et programmed 

cell death protein-1 (PD-1) ont démontré des réponses objectives dans les mélanomes, les 

cancers du rein et du poumon. Cependant certains patients atteints de ces pathologies restent 

réfractaires à ces thérapies. De nombreux acteurs du système immunitaire ont été identifiés 

comme participant à l’immunité anti-tumorale, notamment les lymphocytes. 

 

Historiquement, mon équipe d’accueil s’est particulièrement intéressée à l’implication 

des lymphocytes T γδ dans la réponse immunitaire anti-tumorale et a été l’une des pionnières 

dans la conduction d’essais thérapeutiques utilisant cette approche. Au cours de mes travaux 

de thèse, nous nous sommes intéressés aux mécanismes d’activation des lymphocytes T γδ 

dans les cancers, notamment via l’implication d’une Rho GTPase appelée RhoB et identifiée 

par nos collaborateurs comme pouvant participer à l’activation de ces lymphocytes par les 

phosphoantigènes. 

 

Ce manuscrit, clôturant mes études de pharmacie et mes travaux de thèse doctorale, 

est composé d’une introduction comportant trois grandes parties. La première partie de 

l’introduction décrit les principaux effecteurs de l’immunité anti-tumorale et les mécanismes de 

la réponse immunitaire. La seconde partie présente les caractéristiques des lymphocytes T 

Vγ9Vδ2 et leur place dans l’immunité anti-tumorale. La troisième partie décrit les 

caractéristiques de la petite Rho GTPase RhoB, ses fonctions biologiques et les méthodes 

d’étude de cette protéine. La suite du manuscrit comporte les résultats obtenus au cours de 

ma thèse doctorale, qui présentent le rôle de RhoB dans l’activation des LT Vγ9Vδ2, sous 

forme d’un article scientifique publié. Enfin, une partie discussion conclue le manuscrit afin de 

commenter les résultats obtenus lors de ces travaux.
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PARTIE I. Principaux effecteurs de l’immunité anti-tumorale 
et mécanismes de la réponse immunitaire 
 

 

Le système immunitaire comprend un ensemble de cellules et de tissus assurant 

l’immunité de l’organisme, afin de le protéger contre des agressions microbiennes ou 

tumorales. On oppose classiquement l’immunité innée et l’immunité adaptative, impliquant 

chacune des acteurs différents et présentant des caractéristiques propres (Tableau 1). A la 

frontière de ces deux volets, on retrouve les lymphocytes T (LT) non conventionnels, dont les 

lymphocytes T γδ, qui possèdent des caractéristiques communes à l’immunité innée et 

adaptative. 

Tableau 1 : Principales caractéristiques des réponses immunitaires innées et adaptatives. 

 

Le chapitre suivant présente succinctement les principaux effecteurs impliqués dans 

l’immunité anti-tumorale innée et adaptative, ainsi que les différentes étapes aboutissant à la 

réponse immunitaire. Les LT γδ, qui font l’objet de cette étude, seront plus longuement 

détaillés dans la partie II de l’introduction de ce manuscrit. 

 

I.I. Principaux effecteurs de l’immunité anti-tumorale innée 
 

L’immunité innée se caractérise par une mobilisation rapide de divers acteurs 

cellulaires et constitue une première ligne de défense pour le système immunitaire (Tableau 

1). Ses modes d’action sont invariables et non adaptables. Les cellules de l’immunité innée 

interviennent rapidement dans la réponse immunitaire et de façon non spécifique contre les 

cellules tumorales, reconnues comme anormales pour l’organisme, sans engendrer de 
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mémoire immunologique. Il existe trois principaux types de cellules immunitaires sentinelles 

de l’immunité innée : les macrophages résidents, les mastocytes et les cellules dendritiques 

(DC) immatures, qui sont toutes qualifiées de cellules présentatrices d’antigènes (CPA) grâce 

à leur capacité de présentation antigénique. D’autres cellules immunitaires impliquées dans 

l’immunité innée anti-tumorale sont dites circulantes : les Natural Killers (cellules NK), les 

monocytes, les neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles et les innate lymphoid cells. Dans 

ce manuscrit, nous décrirons uniquement un type de CPA : les DC et un type de cellules 

circulantes : les cellules NK qui participent à l’immunité innée. 

 

I.I.A. Les cellules dendritiques 
 

Les DC, découvertes par Paul Langerhans puis caractérisées par Steinman en 1973, 

sont des cellules rares présentant des dendrites. Comme les autres CPA, elles vont capturer, 

transporter, processer et présenter les antigènes aux cellules T (1). Il s’agit d’une population 

hétérogène ayant une origine myéloïde ou lymphoïde, dont le marqueur caractéristique est 

DC-SIGN. Elles sont présentes dans les tissus sous un état immature et dans les organes 

lymphoïdes secondaires sous un état mature. A l’état immature, les DC vont être de véritables 

sentinelles puisqu’elles vont en permanence échantillonner l’environnement antigénique des 

tissus périphériques (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Devenir des DC dans les nœuds lymphatiques drainant. (2) 
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Comme indiqué sur ce schéma, les DC vont diriger les différents types de réponses 

des lymphocytes T dans l’organisme. En effet, elles participent à la sélection négative dans le 

thymus, à la mise en place de la tolérance périphérique ou encore à l’initiation de la réponse 

effectrice et mémoire des lymphocytes T. Si l’antigène chargé par la DC est un antigène du 

soi, elle va migrer sous forme quiescente dans les organes lymphoïdes secondaires pour 

maintenir la tolérance périphérique. Les dommages tissulaires et l’inflammation provoqués par 

un cancer vont en revanche activer les DC et entrainer l’augmentation de leur migration dans 

le tissu lymphoïde, dans lequel ils signalent aux lymphocytes T la présence d’un antigène 

étranger amorçant une réponse immunitaire. En effet, les DC reconnaissent des signaux de 

danger appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) ou DAMPs (Danger-

Associated Molecular Patterns) exprimés par les pathogènes et les cellules cancéreuses via 

leurs récepteurs PRRs (Pattern-Recognition Receptors). Parmi les PRRs, les plus connus sont 

les TLRs (Toll-Like receptors) dont il existe différents sous-types (Figure 2). 

Figure 2 : Principales DC humaines reconnaissant différents TLRs. (3) 

 

Ce schéma représente les différents types de DC humaines, exprimant différents TLR 

à leur surface, leur permettant de détecter des motifs moléculaires de danger provenant par 

exemple d’agents pathogènes. Lorsque les PRRs sont activés sur les DC, ces dernières vont 

endocyter l’élément dangereux puis subir une phase de maturation entraînant des 

modifications phénotypiques, fonctionnelles et morphologiques. En effet, elles perdent 

l’expression des récepteurs d’endocytose et des récepteurs aux chimiokines périphériques : 

CCR1, CCR2 et CCR5. Parallèlement, elles acquièrent le récepteur d’adressage ganglionnaire 

CCR7, leur permettant de quitter la zone inflammatoire pour aller jusqu’aux ganglions via les 

vaisseaux lymphatiques. Dans les ganglions, les DC apprêtent et présentent les antigènes 

étrangers, tels que les antigènes tumoraux, aux lymphocytes T circulants à l’aide de molécules 

du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe I (pour les lymphocytes T CD8+) ou 

de classe II (pour les lymphocytes T CD4+). Elles augmentent également leur expression de 

molécules comme CD80/CD86 (ligands de la molécule co-activatrice CD28) ou CD40 
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(récepteur du CD40L), permettant de fournir les signaux de co-stimulation nécessaires à 

l’activation efficace des lymphocytes T. Ce mécanisme est résumé dans la Figure 3 ci-

dessous. 

Figure 3 : Principales caractéristiques du processing de l’élément dangereux par les DC. (4) 

 

De plus, elles sécrètent des cytokines comme l’interleukine-12 (IL-12), l’IL-4 ou 

l’interféron γ (IFN-γ) et des chimiokines en grande quantité qui vont aider à la polarisation et à 

l’activation des lymphocytes T naïfs et des cellules NK (5). 

 

I.I.B. Les cellules NK  

 

Les cellules NK font parties du groupe cellulaire hétérogène des innate lymphoid cells 

(ILC), qui dérivent de progéniteurs lymphoïdes communs dans la moelle osseuse. Il existe cinq 

groupes majeurs d’ILCs, définis suivant le type de cytokines produites et les facteurs de 

transcription requis pour leur développement : les cellules NK, les ILCs du groupe 1 à 3 (ILC1s, 

ILC2s et ILC3s) et les cellules lymphoïdes induites par les tissus (LTi). Les cellules NK et les 

ILC1s sécrètent l’IFN-γ et expriment T-bet, en plus d’EOMES pour les cellules NK uniquement. 

Les ILC2s expriment GATA3 et sécrètent l’IL-5, l’IL-9 et l’IL-13. Les ILC3s expriment RORγt et 

sécrètent l’IL-22 et/ou l’IL-17A (6). On peut considérer que les ILC1s, ILC2s et ILC3s sont les 

parallèles des sous-types de lymphocytes T Helper (TH1, TH2 et TH17) (voir partie I.II) et 

produisent des cytokines qui façonnent les réponses de l’immunité innée et adaptative. Les 

cellules NK, caractérisées par le phénotype CD3- CD56+, ont été découvertes dans les années 
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1970 et ont fait l’objet de nombreuses études démontrant leur effet cytotoxique sur les cellules 

tumorales. De plus, les cellules NK partagent de multiples caractéristiques communes aux 

lymphocytes T γδ, population cellulaire figurant au cœur de mes travaux de thèse. Ainsi, nous 

allons détailler ci-dessous les différents récepteurs de cellules NK, communs aux lymphocytes 

T γδ. 

 

I.I.B.1. Les récepteurs de cellules NK 

 

L’état d’activation des cellules NK est contrôlé par la combinaison de récepteurs 

exprimés à la surface des cellules NK présentés dans la Figure 4 ci-dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Les récepteurs exprimés par les cellules NK (Adapté de (7)). 

 

Comme indiqué sur cette figure, il existe quatre grandes familles de récepteurs : 

activateurs (en vert), inhibiteurs (en rouge), les récepteurs aux cytokines (en violet) et ceux 

dont l’activité peut être bivalente (activatrice ou inhibitrice, en jaune). Ces différents récepteurs 

vont permettre aux cellules NK d’exercer une activité anti-tumorale. 

 

Récepteurs NK bivalents (activateurs ou inhibiteurs) 

 

Parmi ce sous-type, les récepteurs les mieux caractérisés sont le NKG2 (présents chez 

l’homme et la souris) et les killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR, présents uniquement 

chez l’homme). Ils reconnaissent les molécules de CMH de classe I non classiques (famille 

NKG2) ou classiques (familles KIR).  
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Parmi les différentes formes de NKG2, nous pouvons en retenir deux : NKG2D, 

activateur et NKG2A, inhibiteur.  

 

NKG2D (ou CD314) est un récepteur activateur des cellules NK qui va reconnaitre des 

ligands permettant la survie, la prolifération, la cytotoxicité et la production de cytokines (8). 

Chez l’homme, huit ligands de NKG2D ont été identifié : MIC-A et MIC-B (Major 

histocompatibility complex class I chain-related protein A et B) et six protéines de liaisons UL16 

(9–11). Les stratégies thérapeutiques utilisant NKG2D sont efficaces dans les stades précoces 

de la croissance tumorale. Cependant, différents cancers vont développer des mécanismes 

échappant au contrôle de NKG2D via le relargage de ligands solubles (sNKG2D-L) à la surface 

de la tumeur, induisant l’internalisation de NKG2D et affectant les fonctions effectrices des 

cellules NK. En effet, un taux élevé de ligands solubles de NKG2D dans le sérum d’une souris 

atteinte d’un cancer est corrélé à une croissance plus importante de la masse tumorale (12). 

 

NKG2A est un récepteur inhibiteur fortement impliqué dans la réactivité des cellules 

NK avec les autres cellules immunitaires de l’environnement tumoral. Ce récepteur appartient 

à la famille des lectines C, comme CD94 et NKG2C. Ces protéines sont groupées sous forme 

d’hétérodimères formant des récepteurs activateurs (CD94/NKG2C) ou inhibiteurs 

(CD94/NKG2A) qui ont pour ligand la molécule de CMH I non classique HLA-E, pouvant être 

exprimée à la surface de diverses cellules infectées ou cancéreuses. NKGA2 participe au 

dialogue entre les cellules NK et les lymphocytes T infiltrant des tumeurs solides comme par 

exemple les cancers du sein (13). De plus, la fréquence des cellules NKG2Apos au sein de la 

masse tumorale est associée à la sécrétion d’IL-15 (14) et de TGF-β (15) dans les cancers. 

 

Les cellules NK expriment à leur surface des KIR qui vont réguler leur activation et 

ainsi la tolérance immunitaire. L’impact clinique des KIRs sur les réponses anti-tumorales 

médiées par les cellules NK a été initialement démontré chez des patients atteints de 

leucémies aigües myéloïdes (LAM) traités par transplantation de cellules souches 

hématopoïétiques (16). Il existe des anticorps monoclonaux dirigés contre les KIRs. Ces 

derniers ont démontré un effet dans les LAM et les myélomes multiples (MM) sans pour autant 

présenter d’effets indésirables auto-immuns ou de toxicités sévères (17,18). 

 

Récepteurs NK activateurs  

 

Parmi les récepteurs activateurs des cellules NK, nous pouvons citer NKp30, NKp46 

et DNAM-1 (CD226) qui sont particulièrement importants dans le dialogue de la cellule NK 

avec l’environnement. 
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Par exemple, NKp30 (ou CD337 ou NCR3) est une protéine transmembranaire de type 

I exprimée à la surface des cellules NK mais également des lymphocytes T γδ et des ILCs. 

NKp30 est impliqué dans la cytotoxicité des cellules NK sur différentes lignées tumorales ou 

infectées par un virus (19,20). Différents ligands de NKp30 ont été identifiés, dont B7-H6 qui fait 

l’objet d’un intérêt particulier, puisqu’il est sélectivement exprimé à la surface de certaines 

cellules cancéreuses et absent sur les cellules saines (21). En effet, la forme soluble de B7-H6 

est capable d’inhiber la liaison des anticorps anti-NKp30 au NKp30, limitant ainsi l’activation 

des cellules NK et leur cytotoxicité (22). De plus, NKp46 est impliqué dans la reconnaissance 

et la mort de différentes tumeurs et cellules infectées par les cellules NK (23). De plus, il participe 

au cross-talk entre les cellules NK et d’autres effecteurs de l’immunité innée, comme les 

neutrophiles et les éosinophiles (24,25). 

 

DNAM-1 (ou CD226) est une glycoprotéine de surface liant CD112 (connue sous le 

nom de Nectin-2) et CD115 (connue sous le nom de Necl5). DNAM-1 est une molécule 

d’adhésion impliquée dans les mécanismes de cytotoxicité des cellules NK et des lymphocytes 

T (26,27). Ainsi, cette molécule a émergée comme un pivot régulant les fonctions anti-tumorales 

des cellules NK, grâce à une action conjointe de CD226 avec TIGIT et CD96 (28). Néanmoins, 

tel que pour NKG2D, les cellules tumorales développent des mécanismes de résistance à 

DNAM-1. 

 

De plus, les cellules NK expriment le CD16, leur permettant de réaliser de l’ADCC 

(Antibody-Dependant Cell-Mediated Cytotoxicity), phénomène qui sera détaillé dans la partie 

II.II.B. de l’introduction. 

 

Récepteurs NK inhibiteurs  

 

Parmi les récepteurs inhibiteurs des cellules NK, nous pouvons citer le CD161, KLRG1 

et les récepteurs « immune checkpoints » comme Programmed cell Death 1 (PD-1) ou encore 

Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4 (CTLA-4). 

 

Le récepteur PD-1 est exprimé à la surface des cellules T mais également des cellules 

NK et son engagement avec ses ligands respectifs PDL-1 et PDL-2 va induire une forte 

inhibition des fonctions anti-tumorales de la cellule, permettant aux cellules tumorales 

d’échapper à l’immunosurveillance médiée par les cellules T (29). Il a été récemment montré 

que PD-1 est présent à la surface des cellules NK du sang périphérique chez des patients 

HCMV+ (30). In vitro, les cellules NK PD-1+ de ces patients étaient associées à une forte baisse 

de l’activité anti-tumorale contre les cellules tumorales PD-1+ (en matière de cytotoxicité, de 
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prolifération et de production cytokinique). Ce phénomène était en partie réversible suite à 

l’utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant cet axe PD-1/PDL-1 afin de bloquer cette 

interaction. 

 

Récepteurs NK de cytokines 

 

Les cellules NK expriment à leur surface des récepteurs de cytokines qui sont 

importantes pour leur fonction, comme par exemple le récepteur à l’IL-12 ou à l’IL-15. En effet, 

les CPA activées sécrètent de l’IL-12, qui va notamment stimuler la croissance et l’activation 

des cellules NK, leur permettant d’exercer leur action cytotoxique sur les cellules tumorales 

(31). De plus, l’IL-15 est importante dans la survie, la prolifération et le maintien des capacités 

cytotoxiques des cellules NK (32). 

 

A côté de l’expression de ces récepteurs décrits ci-dessus, les cellules NK peuvent 

également produire un champ de cytokines et chemokines pouvant réguler les réponses 

immunitaires. Par exemple, les NK relargent le CC-chemokine ligand 5 (CCL5), le XC-

chemokine ligand 1 (XCL1) et XCL2 ; ce qui va entraîner le recrutement des DC dans les 

tumeurs solides qui sera corrélé à une augmentation de la survie globale des patients (33). 

 

Ainsi, grâce à l’expression de ces récepteurs, les cellules NK vont jouer un rôle 

essentiel dans la conduction de l’immunité innée anti-tumorale. 

 

I.I.B.2. Les fonctions cytolytiques et anti-tumorales des cellules NK 
 

Contrairement aux autres cellules immunitaires qui vont acquérir progressivement leur 

activité cytolytique, les cellules NK et les lymphocytes T γδ présentent l’intérêt majeur d’être 

déjà « prêtes à tuer ». Les cellules NK matures peuvent être définies comme des lymphocytes 

très granuleux. Ces granules contiennent à la fois des perforines (protéines perturbant 

l’intégrité membranaire) et des granzymes (famille d’enzymes protéolytiques), responsables 

de la cytotoxicité des cellules NK (34). Lorsque les cellules NK interagissent avec leurs cellules 

cibles, une synapse immunologique va se former, permettant l’exocytose de ces granules pour 

conduire à la lyse spécifique de la cellule cible (35). De plus, les cellules NK sont capables de 

tuer les cellules tumorales en utilisant des molécules de la famille des tumor necrosis factor 

(TNF). Les cellules NK expriment à la fois du TNF soluble et membranaire, et l’activation des 

cellules NK va induire l’expression de ligands de mort, comme le ligand FAS (FASLG ou 

TNFSF6) et le TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) à la surface des cellules NK (36). 

Après liaison de ces ligands, les récepteurs de mort exprimés à la surface des cellules cibles 
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(comme par exemple FAS) peuvent activer la cascade enzymatique des caspases permettant 

leur apoptose (37). Ainsi, les cellules NK présentent des fonctions cytolytiques leur permettant 

d’exercer une fonction anti-tumorale directe. 

 

De plus, les cellules NK peuvent exercer des fonctions anti-tumorales indirectes car 

elles régulent les cellules T via la modulation des cellules présentatrices d’antigènes décrites 

dans la partie précédente de ce chapitre (partie I.I.A.). Par exemple, un cross talk entre les 

cellules NK et les DC peut mener à l’engagement de la protéine natural killer cell p30 (NKp30 

ou NCR3), permettant la production d’IFN-γ par les cellules NK entraînant l’activation des DC. 

De plus, la manipulation des cellules NK dans les cancers permet d’initier des réponses 

immunitaires protectrices et durables à différents niveaux, impliquant plusieurs types 

cellulaires comme par exemple les lymphocytes T. Par exemple, il a été montré que le blocage 

du checkpoint receptor T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains (TIGIT) prévient 

l’exhaustion des cellules NK et permet l’obtention d’une réponse immunitaire T spécifique de 

la tumeur dépendante des cellules NK (38). 

 

L’implication des cellules NK dans l’immunité anti-tumorale a été démontrée dans des 

modèles de cancers solides mais aussi hématologiques. En effet, différentes études réalisées 

sur un grand nombre de patients ont montrées la valeur pronostique d’une cytotoxicité 

périphérique médiée par les cellules NK chez des patients atteints de cancers solides (39). 

Cependant, la cytotoxicité médiée par les cellules NK n’est pas toujours corrélée à une forte 

expression de récepteurs activateurs sur ces cellules. En effet, une équipe a montré que les 

cellules NK infiltrées dans les tumeurs de patients atteints de cancers du poumon non à petites 

cellules (NSCLC) exprimant différents marqueurs d’activation (NKp44, CD69 ou encore HLA-

DR) présentaient un potentiel cytotoxique altéré (40). Cette faible cytotoxicité peut en partie 

s’expliquer par la présence des cellules NK dans le stroma et non en contact direct avec les 

cellules tumorales observée dans des biopsies des patients atteints de NSCLC de cette étude.  

 

La réponse immunitaire innée permet une détection rapide des cellules anormales afin 

de les éliminer avant qu’elles ne provoquent des dégâts importants. Cependant les cellules 

tumorales développent des mécanismes spécialisés pour échapper à la détection par 

l’immunité innée ou bloquer son arsenal de mécanismes destructeurs. 

 

I.II. Principaux effecteurs de l’immunité anti-tumorale adaptative 

 

Lorsque les mécanismes délétères ne sont pas bloqués par les cellules de l’immunité 

innée, les cellules de l’immunité adaptative (ou acquise) rentrent en jeu afin de court-circuiter 
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ces mécanismes d’évasion grâce à un système de reconnaissance très adaptable. Ainsi, la 

protection fournie par le système immunitaire adaptatif est essentielle à la survie puisque des 

enfants nés présentant des déficits immunitaires adaptatifs doivent recevoir des greffes de 

moelle osseuse afin d’assurer leur survie. L’immunité adaptative dépend des propriétés très 

spécialisées des lymphocytes et de leurs produits, et se distingue de l’immunité innée par trois 

aspects (voir Tableau 1). Premièrement, plutôt que d’avoir un répertoire définit de récepteurs 

reconnaissant des molécules conservées chez les micro-organismes, les lymphocytes ont un 

seul type de récepteur mais avec un répertoire quasi-illimité de variants qui peuvent 

reconnaitre virtuellement n’importe quelle molécule, appelée « antigène ». La seconde 

caractéristique qui différencie l’immunité acquise de l’immunité innée est le délai d’apparition 

de la réponse immunitaire. En effet, les réponses immunitaires adaptatives ne s’amorçent que 

quelques jours après une infection à cause de la nécessaire expansion clonale des rares 

cellules qui reconnaissent initialement les antigènes qui les stimulent. La troisième spécificité 

de l’immunité acquise est la mémoire immunitaire, grâce à laquelle la réponse adaptative qui 

met des jours à se développer lors d’une première rencontre avec un pathogène, sera presque 

immédiatement effective en cas d’infection ultérieure par le même micro-organisme. Cette 

propriété est la base persistante de l’immunité et de l’efficacité de la vaccination. 

 

Les molécules du CMH qui présentent les antigènes peuvent être de deux classes : 

CMH I ou CMH II. Les peptides qui se lient aux molécules CMH des deux classes sont générés 

par des systèmes enzymatiques distincts et opérants dans des compartiments cellulaires 

différents. Les cavités de liaison des peptides des deux classes de molécules ont des 

propriétés distinctes, spécifiquement adaptées à la capture de peptides d’origines variées et 

dans des environnements très différents. En effet, les peptides qui se lient aux molécules CMH 

de classe I sont produits par des protéases du cytosol et du réticulum endoplasmique (RE) qui 

génèrent des produits de dégradation de taille uniforme. En revanche, les peptides qui lient 

les molécules CMH de classe II sont les produits d’une série de protéases du compartiment 

endo-lysosomal, dans lequel les produits ultimes de la dégradation des protéines sont les 

acides aminés qui les constituent, et la cavité ouverte des molécules CMH de classe II est 

adaptée à la capture de produits intermédiaires de cette dégradation. De plus, ces différences 

se reflètent sur la façon dont les peptides sont attachés dans les cavités. 

 

Les cellules de l’immunité adaptative regroupent les lymphocytes T αβ (LT CD4 et 

CD8) et les lymphocytes B. Elles répondent plus spécifiquement à un antigène donné par 

rapport aux cellules de l’immunité innée car elles sont entièrement dirigées contre une cible 

particulière. Dans ce chapitre, nous ne détaillerons que les lymphocytes T αβ. 
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La reconnaissance antigénique constitue le premier signal nécessaire mais insuffisant 

à l’activation des lymphocytes T αβ. Le second signal indispensable à cette activation est 

l’expression de molécules de co-stimulation à la surface du lymphocyte T αβ, dont l’absence 

entraînera son entrée en phase d’anergie. Les lymphocytes T αβ sont activés suite à la 

reconnaissance par leur T-Cell Receptor (TCR) d’un antigène spécifique présenté par une 

CPA via les molécules de CMH dont la classe diffère suivant s’il s’agit d’un LT CD4 ou LT CD8. 

Les lymphocytes T CD4 et CD8 naïfs circulent dans le sang et la lymphe jusqu’à ce qu’ils 

rencontrent un antigène, accompagné de molécules co-stimulatrices B7, qu’ils reconnaissent 

à la surface d’une DC dans un tissu lymphoïde secondaire. Cela stimule la prolifération et 

l’acquisition de fonctions effectrices par les cellules naïves. Les cellules T CD8 migrent dans 

les tissus pour y exercer leur action cytotoxique ; les cellules T CD4 peuvent migrer dans les 

follicules lymphatiques pour activer les cellules B ou se disperser dans les tissus périphériques 

pour coordonner ensuite l’action d’autres cellules. 

 

I.II.A. Les lymphocytes T CD4 
 

Les lymphocytes T CD4, aussi appelés lymphocytes T Helper, reconnaissent des 

antigènes présentés par les molécules de CMH de classe II. Le LT CD4 va également interagir 

avec la molécule de CMH de classe II afin de stabiliser la synapse immunologique permettant 

d’augmenter le temps de l’interaction entre le LT CD4 et la CPA, ce qui va ainsi potentialiser 

son activation. De plus, le LT CD4 activé va upréguler l’expression du CD40L à sa surface, qui 

va interagir avec le CD40 présent à la surface des CPA, ce qui provoque une augmentation 

de l’expression de CD80/CD86 sur ces dernières (41) (voir partie I.I. de l’introduction). A la suite 

de cette activation, les LT CD4 vont subir une phase d’expansion clonale et de maturation au 

cours de laquelle ils acquièrent leurs fonctions effectrices.  

 

Les molécules de CMH de classe II vont présenter l’antigène aux LT CD4+ suivant le 

schéma présenté dans la Figure 5 ci-contre.  
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Figure 5 : Présentation antigénique par les molécules de CMH de classe II. (42) 

 

Dès qu’elles sont synthétisées dans le RE, les chaînes α et β d’une molécule CMH de 

classe II se dimérise et s’associent avec la chaperonne calnexine. La calnexine est rapidement 

déplacée par la chaîne invariante (chaîne I ou Ii) qui stabilise le dimère et bloque la cavité de 

liaison des peptides, l’empêchant de lier des protéines non repliées dans le RE. En fait, la 

chaine I et le dimère αβ forment des complexes nonamériques contenant trois trimères de 

dimère CMH et de chaîne I, mais pour simplifier, un seul trimère est montré sur ce schéma. 

Une fois qu’elle a traversé l’appareil de Golgi, la molécule de classe II est dirigée vers le 

système endo-lysosomique par la chaîne invariante ; la chaîne I est alors dégradée, ne laissant 

qu’un fragment CLIP lié à la cavité de liaison des peptides. Ce fragment CLIP est expulsé 

quand la molécule CMH de classe II est prise en charge par une autre chaperonne, appelée 

DM et apparentée à la classe II, qui la stabilise jusqu’à ce que la cavité soit occupée par un 

peptide qui se lie avec une affinité suffisante pour permettre à la molécule CMH de classe II 

de se séparer de DM et de poursuivre sa route vers la surface cellulaire. 

 

Les DC vont participer à la régulation de la présentation antigénique par les molécules 

de CMH de classe II. Dans les DC immatures, l’antigène est internalisé et pénètre dans le 

système endo-lysosomique où il est retenu sous une forme relativement intacte. Les molécules 

CMH de classe II qui entrent dans les endosomes tardifs y sont aussi retenues, avec une 

chaîne invariante qui protège encore leur cavité de liaison des peptides. L’expression en 

surface des molécules CMH de classe II des cellules dendritiques immatures est également 
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régulée par une rapide internalisation suivie d’une dégradation. Quand les DC sont activées 

par une infection, le pH de l’endosome diminue, les enzymes lysosomiques sont activées et 

dégradent l’antigène internalisé et la chaîne invariante. Puis, CLIP va être relargué, un peptide 

sera ensuite chargé sur la molécule CMH de classe II, correspondant à un processus 

chaperonné par DM, et le complexe peptide-CMH migrera jusqu’à la surface cellulaire. 

L’expression des molécules CMH et de certaines protéases endosomiques sera aussi 

augmentée.  

 

Suivant leurs fonctions effectrices spécifiques, les LT CD4 peuvent se diviser en 

plusieurs sous-populations. En effet, le LT CD4 naïf va se « polariser » sous contrôle strict 

d’un facteur de transcription caractéristique d’une sous population donnée. L’expression de ce 

facteur de transcription est elle-même régulée en fonction de différents facteurs, parmi 

lesquels l’environnement cytokinique au moment de l’activation du lymphocyte T CD4, qui joue 

un rôle prépondérant. Ainsi, les lymphocytes T CD4 naïfs peuvent se différencier en différents 

sous-types présentés dans la Figure 6 ci-dessous. 

 

Figure 6 : Présentation des différents sous-types de LT CD4+. (43) 

 

Parmi ces sous-populations, les lymphocytes T CD4 Th1 et Treg sont très impliqués 

dans les réponses anti-tumorales. Par exemple, les lymphocytes T CD4 naïfs se polarisent en 

Th1 sous l’influence de l’IL-12 et de l’IFN-γ et expriment le facteur de transcription Tbet. Ces 

LT sécrètent principalement de l’IFN-γ et du TNF-α et participent à l’activation des lymphocytes 
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T CD8 et des macrophages, pour exercer une réponse anti-tumorale dite de type Th1. Par 

ailleurs, les lymphocytes T CD4 T régulateurs (Treg) expriment le facteur de transcription 

Foxp3. Ces LT auront une action pro-tumorale via la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires 

telles que l’IL-10 et le TGF-β, et l’expression de récepteurs inhibiteurs à leur surface. 

 

I.II.B. Les lymphocytes T CD8 
 

Dans l’immunité anti-tumorale, les lymphocytes T CD8 sont essentiels dans la 

reconnaissance et la destruction des cellules cancéreuses. Pour cela, les lymphocytes T CD8 

naïfs doivent rencontrer leur antigène spécifique présenté par les molécules du CMH de classe 

I, soit par les cellules cancéreuses, soit par les CPA du système immunitaire. Cette activation 

leur permet d’acquérir leurs fonctions de lymphocytes T cytotoxiques (CTLs). Cette dernière 

n’est pas absolument nécessaire à leur activation, mais elle renforce grandement leurs 

fonctionnalités (43). De plus, cette interaction avec les lymphocytes T CD4 est nécessaire à 

l’établissement de la mémoire des CTLs (44,45). Les molécules de CMH de classe I vont 

présenter l’antigène aux LT CD8+ suivant le schéma présenté dans la Figure 7 ci-dessous. 

 

Figure 7 : Présentation antigénique par les molécules de CMH de classe I. (42) 

 

La chaîne α de la molécule de CMH de classe I est synthétisée sur le RE puis insérée 

dans sa membrane, avec les domaines α1, α2 et α3 positionnés dans la lumière. Avant de 

former un complexe stable avec la β2-microglobuline et le peptide, la chaîne α s’associe 

d’abord avec la protéine chaperonne Bip puis avec la protéine chaperonne membranaire 

calnexine. Les protéines cytosoliques sont dégradées en peptides dans le protéasome et 
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parfois aussi par des aminopeptidases cytosoliques. Les peptides transportés dans la lumière 

du RE par le transporter associated with antigen processing (TAP) peuvent y subir une 

protéolyse supplémentaire par ERAP1. Le complexe initial de la chaîne α du CMH de classe I 

avec la calnexine est remplacé par un complexe plus grand contenant les chaperonnes 

calréticuline et ERp57 et une chaperonne spécialisée, la tapasine, qui associe la molécule 

CMH de classe I au transporteur TAP. Ce deuxième complexe se dissocie quand un complexe 

stable, formé par la chaîne α du CMH de classe I, la β2-microglobuline et le peptide, est 

relargué pour migrer à travers l’appareil de Golgi vers la surface cellulaire. La séquence 

d’évènements montrés sur ce schéma correspond à la voie d’apprêtement humaine. 

 

Les molécules de classe I peuvent également réaliser une présentation croisée de 

peptides dérivés de protéines internalisées. Les peptides dérivés d’antigènes exogènes 

internalisés par les DC immatures sont transportés à la surface des cellules matures sur des 

molécules CMH de classe II et de classe I. Ils arrivent aux molécules CMH de classe I par des 

mécanismes qui ne sont encore que partiellement compris mais qui font intervenir la 

dégradation par le protéasome suivie du transport par TAP dans le RE, ou, dans certains cas 

peut-être, le recyclage des molécules CMH de classe I depuis la surface cellulaire par voie 

endocytaire. Les DC peuvent donc présenter l’antigène provenant de la même origine à la fois 

aux cellules T CD4 et CD8 ; on parlera alors de sensibilisation croisée. 

 

Comme les cellules NK vues dans la partie I.I.B. de cette introduction, les lymphocytes 

T CD8+ sont des cellules cytotoxiques grâce à deux principaux mécanismes d’induction de 

mort : l’exocytose de granules lytiques contenant de la perforine et des granzymes et 

l’activation des voies des réceptrices de mort via FasL et TRAIL, leur conférant une action 

cytolytique anti-tumorale (41). Ces propriétés sont également partagées par une autre classe 

de lymphocytes, les lymphocytes T γδ, qui ont fait l’objet de cette étude et qui vont être détaillés 

dans le chapitre suivant. 
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PARTIE II. Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 
 

 

Les lymphocytes T γδ sont des lymphocytes T dits non conventionnels, par opposition 

à leurs homologues conventionnels appelés lymphocytes T αβ (voir partie I.II. de 

l’introduction). Les lymphocytes T γδ présentent un TCR particulier composé d’une chaine γ 

et d’une chaine δ (46,47). Ces derniers forment un pont entre l’immunité innée et adaptative 

puisqu’ils partagent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles communes aux 

cellules NK et aux lymphocytes T αβ (voir partie I de l’introduction du manuscrit et Tableau 1). 

En effet, les lymphocytes T γδ présentent à leur surface de nombreux récepteurs communs 

avec les cellules NK leur conférant une activité cytotoxique comparable à celle que possèdent 

ces cellules de l’immunité innée. De plus, comme les lymphocytes T αβ, les lymphocytes T γδ 

expriment un TCR leur permettant la reconnaissance d’un antigène grâce à un mécanisme de 

signalisation. Les lymphocytes T γδ sont moins abondants que les lymphocytes T αβ dans le 

sang périphérique, mais ils sont prédominants dans les tissus comme la peau, l’intestin et 

l’appareil reproducteur. De plus, ils ont montré un rôle critique, notamment dans l’induction de 

réponses immunitaires lors d’infection, de dommages tissulaires et de cancers, indiquant leur 

potentiel dans de diverses applications (48). Leur vaste capacité de reconnaissance antigénique 

et leur très grande diversité fonctionnelle en font des acteurs essentiels dans les réponses 

immunitaires anti-infectieuses et anti-tumorales. Dans cette seconde partie de l’introduction de 

ce manuscrit, nous allons tout d’abord détailler le développement, le répertoire, les 

fonctionnalités et les propriétés anti-tumorales des LT γδ. Nous verrons par la suite les 

différents sous-types de LT Vγ9Vδ2, leur réactivité ainsi que les applications cliniques des LT 

Vγ9Vδ2. 

 

II.I. Développement et répertoire des LT Vγ9Vδ2 

 

II.I.A. Développement  

 

Le développement des cellules T γδ débute par vagues programmées successives de 

cellules exprimant des segments géniques V spécifiques (49,50). Les premiers stades de 

développement des lymphocytes T γδ sont communs avec les lymphocytes T αβ. En effet, ces 

deux types cellulaires ont un précurseur bipotent dans la moelle osseuse qui n’exprime ni TCR, 

ni CD4, ni CD8 ; on parle de stade double négatif (DN) immature. Le précurseur DN2 va 

ensuite évoluer et passer par différents stades intermédiaires suivant les modifications 

d’expression de ses molécules de surface telles que le CD117, CD44, CD25 et le CD24. Des 

expériences menées chez la souris ont permis de déterminer que la divergence des lignages 
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entre les LT αβ et les LT γδ se produit au stade DN3a (double négatif 3a) (Figure 8).  

 

Figure 8 : Stades de développement des LT γδ et LT αβ. (51) 

 

Au cours de la vie fœtale, les lymphocytes T γδ sont les premiers lymphocytes à se 

développer. On les détecte tout d’abord dans le foie et l’intestin entre les 7ème et 11ème 

semaines, puis dans le thymus par des vagues successives à partir de la 10ème semaine 

(Figure 9). 

Figure 9 : Vagues de développement des LT γδ chez l’homme (adapté de (50)). 
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Les LT γδ colonisent ensuite un organe particulier où ils restent tout au long de la vie 

(52). Cette sous population de lymphocytes T représente entre 0,5 et 20% des cellules CD3+ 

humains du sang périphérique et des tissus lymphoïdes (53–55). Cependant, la génération des 

lymphocytes T Vδ1+ augmente tardivement pendant la gestation, et ces derniers représentent 

la majorité du répertoire γδ dans le sang de cordon et dans le thymus pédiatrique. Après la 

naissance, l’expansion du nombre de LT Vγ9Vδ2 se poursuit au cours de l’exposition de 

l’individu aux micro-organismes pour devenir majoritaire au sein du répertoire γδ du sang 

périphérique (56). En effet, l’expansion numérique des LT Vγ9Vδ2 est concomitante avec leur 

phénotype mature. De plus, différentes infections vont stimuler leur expansion et des jumeaux 

auront différents profils de LT Vγ9Vδ2. 

 

II.I.B Répertoire  

 

Tout comme pour le TCR αβ, les gènes codant pour les chaînes γ et δ vont subir des 

mécanismes de recombinaisons somatiques aléatoires de différents segments aboutissant à 

la diversité du TCR γδ via la production de milliards de récepteurs spécifiques d’antigènes. 

Cette recombinaison est réalisée par des enzymes appelées recombinases VDJ codées par 

les gènes RAG (recombination activating gene) 1 et RAG2. Ces enzymes s’associent entre 

elles pour reconnaitre les séquences RSS (recombination signal sequences) et induire le 

clivage de l’ADN aux sites RSS. Cette coupure ne concerne qu’un seul brin d’ADN et permet 

la génération de gènes fonctionnels à partir de segments V (Variable), D (Diversité), J 

(Jonctionnel) et C (Constant). Le gène codant pour la chaine γ est constitué d’un segment V 

et d’un segment J tandis que celui codant pour la chaine δ se compose des segments V, D et 

J (Figure 10). Le segment C sera ensuite ajouté à ces deux gènes au moment de l’épissage 

post-transcriptionnel (52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Organisation des loci des gènes du TCR αβ et γδ humain. (57) 
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Dans les cellules T αβ, les chaînes TCR β s’associent tout d’abord à la chaîne pré-

TCR α pour former un récepteur qui sert à sélectionner les cellules pour la maturation. En 

revanche, dans les cellules T γδ, la détermination et la différenciation sont dirigées par 

l’expression d’un hétérodimère γδ définitif, sans étape intermédiaire. Chez la souris et chez 

l’homme, les gènes TCR δ se situent entre les gènes Vα et Jα dans le locus TCRα. Bien que 

les réarrangements Vα productifs impliquent généralement la délétion des gènes TCR δ, cela 

n’a pas d’effet sur la différenciation des cellules T γδ parce que les réarrangements Vα se 

produisent tard dans la différenciation thymique des cellules T, tandis que les réarrangements 

géniques Vβ, Vγ et Vδ ont lieu plus tôt, avant que ces délétions ne soient produites.  

 

Les LT γδ possèdent moins de gènes V que les LT αβ et les possibilités de 

combinaisons des gènes V sont encore réduites du fait des conditions d’appariement entre les 

chaines γ et δ (58). Ainsi la diversité du répertoire γδ serait donc en théorie plus faible, mais elle 

est en partie compensée par une diversité fonctionnelle élevée liée à une grande variabilité de 

la boucle CD3R (complementarity dertermining region 3) de la chaine δ conduisant à un 

nombre théorique de TCR 100 fois plus élevé que pour les LT αβ (59–61). Il y a une corrélation 

entre le potentiel de formation de cellules T αβ et T γδ et le nombre de segments géniques 

disponibles. La souris et l’homme ont relativement peu de segments Vγ et Vδ (7 Vγ 

couramment exprimés chez la souris, dont 4 forment une famille ; 6 Vγ chez l’homme, dont 5 

forment une famille ; 16 Vδ environ chez la souris, 8 à 10 chez l’homme), tandis que le mouton, 

la vache et le poulet ont beaucoup plus de gènes TCRγδ que les gènes αβ et ont un plus grand 

nombre de cellules T γδ. Le développement des cellules T γδ dépend de signaux de l’IL-7 et 

de la chaîne IL-7Rα. 

 

Ainsi, chaque réarrangement préférentiel au niveau des gènes codant les chaines du 

TCR constitue une sous-population aux caractéristiques fonctionnelles particulières, puisque 

chacune va peupler spécifiquement un ou des organes, et vont servir de base à la classification 

des différentes sous-populations des LT γδ. Chez l’homme, on peut distinguer 4 sous-

populations principales déterminées suivant l’expression de leur chaine δ : les Vδ1, Vδ2, Vδ3 

et Vδ5 (62). En fonction de la chaine γ associée, les LT γδ n’auront pas la même localisation : 

par exemple au sein du groupe des LT Vδ1, les LT Vδ1Vγ5 seront majoritairement retrouvés 

dans la peau alors que les LT Vδ1Vγ6 non. 
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II.II. Fonctionnalités des LT Vγ9Vδ2 

 

II.II.A. Pléiotropie fonctionnelle et plasticité cellulaire 

 

Les différents réarrangements préférentiels au niveau des gènes codants pour les 

chaînes du TCR vont catégoriser les lymphocytes en différentes sous-populations présentant 

des caractéristiques fonctionnelles propres, notamment en fonction de leur localisation (52). Au-

delà de la composante géographique, la fonctionnalité des LT γδ est également déterminée 

par la réactivité antigénique et l’environnement. Les lymphocytes, et donc les LT γδ, sont des 

cellules dites « plastiques » c’est-à-dire adaptables en fonction d’un contexte donné, par 

exemple un signal de danger, afin de produire une réponse immunitaire adéquate. Il a été 

rapporté que les LT Vγ9Vδ2 peuvent être polarisés en cellules γδ T17 (produisant uniquement 

de l’IL-17), en cellules γδ T1/T17 (produisant à la fois de l’IL-17 et de l’IFN-γ), en cellules γδ 

T1 (produisant à la fois de l’IFN-γ et du Tumor Necrosis Factor TNF-α) et en cellules γδ T2 

(produisant de l’IL-4) via différentes cytokines requises pour l’initiation et la maintenance de la 

polarisation (63). Ainsi, les LT γδ vont pouvoir exercer leurs fonctionnalités dans deux cas de 

figure, infectieux ou tumoral, suivant l’environnement. Puisque notre équipe est spécialisée 

dans le domaine de l’immuno-oncologie, nous nous intéresserons particulièrement aux 

fonctionnalités des LT γδ appliquées aux tumeurs.  

 

II.II.B. Implication des LT γδ dans l’immunité tumorale 

 

Il est possible de classer les différentes sous-populations de LT γδ en fonction de leur 

activité pro- ou anti-tumorale (Figure 11).  

 

Figure 11 : Classification des LT γδ suivant leurs fonctions tumorales (adapté de (62)). 
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D’après cette figure, les LT γδ resting vont pouvoir être activés en un sous-type de LT 

γδ anti-tumoral (c’est le cas des LT Vγ9Vδ2 et LT γδ Vδ1), qui peut être également pro-tumoral 

dans certains cas (LT γδ Vδ1). De plus, les LT γδ resting vont pouvoir se polariser en deux 

sous-types de LT γδ anti-tumoraux (LT γδ fh et LT γδ T1) ou pro-tumoraux (LT γδ régulateurs 

ou LT γδ T17) en fonction de l’environnement cytokinique. Ainsi, les différents sous-types de 

LT γδ auront des fonctions variées au sein de la tumeur et un même sous-type pourra avoir 

des fonctions différentes suite au phénomène de polarisation. Afin d’illustrer la plasticité des 

LT γδ et leurs fonctions dans l’immunité tumorale, nous présenterons d’abord les effets pro-

tumoraux des LT γδ Vδ1, des LT γδ régulateurs et des LT γδ T17 dans les tumeurs. Le rôle 

majeur des LT γδ dans l’élimination des tumeurs, et notamment des LT Vδ1 et des LT Vγ9Vδ2, 

sera ensuite présenté. 

 

Effets pro-tumoraux des lymphocytes T γδ Vδ1 

 

Les LT γδ Vδ1 correspondent à un sous-groupe de LT γδ exerçant une activité 

tumorale bivalente, à la fois pro- et anti-tumorale. Ainsi, ils ont été récemment identifiés comme 

ayant une activité pro-tumorale puisqu’ils vont moduler le système immunitaire et le micro-

environnement tumoral (MET), mais aussi promouvoir l’invasion tumorale et l’apparition de 

métastases. En effet, les LT γδ Vδ1 sont impliqués dans l’inflammation induite par la 

progression tumorale, qui dépend de la production de l’IL-17A (64). Une autre étude a montré 

que les LT γδ Vδ1 pouvaient sécréter de façon importante le TGF-β, induisant une transition 

épithélio-mésenchymateuse (TEM) permettant au cancer d’échapper à l’immuno-détection 

favorisant l’installation de métastases et l’invasion tumorale (65). Un déséquilibre entre les 

proportions de LT γδ Vδ1 et Vδ2 (avec une augmentation du ratio Vδ1/Vδ2) va contribuer au 

développement tumoral (66–68) et est médié par l’IL-4. En effet, cette cytokine va inhiber 

l’activation des LT γδ Vδ1 naïfs de façon TCR-STAT6 dépendante, ce qui va promouvoir la 

croissance des LT γδ Vδ1 activés et donc upréguler le nombre des LT γδ Vδ1. Ces LT γδ Vδ1 

vont sécréter de l’IL-10 entrainant une inhibition des LT γδ Vδ2 (69). En présence d’IL-4, les LT 

γδ Vδ1 sécrètent significativement moins d’IFN-γ, plus d’IL-10 et expriment moins de NKG2D 

en comparaison avec les LT γδ Vδ2. Chez l’homme, il a été également montré que les LT γδ 

Vδ1 infiltrant des tumeurs du sein peuvent inhiber la maturation des DC et leur fonctions 

présentatrices d’antigènes ainsi que freiner l’activation des LT αβ naïfs et leur différentiation 

en cellules T effectrices (CD4+ et CD8+) via la voie de signalisation du TLR 8 (70). 
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Effets pro-tumoraux des lymphocytes T γδ régulateurs 

 

Comme pour les LT αβ conventionnels, il existe des LT γδ dits régulateurs qui 

possèdent une fonction immunosuppressive, et sont caractérisés par l’expression des 

marqueurs CD25+ et FOXP3+ (Forkhead box P3), suite à la stimulation in vitro par l’IL-15 et le 

TGF-β (Tumor Growth Factor) (71). Ces LT γδ régulateurs ont une fonction similaire aux LT αβ 

régulateurs, en supprimant la prolifération des PBMCs stimulés par des billes anti-CD3/CD28. 

De plus, les LT γδ régulateurs sont également impliqués dans l’action immunosuppressive du 

MET. En effet, dans les cancers du sein, les LT γδ régulateurs (exprimant la chaîne Vδ1) sont 

attirés par les cellules tumorales et vont sécréter la chémokine IP-10 (72). Dans un modèle 

d’adénocarcinome pancréatique ductal, il a été montré que les LT γδ expriment fortement le 

PDL-1 et favorisent l’angiogenèse pancréatique en restreignant l’activation des LT αβ (73). De 

plus, les LT γδ régulateurs peuvent engendrer l’arrêt du cycle cellulaire des cellules T 

effectrices en induisant la senescence des cellules T. Enfin, les LT γδ régulateurs vont aussi 

induire la senescence des DC, entrainent une modification de leurs caractéristiques 

phénotypiques et fonctionnelles (74). 

 

Effets pro-tumoraux des lymphocytes T γδ 17 

 

Il existe des cytokines pro-inflammatoires appartenant à la famille de l’IL-17 (IL-17A à 

IL-17F), retrouvées dans l’organisme au cours de différents contextes. Parmi ces cytokines, 

l’IL-17A est la plus étudiée et peut être produite par une classe de LT CD4+ dits LT Th17 IL-

17+ (75). D’autres cellules immunitaires, dont les LT γδ, peuvent produire de l’IL-17A, on parle 

alors de LT γδ 17 (ou T17). Les LT γδ 17 jouent un rôle dans la progression tumorale en 

favorisant l’angiogenèse dans les cancers de la vésicule biliaire et ovarien par exemple (76,77). 

Les LT γδ 17 représentent la source principale d’IL-17, cytokine jouant un rôle délétère dans 

les cancers. Dans les cancers de la vésicule biliaire, les LT γδ 17 migrent au niveau du site 

tumoral en utilisant l’axe CXCL9-CXCR3. L’Il-17, sécrétée par les LT γδ 17, induit la production 

de différents facteurs favorisant l’angiogenèse, dont le vascular endothelial growth factor 

(VEGF). La présence des LT γδ 17 a été associée à une faible survie des patients atteints de 

ces cancers (76). Après exposition à l’IL-6 et le TGF-β, les LT γδ CCR6neg infiltrant la tumeur 

vont se polariser en LT γδ 17. De plus, les souris déficientes en IL-17 ont montré une 

diminution de l’angiogenèse entrainant une plus faible progression tumorale, laissant suggérer 

le rôle majeur des LT γδ 17 dans la croissance tumorale. Les LT γδ 17 est une des populations 

cellulaires recrutant le plus de cellules myéloïdes suppressives (MDSCs), connues pour 

faciliter la progression tumorale, notamment des cancers du sein et colorectal (78–80). Les LT γδ 

peuvent réguler la tolérance immunitaire en favorisant l’infiltration des MDSCs dans la tumeur, 
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entrainant une exhaustion des LT CD8+ médiée par les MDSCs (81). Les LT γδ 17 de la peau 

jouent également un rôle critique dans l’inflammation. Ainsi leur coopération avec les MDSCs 

va mettre à défaut la surveillance immunitaire au profil de la progression tumorale et permettre 

la croissance et l’avancée des cellules malignes (82,83). Dans un modèle de cancer ovarien 

murin, les LT γδ Vγ6+ CD27- sécrétant de l’IL-17 vont permettre aux macrophages péritonéaux 

de rester sur le site tumoral pour exercer leur action d’uprégulation de différents médiateurs 

pro-tumoraux et pro-angiogéniques (84). De plus, les LT γδ peuvent impacter les fonctions des 

neutrophiles dans les cancers du sein. En effet, une étude montre que l’IL-1β et l’IL-17 sécrétés 

par les LT γδ 17 va stimuler l’expansion et la polarisation des neutrophiles. Ces neutrophiles 

induits par la tumeur acquièrent la capacité de supprimer les LT cytotoxiques ce qui facilite 

l’installation des métastases (85). De plus ces neutrophiles ont été retrouvés comme capables 

de supprimer les LT Vγ9Vδ2 périphériques (86,87). Les neutrophiles vont donc empêcher l’action 

des LT Vγ9Vδ2, en synergie avec l’action des LT γδ 17, pour favoriser un MET 

immunosuppresseur.  

 

Ainsi les LT γδ peuvent favoriser l’installation, l’accumulation et les fonctions de 

différentes cellules immunosuppressives, entrainant par la suite une conversion de 

l’inflammation induite par la tumeur en immunosuppression et à terme une progression de 

l’angiogenèse tumorale. Cependant, certains LT γδ comme les LT γδ Vδ1 et les LT Vγ9Vδ2, 

sont pourvus d’effets anti-tumoraux. 

 

Effets anti-tumoraux des lymphocytes T γδ 

 

L’émergence de l’importance des LT γδ dans le développement tumoral a été établit 

grâce à une étude majeure mettant en évidence une forte susceptibilité de développement de 

carcinomes cutanés squameux après exposition à des agents mutagènes dans des souris 

déficientes en LT γδ (88). Depuis, de nombreuses études in vivo ont confirmé l’effet protecteur 

des LT γδ, notamment dans des modèles de transplantation et de cancers spontanés (89). De 

plus, des études ont rapporté l’importance de la production de l’IL-17 par les LT γδ qui pourrait 

agir en synergie avec les molécules de chimiothérapies inductrices de mort cellulaire (90). 

L’expansion de TILs (et notamment les LT γδ) a été observée dans des lésions tumorales 

précoces de modèles murins de cancers du sein (MMTV-PyMT) et de la prostate (Tramp) (91). 

Bien que la corrélation entre le niveau de TILs γδ Vδ1 et le résultat clinique varie suivant le 

type tumoral, le rôle des LT γδ dans l’immuno-surveillance tumorale est important. Par 

exemple, les TILs γδ Vδ1 sont associés à un bon pronostic chez des patients atteints de 

mélanomes (92). A l’aide d’un modèle murin métastatique de colon, une étude a montré que 

l’injection systémique de LT γδ Vδ1 activés au préalable inhibait la croissance des cellules 
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tumorales mais aussi l’émergence de foyers tumoraux secondaires au niveau du poumon et 

du foie (93). L’identification des sous-types cellulaires par utilisation de l’algorithme 

CIBERSORT (estimation des différents sous-types à partir des transcrits connus) a permis la 

publication d’une analyse majeure des signatures transcriptomiques des différents sous-types 

immunitaires réalisée sur 18 000 tumeurs. Cette cartographie du paysage immunologique des 

différents TILs a montré que les LT γδ sont les cellules immunitaires qui sont associées au 

meilleur pronostic clinique, en comparaison avec les autres sous-types immunitaires, ce qui a 

participé à l’engouement pour les LT γδ (94). Une étude plus récente a réanalysé la signature 

génique des LT Vγ9Vδ2 afin d’améliorer la distinction entre ce sous-type cellulaire et d’autres 

cellules comme les LT αβ ou les cellules NK (95). Cette étude a mis en évidence que 

l’abondance des TILs LT Vγ9Vδ2 n’est pas corrélée avec celle des LT αβ ni à la charge 

mutationnelle des tumeurs. Ces résultats montrent la singularité des LT γδ qui ne sont pas 

redondants avec les LT αβ, et leur intérêt d’utilisation dans des tumeurs présentant une faible 

charge mutationnelle. Des études récentes utilisant des nouvelles technologies sur cellules 

uniques vont permettre d’apporter des nouvelles connaissances dans la biologie des TILs (96). 

Des niveaux élevés de LT γδ circulants sont également associés à un risque réduit de cancer, 

à une amélioration de la survie sans progression à 5 ans et de la survie globale après 

transplantation de moelle osseuse chez des patients atteins de leucémies aigües (97). 

 

 Effets anti-tumoraux directs des LT γδ  

Les LT γδ, et notamment les LT Vγ9Vδ2, peuvent exercer leurs fonctions anti-

tumorales de façon directe suivant les caractéristiques présentées dans la Figure 12. 

Figure 12 : Potentiel cytotoxique des LT Vγ9Vδ2 vis-à-vis des cellules cancéreuses (adapté 

de (62)). 
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D’après la Figure 12, les LT Vγ9Vδ2 présentent un potentiel cytolytique suivant quatre 

aspects : 

 

La voie des perforines et granzymes 

 

Comme les cellules NK, les LT Vγ9Vδ2 sécrètent des granules lytiques contenant des 

granzymes A, B ou M ; de la perforine et de la granulysine afin de lyser les cellules tumorales 

après migration au niveau du site tumoral (63,98,99). Alors que l’expression de ces molécules est 

nulle aux stades TN et TCM, elle est maximale dans les LT Vγ9Vδ2 matures (stade TEMRA) (100,101). 

Comme détaillé dans la partie I.I. de l’introduction, la perforine forme des pores dans la 

membrane de la cellule cible, elle pourrait donc induire seule la lyse de la cellule tumorale. 

Cependant, l’action lytique est potentialisée par les actions combinées de la perforine avec les 

granzymes, qui peuvent s’introduire par les pores membranaires formés par la perforine et 

induire la mort de la cellule cible en activant les caspases ou via des voies caspase-

dépendantes (34). En effet, l’inhibition de cette voie dans les LT γδ entraine une diminution de 

la capacité de lyse des cellules tumorales du sein in vitro (102). Dans les cancers du rein, les LT 

γδ présentent un potentiel de lyse sélective des cellules cancéreuses primaires autologues, 

qui ne sera pas dirigé contre les cellules rénales saines de l’hôte. Afin de suivre la 

dégranulation de la perforine et des granzymes, les études utilisent couramment le marqueur 

lysosome-associated membrane protein (LAMP) 1/CD107a qui permet la libération de ces 

granules (35). 

 

La production importante de cytokines pro-inflammatoires  

 

Les LT γδ peuvent produire de grandes quantités d’IFN-γ et de TNF-α (103,104). Ces deux 

cytokines inhibent la croissance tumorale via différents mécanismes, notamment l’induction 

d’une immunité anti-tumorale et l’inhibition de l’angiogénèse cancéreuse (105). La sécrétion 

d’IFN-γ et de TNF-α par les LT γδ est favorisée par différents stimuli, notamment les agonistes 

du TCR, les ligands de NKG2D et certaines cytokines telles que l’IL-12 et l’IL-18 (106). 

 

Les ligands TRAIL et FasL  

 

Les ligands des récepteurs de mort comme FasL (CD95L) et TRAIL sont retrouvés à 

la surface des LT Vγ9Vδ2 et se lient respectivement aux récepteurs Fas (CD95) et DR4/DR5 

(Death Receptor 4/5) exprimés sur les cellules cancéreuses. Cette interaction va induire l’AICD 

(Activated-Induced Cell Death) de la cellule cible, c’est-à-dire sa mort par activation de la voie 

des caspases ou de la voie de la mort cellulaire mitochondriale (63). Le blocage de TRAIL 
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entraine une diminution de l’activité cytotoxique induite par les LT γδ (107). A l’inverse, 

l’uprégulation de Fas dans des cellules d’ostéosarcomes entraîne une susceptibilité de ces 

cellules à la lyse par les LT γδ (108). 

 

Les mécanismes d’ADCC 

 

Les LT γδ, et notamment les LT Vγ9Vδ2, expriment le récepteur CD16 (ou FcγR III) 

leur permettant de réaliser de l’ADCC (Antibody-Dependant Cell-Mediated Cytotoxicity). En se 

liant à la région Fc des IgG, le CD16 constitue alors un autre moyen de reconnaissance des 

cellules cibles par les LT γδ. De plus, CD16 peut être uprégulé à la surface des LT γδ suivant 

le contexte biologique et sa liaison à sa cible peut entrainer une cytotoxicité ou une autre 

fonction effectrice (comme par exemple la sécrétion de l’IFN-γ) (109,110). Enfin, lors de l’activation 

du LT Vγ9Vδ2 via le TCR, le CD16 joue un rôle de co-stimulateur qui conduit à une 

augmentation de la production de TNF-α et de la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 (111). Ce 

mécanisme est mis à profit par différents anticorps thérapeutiques, comme par exemple le 

Rituximab, un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre la molécule de surface CD20. En 

effet, cet anticorps utilisé dans le traitement de certains lymphomes, reconnaît le CD20 

exprimé à la surface des cellules B anormales du lymphome. Comme les autres IgG, cet 

anticorps possède un fragment Fc qui sera alors reconnu par le CD16 exprimé sur les LT γδ, 

leur permettant de réaliser l’ADCC sur les cellules du lymphome. 

 

 Effets anti-tumoraux indirects des LT γδ  

 

A côté des effets anti-tumoraux directs des LT γδ, ces cellules peuvent également 

exercer des effets anti-tumoraux indirects, suite à l’interaction avec des cellules B, des DC, 

des LT αβ et des cellules NK. Par exemple, dans des souris non immunisées, la sécrétion 

d’anticorps par les LB est impactée par les LT γδ. En effet, une étude a démontré que l’ablation 

sélective des sous-groupes de LT γδ Vγ4 et Vγ6 affectait fortement le niveau sérologique en 

anticorps dans des souris non immunisées (112). Cela démontre que les LT γδ sont capables 

de moduler les LB et leur production en anticorps. Une autre étude a observé une polarisation 

des LT γδ en un sous-groupe présentant des caractéristiques typiques des follicular B-helper 

T cells (Tfh) après co-culture avec de l’IL-21 et de l’HMB-PP, indiquant qu’ils sont capables 

d’aider les LB dans la production d’anticorps, tout comme les Tfh (113). En effet, l’HMB-PP va 

upréguler le récepteur à l’IL-21, qui en retour va jouer un rôle de co-stimulateur via l’expression 

de la chemokine CXCL13 pour attirer les lymphocytes B et apporter un support aux LT 

Vγ9Vδ2. 
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Les LT γδ peuvent aussi agir comme des CPA pour le priming des LT αβ. Cette 

caractéristique de CPA a été pour la première fois reportée en 2005 (114). Après stimulation, le 

niveau d’expression des molécules présentatrices d’antigènes est augmenté sur les LT γδ, 

notamment ceux du récepteur activateur leucocytaire (CD69), de la molécule présentatrice 

d’antigène (HLA-DR) et de molécules de co-stimulation et d’adhésion (CD80, CD86, CD54 et 

CD40). A la différence des LT αβ, puisque les LT γδ sont aussi des CPA, ils vont pouvoir 

upréguler le CD36, un récepteur scavenger impliqué dans la capture des cellules apoptotiques 

par les DC immatures et les macrophages. Suite à un fort niveau d’expression de CD36, les 

LT γδ vont capturer les débris des cellules cancéreuses du foie tuées par ces effecteurs puis 

vont induire une réponse immunitaire CD8+ spécifique de l’antigène tumoral grâce à leur action 

de CPA (115). Enfin, une étude a montré la capacité des LT Vγ9Vδ2 activés à induire la 

prolifération de cellules T αβ CD4+ naïves et promouvoir leur différenciation en CTL (116). 

 

Les LT γδ peuvent également cibler la maturation des DC. En retour, les DC peuvent 

également induire l’activation et la prolifération des LT γδ, permettant ensuite à ces cellules 

d’exercer leurs fonctions cytotoxiques et immunomodulatrices (117), ce qui démontre que 

chacun de ces deux types cellulaires peut agir individuellement pour éliminer les cellules 

cancéreuses mais que leur action concomitante est synergique (118). Une étude a démontré 

que les LT Vγ9Vδ2 pouvaient accélérer la maturation des DC. Ce processus s’appuie sur 

l’expression de TNF-α ainsi que de signaux favorisant le contact cellulaire (119). Dans une autre 

étude, Conti et ses collaborateurs a également montré que l’activation des DC par les LT γδ 

était presque entièrement médié par l’IFN-γ et le TNF-α, et nécessitait également le CD86 et 

le contact cellulaire entre la DC et les LT γδ (120). En contrepartie, les DC immatures, et dans 

une moindre mesure les DC matures (DCm), vont permettre de potentialiser la sécrétion de 

TNF-α par les LT Vγ9Vδ2 (121). 

 

Enfin, les LT γδ vont favoriser la cytotoxicité des cellules NK contre les cellules 

tumorales via l’engagement du récepteur CD137 (122). Ainsi, cette étude a montré que 

l’expansion in vitro des LT γδ améliore les capacités cytotoxiques des cellules NK sur des 

cellules tumorales de cancers NK-résistants. En effet, la cytolyse des cellules tumorales par 

les cellules NK était ici facilitée par la co-stimulation entre le CD137 exprimé à la surface des 

cellules NK et son ligand (le CD137L) exprimé sur les LT γδ.  

 

A la suite du manuscrit, nous étudierons exclusivement les LT Vγ9Vδ2, sous-groupe 

de LT γδ faisant l’objet de notre étude. 
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II.III. Sous-populations de LT Vγ9Vδ2 
 

Au sein des LT Vγ9Vδ2, il est possible de définir quatre sous-populations cellulaires 

suivant l’expression des marqueurs CD27 et CD45RA, utilisés également pour différencier les 

sous-populations de LT conventionnels. Ces quatre sous-populations, TN TCM TEM et TEMRA, 

expriment consécutivement ces marqueurs de surface, ce qui correspondra à différents stades 

de maturation, différentes localisations et différentes fonctions effectrices. 

 

Les cellules naïves (TN) ont un phénotype CD27+, CD45RA+ et expriment fortement les 

récepteurs CCR7 et CD62L (100). Ces lymphocytes sont localisés essentiellement au niveau 

des ganglions lymphatiques. Les TN sont hautement prolifératives mais ne possèdent pas de 

fonction effectrice. 

 

Les cellules centrales mémoires (TCM) ont un phénotype CD27+, CD45RA- et sont 

issues de la maturation des cellules TN après stimulation antigénique (100,123). Comme les 

cellules TN, on les retrouve dans les ganglions lymphatiques, mais également dans le sang de 

façon importante. Ces cellules expriment faiblement CCR7 et fortement CD62L. Elles vont 

aussi exprimer de nouveaux récepteurs aux chimiokines, CCR5 et CXCR3, leur permettant de 

migrer au niveau du site inflammatoire. De plus, elles acquièrent le marqueur de phénotype 

mémoire CD45RO (100). Comme les cellules TN, elles sont prolifératives en réponse à une 

stimulation. De plus, on peut les différencier en deux sous-populations, suivant l’expression 

du marqueur CXCR5. Les cellules CXCR5+ vont exprimer des molécules co-stimulatrices, 

comme le CD40L et ICOS (Inductible T-cell COStimulator) ; produire de l’IL-2, de l’IL-4 et de 

l’IL-10 et aider à la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes. Les TCM CXCR5- seront 

CD40L-, ICOS-, ne sécrètent pas de cytokines et n’interagissent pas avec les lymphocytes B 

(124). 

 

Les cellules de type effecteur mémoire (TEM) sont CD27- et CD45RA- et expriment 

fortement les récepteurs aux chimiokines pro-inflammatoires CXCR3, CCR2, CCR5 et 

également CD45RO. De plus, les TEM expriment faiblement le récepteur aux immunoglobulines 

G (IgG) FcγRIIIA (CD16A) et les NKRs (101). On peut les retrouver dans le sang périphérique 

mais principalement au niveau des sites inflammatoires. Contrairement aux TCM, les TEM sont 

beaucoup moins prolifératives. De plus, elles seront fortement cytotoxiques (grâce à une 

importante production des cytokines IFN-γ et TNF-α (100)) mais seront faiblement cytolytiques 

(à cause d’une faible production de perforine). 
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Les LT Vγ9Vδ2 effecteurs mémoires terminaux (TEMRA) sont CD27- et CD45RA+. Ces 

cellules se situent essentiellement au niveau des sites inflammatoires (100). Les cellules TEMRA 

expriment le récepteur CD45RO mais contrairement aux TCM, elles expriment peu de 

récepteurs aux chimiokines et beaucoup de CD16 ainsi que de NKRs. Exprimant de fortes 

quantités de perforine, les TEMRA présentent une activité cytotoxique importante envers 

certaines bactéries et cellules tumorales. De plus, elles produisent des cytokines pro-

inflammatoires mais en quantités plus faibles que les TEM (101). 

 

Les LT Vγ9Vδ2 pourraient passer successivement entre les quatre sous-populations 

suivant cette séquence, basée sur l’enchainement de l’état de leur maturation (100) :  

TN  TCM  TEM  TEMRA. 

 

II.IV. Réactivité des LT Vγ9Vδ2 
 

Les LT Vγ9Vδ2 sont considérés comme des senseurs du stress cellulaire car ils 

peuvent s’activer dans différents contextes, notamment lors d’une infection ou d’une 

inflammation liée à une lésion tumorale. Leur activation antigénique est dépendante de la 

reconnaissance et de l’engagement du TCR vis-à-vis d’un antigène présenté à la surface des 

cellules cibles. Au niveau de ces cellules cibles, différents partenaires ont été identifiés comme 

indispensables à cette activation. Enfin, la réactivité des LT Vγ9Vδ2 peut également être 

modulée par certains récepteurs exprimés à leur surface, qui seront détaillés en fin de chapitre. 

 

II.IV.A. Antigènes reconnus par les LT Vγ9Vδ2 
 

Dans les années 1990, les premiers antigènes spécifiques des LT Vγ9Vδ2 ont été mis 

en évidence suite à l’étude d’extraits de Mycobacterium tuberculosis qui s’avéraient capables 

d’activer des LT Vγ9Vδ2 in vitro. Cela a conduit à l’identification de petites molécules non 

peptidiques phosphorylées indispensables à leur fonction activatrice (125,126). Ces 

carbohydrates de faibles poids moléculaires (<3KDa) contenant un groupement 

pyrophosphate ont alors été nommées phosphoantigènes (PAgs) (127). 
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II.IV.A.1. Phosphoantigènes 

 

Nature des phosphoantigènes 

 

Les premières études réalisées sur les extraits de Mycobacterium tuberculosis ont 

permis d’isoler par des analyses structurales quatre antigènes non peptidiques phosphorylés 

dénommés tuberculosis antigens TUBag 1-4 (125) et décrits dans la Tableau 2 ci-dessous. 

Tableau 2 : Structures des antigènes TUBag (adapté de (128), P en jaune, O en rouge, 

C en blanc, N en bleu foncé, H en cyan). 

 

Parallèlement, une autre équipe a identifié d’autres PAg naturels (isopentényl-

pyrophosphate, diméthylallyl-pyrophosphate) ou synthétiques (alkyl phosphates) et a confirmé 

la nécessité du groupement phosphate, commun dans la structure (129) (Figure 13). 

Figure 13 : Structures chimiques des principaux PAgs naturels et synthétiques. (130) 
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Le PAg naturel qui a la plus forte réactivité décrite correspond au (E)-

Hydroxydiméthylallyl pyrophosphate (HDMAPP), puisque sa capacité d’activation des LT 

Vγ9Vδ2 est 1000 fois supérieure à celle de l’IPP (131). Grâce à la connaissance de la structure 

chimique des PAgs naturels, des PAgs synthétiques ont été produits, présentant des 

bioactivités très variables (132). Par exemple, la forme synthétique de l’HDMAPP correspond au 

c-HDMAPP (ou Picostim), qui présente la même bioactivité que le PAg naturel mais une 

structure légèrement différente (un atome d’oxygène est remplacé par un atome de carbone 

au niveau de la chaine de liaison carbonique) (133). De plus, le bromohydrine pyrophosphate 

(BrHPP) (ou Phosphotim) est connu comme étant un très bon activateur synthétique des LT 

Vγ9Vδ2. Il est utilisé en expérimentation et dans les essais thérapeutiques d’immunothérapies 

basés sur les LT Vγ9Vδ2 (131,134). 

 

Biosynthèse des phosphoantigènes  

 

Les PAgs naturels qui présentent la plus forte bioactivité sont des intermédiaires de 

synthèse de la voie métabolique des isoprénoïdes (Figure 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Voies de biosynthèse du Mévalonate et du DOXP (adapté de (135)). 
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Il existe deux voies de synthèse de ces molécules : la voie de Rohmer (appelée 

également voie du DOXP (deoxyxylulose-5-phosphate)) et la voie du mévalonate, qui est 

ubiquitaire chez les eucaryotes (136). Ces deux voies métaboliques différentes permettraient 

aux LT Vγ9Vδ2 de repérer les cellules infectées parmi les cellules saines grâce à leur 

production importante des PAgs IPP et HDMAPP, deux métabolites finaux communs à ces 

voies métaboliques (losanges verts sur la Figure 14) (137). De nombreuses espèces du vivant 

utilisent ces voies métaboliques pour réaliser des processus biologiques nécessitant de 

l’énergie, notamment du cholestérol. Cette large utilisation pourrait expliquer l’implication des 

LT Vγ9Vδ2 dans la réponse immunitaire contre des pathologies infectieuses variées. Par 

ailleurs, la voie du mévalonate est ubiquitaire et peut être surexprimée dans certains types de 

cellules cancéreuses, pouvant expliquer en partie l’activation possible des LT Vγ9Vδ2 sont 

activés en présence de cellules cancéreuses (138). 

 

II.IV.A.2. Les alkylamines et aminobiphosphonates 

 

Outre les PAgs, des molécules de la famille des alkylamines, comme par exemple l’iso-

butylamine qui est naturellement sécrété par des bactéries commensales et donc présent 

notamment dans le sang périphérique, peuvent induire la production d’IL-2 et la prolifération 

des LT Vγ9Vδ2 entrainant leur activation spécifique (139,140). 

 

Une famille de molécules correspondant aux ABP, composés d’origine naturelle ou 

synthétique, sont connus depuis longtemps comme des inhibiteurs de la résorption osseuse 

et sont indiqués chez des patients atteints d’ostéoporose ou de métastases osseuses (141). 

D’après la Figure 14, ces composés sont capables d’inhiber une enzyme intervenant dans la 

voie métabolique de biosynthèse du cholestérol entrainant par la suite une modification de la 

concentration intracellulaire en IPP pouvant moduler l’activation des LT Vγ9Vδ2 (142). L’enzyme 

inhibée par les ABP correspond à la farnesyl diphosphate synthase (FPPS), responsable de 

la transformation de l’IPP en farnesyl diphosphate (FPP) (traits rouges sur la Figure 14) (135,143). 

Cette inhibition va bloquer la synthèse de FPP ce qui entraine une accumulation de l’IPP 

endogène pouvant induire de manière indirecte l’activation des LT Vγ9Vδ2. Au-delà de cette 

propriété, les ABP partagent une similitude structurale avec les PAgs (Figure 15). 
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Figure 15 : Structures chimiques des principaux ABP. (130) 

 

D’après une étude, les ABP (zolédronate, alendronate et pamidronate) sont capables 

d’induire une prolifération significative des LT Vγ9Vδ2 au sein des PBMCs de donneurs sains, 

strictement dépendante de l’IL-2 (144). Les ABP conduisent à une activation efficace des LT 

Vγ9Vδ2 puisqu’ils entrainent une augmentation de l’expression du CD69 (marqueur 

d’activation apparaissant précocement à la surface des lymphocytes) et du CD25 (chaine α du 

récepteur à l’IL-2). Parmi les ABP, les plus utilisés en recherche et en clinique sont le 

zolédronate et le pamidronate et leur capacité d’activation indirecte des LT Vγ9Vδ2 se produit 

à une concentration inférieure à celle des alkylamines. 

 

De plus, il existe une famille de composés pharmacologiques correspondant aux 

statines, dont le chef de file est la Mévastatine, qui vont inhiber la HMG-CoA réductase et donc 

bloquer la voie du mévalonate plus en amont que les ABP (traits rouges sur la Figure 14). 

Certaines molécules de la famille des statines correspondent au traitement de référence pour 

des pathologies métaboliques. Ainsi, une étude a montré que le traitement par la Mévastatine 

empêchait l’activation des LT Vγ9Vδ2 induite par le zolédronate (138). En effet, les statines 

bloquent l’accumulation d’IPP endogène, inhibant l’activation des LT Vγ9Vδ2 induite par un 

ABP ou une alkylamine (143). 

 

Les LT Vγ9Vδ2 seraient aussi capables de répondre à des superantigènes comme la 

SEA (Staphylococcal Enterotoxin A) (145,146) ou la TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin-1) 

(147). Dans cette étude réalisée sur des PBMCs humains, la TSST-1 peut induire une 

augmentation significative de l’IFN- γ, du TNF-α et de l’IL-2, associée à une diminution de l’IL-

10, après priming des LT γδ par l’IPP, en comparaison au groupe contrôle sans priming. De 

plus, la déplétion des LT γδ dans les PBMCs humains supprime cet effet, montrant 

l’importance des LT γδ dans la réponse à la TSST-1. Cependant, il n’y a pas eu de nouvelle 

étude publiée à ce jour concernant la réponse des LT Vγ9Vδ2 aux superantigènes. 
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II.IV.B. Reconnaissance des phosphoantigènes par le TCR Vγ9Vδ2 
 
 
Il est clairement établi que l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs est dépendante de 

leur TCR. En effet, le blocage du TCR ou du CD3 permet d’inhiber la réactivité des LT Vγ9Vδ2 

(125,138,129) tandis que la transfection d’un TCR Vγ9Vδ2 dans la lignée Jurkat (LT αβ leucémique 

n’exprimant pas de TCR) la rend capable de reconnaitre aussi bien des PAgs que des cellules 

sensibilisées par des ABP (148). 

 

Cependant et malgré de nombreuses études réalisées dans ce domaine, les 

mécanismes d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs ne sont pas complètement élucidés. 

L’hypothèse d’une interaction directe entre le TCR Vγ9Vδ2 et le PAg, sans intervention d’un 

partenaire moléculaire, a été rapidement réfutée par la nécessité de contacts cellulaires pour 

activer les LT Vγ9Vδ2 (127,149). 

 

En comparaison de l’activation des LT αβ conventionnels (voir partie I.II. de 

l’introduction de ce manuscrit), de nombreuses molécules du CMH classiques et non 

classiques ont été testées comme molécules de présentation des PAgs. Ces études ont 

montré que l’activation des LT Vγ9Vδ2 ne requiert pas l’intervention des molécules du CMH 

de classe I et II, ni du transporteur TAP (127,149,150). Ainsi, l’hypothèse selon laquelle les LT 

Vγ9Vδ2 seraient capables de reconnaitre des PAgs sans présentation ni restriction par les 

molécules du CMH a émergé. Elle est soutenue par certaines observations expérimentales 

puisque des LT Vγ9Vδ2 exposés à des PAgs en absence de toute autre cellule accessoire 

peuvent s’activer, sécréter du TNF-α et avoir une activité cytotoxique (149,151). 

 

Ainsi, nous venons de voir que l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs est dépendante 

de son TCR. Néanmoins, l’implication du TCR est nécessaire mais insuffisante pour permettre 

cette activation. Puisque la reconnaissance des PAgs est indépendante des molécules du 

CMH, de nombreuses études ont porté sur l’identification de partenaires potentiels, notamment 

des molécules de co-stimulation, qui seraient impliqués dans la présentation des PAgs aux LT 

Vγ9Vδ2. 

 

II.IV.C. Partenaires impliqués au cours de la reconnaissance des PAgs 

par les LT Vγ9Vδ2 

 
Ces différents partenaires identifiés sont présents sur la cible, notamment tumorale ou 

CPA, avec laquelle interagit le LT Vγ9Vδ2. 
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II.IV.C.1. Les butyrophilines 
 

Afin d’identifier un premier partenaire de la présentation des PAgs aux LT Vγ9Vδ2 

permettant leur activation, plusieurs études se sont concentrées sur la famille de protéines 

correspondant aux butyrophylines (BTN). Ces glycoprotéines de type I font partie de la 

superfamille des immunoglobulines, sont ubiquitaires et présentent de grandes similarités de 

structure avec la famille des protéines B7, des molécules ayant une action co-stimulatrice. En 

effet, les domaines extracellulaires IgV et IgC (domaine de type immunoglobuline variable et 

constant) sont très similaires entre les familles des BTN et des B7, laissant suggérer une 

fonction immunomodulatrice de cette famille de protéines B7-like (152). Ainsi, cette famille 

présente des candidats particulièrement intéressants pour identifier de nouveaux partenaires 

à l’activation des LT Vγ9Vδ2. 

 

Une étude sur la caractérisation des BTN a permis la génération de différents anticorps 

monoclonaux dirigés contre les molécules de la sous-famille BTN3A/CD277 (153). En testant la 

réactivité de ces anticorps, une équipe a mis en évidence que l’anticorps monoclonal 20.1 

activait les LT Vγ9Vδ2 via leur TCR en induisant leur sécrétion de cytokines et leurs fonctions 

cytotoxiques, reproduisant ainsi l’action des PAgs. De plus, l’anticorps dirigé contre le clone 

20.1 peut aussi augmenter la lyse tumorale de lignées cancéreuses pourtant résistantes à 

l’activité cytotoxique des LT Vγ9Vδ2 et traitées au préalable par cet anticorps. Le ciblage du 

clone 103.2 va quant à lui inhiber cette activation (154,155). 

 

La sous-famille BTN3A (ou CD277) présente trois isoformes : BTN3A1, BTN3A2 et 

BTN3A3 (61) décris dans la Figure 16 ci-dessous.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 16 : Structures schématiques des 3 isoformes des BTN3A. 
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D’après la Figure 16, elles sont toutes composées de deux domaines extracellulaires 

de type IgV et IgC qui présentent une très forte homologie de structure (>95%). Cependant, 

leur domaine transmembranaire et intracellulaire présente une grande diversité (156). En effet, 

seules les isoformes A1 et A3 possèdent un domaine intracellulaire de type B30.2, celui de 

l’isoforme A2 étant tronqué, il ne comporte pas de domaine intracellulaire. Or, le domaine 

intracellulaire de type B30.2 est très important pour la transduction du signal (152). L’anticorps 

dirigé contre le clone 20.1 peut reconnaitre ces trois isoformes, mais l’activation des LT 

Vγ9Vδ2 grâce au domaine intracellulaire B30.2 ne peut se faire qu’avec l’isoforme BTN3A1. 

En effet, le domaine intracellulaire de type B30.2 présent au niveau de l’isoforme BTN3A3 

diffère légèrement de celui de la BTN3A1, ce qui ne lui confère pas les propriétés activatrices 

de LT Vγ9Vδ2. 

 

Au cours de ces dernières années, l’implication de la BTN3A1 dans la réactivité des 

LT Vγ9Vδ2 a été clairement démontrée (155,157,158) mais les mécanismes moléculaires 

permettant l’activation des LT Vγ9Vδ2 via l’interaction entre la BTN3A1 et les PAgs restent 

encore en partie inexpliqués. Ainsi deux modèles principaux d’interaction pourraient être 

proposés, repris dans la Figure 17 (61). 

 

 

Figure 17: Modèles théoriques de l’activation antigénique des LT Vγ9Vδ2 humains (adapté 
de (61)). 
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Le premier est un modèle « allostérique » basé sur l’interaction des PAgs (endogènes 

ou internalisés) avec le domaine intracellulaire B30.2 de la BTN3A1, qui induirait des 

modifications alors perçues par les LT Vγ9Vδ2 et permettrait leur activation (partie gauche de 

la Figure 17). Ces modifications allostériques peuvent être des changements de conformation, 

des variations de la topographie membranaire et/ou le recrutement/exclusion de partenaires 

moléculaires (155). 

 

Le second est un modèle de « présentation antigénique » basé sur l’interaction des 

PAgs (extrudés ou exogènes) avec le domaine extracellulaire IgV de la BTN3A1 formant ainsi 

un complexe antigénique reconnu par les LT Vγ9Vδ2 et menant à leur activation (157) (partie 

droite de la Figure 17). Dans le cas des PAgs endogènes, ce modèle nécessite l’implication 

d’un transporteur membranaire. Cependant ce modèle est controversé puisqu’il n’y a pas de 

preuve d’une interaction directe entre le TCRγ9Vδ2 et la BTN3A1 (130,157,159). 

 

Une étude a montré que la transfection de la BTN3A1 dans des cellules murines ne 

permet pas l’activation des LT Vγ9Vδ2 en présence de PAgs (160). Ainsi, la protéine BTN3A1 

est nécessaire mais insuffisante à l’activation des LT Vγ9Vδ2 et d’autres partenaires 

protéiques potentiellement impliqués dans ce mécanisme continuent d’être investigués. Des 

équipes ont cherché à approfondir les connaissances dans la séquence d’activation des LT 

Vγ9Vδ2 (159). Grâce à la technique de spectrométrie RMN, cette étude a montré que le domaine 

intracellulaire B30.2 de la BTN3A1 subit un changement conformationnel lors de sa liaison 

avec le PAg, puisque la fixation du PAg dans sa poche de liaison va modifier la conformation 

préexistante du domaine intracellulaire B30.2. De plus, les domaines extracellulaires de la 

BTN3A1 adoptent au repos une conformation en V et si cette conformation est bloquée 

artificiellement, l’activation des LT Vγ9Vδ2 suite à l’arrivée des PAgs sera diminuée. Ces 

résultats sont en faveur d’un changement de conformation de la BTN3A1 qui serait un 

évènement clé dans la détection des PAgs précédant l’activation des LT Vγ9Vδ2. 

 

Grâce à une cartographie du génome, une étude particulièrement récente (publiée en 

février 2020) a identifié la BTN2A1 comme nouvel acteur dans la détection du PAg par les LT 

Vγ9Vδ2 (161). Après identification, les chercheurs ont regardé si cette molécule liait directement 

le TCR Vγ9Vδ2 et si son action pouvait être conjointe avec celle connue de la BTN3A1. Ces 

travaux montrent que les LT Vγ9Vδ2 ne peuvent pas s’activer par des PAgs bactériens ou de 

mammifères en l’absence de la BTN2A1 et que l’expression de la BTN2A1 est requise pour la 

lyse tumorale médiée par les LT Vγ9Vδ2. De plus, la perte de la BTN2A1 ne peut pas être 

compensée par la BTN3A1 ou d’autres butyrophilines. La BTN2A1 peut se lier directement au 

TCR Vγ9Vδ2 et s’associer avec la BTN3A1 à la surface des cellules cibles. Le domaine 
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transmembranaire et/ou intracellulaire de la BTN2A1 joue également un rôle important. De 

plus, l’activation des LT Vγ9Vδ2 médiée par les PAgs nécessite la co-expression à la fois de 

la BTN3A1 mais également de la BTN2A1, permettant ensemble la reconnaissance du PAg et 

l’activation des LT Vγ9Vδ2. La liaison de la BTN2A1 se situe au niveau du domaine Vγ9 du 

TCR du lymphocyte. Il existe un second domaine de liaison critique sur le TCR qui incorpore 

Vδ2. La perturbation de ces sites de liaison supprime la capacité des LT Vγ9Vδ2 à répondre 

aux PAgs. Ces résultats ont conduit à la proposition du modèle d’interaction présenté dans la 

Figure 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Modèle d’interaction proposé de la BTN2A1 dans l’activation antigénique des LT 
Vγ9Vδ2 humains. (161) 

 

Ces travaux ont été confortés par une nouvelle étude sortie un mois après, ayant 

identifié, par une technique d’hydrides de radiation, la BTN2A1 comme co-facteur critique de 

la BTN3A1 pour la reconnaissance du TCR Vγ9Vδ2 en présence de PAgs (162). Cette étude 

démontre que la reconnaissance antigénique des LT Vγ9Vδ2 est complètement différente de 

celle retrouvée pour les autres cellules immunitaires. Ils ont proposé un modèle dans lequel la 

BTN3A1 et la BTN2A1 se lient toutes deux au TCR Vγ9Vδ2 en réponse au PAg. La liaison du 

PAg pourrait entrainer un remodelage et/ou un changement de conformation de la molécule 

BTN pour former un complexe BTN2A1/BTN3A1 stimulant. La détection du PAg aurait lieu 

grâce à un modèle de ligands composites dans lequel le TCR Vγ9Vδ2 interagit directement 

avec la BTN2A1 et un ligand supplémentaire reconnu d’une façon dépendante du CD3R. 

 

Ainsi la BTN3A1 et BTN2A1 vont interagir avec le TCR afin de permettre l’activation 

des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs, mais la séquence temporelle qui régit ces trois acteurs reste 

inconnue. Une étude publiée en juin 2020 a permis d’établir plus finement l’intervention de ces 
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trois paramètres et a proposé ainsi un nouveau modèle séquentiel de reconnaissance 

antigénique des LT Vγ9Vδ2 (163). Dans ce modèle, le TCR Vγ9Vδ2 est uniquement critique lors 

de l’initiation du contact entre le LT Vγ9Vδ2 et sa cible pour former un conjugué, via la liaison 

de la BTN2A1 au niveau de la chaine γ9 du TCR. Cette liaison permet de délivrer le premier 

signal de l’activation du lymphocyte T et de maintenir la forte densité nécessaire au bon 

déroulement d’une synapse immunologique. Secondairement, la région CDR3 de la chaine δ2 

du TCR se lie à un autre partenaire présent sur la cible qui reste inconnu, permettant 

également de moduler le premier contact entre le TCR Vγ9Vδ2 et la cible. Ces deux étapes 

ne dépendent pas des PAgs. Ainsi la liaison du TCR Vγ9Vδ2 à sa cible peut se dérouler en 

l’absence de la BTN3A1. Cependant, la BTN3A1 va délivrer le second signal, qui agit comme 

un ligand de co-stimulation nécessaire afin de permettre la stabilisation du contact entre les 

deux conjugués et le maintien de la synapse. Après contact entre la cible et le LT Vγ9Vδ2, la 

BTN3A1 est recrutée au niveau de la synapse immunologique puis la partie extracellulaire 

change de conformation pour permettre la liaison du récepteur. Cette étape est dépendante 

du PAg mais pas de la présence du TCR Vγ9Vδ2.  

 

Pour résumer, le modèle proposé dans cette étude implique deux récepteurs : le TCR 

Vγ9Vδ2 et le récepteur de la BTN3A1 qui reste à déterminer. De plus, le modèle implique trois 

ligands : la BTN2A1 qui se lie au niveau de la chaine Vγ9 du TCR, la BTN3A1 qui se lie au 

niveau d’un récepteur restant à déterminer et un ligand inconnu qui se lie à la chaine Vδ2 du 

TCR Vγ9Vδ2. Ainsi des travaux supplémentaires sont nécessaires afin d’identifier les autres 

récepteurs et ligands impliqués dans le mécanisme d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs. 

 

L’action de ces butyrophilines est cruciale mais insuffisante pour permettre cette 

activation. De plus, les BTN sont régulées par différents adaptateurs qui participent à 

l’activation des LT Vγ9Vδ2. Par conséquent, d’autres études ont cherché à identifier de 

nouveaux partenaires à ce mécanisme. 

 

II.IV.C.2. F1-ATP synthase, Apo A1 et ABCA1 
 

Parmi les candidats étudiés, la F1-ATP synthase, exprimée à la surface des cellules 

tumorales lysées par les LT Vγ9Vδ2, pourrait s’associer à l’apolipoprotéine A1 pour former un 

complexe de présentation des PAgs à la surface des cellules cibles (164). De plus, l’ApppI, un 

dérivé adénylé de l’IPP, pourrait se lier de manière stable à la F1-ATPase et promouvoir 

l’agrégation du TCR, la sécrétion d’IFN-γ et la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 (165). Pris ensemble, 

ces résultats tendent à penser que la F1-ATPase, associée à l’Apo A1, pourrait jouer un rôle 

de présentation antigénique des PAgs. Cependant, aucune expérience de co-
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immunoprécipitation entre la F1-ATPase et le TCR Vγ9Vδ2 n’a pu être réalisée à ce jour et le 

rôle de la F1-ATPase en tant que molécule présentatrice des PAgs n’est pas formellement 

démontré. 

 

Plus récemment, une équipe a mis en évidence un nouveau partenaire participant à la 

reconnaissance des PAgs endogènes avec le domaine extracellulaire IgV de la BTN3A1, 

formant un complexe antigénique reconnu par les LT Vγ9Vδ2 (166). Cette étude montre que 

l’accumulation de l’IPP entraine la translocation nucléaire de LXRα, permettant ensuite la 

transcription des gènes Abca1 et apoA-1 puis l’augmentation de l’expression d’ABCA1 et 

d’apoA-I à la surface de la DC. Ce partenaire nouvellement identifié correspond à un 

transporteur membranaire permettant la sortie des PAgs endogènes vers le milieu 

extracellulaire, appelé ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1). Ce dernier agit en 

collaboration avec l’apolipoprotéine A1 et la BTN3A1 pour permettre l’activation des LT 

Vγ9Vδ2 comme  indiqué dans le modèle d’action proposé dans cette étude (Figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Mécanismes impliqués dans le relargage de l’IPP par les DC traitées au 
zolédronate. (166) 

 

Une étude plus récente a également identifié des membres de la famille des 

transporteurs ATP-binding cassette (ABC) (ABCG2 et ABCG1), comme étant impliqués dans 

la sécrétion de cytokines par les LT Vγ9Vδ2 suite au traitement par HMB-PP (167). Ils ont 

également confirmé l’implication du transporteur ABCA-1. 

 

Ainsi ces différents travaux participent à la compréhension des mécanismes 

permettant l’apprêtement des PAgs au TCR afin d’entraîner l’activation des LT Vγ9Vδ2. 

Cependant, d’autres études ont permis d’identifier de nouveaux partenaires intracellulaires 

régulant cette activation présents au niveau de la cible tumorale. 



Introduction – Partie II 

62 
 

II.IV.C.3. RhoB 
 

Le mode opératoire des PAgs endogènes et exogènes n’étant pas encore parfaitement 

décrit, des études ont ciblé leurs recherches dans l’identification de partenaires intracellulaires 

régulant l’activation des LT Vγ9Vδ2. Ainsi, une étude a mis en évidence l’implication de RhoB, 

petite protéine G impliquée notamment dans l’organisation des filaments d’actine et le 

transport vésiculaire, dans les mécanismes d’activation des LT Vγ9Vδ2 (168). Cette équipe a 

proposé le modèle d’interaction décrit dans la Figure 20.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Modèle d’interaction proposé de RhoB dans l’activation antigénique des LT 
Vγ9Vδ2 humains. (168) 

 

Au repos, il n’y a pas d’accumulation de PAgs et dans ce cas RhoB est sous forme 

inactive dans le noyau de la cellule tumorale, c’est-à-dire lié à une molécule GDP. Suite à 

l’accumulation de PAgs, RhoB va s’activer, sera lié à une molécule GTP et va changer de 

localisation. En effet, il sera dans le cytoplasme et pourra se fixer au niveau du domaine 

intracellulaire B30.2 de la BTN3A1. Grâce à son action sur le cytosquelette, RhoB va entrainer 

une redistribution spatiale de la BTN3A1 et ainsi permettre la fixation du PAg au niveau du 

domaine intracellulaire B30.2. Puis RhoB actif lié au GTP va se dissocier permettant un 

changement de conformation de la partie extracellulaire de la BTN3A1 conduisant à l’activation 
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des LT Vγ9Vδ2. Les expériences ont été réalisés sur des modèles de cancers hématologiques 

et ont testés l’implication de RhoB en réponse aux PAgs endogènes (suite au traitement par 

ABP) et exogènes (IPP).  

 

L’étude récente de Vyborova et al. confirme l’importance de RhoB dans la coordination 

du signal de co-stimulation délivré par la BTN3A1 (163). En effet, la capacité de la cellule cible 

à utiliser les stocks de réserve intracellulaire de la BTN3A1 dépend probablement de sa 

capacité à activer RhoB. Lorsque la protéine RhoB est activée, elle pourra alors exercer son 

rôle sur la mobilité membranaire pour permettre la modification de la conformation de la 

BTN3A1. 

 

A ce jour il existe peu d’articles scientifiques dans la littérature relatant de l’implication 

de RhoB dans le mécanisme d’activation des LT Vγ9Vδ2 et rien n’est connu concernant les 

cancers solides. Puisque l’implication de RhoB dans ce mécanisme correspond à l’objet 

d’étude de mes travaux de thèse de pharmacie, la partie III. de l’introduction sera dédiée à 

cette protéine. Les résultats obtenus au cours de ma thèse concernant l’implication de RhoB 

dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs sont présentés dans la partie « Résultats » de 

ce manuscrit. Comme la protéine RhoB est nécessaire mais insuffisante pour permettre 

l’activation des LT Vγ9Vδ2, des études ont cherché à identifier d’autres partenaires impliqués 

dans le remodelage du cytosquelette. 

 

II.IV.C.4. La Périplakine 

 

Une étude a identifié la Périplakine, un membre de la famille des protéines adaptatrices 

du cytosquelette, comme étant impliqué dans le mécanisme d’activation des LT Vγ9Vδ2 (169). 

La Périplakine interagirait avec un motif di-leucine localisé près de la queue cytoplasmique du 

domaine B30.2 de la BTN3A1, sans interagir avec la BTN3A2 ni BTN3A3 car ils ne contiennent 

pas ce motif. Ces travaux ont montré une activation possible des LT Vγ9Vδ2 après restauration 

de la BTN3A1 dans des lignées cellulaires knock out (KO) pour la BTN3A1, mais qui restait 

impossible dans le variant déficient en motif dileucine permettant la fixation de la Périplakine 

(le variant BTN3A1Δexon5). Ces travaux ont testé la réactivité des LT Vγ9Vδ2 au PAg 

endogènes (via l’utilisation du zolédronate) et exogènes via le HMB-PP. A ce jour, il n’y a pas 

d’autres travaux montrant l’implication de la Périplakine dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par 

les PAgs. 

 

Ainsi la réactivité des LT Vγ9Vδ2 est régulée par différents partenaires permettant la 

présentation des PAgs au TCR Vγ9Vδ2. Ces différents partenaires sont présents au niveau 
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de la cible tumorale. Cependant, l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs est également 

contrôlée par d’autres récepteurs complémentaires, présents directement sur les lymphocytes. 

 

II.IV.D. Récepteurs complémentaires à la réactivité des LT Vγ9Vδ2 
 
 

En effet, la réactivité des LT Vγ9Vδ2 est régulée par différents récepteurs modulateurs. 

 

II.IV.D.1. Les NKRs 

 

Comme les cellules NK, les LT Vγ9Vδ2 expriment de nombreux récepteurs de cellules 

NK (NKR), activateurs ou inhibiteurs (170). Ces récepteurs ont été détaillés dans la partie I.I.B.1. 

de l’introduction de ce manuscrit.  

 

Les LT Vγ9Vδ2 peuvent notamment exprimer le récepteur activateur NKG2D, 

apportant un signal important de co-stimulation puisque son activation entraine une 

amplification de la production cytokinique, la prolifération et la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 

(171,172). Une étude a montré que le récepteurs NKG2D et ses ligands étaient impliqués dans 

les effets anti-tumoraux des LT Vγ9Vδ2 contre le mélanome et d’autres cancers épithéliaux 

(173). L’expression des ligands de NKG2D à la surface tumorale pourrait être corrélée à la 

cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 contre des blastes de LAM traités par ABP (174). D’autres 

expériences ont montré que le blocage de ce récepteur via un anticorps bloquant va fournir un 

signal de co-stimulation important dans la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 dirigée contre des 

cellules cibles cancéreuses exprimant MICA/B et ULPBs (134,175). 

 

Parmi les NKR inhibiteurs exprimés par les LT Vγ9Vδ2, on peut citer des molécules de 

la famille des lectines C (NKG2A, NKG2C et CD94) (176). Leur expression est corrélée à une 

diminution de l’expression du TCR Vγ9Vδ2 (177). Lors d’une activation des LT Vγ9Vδ2 par un 

PAg, tous les récepteurs CD94/NKG2A intracytoplasmiques vont être externalisés à la surface 

(178). Le complexe CD94/NKG2A va alors s’activer et conduire à la diminution de la production 

de cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ et TNF-α), ainsi qu’à l’inhibition de la prolifération et de 

la cytotoxicité dirigée contre des cellules cibles accumulant des PAgs (176). Un autre récepteur 

inhibiteur des cellules NK exprimé par les LT Vγ9Vδ2 est l’ILT2 (immunoglobulin-like transcript 

2). Ce récepteur interagit avec la molécule du CMH I non classique HLA-G, exprimée à la 

surface de cellules tumorales de mélanomes, de carcinomes rénaux, de tumeurs 

hématopoïétiques et de cancers ovariens. L’interaction HLA-G/ILT2 produit un signal inhibiteur 

pour la prolifération et la production d’IFN-γ des LT Vγ9Vδ2 activés par un PAg (179). Ces 

ligands de ces NKR inhibiteurs sont des molécules du CMH I, dont l’expression à la surface 
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des cellules tumorales fluctue, permettant ainsi d’améliorer la détection d’une cellule modifiée 

par rapport à une cellule saine par les LT Vγ9Vδ2. 

 

Afin de respecter une balance immunitaire raisonnable, la réponse des LT Vγ9Vδ2 est 

extrêmement bien régulée grâce à la compétition des signaux inhibiteurs délivrés par les 

récepteurs inhibiteurs avec ceux activateurs (180). 

 

II.IV.D.2. Les Toll-like receptors 

 

Comme pour les LT αβ conventionnels, les TLRs exprimés à la surface des LT Vγ9Vδ2 

vont également influencer leur activation (voir partie I.II. de l’introduction). Par exemple, 

lorsque les LT Vγ9Vδ2 expriment le TLR 3, la production d’IFN-γ sera augmentée (181). De plus, 

la stimulation du TLR 2 exprimé sur les LT Vγ9Vδ2 entraine leur activation via la sécrétion 

d’IFN-γ et l’expression de CD107a (182). Une étude récente a montré que les agonistes du TLR 

8 vont activer les monocytes au sein des PBMCs, entrainant une production d’IFN-γ par les 

LT Vγ9Vδ2 mais pas leur prolifération en présence de PAg ou de zolédronate (183). Dans cette 

étude les agonistes du TLR 7 ont également été testé mais ils n’entrainent pas cet effet. 

Contrairement aux NKRs, les TLRs sont uniquement des co-stimulateurs puisqu’ils n’activent 

pas indépendamment du TCR γδ les LT Vγ9Vδ2 (184). 

 

II.IV.D.3. Les récepteurs aux cytokines 

 

Les cytokines de l’environnement vont également participer à la régulation de 

l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs par une immunomodulation du microenvironnement 

tumoral. Les cytokines de la famille γc, regroupant 6 cytokines différentes dont l’IL-2, l’IL-7, l’IL-

15 et IL-21, ont été bien étudiées. Ces cytokines vont toutes influencer les réponses des LT 

Vγ9Vδ2 aux PAgs mais n’auront pas le même effet. Parmi celles-ci, l’IL-2 est la plus étudiée. 

Elle agit comme un facteur de croissance des LT, augmente la cytotoxicité des cellules NK et 

favorise la production des Ig par les LB. De plus, l’IL-2 induit la prolifération et la survie des 

cellules T activées (185). En présence d’IL-2, les LT Vγ9Vδ2 activés suite au traitement de 

PBMCs par un PAg ou un ABP vont proliférer et devenir matures (186). L’IL-7 et l’IL-15 peuvent 

également contrôler l’homéostasie des LT Vγ9Vδ2 (187). Enfin, l’IL-21 va pouvoir agir en 

synergie avec les autres cytokines γc pour permettre la prolifération des LT lors de la réponse 

anti-tumorale (188). Cependant, l’IL-21 peut aussi conduire à l’émergence des LT Vγ9Vδ2 

régulateurs dans le cas d’une surexpression du récepteur CD73 (189). 
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D’autres cytokines, comme l’IL-33, ne font pas partie de la famille γc. Cette cytokine est 

capable d’induire in vitro la prolifération des LT Vγ9Vδ2 activés par un PAg, leur production en 

cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ et TNF-α) et leur cytotoxicité anti-tumorale (190). Une étude 

complémentaire a permis de confirmer l’effet prolifératif de l’IL-33 in vivo en combinaison avec 

un PAg et montrer que l’expansion des LT Vγ9Vδ2 peut prévenir la croissance tumorale dans 

un modèle murin de lymphome (191). 

 

Ainsi les cytokines influencent grandement l’activation et les réponses des LT Vγ9Vδ2, 

ce qui peut constituer un frein dans le succès des immunothérapies à base de LT Vγ9Vδ2 (voir 

partie II.V. de cette introduction). 

 

II.IV.D.4. Les molécules d’adhésion 

 

Les molécules d’adhésion sont importantes dans l’installation et la stabilisation d’une 

synapse immunologique entre une cellule immunitaire effectrice et sa cible (192). Ainsi les 

molécules d’adhésion sont présentes au sein de la synapse, colocalisant avec le complexe 

TCR/CD3. Le contact entre le LT Vγ9Vδ2 et sa cible est nécessaire pour permettre leur 

activation par les PAgs. Ainsi, les LT Vγ9Vδ2 vont exprimer différentes molécules d’adhésion 

dont le binôme pourra être exprimé sur les cellules tumorales, on parle de couple (ou 

complexe) récepteur/ligand, comme par exemple LFA-1/ICAM-1, CD2/LFA-3 et CD6/CD166. 

 

Le récepteur LFA-1 (lymphocyte function associated antigen 1) est fortement exprimé 

à la surface des LT Vγ9Vδ2. Dans une étude in vitro sur le myélome multiple, la capacité de 

reconnaissance et de cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 contre les lignées tumorales RPMI8226 et 

U266 prétraitées par un PAg (ici le zoledronate ou la Mévastatine) est dépendante de 

l’expression d’ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1) (193). En effet, le blocage d’ICAM-

1 à la surface des lignées tumorales par un anticorps va diminuer la cytolyse de ces cibles. De 

plus, l’expression induite d’ICAM-1 par transfection dans la lignée AMO-1, augmente 

significativement la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 alors que la lignée parentale ne répondait pas 

à ces effecteurs. Une autre étude a montré que le blocage de LFA-1 par un anticorps bloquant 

à la surface des LT Vγ9Vδ2 va inhiber la cytotoxicité des effecteurs envers la cible tumorale 

Daudi, sans modifier la prolifération ni le relargage des cytokines (194). 

 

Le récepteur CD2, appartenant à la superfamille des Ig, est notamment exprimé à la 

surface des cellules NK et des LT Vγ9Vδ2. L’utilisation d’anticorps bloquant CD2 et LFA-3 n’a 

pas d’effet sur l’activité lytique des LT Vγ9Vδ2 mais inhibe fortement le relargage du TNF-α et 

la prolifération (194). Cependant l’intervention du complexe CD2/LFA-3 n’est pas indispensable 



Introduction – Partie II 

67 
 

puisque l’effet inhibiteur des anticorps bloquants est réversible suite à l’ajout de la cytokine 

proliférative IL-2. 

 

L’activation des LT Vγ9Vδ2 est également favorisée par l’expression de la molécule 

d’adhésion CD166 (ou ALCAM), une glycoprotéine transmembranaire appartenant à la 

superfamille des Ig, dont le récepteur exprimé à la surface des LT Vγ9Vδ2 correspond au CD6. 

Une étude a montré que l’expression induite du CD166 suite à la transfection d’une lignée 

CD166- augmente fortement la capacité d’activation des LT Vγ9Vδ2 par la lignée traitée par le 

pamidronate, en augmentant la sécrétion de l’IFN-γ et la prolifération (195). A l’inverse, la 

downrégulation de l’expression du CD166 sur une lignée tumorale CD166+ va diminuer 

significativement l’activation des LT Vγ9Vδ2 par la lignée traitée par le PAg. Ainsi le complexe 

CD6/CD166 est recruté au centre de la synapse immunologique établie entre un LT Vγ9Vδ2 

et sa cible tumorale. 

 

Ainsi, cette partie du manuscrit démontre que de nombreux facteurs vont influencer la 

capacité d’activation des LT Vγ9Vδ2. Tous ces paramètres seront importants à prendre en 

compte pour permettre une efficience des thérapies immunitaires utilisant les LT Vγ9Vδ2. 

 

II.V. Applications cliniques des LT Vγ9Vδ2 

 

Les cancers peuvent être traités par différentes thérapies conventionnelles, comme la 

chirurgie, la chimiothérapie ou encore la radiothérapie, utilisées seules ou en combinaison. 

Ces thérapies conventionnelles présentent des limites dans certains cas de figure : tumeurs 

inopérables, efficacité limitée ou encore effets indésirables importants. Ainsi, ces freins ont 

poussé au développement de nouvelles thérapies dont certaines visent à utiliser le système 

immunitaire pour booster l’activité anti-tumorale, on parle alors de l’immunothérapie anti-

cancéreuse. Cette thérapie sera particulièrement intéressante dans les tumeurs où les 

thérapies conventionnelles ont échoué : tumeurs chimiorésistantes, maladie résiduelle après 

le traitement ou sites métastatiques difficiles d’accès. L’immunothérapie anticancéreuse a 

progressivement été développée et testée dans différentes applications. A ce jour, elle est 

couramment retrouvée dans les lignes de traitement de certains cancers et est par exemple 

devenue le traitement de référence des mélanomes métastatiques, permettant l’obtention de 

résultats très encourageant dans cette pathologie au pronostic très sombre (196). 

 

Parmi les cellules immunitaires éligibles à l’immunothérapie anti-cancéreuse, les LT 

Vγ9Vδ2 représentent des candidats intéressants. En effet, comme décrit dans la partie II.II.B. 

du manuscrit, ils sont fortement impliqués dans la réponse anti-tumorale (très cytotoxiques, 
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capables d’infiltrer la tumeur), présentent une reconnaissance antigénique qui est 

indépendante des molécules du CMH et ont une forte capacité d’expansion grâce aux PAgs 

et aux cytokines prolifératives (137,175,197,198). Les premières thérapies utilisant les LT Vγ9Vδ2 

ont été réalisées dans les années 2000 et correspondent à l’immunothérapie anti-cancéreuse 

conventionnelle. 

 

II.V.A. Immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle 

 

L’immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle utilisant les LT Vγ9Vδ2 peut être 

divisée en deux catégories : l’immunothérapie active et l’immunothérapie passive, reposant 

toutes deux sur le recrutement des LT Vγ9Vδ2 par un PAg ou après traitement par un ABP. 

Ces deux catégories de l’immunothérapie anti-cancéreuse utilisant les LT Vγ9Vδ2 ont été 

appliquées à différents types de cancers hématologiques et solides, dont majoritairement le 

carcinome rénal (199,200). Le Tableau 3 ci-dessous présente quelques études cliniques 

terminées utilisant les LT Vγ9Vδ2 et leurs résultats cliniques. Ces études seront détaillées par 

la suite. 

 

Tableau 3 : Essais cliniques utilisant les LT Vγ9Vδ2 terminés (adapté de (130), (LNH : 

lymphome non Hodgkinien, MM : myélome multiple, LF : lymphome folliculaire, 2M3B1PP : 

2-methyl-3-butenyl-1-pyrophosphate, ARF : ablation par radiofréquence). 
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Immunothérapie anti-cancéreuse active 

 

L’immunothérapie anti-cancéreuse est dite active lorsqu’elle repose sur l’activation in 

vivo des LT Vγ9Vδ2 via l’administration systémique d’activateurs spécifiques, les 

phosphoantigènes ou des ABP au patient (201,202) (partie verte du Tableau 3). La première étude 

démontrant l’intérêt thérapeutique des LT Vγ9Vδ2 a été menée chez des patients atteints de 

lymphome non-Hodgkinien ou de myélome multiple (203). Dans cette étude, les patients ont 

reçu une injection de pamidronate par voie intraveineuse suivie de doses croissantes d’IL-2. 

L’association du pamidronate avec l’IL-2 à faible dose a été bien tolérée par les patients et a 

conduit à une prolifération des LT Vγ9Vδ2 in vivo, voire à une rémission partielle du cancer 

chez certains patients. La seconde étude a permis de confirmer que l’activation des LT Vγ9Vδ2 

in vivo était associée à une production de la cytokine pro-inflammatoire IFN-γ, entrainant le 

développement d’une réponse immunitaire anti-tumorale chez des patients atteints de cancers 

de la prostate traités par injection intraveineuse de zolédronate associée ou non à des 

injections de faibles doses d’IL-2 (199). D’autres études cliniques ont suivi, appliquées à des 

cancers solides (rein, colon et sein) ou hématologiques (lymphomes folliculaires) (204,205). Dans 

ces études, les patients étaient traités par un PAg de synthèse, le BrHPP (Phosphotim, Innate 

Pharma), en administration intraveineuse à doses croissantes de BrHPP, seules ou associées 

à des faibles doses d’IL-2 (204). Dans le cas de l’étude sur les lymphomes folliculaires, le BrHPP 

était testé en combinaison avec l’anticorps monoclonal anti-CD20 appelé Rituximab (voir partie 

II.II.B. du manuscrit). La réponse clinique de ces différentes études est globalement assez 

décevante mais des réponses thérapeutiques partielles ont été observées (par exemple la 

réponse objective de l’étude de Dieli était de 3/18) ainsi que des réponses complètes (24%) 

chez les patients atteints de lymphomes folliculaires.  

 

Immunothérapie anti-cancéreuse passive 

 

L’immunothérapie anti-cancéreuse est dite passive lorsque l’expansion des LT γδ est 

réalisée ex-vivo à partir de PBMCs en utilisant des phosphoantigènes ou des ABP, suivie de 

l’administration des LT Vγ9Vδ2 cultivés au patient, on parle de transfert adoptif. L’expansion 

ex-vivo des LT γδ était généralement réalisée à partir des propres cellules du patient 

(autologue, partie bleue du Tableau 3) mais il existe quelques études avec une expansion 

hétérologue (PBMCs d’un donneur sain, non présentées dans le Tableau 3). La première 

étude testant le transfert adoptif autologue de LT γδ a été réalisée chez des patients atteins 

de carcinome rénal (206). Dans cette étude, l’expansion des LT γδ du patient a été réalisée 

grâce au PAg 2M3B1PP (2-methyl-3-butenyl-1-pyrophosphate) puis ces LT γδ ont été 
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administrés au patient par des injections multiples, combinées à de faibles doses d’IL-2. Les 

résultats ont montré une réponse objective moyenne via un ralentissement de la croissance 

tumorale (3/7) mais aucune réponse complète. Une autre étude clinique, réalisée sur des 

patients atteints de cancers du foie (carcinome hépatocellulaire), combine la technique de 

traitement d’ablation par radiofréquence (ARF) avec un transfert adoptif autologue de LT γδ 

(207). Les 30 patients retenus dans le bras combinaison ont reçu 3 à 6 injections intraveineuses 

LT γδ amplifiés ex-vivo au préalable par le zolédronate. Les résultats ont montré une survie 

sans progression supérieure dans le bras combinaison, par rapport bras ARF seul. Les 

meilleurs pronostics ont été rapportés chez les patients ayant reçus 6 injections de LT γδ 

amplifiés. Cette étude n’a pas rapporté d’importants effets secondaires à cette combinaison, 

suggérant la possibilité de développer d’autres études associant l’immunothérapie anti-

cancéreuse utilisant les LT γδ avec une thérapie conventionnelle. 

 

Tolérance de l’immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle 

 

Quel que soit le type d’immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle utilisant des 

LT Vγ9Vδ2, elles présentent une sécurité d’utilisation satisfaisante mais des résultats 

d’efficacité assez décevants. Les essais thérapeutiques pionniers ont définis les conditions 

pour une utilisation sans risque des phosphoantigènes et des ABP afin d’induire les LT Vγ9Vδ2 

chez les patients. L’effet indésirable le plus fréquent correspond à l’apparition d’un syndrome 

pseudo-grippal sans expansion de LT Vγ9Vδ2, généralement provoqué après administration 

de faibles doses de stimuli. La plupart des effets indésirables sont de grade 1-2 (avec de la 

fièvre, fatigue, augmentation des transaminases hépatiques et une éosinophilie) (87). Les effets 

indésirables sévères, de grade 3 et 4, ayant été reportés sont caractérisés par une thrombose, 

une hyperglycémie, une hypocalcémie, des douleurs de la mâchoire et musculosquelettiques, 

une gastrite, un infarctus du myocarde et une toxicité rénale (201). 

 

Limites de l’immunothérapie anti-cancéreuse conventionnelle 

 

Alors que la sécurité de l’utilisation des LT Vγ9Vδ2 a été démontrée et que les 

paramètres pharmacodynamiques des PAgs administrés chez l’homme sont bien connus, 

l’efficacité de cette thérapie reste limitée puisque la moyenne de réponse est de 21% associée 

à un taux moyen de bénéfice clinique de 57%. Cette efficacité modeste pourrait être reliée à 

l’anergie des LT Vγ9Vδ2 activés, associée à une diminution du nombre de LT Vγ9Vδ2 du sang 

périphérique après administration des stimulants (PAg et N-bis) (201,208). 
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En effet, l’anergie des LT Vγ9Vδ2 et la diminution du nombre de LT Vγ9Vδ2 du sang 

périphérique après administration des activateurs représentent des problèmes qualitatifs et 

quantitatifs pour l’immunothérapie conventionnelle à base de LT Vγ9Vδ2. Concernant le 

problème qualitatif, la cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 peut être affectée par le MET suppresseur 

et le stade tumoral, pouvant tous deux limiter les fonctions anti-tumorales des LT Vγ9Vδ2. Par 

exemple, dans les carcinomes pancréatiques, les capacités cytotoxiques des LT Vγ9Vδ2 sont 

diminuées par des faibles niveaux des facteurs solubles MICA/B dans le MET (208). Concernant 

le problème quantitatif, la polarisation des LT γδ va entrainer une baisse du nombre de LT 

Vγ9Vδ2 anti-tumoraux, via des cytokines telles que l’IL-23, l’IL-15 et le TGFβ qui sont 

présentes dans le MET. Par exemple, dans les cancers squameux de la peau, on retrouve 

significativement plus de LT γδ 17 chez des patients atteints par des stades avancés de cette 

maladie (stades II et IV), par rapport aux patients atteints par des stades plus précoces (stades 

I et II). A l’inverse, les fréquences de LT Vγ9Vδ2 sont plus importantes chez les patients 

atteints par les stades précoces (stade I et II), mais diminuent de façon significative chez les 

patients atteints de stades plus avancés (stades III et IV) (209). Ainsi, une hypothèse a été que 

la polarisation des LT γδ limite l’efficacité de l’immunothérapie conventionnelle utilisant les LT 

γδ en influençant la balance entre les LT γδ pro-tumoraux et anti-tumoraux. Puisque que les 

LT γδ Vδ1 ont un rôle controversé dans l’immunité anti-tumorale, il serait important d’éliminer 

au préalable les sous-groupes de LT γδ pro-tumoraux avant le transfert adoptif au patient. De 

plus, l’expansion in vivo rend possible la prolifération de certains sous-groupes pro-tumoraux, 

donc cette expansion devrait se faire en évitant d’être dans un MET immunosuppresseur 

puisque cela augmenterait la probabilité de polarisation des LT γδ en sous-groupes pro-

tumoraux. Pour éviter ce phénomène, une équipe a suggéré la mise en œuvre de ces 

stratégies thérapeutiques à un stade TNM précoce de la maladie pour éviter que le MET soit 

déjà immunosuppresseur chez le patient. Moduler cette polarisation pourrait ainsi améliorer 

l’efficacité au long terme de ces thérapies. 

 

Les LT γδ sont capables de changer leur fonction immunitaire en réponse à une 

stimulation cytokinique, puisque des LT γδ anti-tumoraux peuvent devenir pro-tumoraux après 

stimulation par différentes cytokines du MET. Au vue de l’importance de la balance cytokinique 

tumorale, il est envisageable de modifier artificiellement cette balance afin de favoriser la 

reprogrammation des LT γδ pro-tumoraux en anti-tumoraux. Ainsi, mesurer les taux de 

cytokines immunosuppressives (comme par exemple l’IL-23, l’IL-1β, l’IL-15, l’IL-17, l’IL-4, l’IL-

10, l’IL-36γ ou le TGFβ) pourrait permettre de prédire le statut immunitaire du patient avant de 

débuter l’immunothérapie à base de LT γδ. Par exemple, l’IL-36γ va promouvoir la production 

de l’IFN-γ par les cellules T CD8+, les cellules NK et les LT γδ, ce qui va transformer le MET, 

favoriser l’élimination tumorale et exercer des puissants effets anti-tumoraux (210). 
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De plus, il est probable que le statut immunitaire de l’hôte peut également impacter 

l’efficacité de l’immunothérapie par transfert adoptif de LT γδ mais à ce jour trop peu d’études 

ont évalué ce paramètre chez le patient avant le lancement du traitement. En effet, on peut 

imaginer que la composition du MET, l’action des immune checkpoints ou encore les niveaux 

de cytokines du patient impacteront sa thérapie. Dans un contexte d’immunothérapie par LT 

γδ, les immune checkpoints tels que PD1, les cytokines immunosuppressives telles que l’IL-

17 et l’IL-4, ainsi que des cellules immunitaires telles que les neutrophiles sont tous impliqués 

dans les réponses immunitaires cytotoxiques des LT γδ. Par conséquent, l’évaluation du statut 

immunitaire des patients avant de débuter l’immunothérapie par LT γδ pourrait diminuer la 

faible efficacité attendue de ces traitements et apporter une solution thérapeutique au patient. 

Ainsi, avant d’élargir les applications de ces thérapies il faudrait réussir à changer le MET 

suppresseur en environnement normal et pouvoir attirer d’autres cellules effectrices en 

support. 

 

II.V.B. Nouvelles stratégies d’immunothérapies à base de LT γδ  
 

La compréhension des mécanismes moléculaires indispensables à l’activation des LT 

γδ et l’étude de leurs récepteurs nécessaires à leur action anti-tumorale a été essentiel pour 

éviter la tolérance lymphocytaire et la délétion des LT γδ naturels chez des patients atteints 

de cancers à stades avancés (148,211–213). Des stratégies alternatives à l’immunothérapie anti-

cancéreuse conventionnelle sont actuellement en cours de développement, visant par 

exemple à recruter de façon sélective des LT γδ résidents par des molécules bispécifiques 

combinant un anti-TCR γδ avec un anti-EGFR, ciblant le récepteur à l’Epidermal Growth 

Factor, afin de lier les LT γδ à l’EGFR exprimé par les cellules tumorales (214). Ce concept 

pourrait être plus efficace que les molécules bispécifiques classiques liant les cellules 

exprimant le CD3 à l’aide d’un anti-CD3 (incluant ainsi les LT γδ et les LT αβ) car la distribution 

intra-tumorale de TILs n’est pas toujours égale entre les LT γδ et les LT αβ (94). Chez des 

patients atteints de glioblastomes, l’injection topique (sur la peau) de LT γδ génétiquement 

modifiés pour être chimiorésistants a été testée après administration du traitement standard 

(215). Ainsi, l’injection des LT γδ permet de rétablir le pool de TILs γδ supprimé par la 

chimiothérapie standard sans concession de dose pour le patient. Une observation faite à 

partir de l’Ibrutinib, un inhibiteur de la Bruton tyrosine kinase (BTK) couramment prescrit dans 

le traitement des leucémies lymphoïdes chroniques, conforte la potentielle efficacité des LT γδ 

endogènes. En effet, l’Ibrutinib peut partiellement reverser la tolérance des LT Vγ9Vδ2 de 

patients atteints cultivés in vitro (216). De plus, la plupart des inhibiteurs de checkpoint 

développés en clinique vont également affecter le répertoire de LT γδ anti-tumoraux. En effet, 

les patients traités avec l’inhibiteur de CTLA-4 nommé Ipilimumab vont avoir une plus forte 
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proportion de LT Vγ9Vδ2 endogènes par rapport aux patients non traités par cet anticorps 

thérapeutique, ce qui montre que le succès de cette thérapie n’est pas seulement lié au 

répertoire anti-tumoral de LT αβ conventionnel (68). De façon surprenante, cette étude présente 

des effets différents entre les répertoires δ2+ et δ2- avec une augmentation de la proportion 

pour les δ2+ et une diminution pour les δ2- montrant ainsi des mécanismes de régulation 

divergents entre ces deux sous-types. 

 

Dans le cadre des nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant les LT γδ, trois concepts 

de thérapies sélectives sont intéressants à présenter et sont repris dans la Figure 21 ci-

dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21: Les nouveaux concepts de thérapies sélectives applicables aux LT γδ. (130) 

 

Delta one T cells (DOT) 

 

Ces cellules correspondent à des LT γδ enrichies en δ1 suite à des conditions de 

culture particulières et expriment plus de 60% de δ1. L’étude pionnière de ce concept a décrit 

un protocole permettant l’expansion et la différentiation de cellules δ1+ cytotoxiques à partir de 

PBMCs de donneurs sains ou de patients atteints de leucémies myéloïdes chroniques, 
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comprenant notamment trois semaines de stimulation par des agonistes du TCR et des 

cytokines (comme l’IL-4 et l’IL-15) (217). Les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles 

de ces cellules δ1+ ainsi obtenues ont été réalisées in vitro et in vivo. Les LT δ1+ obtenus sont 

cytotoxiques via l’expression de novo des récepteurs cytotoxiques NKp30 et NKp44, et ont 

une expression de NKG2D et DNAM1 uprégulée. Lorsqu’ils sont transférés in vivo, les DOTs 

peuvent infiltrer les tumeurs et les organes périphériques de façon persistante. Ainsi, les DOTs 

injectés vont proliférer in vivo et seront capables de produire de l’IFN-γ et du TNF-α sans 

produire pour autant de l’IL-17. Dans des modèles de xénogreffes, cette étude a montré que 

les DOTs sont capables d’inhiber la croissance tumorale et de prévenir la dissémination des 

cellules tumorales. Cependant, une des limites de cette technique est la possible et 

progressive downrégulation naturelle des récepteurs cytotoxiques après infusion chez le 

patient. 

 

Chimeric antigen receptors expressing T cell (CAR-T) γδ 

 

Afin de maitriser les limites des DOTs, des LT γδ ont été modifiés génétiquement afin 

de forcer l’expression de récepteurs d’antigènes chimériques (CAR) réactifs contre les tumeurs 

(218,219). A la différence des DOTs, les cellules utilisées dans ce concept sont des LT Vγ9Vδ2 

porteurs du TCR transgénique, en raison de leur forte abondance dans le sang périphérique 

et la facilité d’accès pour la conception in vitro. Cette technique permet la persistance à long 

terme des récepteurs nouvellement introduits génétiquement sans downrégulation. Les CAR 

T conventionnels ont été développés plus précocement que les CAR T γδ et sont en cours 

d’utilisation dans des essais cliniques. Cette thérapie innovante est toutefois freinée par un 

effet indésirable critique correspondant au risque de syndrome de relargage cytokinique (ou 

appelé également orage cytokinique), qui peut être sévère et mortel pour le patient s’il n’est 

pas pris en charge immédiatement ou limité grâce à l’injection préalable du Tocilizumab 

(anticorps monoclonal anti-IL-6). Un des avantages que pourraient présenter les CAR T γδ 

serait que ce risque est moindre pour cette population cellulaire, notamment en comparaison 

aux cellules NK (220). Cependant, les cellules NK et les LT γδ sont étroitement contrôlés par les 

récepteurs cytotoxiques naturels et les KIRs et doivent être éduqués au fil du temps (221). A ce 

jour, cette stratégie est majoritairement développée pour traiter des cancers hématologiques 

car les récepteurs transgéniques nouvellement introduits sont souvent spécifiques de ces 

tumeurs, comme par exemple le CD19, mais il y a encore peu de développement pour des 

récepteurs exprimés par des cancers solides (222). 
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T cells engineered with defined γδ TCR (TEGs) 

 

Ce concept exploite les capacités de réactivité tumorale des TCR γδ, pouvant être 

isolés à partir de cellules γδ Vγ9Vδ2+ ou Vγ9Vδ2-. Dans cette construction, le porteur du TCR 

modifié est un LT αβ et les chercheurs peuvent ainsi créer des LT helpers et/ou effecteurs afin 

d’induire la réponse immunitaire la plus durable possible. Ainsi, ce concept combine le ciblage 

tumoral réalisé par le TCR γδ avec les capacités importantes de prolifération et de mémoire 

des LT αβ conventionnels. Cette technique permet de forcer l’expression des TCR γδ sur les 

LT αβ grâce à des transductions ce qui empêchera l’expression endogène des TCR αβ, 

permettant ainsi de s’affranchir des problèmes classiques d’allo-compatibilité dus à la 

reconnaissance dépendante des molécules du CMH du TCR αβ. Ce concept permet 

également d’éradiquer la fréquente diminution des LT γδ chez les patients atteints par des 

stades avancés de la maladie, peu prolifératifs ou après polarisation en LT γδ producteurs 

d’IL-17 entrainant ainsi une tolérance des cellules cancéreuses (84). Ce concept de nouvelle 

génération de CAR T cells, appelé TEGs, correspond à une découverte majeure dans ce 

domaine (148,211,223,224). Contrairement aux CAR T cells, l’antigène n’est pas un antigène 

spécifique de la tumeur mais les PAgs, dont on a vu précédemment qu’ils étaient exprimés 

dans les cancers. Ainsi, l’utilisation des TEGs est beaucoup plus large que celle des CAR T 

cells et permettrait de s’appliquer à des tumeurs solides et hématologiques (211,225). Par 

exemple, il a été montré que les TEGs peuvent cibler les cellules souches leucémiques et 

éliminer un myélome multiple primaire (168,226). De plus, une fois que le TCR Vγ9Vδ2 est 

exprimé sur le LT αβ, le signal activateur délivré par le TCR γδ est moins sensible à l’inhibition 

par les KIRs car ils sont moins fréquents à la surface de ces LT conventionnels. Si les LT CD4+ 

et CD8+ sont reprogrammés avec un TCR Vγ9Vδ2, ils acquièrent tous deux des propriétés 

cytotoxiques, mais les TEGs CD4+ ont également la capacité de maturation en CPA 

professionnelle, comme les DC (211). La maturation des DC est médiée par les TEGs CD4+ qui 

détectent via le TCR modifié l’augmentation des niveaux de PAgs dans des DC immatures 

traitées par des ABP (148). Cette propriété favorise la diffusion du TEG et sa rencontre avec des 

antigènes classiques associés aux tumeurs. Les TEGs exprimant un TCR Vγ9Vδ2 de haute 

affinité sont en cours d’utilisation dans une phase I d’un essai clinique chez des patients 

réfractaires ou en rechutes d’une leucémie aigüe myéloïde ou d’un myélome multiple (227). 

Cette stratégie thérapeutique représente l’une des nombreuses possibilités de développement 

dérivant des LT γδ et de leurs récepteurs (224). 

 

Un des paramètres important à appréhender sera l’éventuelle cross-réactivité de ces 

thérapies avec les tissus sains dans un contexte probable d’inflammation afin d’éviter le 

phénomène d’off-target, qui a notamment été observé lors du développement des thérapies 
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de LT αβ modifiés (228). Pour les thérapies à base de TCR Vγ9Vδ2 des recherches continuent 

pour déterminer des biomarqueurs de susceptibilité, tels que des polymorphismes ou la 

relocalisation de RhoB du noyau vers la membrane plasmique. L’analyse d’échantillons de 

biopsies liquides afin de déterminer ces critères de relocalisation de RhoB pourrait faire partie 

des critères d’inclusion pour les patients. 

 

Perspectives pour l’immunothérapie à base de LT γδ 
 

Ainsi les immunothérapies anti-cancéreuses utilisant des LT γδ montrent des résultats 

encourageants mais des progrès restent nécessaires. Même si à ce jour les résultats cliniques 

ne sont pas encore connus, il est probable que les nouvelles stratégies thérapeutiques 

améliorent l’efficacité de ces traitements. Il est aussi possible de tester l’efficacité de ces 

nouvelles stratégies en association avec d’autres thérapies. Par exemple, la combinaison de 

ces nouvelles stratégies thérapeutiques avec des chimiothérapies ou d’autres 

immunothérapies pourrait permettre de contrecarrer le MET immunosuppresseur présent dans 

les tumeurs. En effet, une association avec des inhibiteurs d’immune checkpoints pourrait 

améliorer l’activité anti-tumorale des lymphocytes utilisés dans ces thérapies. L’interaction 

entre PD-1 exprimé sur les LT αβ et son ligand PD-L1 sur les LT γδ va limiter l’activation des 

effecteurs T αβ. Ainsi le blocage de cette interaction par l’utilisation d’un inhibiteur de PD-1 va 

favoriser l’activation des LT αβ. De plus, une étude réalisée à partir de patients atteints de 

lymphomes folliculaires a montré une abondante proportion de TILs γδ exprimant PD1 (229). 

Ces LT γδ PD1+ présentent une capacité diminuée d’ADCC par rapport aux PD1-, qui pourrait 

être restaurée après blocage de ce récepteur par un traitement inhibiteur de checkpoint (anti-

PD1). Ces stratégies ont également été envisagées pour d’autres récepteurs ou ligands 

d’immune checkpoints tels que CTLA-4, IDO, VISTA, Galectin-9, LAG-3 et TIM-3 (230–232). 

 

Enfin, l’association des LT γδ avec d’autres cellules T cytotoxiques (tel que les LT αβ 

ou les cellules NK) pourrait permettre d’augmenter l’efficacité de la thérapie grâce à une double 

action synergique : la reconnaissance non restreinte au CMH des LT γδ avec la réponse 

adaptative et/ou cytotoxique des cellules T spécifique de la tumeur. On dénombre actuellement 

une augmentation d’études combinant des immunothérapies ciblant différentes cellules du 

système immunitaire (233,234).  

 

Ainsi les LT Vγ9Vδ2 correspondent à une population de cellules immunitaires fortement 

cytotoxiques présentant un potentiel thérapeutique très intéressant dans les cancers. 

Cependant, dans le but d’améliorer l’efficacité des thérapies utilisant ces cellules, des études 

supplémentaires sont nécessaires afin de compléter les connaissances sur leur mécanisme 
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d’activation. 

 

L’étude des mécanismes d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes a 

permis la mise en évidence d’un nouveau partenaire, la petite GTPase RhoB, intervenant dans 

la modification de la conformation de la BTN3A1 (voir partie II.IV.C.3.). Puisque l’investigation 

de ce mécanisme correspond à mes travaux de thèse de pharmacie, la dernière partie de 

l’introduction de ce manuscrit est consacrée à cette protéine. 
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PARTIE III. LA PROTEINE RhoB 
 

 

Au cours de l’évolution, les cellules eucaryotes ont développé des outils cellulaires afin 

d’exécuter des processus biologiques complexes à faible coût énergétique, notamment via la 

conservation du module GTPase. La famille des petites Rho GTPase regroupe des molécules 

de signalisation ayant différentes fonctions régulatrices notamment sur la morphologie 

tissulaire et la fonction cellulaire. 

 

III.I. Généralités sur la famille des petites GTPases Rho 

 

Les petites GTPases Rho appartiennent à la superfamille des protéines Ras et 

présentent 30 à 50% d’homologie entre l’ensemble de leurs séquences primaires (235). D’après 

la Figure 22 ci-dessous, la famille des petites GTPase Rho regroupe 20 membres qui peuvent 

être divisés en cinq sous familles : « Rho-like » (comprenant RhoA, RhoB et RhoC) ; « Rac-

like » (comprenant Rac1, Rac2, Rac3 et RhoG) ; « Cdc42-like » (Cdc42, RhoQ et RhoJ); 

« RND » (Rnd1, Rnd2 et Rnd3) et « RhoBTB » (comprenant RhoBTB1 et RhoBTB2) (236). 

 

Figure 22 : Arbre phylogénétique de la famille des petites GTPases Rho (adapté de (236)). 
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III.I.A. Structure 

 

Les protéines Rho présentent 40 à 95% d’homologie entre elles (235). Leur structure est 

composée d’une séquence caractéristique de liaison au GDP et au GTP leur permettant de 

réaliser un cycle entre un état inactif lié au GDP et un état actif lié au GTP. Ces protéines 

présentent différentes modifications post-traductionnelles dont la plus étudiée est 

l’isoprénylation protéique. L’étude de la structure des protéines Rho a permis de mettre en 

évidence deux régions essentielles : le domaine catalytique, contenant notamment le site de 

liaison aux nucléotides et la région hypervariable, au niveau de laquelle se font des 

modifications post-traductionnelles telle que la prénylation ou la palmitoylation (237,238). 

 

III.I.B. Cycle d’activation/inactivation des petites GTPases Rho 

 

Les protéines de la famille des petites GTPases Rho possèdent deux formes 

interchangeables : une forme GDP (Guanosine Di-phosphate) inactive et une forme GTP 

(Guanosine Tri-phosphate) active (239). La Figure 23 présente le cycle d’activation/inactivation 

des protéines Rho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Cycle d’activation/inactivation des protéines Rho. 

 

D’après la Figure 23, le GTP se lie à la protéine après dissociation de la GDP, 

entraînant un changement de conformation du site de liaison aux effecteurs permettant 

l’interaction avec les protéines effectrices. La forme GTP est convertie en GDP par l’action de 

l’activité GTPasique intrinsèque de la protéine, permettant ainsi la dissociation de la protéine 

effectrice. Les protéines Rho liées au GTP vont interagir avec leurs effecteurs en aval afin 

d’induire des réponses cellulaires. 

 

 



Introduction – Partie III 

81 
 

III.I. C. Régulateurs des GTPases Rho 

 

Le cycle d’activation des GTPases Rho est régulé par trois types de protéines : les 

GEFs, les GAPs et les GDIs.  

 

Les GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) déclenchent l’échange du GDP par 

du GTP permettant l’obtention de la forme active de la protéine liée au GTP (en vert sur la 

Figure 23). La régulation des GEFs se fait par la présence de séquences inhibitrices au sein 

de la protéine, par des interactions protéine-protéine et par la localisation subcellulaire.  

 

Les GAPs (GTPase Activating Protein) stimulent l’activité GTPasique intrinsèque 

entrainant le retour à la forme inactive via leur passage sous forme GDP (en rouge sur la 

Figure 23). Ainsi, les protéines Rho-GAP permettent l’inactivation des RhoGTPases via leur 

passage sous forme GDP correspondant à leur état inactif. 

 

Les GDIs (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors) interagissent avec la forme 

inactive en masquant le prényl ce qui va maintenir la protéine sous sa forme inactive. Ainsi, 

les protéines RhoGDI sont capables d’extraire la RhoGTPase liée au GDP des membranes 

en se liant à son extrémité C-terminale, masquant ainsi le lipide isoprénique hydrophobe et 

maintenant la GTPase sous sa forme inactive soluble dans le cytoplasme (240). A ce jour, trois 

isoformes de RhoGDI ont été décrites : RhoGDI-1, RhoGDI-2 et RhoGDI-3 (241,242). Ces trois 

isoformes de RhoGDI présentent une homologie de séquence relativement importante. 

L’activation d’une GTPase par l’action d’une GEF nécessite la dissociation du complexe 

RhoGDI-GTPaseRho.  

 

Parmi les protéines de la Rho GTPase, la protéine RhoB est hautement similaire à 

RhoA et RhoC mais a des fonctions cellulaires distinctes. Puisque l’objectif de mes travaux de 

thèse était l’étude de l’implication de la RhoGTPase RhoB dans les mécanismes d’activation 

des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs, la suite de cette partie sera uniquement dédiée à cette protéine. 
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III.II. La protéine RhoB 

 

III.II.A. Structure de RhoB 

 

La plupart des acides aminés divergents entre RhoB et le couple RhoA/RhoC sont 

situés près de l’extrémité C-terminale, connue pour être une région hypervariable. La Figure 

24 ci-dessous représente de façon schématique la structure de la protéine RhoB.  

 

Figure 24 : Structure schématique de la protéine RhoB (adapté de (243)). 

 

Le rectangle vert zoomé correspond à la région hypervariable des protéines RhoA, 

RhoC et RhoB. Le rectangle violet correspond à la séquence d’acides aminés de la protéine 

RhoB. Les acides aminés bleus sont différents entre la séquence de RhoB et celle du couple 

RhoA/RhoC. Enfin, le rectangle noir en fin de chaque séquence correspond à la boîte CAAX 

(C=Cystéine, A=Acide aminé aliphatique, X=autre acide aminé). En comparaison avec la 

séquence du couple RhoA/RhoC, la région hypervariable de RhoB contient principalement des 

résidus polaires. La proportion entre les résidus polaires et basiques va impacter la capacité 

de fixation des protéines effectrices et régulatrices dans la région hypervariable (244). 
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III.II.B. Régulation de RhoB 

 

Différents processus vont pouvoir réguler la GTPase RhoB, comme les modifications 

post-traductionnelles sur la protéine, sa localisation ou encore son expression. 

 

Modifications post-traductionnelles de RhoB 

 

La protéine RhoB se différencie de RhoA et RhoC au niveau de la boîte CAAX C-

terminale dans laquelle la Cystéine est modifiée par les lipides isoprénoïdes. En effet, la 

protéine RhoB peut être modifiée à la fois par des isoprénoïdes farnesyl et geranyl-geranyl 

(GG/F sur la Figure 24), alors que RhoA et RhoC peuvent être uniquement geranylgeranylés 

(238,245). Il est possible d’inhiber ces isoprénoïdes en utilisant des inhibiteurs de farnésylation 

comme la farnesyltransferase inhibitor (FTI) ou de géranylgéranylation comme le 

geranylgeranyltransferase inhibitor (GGTI). Contrairement à RhoA et RhoC, RhoB ne présente 

pas de domaine polybasique mais elle peut être palmitoylée en position Cys189 et 192, juste 

en amont de la cystéine prénylée (238). La prénylation semble indispensable à la localisation 

cellulaire correcte et la conduction de la plupart des fonctions des trois protéines RhoGTPases 

(246,247). 

 

Localisation cellulaire de la protéine RhoB 

 

Les diverses modifications lipidiques possibles sur RhoB présentées précédemment 

vont affecter sa localisation cellulaire, qui sera différente de celles de RhoA et RhoC. En effet, 

RhoA et RhoC sont essentiellement localisées au niveau de la membrane plasmique et du 

cytoplasme. En revanche, la protéine RhoB a été jusqu’alors décrite au niveau des 

endosomes, des corps multivésiculaires (CMV), de la membrane plasmique, de l’appareil de 

Golgi et du noyau (248–251). La forme isoprénylée de RhoB va modifier sa localisation. De ce fait, 

la forme farnésylée de la protéine RhoB entraine une localisation majoritairement 

membranaire, alors que la forme géranylgéranylée entraine une localisation endosomale de 

RhoB (252). 

 

Le système endosomal est un réseau complexe jouant un rôle important dans le tri de 

molécules incorporées dans les cellules. Il peut être divisé en deux voies, chacune 

caractérisée par des structures bien particulières. La première voie est celle des endosomes 

précoces, caractérisée par les endosomes de tri et les endosomes de recyclage. La seconde 

voie est celle des endosomes tardifs, définie par les CMV. Par la suite, les endosomes tardifs 
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formeront un endo-lysosome après fusion avec un lysosome primaire provenant du réseau 

trans-golgien. Cette structure lysosomale nouvellement formée sera finalement dégradée dans 

les lysosomes. 

 

Ainsi, en fonction de sa localisation endosomale, RhoB aura un devenir distinct. La 

protéine RhoB est essentiellement localisée au niveau des endosomes précoces et du 

compartiment pré-lysosomal (248). Cependant, la protéine RhoB présente une demi-vie courte, 

d’environ 30 minutes, car elle peut être rapidement dégradée via la voie endo-lysosomale 

(241,253). Sa dégradation peut être retardée par l’inhibition de l’isoprénylation. Par conséquent, 

l’altération de la dynamique lipidique des endosomes tardifs entraine une accumulation de 

RhoB dans les CMV (254). 

 

La localisation endosomale de RhoB peut être influencée par d’autres facteurs. Par 

exemple, une étude a récemment identifié une autre petite GTPase ADP-ribosylation factor 6 

(Arf6) comme pouvant s’associer avec RhoB sous forme de complexe, afin de réguler sa 

localisation et sa stabilité (255). En effet, la déplétion d’Arf6 entraine une perte de RhoB au 

niveau des membranes endosomales, conduisant à l’élimination de RhoB via la voie endo-

lysosomale. 

 

Expression de la protéine RhoB 

 

Comme toutes les Rho GTPases, l’activité de RhoB est régulée par la charge du 

GTP/GDP via les protéines GEF et GAP (voir partie III.I.B. de ce manuscrit). La plupart des 

GEFs et des GAPs testées ont une action in vitro sur RhoA, RhoB et RhoC mais il existe des 

différences. Par exemple, la GEF3 (RhoGEF XPLM/ARH) se lie à RhoA et RhoB mais pas à 

RhoC (256). De plus la protéine chaperonne SmgGDS se lie aux régions C-terminales 

polybasiques de RhoA et RhoC mais pas RhoB (257). Parmi les trois Rho GDIs, c’est 

uniquement la Rho GDI-3 qui pourra se lier à RhoB (258). En revanche, Rho GDI-1 se liera à 

RhoA et RhoC mais pas à RhoB. 

 

Les niveaux de RhoB sont profondément régulés en réponse à divers stimuli. Par 

exemple, RhoB peut être ciblé par les ubiquitines ligases Smurf1 et le complexe Cullin2-RBX1 

entraînant sa dégradation dans le protéasome (259,260). RhoA et RhoC peuvent également être 

ubiquitinylés mais leurs dégradations seront beaucoup plus lentes que celle de RhoB. Ainsi, 

la protéine RhoB est normalement présente à faible niveau dans les cellules à l’état basal, 

mais peut être rapidement et transitoirement uprégulée par différents stimuli tels que les 

radiations UV, les facteurs de croissance, les cytokines et lors du cycle cellulaire (261). Par 
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exemple, le stress génotoxique va rapidement activer RhoB, probablement médié par les 

GEFs nucléaires Ect2 et Net1 (262). 

 

De plus, l’ARN messager de RhoB peut être régulé par différents micro-ARNs (miR) 

dans les lignées cancéreuses et les cellules endothéliales. Par exemple, la prolifération, la 

migration et l’invasion sont régulées par le miR21 dans les cellules de cancer colorectal (263) et 

par le miR19a dans les cancers pancréatiques (264) à la fois in vitro et in vivo suite au ciblage 

de RhoB. De plus, RhoB est également régulé par phosphorylation. A la différence de RhoA 

et RhoC, RhoB est phosphorylé et inhibé par la caséine kinase 1 (CK1) sur la sérine 185 (265). 

Enfin, RhoB peut également être phosphorylé sur les résidus tyrosine mais la pertinence 

fonctionnelle n’est pas encore clarifiée (266). 

 

Ainsi, la protéine RhoB est finement régulée et a suscité un grand intérêt en recherche. 

Différents travaux sur la protéine ont été publiés, utilisant différentes techniques d’étude. 

 

III.II.C. Techniques d’étude de RhoB dans les cellules 

 

Parmi les différentes techniques permettant d’étudier les protéines dans les cellules, 

certaines peuvent être appliquées à RhoB et ont été utilisées au cours de mes travaux de 

thèse. Ainsi, les techniques utilisées seront brièvement décrites dans le paragraphe suivant. 

 

Modulation de l’activité de RhoB 

 

Dans les années 2000, les protéines Rho ont été identifiées comme étant les protéines 

eucaryotes cibles de nombreuses toxines bactériennes. Ainsi ces toxines bloquent les 

fonctions des Rho. Par exemple, la toxine C3 exoenzyme isolée à partir de Clostridium 

botulinium inhibe spécifiquement les protéines RhoA, RhoB et RhoC par ADP-ribosylation de 

l’asparagine 41 au niveau du domaine de liaison de l’effecteur de la GTPase, modification 

post-traductionnelle qui ajoute une unité ADP-ribose (267). Ces différentes toxines permettent 

d’étudier les conséquences de la perturbation de l’activation ou de l’inhibition de ces protéines 

Rho. Cependant, cet inhibiteur est faiblement perméable ce qui limite sa pénétration cellulaire 

et donc son utilisation in vivo.  
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Quantification des protéines RhoB activées : utilisation du système Split-GFP 

 

Afin de monitorer l’activation des petites GTPases, les stratégies consistent en général 

à évaluer la liaison de la forme active des petites GTPases (liée au GTP) avec un domaine 

spécifique de liaison aux GTPases présent sur des protéines effectrices immobilisées sur des 

billes (268,269). Cependant cette méthode présente des limites car la liaison des GTPases au 

GTP est extrêmement labile et dynamique. De plus l’activation des petites GTPases étant 

étroitement régulée par la localisation subcellulaire des régulateurs et des effecteurs des 

GTPases, de nouvelles approches permettant d’observer en temps réel ces phénomènes ont 

dues être développées (270). Ainsi, le système tripartite split-GFP (triSFP) a été développé et 

validé dans les années 2000 afin de monitorer les interactions protéines-protéines dans les 

cellules vivantes (271–273). Par la suite, ce système a été adapté pour la détection de l’interaction 

entre une GTPase et son effecteur (274). Dans ce système, la molécule GFP est séparée en 

trois parties liées à des acteurs indispensables pour l’activation des GTPases : la proie, l’appât 

et le détecteur. Ainsi la recombinaison du système suite à l’engagement de ces différents 

acteurs va entrainer la complémentation de la molécule de GFP et donc l’émission de sa 

fluorescence (Figure 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Adaptation du système Split-GFP pour le monitoring des petites 
RhoGTPases.(274) 

 

D’après la Figure 25, la GTPase est fusionnée avec la partie C-terminale du brin β-10 

de la GFP (GFP10 sur la Figure 25). Le domaine de liaison de l’effecteur (GBD) est quant à 

lui lié à l’extrémité N-terminale du brin β-11 de la GFP (GFP11 sur la Figure 25). Lorsque la 

GTPase est activée (donc liée au GTP), elle va interagir avec son domaine effecteur entrainant 

une proximité entre le GFP10 et le GFP11. Après ajout du détecteur GFP1-9 qui correspond 

à la troisème partie de la GFP, il va pouvoir se complémenter avec la GFP10 et la GFP11 pour 

reconstituer la protéine entièrement la protéine GFP et émettre la fluorescence verte : on parle 
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de GFP recombinante (rGFP). 

 

La protéine RhoB présente certaines caractéristiques biochimiques et biologiques qui 

la distingue de ses homologues RhoA et RhoC, ce qui pourrait expliquer certaines de ses 

fonctions spécifiques dans divers processus cellulaires (275). La protéine RhoB présente de 

nombreuses fonctions, notamment au cours du développement ou lors de l’inflammation et de 

la vasculogénèse. De plus, RhoB est impliqué dans le développement tumoral et quelques 

travaux ont montré son impact sur l’immunité. Puisque mes travaux de thèse ont porté sur 

l’étude de l’implication de RhoB dans les mécanismes d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les 

PAgs dans les cancers, nous ne développerons que ces deux dernières fonctions dans la suite 

de ce manuscrit. 

 

III.II.D. Fonctionnalités de RhoB dans les cancers 

 

Au départ, la protéine RhoB a été décrite pour sa contribution dans la transformation 

cellulaire induite par l’oncogène Ras (276). Mais par la suite, cette équipe a montré un rôle anti-

tumoral de RhoB puisque que la forme géranylgéranylée de la protéine était nécessaire pour 

obtenir l’inhibition de la croissance cellulaire médiée par les FTI (277). D’autres études ont 

suivies confortant le potentiel rôle suppresseur de tumeurs de la protéine RhoB, notamment 

via l’inhibition de la prolifération, de l’invasion et des métastases tumorales ainsi que 

l’amélioration de la survie (278,279). Ainsi la protéine RhoB exerce un rôle bivalent dans les 

cancers. Le Tableau 4 présente certaines études reportant ces actions contradictoires suivant 

le type tumoral. 

Tableau 4: Résumé du rôle bivalent de la protéine RhoB dans différents cancers (adapté de 
(243)). 
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Les études présentées dans le Tableau 4 incluent dans certains cas des expériences 

in vivo (italique) et/ou des données de patients (souligné). Puisque les expériences menées 

dans mes travaux de thèse se sont appuyées sur un modèle in vitro d’adénocarcinome 

pulmonaire, quelques études portant sur les cancers du poumon seront décrites ci-dessous 

afin d’illustrer le rôle dual de la protéine RhoB dans les tumeurs. Les études sélectionnées 

comportent des expériences in vitro, in vivo et cliniques. 

 

Rôle pro-tumoral de la protéine RhoB 

 

La protéine RhoB peut contribuer à la tumorigénèse dans certains modèles de cancers, 

via notamment la stimulation de la prolifération, l’angiogénèse, l’invasion et la migration.  

 

Dans un modèle d’adénocarcinome pulmonaire, une étude a montré que le gène 

codant pour la protéine RhoB présente une activité pro-métastatique (280). Grâce à des 

expériences fonctionnelles in vitro et in vivo qui sur-exprimaient ou diminuaient l’expression 

génique, cette étude démontre que RhoB va promouvoir à la fois les stades précoces et tardifs 

des métastases dans ces cancers pulmonaires. En effet, l’injection systémique de cellules 

d’adénocarcinome pulmonaire A549 RhoB knockdown dans des souris a montré une 

diminution significative des métastases osseuses. Des analyses cliniques ont montré une forte 

association entre des hauts niveaux d’expression de RhoB et une faible survie associée chez 

des patients atteints d’adénocarcinomes pulmonaires. Par conséquent, de hauts niveaux 

d’expression de RhoB chez ces patients vont promouvoir la progression tumorale, la chimio-

résistance et contribuer à l’augmentation de la survie cellulaire après traitement par rayons γ.  

 

Une autre étude plus récente a également décrit le potentiel rôle pro-tumoral de RhoB 

dans les cancers pulmonaires (281). L’analyse d’échantillons de patients mutés EGFR a révélé 

qu’une faible expression de RhoB était corrélée à une bonne réponse au traitement par EGFR-

tyrosine kinase inhibitors (EGFR-TKI). En effet, la survie sans progression était de 15.3 mois 

lorsque l’expression de RhoB était faible, contre 5.6 mois lorsque RhoB est fortement exprimé 

chez ces patients. D’autres analyses complémentaires, in vitro sur un panel de lignées 

cellulaires tumorales de poumon et in vivo sur des souris transgéniques EGFRL858R, ont 

confirmé qu’une meilleure réponse aux EGFR-TKI était obtenue lors d’un faible niveau 

d’expression de la protéine RhoB. 
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Rôle suppresseur de tumeurs de la protéine RhoB  

 

La perte de l’expression de RhoB est fréquemment observée dans les cancers du 

poumon et a été corrélée à de mauvais résultats cliniques (282,283). 

 

Grâce à deux analyses indépendantes d’immuno-marquages de tissus pulmonaires 

sains ou de différents stades tumoraux, il a été montré que l’expression de la protéine RhoB 

était très significativement diminuée dans les tissus malins par rapport aux tissus normaux (283). 

La perte d’expression de RhoB a été observée dans 96% des tumeurs invasives. De plus, 

l’expression de RhoB a été diminuée de 86% dans les tumeurs faiblement différenciées par 

rapport aux tissus sains, suggérant que ce phénomène apparait rapidement dans le processus 

tumoral. La perte de l’expression de RhoB est significativement corrélée avec le stade tumoral 

et l’index de prolifération via notamment le marqueur de prolifération Ki-67. In vitro, 

l’expression induite de RhoB dans la lignée d’adénocarcinome pulmonaire A549 diminue la 

prolifération cellulaire. In vivo, l’induction de RhoB diminue la croissance tumorale dans des 

souris nudes xénogreffées. 

 

Une étude plus récente s’est intéressée à l’utilisation de l’expression de RhoB comme 

marqueur pronostic dans les NSCLC (284). Dans cette étude multicentrique, l’expression de 

RhoB a été analysée par RT-qPCR et immunohistochimie sur des échantillons de patients 

malades, montrant que la perte de l’expression de RhoB était à nouveau significativement 

associée à une mauvaise survie globale et une faible survie sans progression. De plus, la perte 

de l’expression de RhoB est plus forte dans les stades tumoraux plus avancés et plus agressifs 

(stade IV). Ces résultats ont été confirmés in vivo grâce à des souris transgéniques 

EGFR(L858R)/RhoB+/-. Cette étude suggère ainsi que RhoB représente un marqueur 

pronostic important dans les NSCLC et serait critique dans la progression vers un phénotype 

agressif de cancers. 

 

Ainsi, la protéine RhoB contribue à la dynamique tumorale de multiples façons et 

présente un rôle dual tantôt pro-tumoral tantôt suppresseur de tumeurs. Ces différentes études 

montrent l’importance de cette protéine et confortent l’intérêt d’approfondir l’analyse de ses 

fonctions et de sa régulation. 
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III.II.E. Fonctionnalités de RhoB dans l’immunité 
 

La protéine RhoB est exprimée de façon différentielle par les cellules immunitaires. Par 

exemple, elle est fortement exprimée par les cellules B mais est exprimée de façon 

intermédiaire par les lymphocytes T (CD4+ et CD8+) et les cellules NK (285). Cependant, la 

plupart des travaux portant sur l’impact de RhoB dans l’immunité concernent les macrophages 

et les CD, et peu sur les lymphocytes. En effet, une étude a rapporté une augmentation de 

l’expression de RhoB dans les macrophages suite au traitement par des agonistes de TLR 

comme le lipopolysaccharide (286). De plus, le silencing de RhoB diminue les capacités de 

sécrétion des cytokines IL-6, TNF-α et IL-1β par les macrophages stimulés avec des ligands 

de TLRs. Enfin, cette étude a montré une interaction de RhoB avec la chaine α du CMH de 

classe II au niveau des endosomes des macrophages. Une autre étude a rapporté également 

une augmentation de l’expression de RhoB dans des DC traitées au LPS (287). De plus, cette 

étude a montré que l’inactivation de RhoB dans les DC va diminuer leur capacité à activer les 

lymphocytes T CD4. 

 

La plupart des études de l’impact des RhoGTPases sur les lymphocytes portent sur 

Rac1 (implication dans la sélection thymique, l’activation lymphocytaire et la présentation 

antigénique) et RhoA (implication dans la cytotoxicité). Néanmoins, des souris transgéniques 

pour la C3-transférase (voir partie III.II.C.) présentent une baisse de la thymopoïèse liée à une 

forte diminution des sous types DN2 et DN3 suite à une augmentation de leur apoptose (288,289). 

Outre le développement des cellules T, les RhoGTPases influencent également l’activation, la 

différenciation et la migration des lymphocytes T, ainsi que les fonctions des effecteurs T. Là 

encore, peu de ces travaux incluent RhoB. Nous pouvons toutefois citer une étude qui a 

investigué le rôle de RhoB dans le crawling des lymphocytes (290). Dans ces travaux, l’inhibition 

de RhoB induite par la C3 transférase induisait une baisse de l’invasion des lymphocytes. De 

plus, une autre étude a montré que la diminution de RhoA dans les thymocytes induite par la 

C3 transférase limitait leur capacité d’adhésion et par conséquent leur migration, notamment 

via les β1 intégrines (291). Cependant les observations des trois études citées dans ce 

paragraphe ont été obtenues suite à l’utilisation de la C3 transférase, dont nous avons vu 

précédemment qu’elle inhibait RhoB mais aussi RhoA et RhoC. Par conséquent, ces résultats 

sont à modérer puisque l’inhibition de RhoB n’était pas spécifique.  

 

Ainsi la protéine RhoB exerce des fonctions diverses dans l’organisme et participe 

notamment à la régulation de la réponse immunitaire. Cependant, le rôle de RhoB dans la 

régulation lymphocytaire reste peu étudié. Par exemple, peu de travaux portent sur 

l’implication de RhoB dans l’activation des lymphocytes T Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes 
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(167,168). Les résultats de notre étude présentés dans le paragraphe suivant s’inscrivent dans 

cette thématique et permettent une meilleure compréhension de la régulation du mécanisme 

d’activation des lymphocytes T Vγ9Vδ2 par la protéine RhoB. 
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L’équilibre entre la tolérance et l’immunité peut être perturbé par l’apparition de 

certaines maladies comme les cancers. Au cours du processus tumoral, les différents acteurs 

du système immunitaire sont mobilisés au niveau du site tumoral pour exercer leur fonction 

pro- et/ou anti-tumorale. Parmi l’arsenal de cellules immunitaires disponibles dans ce système, 

les lymphocytes T Vγ9Vδ2 représentent un groupe particulièrement intéressant. 

 

 

Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 disposent de capacités cytotoxiques comparables aux 

cellules de l’immunité innée comme les cellules NK. Grâce au système granzyme/perforine, à 

la grande production de cytokines pro-inflammatoires, à l’expression des ligands de Fas et 

TRAIL ainsi que l’expression du CD16, les lymphocytes T Vγ9Vδ2 ont un fort potentiel 

cytolytique. 

 

 

Au cours de l’introduction de ce manuscrit, nous avons détaillé les différents acteurs 

nécessaires à l’activation des lymphocytes T Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes, comme par 

exemple les BTN2A1 et BTN3A1. Parmi ces intervenants, une étude a identifié la petite 

GTPase RhoB comme pouvant participer l’activation des lymphocytes T Vγ9Vδ2 (168). 

Cependant, peu de travaux ont investigué le rôle de RhoB dans ce mécanisme, notamment 

dans les cancers solides. Grâce à une collaboration avec une autre équipe du centre de 

recherches, spécialisée dans les petites GTPases, l’objectif de ces travaux de thèse a été de 

caractériser davantage l’implication de RhoB dans les mécanismes d’activation des 

lymphocytes T Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes dans un modèle in vitro de cancer 

pulmonaire.  

 

 

Ce travail, s’intégrant dans mes travaux de thèse doctorale, a abouti à la publication 

d’un article scientifique dans Frontiers in Immunology qui synthétise les différents résultats 

obtenus dans ce projet (292). 
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L’activation des LT Vγ9Vδ2 par les 
phosphoantigènes peut être altérée 

par un réacheminement de RhoB 
dans les cancers du poumon 
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I. Contexte et objectifs du projet 
 

 

Le projet a été initié en 2016 après la publication de l’article « RhoB Mediates 

Phosphoantigen Recognition by Vγ9Vδ2 T Cell Receptor » par le Dr Zsolt Sebestyen dans le 

journal Cell Report (168). Pour rappel, cette étude a montré que RhoB pouvait interagir avec le 

phosphoantigène endogène dans la cellule cible afin d’induire une modification de la 

conformation de la BTN3A1 et permettre l’activation du TCR Vγ9Vδ2. 

 

Le projet de recherche repose sur une collaboration étroite avec l’équipe 3 de notre 

centre de recherches, dirigée par le Pr. Gilles Favre. Les travaux de cette équipe visent à 

mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans les dérégulations observées 

lors d’un cancer, notamment dans les voies de signalisation de survie et de prolifération 

cellulaire, ainsi que de progression tumorale. De plus, l’équipe est spécialiste de l’implication 

des RHOGTPases dans les cancers du poumon et les mélanomes. Cette collaboration a 

permis de nous fournir des lignées cellulaires NSCLC Wild Type (WT, ou dites sauvages) ou 

RhoB Knock-Out (KO) établies par le Dr. Olivier Calvayrac et Sarah Figarol, ce qui a 

représenté un outil précieux pour réaliser nos expériences. De plus, l’expertise de l’équipe 

dans les biotechnologies de pointes basées sur les interactions protéine-protéine-GFP grâce 

au Dr Stéphanie Cabantous nous a permis d’utiliser le système Split-GFP dans nos 

expériences. 

 

Ce projet de recherche avait pour but, à partir de la publication de Sebestyen, de 

préciser l’implication de la protéine RhoB dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les 

phosphoantigènes endogènes et exogènes. De plus, il permettait d’étudier le rôle de RhoB 

dans ce mécanisme à partir d’un modèle tumoral de cancer solide, ce qui était inédit puisque 

les travaux précédents portaient sur des cancers hématologiques. Le modèle d’étude retenu 

dans nos travaux concerne un modèle de NSCLC, cancer dans lequel il a été montré que les 

LT Vγ9Vδ2 ré-infusés chez des patients malades présentaient un effet tumoral potentiel (293,294). 

Dans ce projet nous avons utilisé un modèle d’activation classique des LT Vγ9Vδ2, c’est-à-

dire hétérologue entre les lymphocytes et des cibles tumorales sécrétrices de 

phosphoantigènes. Nous avons donc analysé le rôle de RhoB dans les réponses à deux types 

de lignées NSCLC, les lignées PC9 et A549, représentatives des deux mutations les plus 

fréquentes retrouvées dans ces cancers : respectivement EGFR et KRAS. L’ensemble de ces 

résultats font l’objet d’une publication dans Frontiers in Immunology présentée dans la suite 

de ce manuscrit (292). 
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INTRODUCTION 
 
 

Gamma delta (γδ) T lymphocytes expressing the T cell receptor (TCR) Vγ9Vδ2 are a 

prominent γδ T cell subset in human peripheral blood representing 1 to 3% of blood 

mononuclear cells. Upon activation with non-peptide phosphoantigens (PAgs), these Vγ9Vδ2 

T cells proliferate, produce chemokines and cytokines, and mediate cell cytotoxicity against a 

large spectrum of tumor cells (1). These molecules are metabolites from the methyl erythritol 

phosphate pathway in microbial pathogens (2) and from the eukaryotic mevalonate pathway 

in tumor cells which are thus spontaneously recognized and killed by Vγ9Vδ2 T cells (3,4). In 

humans, treatment with aminobisphosphonates such as zoledronate can exacerbate Vγ9Vδ2 

T cell reactivity through the upregulation of the endogenous biosynthesis of PAgs in 

mammalian cells (5). This PAgs activation was clearly shown to be TCR-dependent. However, 

as Vγ9Vδ2 T cells express different activator and inhibitor receptors such as immune 

checkpoint inhibitors and natural killer (NK) receptors, their reactivity can also be exacerbated 

or curbed by ligands expressed by target cells (6,7). Thus, even overproduction of endogenous 

PAgs might reflect the metabolic biases of cancer cells, and presumably occurs in most if not 

all types of tumors, some of which are resistant to Vγ9Vδ2 T killing. Accordingly, tumor-

infiltrating γδ T cells have been detected in several solid and hematopoietic malignancies but 

are not always correlated with a good prognosis (8,9). However, these cells remain very 

attractive candidates for cancer immunotherapies regarding a tumor regression associated 

with their significant amplification in the blood for some clinical trials based on PAg treatment 

or adoptive transfers of Vγ9Vδ2 T cells (10–12). In patients with non-small cell lung cancer 

(NSCLC), administration of zoledronate was correlated with an increase of Vγ9Vδ2 T cells in 

blood and a higher overall survival (13). A phase I clinical study showed the safety and potential 

anti-tumor effect of reinfused ex-vivo expanded Vγ9Vδ2 T cells in patients with advanced 

NSCLC refractory to or intolerant to current conventional treatment (14). These partial 

responses and the inevitable relapse with classical treatments make NSCLC incurable 

pathologies for which many mechanisms of acquired resistance have been elucidated, but the 

recurrent immune-resistance remains obscure.  

 

RHOB is a known tumor suppressor in lung cancer, and its downregulation, frequently 

observed in aggressive tumors (15), is associated with decreased overall survival (16).  More 

recently, RHOB has also been shown to confers resistance to EGFR-tyrosine kinase inhibitors 

in NSCLC (17), suggesting different roles of this GTPase depending on the oncogenic and/or 

therapeutic context. Interestingly, RHOB was recently shown to mediate endogenous PAg 

recognition by the Vγ9Vδ2TCR (18). RHOB interaction with endogenous PAg in the target cell 

could induce a modification of the conformation of the membrane butyrophilin BTN3A1 which 
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then activates the Vγ9Vδ2TCR (19).  

 

Here, we investigated the role of RHOB in the response to PAg-mediated γδ T cell 

activation in two NSCLC cell lines with the most represented oncogenic mutations KRAS and 

EGFR. After showing that A549 was well recognized and killed by Vγ9Vδ2 T cells compared 

to PC9, we found different patterns of surface molecule expression for these two NSCLC cell 

lines. However, the resistance of PC9 to Vγ9Vδ2 T cell killing could be due to a rerouting of 

RHOB in late / degradation compartments that may prevent its function with BTN3A1 at the 

plasma membrane in PC9 cells. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Reagents and antibodies 

Antibodies for flow cytometry analysis: BV310 anti-CD3, FITC anti-TCRVγ9Vδ2, PE or PeCy5 

anti-CD107a, PeCy7 anti-IFNγ, PE anti-TIM3, PE anti-Galectin9, PeCy7 anti-PD1, APC anti-

PDL1, PeCy5 anti-CD80, PE anti-CD80, PeCy5 anti-HLAABC, AF647 anti-CD31, PeCy7 anti-

CD38, FITC anti-CD226, FITC anti-CD112, FITC anti-CD155, PE anti-LFA1 and isotype 

controls (BD Biosciences, Pont de Claix, France); BV421 anti-CD69 and isotype control 

(Miltenyi Biotech, Paris, France); PE anti-HLAE (eBiosciences); PE anti-ULPB2,5,6 (R&D 

Systems, Minneapolis, USA); APC anti-MICA/B (Biolegend, St-Quentin-en-Yvelines, France); 

PE anti-ICAM1 and PE anti-ICAM3 (Immunotech, Marseille, France); PE anti-LFA3 (Beckman 

Coulter, Fullerton, CA, USA). 

Blocking antibodies: anti-BTN3A1 1h at 10μg/mL (103.2 clone, kindly gifted by ImCheck 

Therapeutics, Marseille, France), anti-γδTCR 1h at 0.5mg/mL (B1 clone, Biolegend,), anti-

ICAM1 (W-CAM-1 clone, Thermofisher, Villebon sur Yvette, France) and anti-CD31 1h at 

10μg/mL (HEC7 clone, Thermofisher, Villebon sur Yvette, France). The exoenzyme C3 

transferase was used as RHO inhibitor I overnight at 2μg/mL (Cytoskeleton, Inc. Denver, USA). 

 

Flow cytometry analysis 

Cells were labeled with 5 µg/ml antibodies or isotype controls for 20 minutes at 4°C and 

analyzed on an LSRII cytometer (BD Biosciences, Pont de Claix, France). Data were analyzed 

using BD FACSDiva software, FlowJo software or FlowLogic software. 

 

Vγ9Vδ2 T cell cultures  

Primary Vγ9Vδ2 T cell cultures were generated from peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) isolated from blood of healthy donors (Etablissement Français du Sang, Toulouse, 
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France). Briefly, PBMC were stimulated with BrHPP (3 µM) and rhIL-2 (300 IU/ml) in complete 

RPMI 1640 culture medium (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% fetal 

calf serum (Hy1, ThermoScientific, USA), 100 g/ml streptomycin, 100 IU/ml penicillin and 1 

mM sodium-pyruvate (Cambrex Biosciences, Rockland, ME, USA) for 14 days. Purity of the 

Vγ9Vδ2 T cells was > 95% as determined by flow cytometry using an anti-TCRVγ9Vδ2 mAb. 

 

Lung cancer cell lines  

The human NSCLC cell lines A549, H1299, H827 and PC9 were previously obtained from the 

American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) and cultured in RPMI 1640 medium 

containing 10% fetal bovine serum (FBS) and were maintained at 37°C in a humidified 

chamber containing 5% CO2.  

For the RHOB KO A549 and PC9, the TALEN sequences targeting RHOB were designed by 

CELLECTIS (Paris, France), and inserted into two plasmids comprising CMV and T7 

promoters. Triple transfection of the two TALEN-encoding plasmids with a Puromycin selection 

cassette upstream RHOB gene was performed using the JetPrime® transfection agent 

(Polyplus transfection) according to the manufacturer's recommendations. Puromycin 

selection was performed for 48 hours after transfection and the pool of surviving clones was 

subcloned by limit dilution in 96 well plates. For each subclone, RHOB DNA levels and RHOB 

protein expression were analyzed by PCR and Western Blot. 

 

Cytotoxicity assay 

Lung cancer cell lines were treated at 70% of confluence with BrHPP (1µM, 4h, Innate Pharma, 

Marseille, France) or Zoledronic acid monohydrate (Zometa, 5µM, overnight, Sigma Aldrich, 

Saint Louis, USA). After washing, treated cancer cells were co-cultured in 96-wells plates with 

overnight IL-2-deprived Vγ9Vδ2 T cells (E:T ratio 1:1) in complete medium with anti-CD107a 

mAb or IgG1 control (5 µg/ml). Brefeldin A (10µg/ml, Sigma Aldrich, St Quentier Fallavier, 

France) was added at 2 hours of co-culture. After 4 hours of co-culture cells were washed, 

stained and analyzed by flow cytometry. When mentioned, contact between γδ T cells and 

target cells was prevented thanks to a Transwell® system (Corning). For intracellular IFN-γ 

expression, cells were fixed with PBS 2% paraformaldehyde and permeabilized with PBS 

containing 5% FCS and 1% saponin (Sigma-Aldrich) prior to staining for 30 min with the 

specified mAb for flow cytometry analysis. 

 

Trogocytosis analysis 

Lung cancer cells were stained with the lipophilic green-emitting dye PKH67 (Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, USA) according to the manufacturer's instructions. Then, PKH67-positive cells 

were co-cultured for 4 hours in complete culture medium with PKH67-negative Vγ9Vδ2 T cells 
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in 96-well U-bottom culture plates at a cell ratio of 1:1. After gentle centrifugation (110 g for 1 

min) and co-cultures for 3 min or 4h at 37˚C, cells were washed with 0.5 mM PBS/EDTA. 

Trogocytosis was measured as the acquisition of PKH67 fluorescence, which was 

characterized via the increase of the mean fluorescence intensity (mfi) of PKH67 by a flow 

cytometry. 

 

Monitoring RHOB activity with a split‐GFP reporter system 

To evaluate the effect of PAg, A549 and PC9 cell lines were engineered to express the tripartite 

split-GFP biosensor system previously developed to monitor RHOB activity in single cells (20). 

To generate the split-GFP reporter cell line, sequential transductions were performed with 

lentiviruses encoding for GFP1-9, the detector fragment of the split-GFP system and the 

chimeric construct that coexpress both RHOB fused to the strand 10 of trisfGFP (GFP10-

RHOB) and the RHO-binding domain of Rhotekin (RBD) fused to strand 11 of trisfGFP (RBD-

GFP11) in A549-rtTA or PC9-rtTA cells. After recovery, cells were induced with 0.25 μg/mL 

doxycycline for 24 h and sorted by FACS based on GFP fluorescence. To improve the GFP 

fluorescence signal upon split-GFP complementation, a GFP nanobody (21) was expressed 

from a lentiviral expression vector on optimized cell lines.  

For both fluorescence quantifications of RHOB activity and analysis of RHOB localization, 

reporter cells were grown on µ-Slide 8-well ibiTreat chambered coverslips (Ibidi, Biovalley). 

Cells were seeded at a density of 15,000 cells/well for PC9 and 35,000 cells/well for A549 for 

24h. Split-GFP reporter expression was induced for 24h with 0.25 µg/ml Doxycycline in RPMI 

culture medium supplemented with 2% serum (PC9) and 10% serum (A549), and subsequently 

treated with PAg for 16 h with Zoledronic acid monohydrate or 4h of BrHPP. To stop the 

experiment, cells were fixed with 4% PFA, PBS then stained with a cytoplasmic cell mask, 

HCS CellMaskTM Blue Stain (ThermoFisher Scientific) according to the supplier's instructions. 

Quantitative image acquisition was performed using an Operetta high-content imaging system 

(Perkin Elmer) with a 20× objective lens in the 488/525 nm (GFP) and 360/405 nm (cell mask) 

channels. Analysis was performed with Harmony® software on an average of 1500 cells/well. 

The number of objects and the sum of cell area was determined from the cell mask staining. 

The percentage of GFP cells was calculated as: percentage GFP cells = (number of GFP-

positive cells/number of all objects) × 100, where GFP-positive cells are defined by cells 

following this criteria: mean of fluorescence intensity (MFI) of the object>mean of MFI in the 

control wells without doxycycline. GFP intensity sum/cell area was defined as the (GFP 

intensity sum of GFP+ cells) / (HCS intensity sum of GFP+ cells).  

For confocal analysis, cells were fixed with 3.7% PFA and permeabilized with 0.1% Triton X-

100 in PBS buffer. Blocking was performed with 8% BSA, PBS for 30 min before adding 

primary antibodies. Anti-GFP10 polyclonal antibody (20) was used at 1:1000 dilution for 1h, 
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followed by secondary antibody Alexa fluor 594 conjugate anti rabbit IgG (Life technologies) 

for 40 min. For labeling endosomes, the following primary antibodies were used: Rab7 

((D95F2) XP 9367, Cell signaling) 1:50, LAMP1 (H5G11) sc-18821, Santa Cruz Biotechnology 

1:50. After overnight incubation, secondary antibodies were added Alexa fluor 594 conjugate 

anti rabbit IgG (Life technologies) and Alexa fluor 647 conjugate anti mouse IgG (Life 

technologies). Microscopy images were acquired using LSM 780 or LSM 880 (Zeiss, 

Oberkochen, Germany) confocal laser scanning microscopes using a 488 Argon laser with a 

490-553 nm emission filter (GFP) Alexa 594 and DAPI labeling were acquired with Argon laser 

(543 nm) and 405 UV diode lasers respectively using 20x and 63×/1.4 oil immersion objectives. 

Image analysis was performed with ImageJ® software.  

 

Statistical analysis 

Data are expressed as means ± SEM. For comparison of two series of normally distributed 

variables, we used paired and one-tailed Student’s t tests with α = 0.05 for statistical 

significance.  Statistical analysis were performed with Prism software. 

 

RESULTS 

 

Differential activation of Vγ9Vδ2 T cells by different PAg-treated NSCLC cell lines 

 

To analyze the role of RHOB in Vγ9Vδ2 T cell reactivity against NSCLC, we first 

screened the basal reactivity of Vγ9Vδ2 T cells against four cell lines with different mutation 

statuses: A549 (KRAS mutant), H1299 (HRAS mutant), PC9 and H827 (EGFR mutant). The 

expression of CD107a and IFN-γ by Vγ9Vδ2 T cells after co-cultures with the different tumor 

cell lines was measured by flow cytometry. Compared to the Daudi control target cells, which 

induced CD107a and IFN-γ expression by Vγ9Vδ2 T cells, no basal reactivity was detected 

with the four NSCLC cell lines (Figure 1A and 1B black dots). However, incubation of these 

cell lines with zoledronate (red dots) or with an exogenous synthetic PAg, BrHPP (blue dots), 

induced a high increase of the percentage of IFN-γ and CD107a positive Vγ9Vδ2 T cells in co-

culture with A549, H827 and H1299 but not with PC9 (Figure 1B). We then checked that this 

reactivity was due to an immunological synapse following a contact between Vγ9Vδ2 T cells 

and NSCLC target cells and not to PAg excreted in the co-culture medium. Vγ9Vδ2 T cells 

were thus incubated for four hours with A549 or PC9, previously treated with PAg, and 

separated by a Transwell (TW) membrane or with their conditioned medium. As shown in figure 

1C, no CD107a expression was detected in Vγ9Vδ2 T cells in the TW condition or in the 

conditioned medium condition (CM) (Figure 1C for a representative experiment and 
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supplementary figure 1 for pooled experiments). Trogocytosis was also evaluated to confirm 

the contact dependent reactivity of Vγ9Vδ2 T cells against A549. Trogocytosis is the transfer 

of membrane patches following the establishment of an immunological synapse between a T 

lymphocyte and a target cell. The membrane transfer was measured by the increase of green 

(PKH67) fluorescence expressed by the Vγ9Vδ2 T following contact with the A549 cell line 

previously stained with the PKH67 fluorescent probe stably inserted into the plasma 

membrane. Vγ9Vδ2 T cells expressed PKH67 fluorescence after four hours of contact with 

PAg-treated PKH67+A549 compared to 5 min of contact (Figure 1D for a representative 

experiment and supplementary figure 2 for pooled experiments). CD107a and IFN-γ 

expression by Vγ9Vδ2 T cells, and their trogocytosis in reaction to A549 were correlated with 

the death of A549 (Figure 1E and supplementary figure 3A). On the contrary, PC9, even 

treated by phosphoantigens was relatively resistant to Vγ9Vδ2 T cell killing (Figure 1F and 

supplementary figure 3B). 

 

Vγ9Vδ2 T cells can thus be highly activated to kill A549 but not PC9, when previously 

treated with phosphoantigens. 

 

Expression of different patterns of surface ligands and adhesion molecules on 

A549 and PC9 

 

The immunological synapse between Vγ9Vδ2 T cells and tumor cells involves different 

surface molecules such as activator and inhibitor ligands/receptors, and adhesion molecules. 

Expression of these molecules at the surface of A549, PC9 and the Vγ9Vδ2 T cells was 

performed by flow cytometry analysis. With regard to the adhesion molecule pattern, LFA-1, 

LFA-3 and CD155 were expressed at the same level by A549 and PC9 whilst ICAM-3, CD112, 

CD31 and the costimulatory ligands CD80/CD86 were not expressed (Figure 2A and 

supplemental figure 4A). However, PC9 expressed high levels of the adhesion molecule ICAM-

1 compared to A549, and A549 expressed high level of CD38 compared to PC9. The 

corresponding receptors were checked at the surface of Vγ9Vδ2 T cells which thus expressed 

LFA-1, ICAM-1, ICAM-3, CD2, LFA-3, CD226, CD38 and CD31 (Figure 2B). Considering the 

activator and inhibitor ligands, A549 expressed less ULBPs and PDL1 than PC9 but more HLA-

A,B,C whereas MICA/B and galectin-9 were not expressed neither by A549 nor by PC9 (Figure 

2A), Vγ9Vδ2 T cells expressed the corresponding receptors NKG2A, NKG2D, PD1 and Tim-3 

(Figure 2B). The level of expression of all these ligands/receptors on A549 and PC9 were not 

statistically affected by PAg treatment (Supplementary figure 4B). We then investigated which 

surface molecules were involved in Vγ9Vδ2 T cell activation using blocking antibodies. We 
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showed that blocking the LFA-3/CD2 axis decreased IFN-γ expression by Vγ9Vδ2 T cells in 

contact with A549 pretreated either with zoledronate or with BrHPP whilst blocking ICAM-

1/LFA-1 or CD31/CD38 had no effect (Figure 2C). On the contrary, the weak Vγ9Vδ2 T cell 

activation by PC9 was decreased at the level of the ICAM-1/LFA-1 axis, whilst blocking of LFA-

3/CD2 and of CD31/CD38 had no effect (Figure 2D). Moreover, neither the blocking of NKG2D 

nor PD1 had an impact on Vγ9Vδ2 T cell activation by A549 or PC9. 

 

Finally, A549 and PC9 displayed different patterns of surface ligands and adhesion 

molecules and involved different surface molecules in PAg-dependent activation of Vγ9Vδ2 T 

cells. However, these differences cannot be sufficient to explain the different activation of 

Vγ9Vδ2 T cells by PC9 compared to A549. Indeed, PC9 expresses a high proportion of the 

inhibitory PDL1 and a high amount of ICAM-1 and ULBPs which are supposed to favor a 

productive immunological synapse. Conversely, A549 expresses CD38 but also expresses the 

inhibitory ligand HLA-A,B,C and a weak amount of ULBPs. 

 

As the difference in surface markers of the two NSCLC cell lines did not explain the 

difference in Vγ9Vδ2 T cells activation, we decided to explore inside the cells. 

 

RHOB deletion in PAg-treated A549 cell lines decreases Vγ9Vδ2 T cell activation 

 

BTN3A1 was previously shown to be involved in Vγ9Vδ2 T cell TCR-dependent 

activation. BTN3A1 may interact with the Vγ9Vδ2 TCR upon association with RHOB activated 

by its interaction with endogenous phosphoantigens (18). Thus, we investigated the role of 

RHOB in Vγ9Vδ2 T cell activation by these NSCLC cell lines. Firstly, A549 and PC9 cell lines 

were shown to express BTN3A1 at the transcriptomic and protein level (Figure 3A and 3B). 

Interestingly, PAg treatment of these cell lines had no impact on their BTN3A1 expression. We 

then determined whether Vγ9Vδ2 T cell activation by zoledronate- or BrHPP-treated NSCLC 

cell lines was BTN3A1-dependent using a blocking antibody (103.2 clone). The percentage of 

Vγ9Vδ2 T cells expressing IFN-γ, CD107a and CD69 following contact with BrHPP- or 

zoledronate-treated A549 was highly decreased by the presence of anti-BTN3A1 during the 

co-culture (Figure 3C for a representative experiment and 3D for pooled experiments). 

BTN3A1 blocking also abrogated the weak activation of Vγ9Vδ2 T cells by the PC9 cell line 

(Figure 3E for a representative experiment and 3F for pooled experiments).  

 

Thus, the high activation of Vγ9Vδ2 T cells by PAg-treated A549 and the weak 

activation by PAg-treated PC9 are totally dependent on BTN3A1.  
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As RHOB has been implicated in the regulation of the immune response through 

BTN3A1 modulation (18), we studied the implication of this GTPase in Vγ9Vδ2 T cell activation 

by NSCLC cell lines. RHOB was knocked out in the A549 and PC9 cell lines by the TALEN 

gene silencing method (Supplementary figure 5). We then assessed the effect of this 

knockdown (KO) on Vγ9Vδ2 T cell activation by measuring IFN-γ and CD107a expression, 

and trogocytosis after co-culture with the PAg-treated RHOB KO A549 or the PAg-treated 

RHOB KO PC9. IFN-γ and CD107a expression by Vγ9Vδ2 T cells was lower in the co-culture 

with A549 RHOB KO treated either by zoledronate or BrHPP compared to the co-culture with 

PAg-treated A549 wild type (WT) (Figure 4A for a representative experiment and 4D for pooled 

experiments). Trogocytosis of A549 by Vγ9Vδ2 T cells was also reduced when RHOB was 

knocked down which was correlated with reduced death of A549 RHOB KO compared to A549 

WT (Figure 4C and 4D). Furthermore, we used a RHO GTPase inhibitor, the exoenzyme C3 

transferase (CT04) that specifically inhibits RHOA, B, C. We showed that inhibition of RHO 

GTPases abrogated CD107a expression by Vγ9Vδ2 T cells in co-culture with A549 previously 

treated with zoledronate or BrHPP (Figure 4D for a representative experiment and 4E for 

pooled experiments).  

 

Moreover, the weak activation of Vγ9Vδ2 T cells by PAg-treated PC9 was also 

dependent on RHOB (Supplementary figure 6). 

 

Rerouting of RHOB in endosomal clusters could impair the PAg-dependent 

Vγ9Vδ2 T activation in PC9 cells 

 

We then postulated that the PAg-treatment of tumor cell lines and/or their co-culture 

with Vγ9Vδ2 T cells could have an impact on RHOB activity using a fluorescent reporter based 

on the tripartite split-GFP system (22) which monitors the binding of activated RHOB to RBD, 

one of its effector domains (20). A549 and PC9 cells were engineered to stably express RHOB 

GTPase fused to strand 10 of trisfGFP (GFP10-RhoB) and the Rho-binding domain of Rhotekin 

(RBD) fused to strand 11 (RBD-11). The GFP1-9 detector fragment allows detection of the 

RHOB-GTP and RBD interaction (Figure 5A). Reporter cell lines were pre-treated with 

zoledronate (5µM, overnight) or BrHPP (1µM, 4h) and co-cultured or not with Vγ9Vδ2 T cells. 

Treatment of A549 with these PAg induced and increased the number of fluorescent cells and 

their fluorescence intensity only in the presence of Vγ9Vδ2 T cells indicating a significant 

increase of RHOB activity in this tumor cell line (Figure 5B, representative images and Figure 

5C quantification). Conversely, in PC9 cells, RHOB activity was not modulated by PAg 

treatment and slightly modulated in co-culture with Vγ9Vδ2 T cells, suggesting a different 
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RHOB regulation mechanism in this cell line (Figure 5B and 5C). To take a closer look at RHOB 

function, we performed confocal imaging in untreated and PAg-treated conditions, in the 

presence or not of Vγ9Vδ2 T cells and we analyzed the distribution of active RHOB (Figure 

5D, membrane localization full bars and endosomal localization hatched bars). Surprisingly, 

active RHOB was significantly twice as abundant in the endosomal compartment of A549 cells 

compared to PC9 cells (Figure 5D, quantification). High resolution microscopy allowed us to 

analyze endosomal organization in PC9. Untreated reporter PC9 showed faint plasma 

membrane localization of RHOB/RBD complexes. Interestingly, treatment with zoledronate or 

BrHPP induced an accumulation of large endosomal clusters (Figure 5E, representative 

images). Quantification of the number of these structures indicated an increase of activated 

RHOB located in endosomal clusters in PAg-treated PC9 co-cultured or not with Vγ9Vδ2 T 

cells (Figure 5F). These endosomal clusters were reported randomly in PC9 cells co-cultured 

with Vγ9Vδ2 T cells independently of the treatment. Interestingly, these endosomal structures 

did not appear in the PAg-treated A549 co-cultured or not with Vγ9Vδ2 T cells (Supplementary 

figure 7), suggesting that this endosomal reorganization was not due to the treatment with P-

Ag mevalonate inhibitors.  

 

To identify the nature of these structures, we analyzed the localization of activated 

RHOB with different endosomal markers. Representative images and plot profile analysis on 

confocal stacks indicated a colocalization partly with late endosomal marker Rab7 and to a 

lesser extend with the LAMP1 lysosomal marker only after PAg-treated PC9 were co-cultured 

with Vγ9Vδ2 T cells independently of the treatment (Figure 6). These results indicate that in 

PC9 cells, endosomal RHOB is located in the late endosomal and on route to the lysosomal 

compartment. 

 

Discussion 

 

The anti-tumor effect of Vγ9Vδ2 T cells depends on the phosphoantigens expressed 

by tumor cells but also on certain activator ligands (MICA/B and ULBPs) and adhesion 

molecules, essential to stabilize the immunological synapse. As PAg is not expressed by all 

tumor cells, treatment with exogenous PAg such as BrHPP or with aminobisphosphonates 

which induce endogenous PAg production such as isopentenylpyrophosphate (IPP), is 

required to activate the anti-tumor functions of Vγ9Vδ2 T cells. However, Vγ9Vδ2 T cell 

activation can also be lowered by inhibitory signals that can be expressed by the tumor 

microenvironment and in particular by tumor cells. In this study, none of the NSCLC cell lines 

were able to spontaneously activate Vγ9Vδ2 T cells. However, pre-treatment with BrHPP or 
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zoledronate sensitized some of them to Vγ9Vδ2 T cell killing. Indeed, amongst them, A549 

was able to strongly activate IFNγ and CD107a expression by Vγ9Vδ2 T cells whereas PC9 

induced a weak activation of these lymphocytes. Interestingly, these two cell lines express 

RHOB but wear different mutation, KRAS for A549 and EGFR for PC9. However, nothing was 

described concerning some phenotypic specificities which could explain the different sensitivity 

of these cells towards Vγ9Vδ2 T killers. 

 

Surprisingly, exploring their surface molecule pattern, we showed that these two 

NSCLC cell lines could differentially express NKG2D ligands, immune checkpoint ligands and 

adhesion molecules. PC9 highly expressed ICAM-1, ULBPs and PDL1 whereas A549 highly 

expressed CD38 and HLA-A,B,C, the two cell lines expressed LFA-1, LFA-3 and CD155 but 

not ICAM-3, CD112, MICA/B, HLA-E or galectin-9. The presence of ULBPs ligands could 

partially explain the reactivity of Vγ9Vδ2 T cells against NSCLC cell lines. However, blocking 

NKG2D expressed at the surface of Vγ9Vδ2 T did not decrease their activation which is thus 

only induced here by PAg and not by other activator ligands. Furthermore, we showed that 

blocking of ICAM-3/LFA-3 decreased the cytolytic activity of Vγ9Vδ2 T against A549 and 

blocking of ICAM-1/LFA-1 decreased this activity against PC9. For these two cell lines, 

stabilization of the immunological synapse around TCR/BTN3A1 is thus coordinated by two 

different adhesion systems. If LFA-1 engagement by ICAM-1 is sufficient to activate iNKT cells 

(23) in this model of lung cancer / Vγ9Vδ2 T, interactions of adhesion molecules are not 

sufficient to induce an activating signaling in Vγ9Vδ2 T cells.  However, according to the 

literature, these interactions are necessary when their inhibition highly decreases Vγ9Vδ2 T 

activation (9,24). But this does not explain the difference between A549 and PC9. First, we 

thought that the high expression of PDL1 by PC9 could explain the inhibition of Vγ9Vδ2 T 

activation. However, PD1 blocking did not induce an increase in CD107a or IFNγ expression 

by Vγ9Vδ2 T cells. As surface inhibitor markers were not at the origin of the weak activation of 

Vγ9Vδ2 T cells, we focused on RHOB inside the cells.  

 

According to the literature (18) and thanks to NSCLC cell lines with a RHOB KO, we 

showed that RHOB was involved in the Vγ9Vδ2 T activation through endogenous PAg induced 

by a zoledronate treatment but also through exogenous PAg such as BrHPP. The non-

reactivity of Vγ9Vδ2 T cells with the conditioned medium of BrHPP pre-treated tumor cells or 

in co-culture with these cells separated by a porous membrane (Transwell), demonstrated that 

BrHPP was able to penetrate inside the tumor cell and to activate membrane BTN3A1 shown 

to be essential for this activation (19). RHOB is thus also involved in the activation of Vγ9Vδ2 

T cells through the exogenous PAg, BrHPP. Interestingly, the ICAM-1 signaling cascade is 

also highly dependent on RHO proteins, as ICAM-1 crosslinking induces actin reorganization 
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which involves RHOB proteins (25). PC9 expresses a high amount of ICAM-1 which is involved 

in the immunological synapse with Vγ9Vδ2 T but does not efficiently activate the latter.  

 

To explain the weak reactivity of Vγ9Vδ2 T cells against PAg-pretreated PC9, we 

examined RHOB activity and its localization. The similar reactivity of Vγ9Vδ2 T cells against 

A549 and PC9 pulsed with the 20.1 BTN3A1 agonist (Supplemental figure 8) supports the 

important role of RHOB in the PAg-induced response in this model. Our results show that 

active RHOB is localized in endosomes and at the plasma membrane of both A549 and PC9 

cell lines. This is in agreement with previous reports of GFP-RHOB fusions in human epithelial 

cells (26). Our results indicate that active RHOB is increased in PAg-treated A549 cells co-

cultured with Vγ9Vδ2 T cells, whereas only a slight increase of active RHOB is observed in 

PC9 cells co-cultured with Vγ9Vδ2 T cells independently of PAg treatment. It is important to 

note that the activation of RhoB in co-culture of A549 and Vγ9Vδ2 T is mainly dependent on 

the treatment by the PAg (Figure 5C). It has been previously established that treatment with 

PAg induces an increase of active RHOB that will modify the conformation of the BTN3A1 at 

the plasma membrane, which allows the activation of Vγ9Vδ2 T cells (18). The fact that the 

presence of Vγ9Vδ2 T cells further increases RHOB activity suggests that RHOB may be 

activated by exogenous stress signals and cytokines that would come from activated Vγ9Vδ2 

T cells. Indeed, in other contexts involving immune cells, RHOB has been shown to be 

upregulated by environmental stress, cytokines and LPS, and regulating this latter signaling 

(27–29). Our hypothesis would be that signals secreted by activated Vγ9Vδ2 T cells would 

contribute to RHOB activation in a cooperative manner with PAg. These results corroborate 

with the Vγ9Vδ2 T cell activation observed with A549 or -PC9 treated with PAg (Figure 1, 

supplemental figure 1). Altogether this indicates that the reactivity of these cell lines is strongly 

linked to RHOB function. In terms of subcellular localization, both cell lines contain active 

RHOB at the plasma membrane, with a stronger distribution in PC9 cells. A higher proportion 

of active RHOB is present in the endosomal compartment in A549 compared to PC9, however 

they differ strongly in terms of endosomal distribution. Whereas in A549, endosomal RHOB is 

diffusely distributed, in PC9 endosomal active RHOB was found in large clusters that 

colocalized with late Rab7 endosomal and LAMP-1 lysosomal markers. It is known that 

Vγ9Vδ2 T cell activation occurs at the plasma membrane through the involvement of BTN3A1 

that is addressed by RHOB vesicles from the endosomes to the plasma membrane (18). In our 

model, PAg treatment of PC9 cells is not sufficient to trigger an increase in RHOB activation 

but requires the contact with Vγ9Vδ2 T cells, as untreated conditions in the presence of 

Vγ9Vδ2 T cells did not induce a significant increase in RHOB activity. One hypothesis of the 

weaker activation of RHOB in PC9 cells is that beyond the mode of recognition with T cells, 

the organization of endosomal RHOB-mediated signaling is not efficient for addressing 
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important signaling molecules such as BTN3A1 at the plasma membrane. It was reported that 

RHOB interacts with the intracellular domain of BTN3A1 at the plasma membrane (18). 

BTN3A1 was shown as essential to Vγ9Vδ2 T cell recognition but not sufficient for this process 

as its homologous BTN2A1, the phosphoantigens being also essential. Actually, it was recently 

described that BTN2A1 synergized with BTN3A1 in sensitizing PAg-exposed cells for Vγ9Vδ2 

TCR-mediated responses, these two butyrophilins beings key ligands that bind possibly two 

different domains of this TCR (30,31). As for BTN3A1, the level of expression of BTN2A1 

mRNA in PC9 is very close to that in A549 (Supplemental figure 9). Thus, we can expect that 

these two cell lines express a similar level of BTN2A1 at their membrane, the BNT3A1 

expression being equivalent (Figure 3B). Therefore, the weak activation of the Vγ9Vδ2 T cell 

by the PC9 cell line should not be due to the lack of BTN2A1. RHOB has not yet been shown 

to be associated to the intracellular B30.2 domain of the BTN2A1. Actually, it could be 

interesting to know if RHOB, as for BNT3A1, can be involved in the modification of the 

conformation of the BTN2A1. The organization of endosomal RHOB could then have an impact 

also on the BTN2A1. Further investigations should be pursued to evaluate whether such a 

mechanism is preserved in PC9. This endosomal signaling could be favored due to the genetic 

background of these cells, i.e. as they express an activated EGFR mutant whose expression 

may modify intracellular RHOB mediated trafficking. Indeed, RHOB is known to prolong 

endosomal signaling of EGFR following its internalization (32). RHOB is a short-lived protein 

that is rapidly degraded through the endo-lysosomal pathway (33) and its degradation is 

delayed by inhibition of its isoprenylation. Treatment with PAg, while necessary for the 

activation of Vγ9Vδ2 T cells, contributes to a rerouting of RHOB in late /degradation 

compartments that may accelerate its degradation and prevent its function in endocytic 

trafficking to the plasma membrane in PC9 cells. 

 

This study demonstrates for the first time that Vγ9Vδ2 T cell activation by PAg-treated 

tumor cells can be variable depending on several factors such as oncogenic mutation, RHOB 

activity, and surface markers. Our results indicate that this response is strongly influenced by 

RHOB function. Therefore, the regulation of endocytic traffic by RHOB in the tumor cell could 

be decisive for the immune response and may explain the resistance of some tumor cells that 

nevertheless highly express RHOB. 

 
Authorship Contributions 

CL, SM, MM and SF performed the experiments. SF and OC performed the KO cell lines. SC, 

OC, JJF, GF and CL participated to the discussion of the results. MP and SC designed 

experiments and wrote the manuscript. MP supervised the study. 

 



Résultats 

115 
 

Conflicts of Interest Disclosure 

The authors declare no conflicts of interest. 

 

  



Résultats 

116 
 

References 

 

1.  Kabelitz D, Wesch D, Pitters E, Zöller M. Characterization of tumor reactivity of 

human V gamma 9V delta 2 gamma delta T cells in vitro and in SCID mice in vivo. J 

Immunol Baltim Md 1950 (2004) 173:6767–6776. doi:10.4049/jimmunol.173.11.6767 

2.  Poupot M, Fournié J-J. Non-peptide antigens activating human 

Vgamma9/Vdelta2 T lymphocytes. Immunol Lett (2004) 95:129–138. 

doi:10.1016/j.imlet.2004.06.013 

3.  Gober H-J, Kistowska M, Angman L, Jenö P, Mori L, De Libero G. Human T cell 

receptor gammadelta cells recognize endogenous mevalonate metabolites in tumor 

cells. J Exp Med (2003) 197:163–168. doi:10.1084/jem.20021500 

4.  Hebbeler AM, Cairo C, Cummings JS, Pauza CD. Individual Vgamma2-

Jgamma1.2+ T cells respond to both isopentenyl pyrophosphate and Daudi cell 

stimulation: generating tumor effectors with low molecular weight phosphoantigens. 

Cancer Immunol Immunother CII (2007) 56:819–829.doi:10.1007/s00262-006-0235-6 

5.  Roelofs AJ, Jauhiainen M, Mönkkönen H, Rogers MJ, Mönkkönen J, Thompson 

K. Peripheral blood monocytes are responsible for gammadelta T cell activation 

induced by zoledronic acid through accumulation of IPP/DMAPP. Br J Haematol (2009) 

144:245–250. doi:10.1111/j.1365-2141.2008.07435.x 

6.  Rossi C, Gravelle P, Decaup E, Bordenave J, Poupot M, Tosolini M, Franchini 

D-M, Laurent C, Morin R, Lagarde J-M, et al. Boosting γδ T cell-mediated antibody-

dependent cellular cytotoxicity by PD-1 blockade in follicular lymphoma. 

Oncoimmunology (2019) 8:1554175. doi:10.1080/2162402X.2018.1554175 

7.  Girard P, Charles J, Cluzel C, Degeorges E, Manches O, Plumas J, De Fraipont 

F, Leccia M-T, Mouret S, Chaperot L, et al. The features of circulating and tumor-

infiltrating γδ T cells in melanoma patients display critical perturbations with prognostic 

impact on clinical outcome. Oncoimmunology (2019) 8:1601483. 

doi:10.1080/2162402X.2019.1601483 

8.  Groh V, Rhinehart R, Secrist H, Bauer S, Grabstein KH, Spies T. Broad tumor-

associated expression and recognition by tumor-derived gamma delta T cells of MICA 

and MICB. Proc Natl Acad Sci U S A (1999) 96:6879–6884. 

doi:10.1073/pnas.96.12.6879 

 

 



Résultats 

117 
 

9.  Corvaisier M, Moreau-Aubry A, Diez E, Bennouna J, Mosnier J-F, Scotet E, 

Bonneville M, Jotereau F. V gamma 9V delta 2 T cell response to colon carcinoma 

cells. J Immunol Baltim Md 1950 (2005) 175:5481–5488. 

doi:10.4049/jimmunol.175.8.5481 

10.  Fournié J-J, Sicard H, Poupot M, Bezombes C, Blanc A, Romagné F, Ysebaert 

L, Laurent G. What lessons can be learned from γδ T cell-based cancer 

immunotherapy trials? Cell Mol Immunol (2013) 10:35–41. doi:10.1038/cmi.2012.39 

11.  Casetti R, Perretta G, Taglioni A, Mattei M, Colizzi V, Dieli F, D’Offizi G, 

Malkovsky M, Poccia F. Drug-induced expansion and differentiation of V gamma 9V 

delta 2 T cells in vivo: the role of exogenous IL-2. J Immunol Baltim Md 1950 (2005) 

175:1593–1598. doi:10.4049/jimmunol.175.3.1593 

12.  Sicard H, Ingoure S, Luciani B, Serraz C, Fournié J-J, Bonneville M, Tiollier J, 

Romagné F. In vivo immunomanipulation of V gamma 9V delta 2 T cells with a 

synthetic phosphoantigen in a preclinical nonhuman primate model. J Immunol Baltim 

Md 1950 (2005) 175:5471–5480. doi:10.4049/jimmunol.175.8.5471 

13.  Izumi H, Yamasaki A, Takeda K, Kodani M, Touge H, Tanaka N, Yanai M, Ueda 

Y, Sakamoto T, Nishii-Ito S, et al. Acute-phase reaction induced by zoledronate and 

its effect on prognosis of patients with advanced non-small cell lung cancer. Lung 

Cancer Amst Neth (2018) 122:200–205. doi:10.1016/j.lungcan.2018.06.022 

14.  Kakimi K, Matsushita H, Murakawa T, Nakajima J. γδ T cell therapy for the 

treatment of non-small cell lung cancer. Transl Lung Cancer Res (2014) 3:23–33. 

doi:10.3978/j.issn.2218-6751.2013.11.01 

15.  Mazieres J, Antonia T, Daste G, Muro-Cacho C, Berchery D, Tillement V, 

Pradines A, Sebti S, Favre G. Loss of RhoB expression in human lung cancer 

progression. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res (2004) 10:2742–2750. 

doi:10.1158/1078-0432.ccr-03-0149 

16.  Calvayrac O, Pradines A, Raymond-Letron I, Rouquette I, Bousquet E, 

Lauwers-Cances V, Filleron T, Cadranel J, Beau-Faller M, Casanova A, et al. RhoB 

determines tumor aggressiveness in a murine EGFRL858R-induced adenocarcinoma 

model and is a potential prognostic biomarker for Lepidic lung cancer. Clin Cancer Res 

Off J Am Assoc Cancer Res (2014) 20:6541–6550. doi:10.1158/1078-0432.CCR-14-

0506 

 

 



Résultats 

118 
 

17.  Calvayrac O, Mazières J, Figarol S, Marty-Detraves C, Raymond-Letron I, 

Bousquet E, Farella M, Clermont-Taranchon E, Milia J, Rouquette I, et al. The RAS-

related GTPase RHOB confers resistance to EGFR-tyrosine kinase inhibitors in non-

small-cell lung cancer via an AKT-dependent mechanism. EMBO Mol Med (2017) 

9:238–250. doi:10.15252/emmm.201606646 

18.  Sebestyen Z, Scheper W, Vyborova A, Gu S, Rychnavska Z, Schiffler M, Cleven 

A, Chéneau C, van Noorden M, Peigné C-M, et al. RhoB Mediates Phosphoantigen 

Recognition by Vγ9Vδ2 T Cell Receptor. Cell Rep (2016) 15:1973–1985. 

doi:10.1016/j.celrep.2016.04.081 

19.  Harly C, Guillaume Y, Nedellec S, Peigné C-M, Mönkkönen H, Mönkkönen J, Li 

J, Kuball J, Adams EJ, Netzer S, et al. Key implication of CD277/butyrophilin-3 

(BTN3A) in cellular stress sensing by a major human γδ T-cell subset. Blood (2012) 

120:2269–2279. doi:10.1182/blood-2012-05-430470 

20.  Koraïchi F, Gence R, Bouchenot C, Grosjean S, Lajoie-Mazenc I, Favre G, 

Cabantous S. High-content tripartite split-GFP cell-based assays to screen for 

modulators of small GTPase activation. J Cell Sci (2018) 131: doi:10.1242/jcs.210419 

21.  Rothbauer U, Zolghadr K, Muyldermans S, Schepers A, Cardoso MC, 

Leonhardt H. A versatile nanotrap for biochemical and functional studies with 

fluorescent fusion proteins. Mol Cell Proteomics MCP (2008) 7:282–289. 

doi:10.1074/mcp.M700342-MCP200 

22.  Cabantous S, Nguyen HB, Pedelacq J-D, Koraïchi F, Chaudhary A, Ganguly K, 

Lockard MA, Favre G, Terwilliger TC, Waldo GS. A new protein-protein interaction 

sensor based on tripartite split-GFP association. Sci Rep (2013) 3:2854. 

doi:10.1038/srep02854 

23.  Sharma A, Lawry SM, Klein BS, Wang X, Sherer NM, Zumwalde NA, Gumperz 

JE. LFA-1 Ligation by High-Density ICAM-1 Is Sufficient To Activate IFN-γ Release by 

Innate T Lymphocytes. J Immunol Baltim Md 1950 (2018) 201:2452–2461. 

doi:10.4049/jimmunol.1800537 

24.  Liu Z, Guo B, Lopez RD. Expression of intercellular adhesion molecule (ICAM)-

1 or ICAM-2 is critical in determining sensitivity of pancreatic cancer cells to cytolysis 

by human gammadelta-T cells: implications in the design of gammadelta-T-cell-based 

immunotherapies for pancreatic cancer. J Gastroenterol Hepatol (2009) 24:900–911. 

doi:10.1111/j.1440-1746.2008.05668.x 

 



Résultats 

119 
 

25.  Etienne-Manneville S, Manneville JB, Adamson P, Wilbourn B, Greenwood J, 

Couraud PO. ICAM-1-coupled cytoskeletal rearrangements and transendothelial 

lymphocyte migration involve intracellular calcium signaling in brain endothelial cell 

lines. J Immunol Baltim Md 1950 (2000) 165:3375–3383. 

doi:10.4049/jimmunol.165.6.3375 

26.  Wherlock M, Gampel A, Futter C, Mellor H. Farnesyltransferase inhibitors 

disrupt EGF receptor traffic through modulation of the RhoB GTPase. J Cell Sci (2004) 

117:3221–3231. doi:10.1242/jcs.01193 

27.  Kamon H, Kawabe T, Kitamura H, Lee J, Kamimura D, Kaisho T, Akira S, 

Iwamatsu A, Koga H, Murakami M, et al. TRIF-GEFH1-RhoB pathway is involved in 

MHCII expression on dendritic cells that is critical for CD4 T-cell activation. EMBO J 

(2006) 25:4108–4119. doi:10.1038/sj.emboj.7601286 

28.  Ocana-Morgner C, Wahren C, Jessberger R. SWAP-70 regulates RhoA/RhoB-

dependent MHCII surface localization in dendritic cells. Blood (2009) 113:1474–1482. 

doi:10.1182/blood-2008-04-152587 

29.  Liu S, Huang L, Lin Z, Hu Y, Chen R, Wang L, Shan Y. RhoB induces the 

production of proinflammatory cytokines in TLR-triggered macrophages. Mol Immunol 

(2017) 87:200–206. doi:10.1016/j.molimm.2017.04.015 

30.  Rigau M, Ostrouska S, Fulford TS, Johnson DN, Woods K, Ruan Z, McWilliam 

HEG, Hudson C, Tutuka C, Wheatley AK, et al. Butyrophilin 2A1 is essential for 

phosphoantigen reactivity by γδ T cells. Science (2020) 367: 

doi:10.1126/science.aay5516 

31.  Karunakaran MM, Willcox CR, Salim M, Paletta D, Fichtner AS, Noll A, Starick 

L, Nöhren A, Begley CR, Berwick KA, et al. Butyrophilin-2A1 Directly Binds Germline-

Encoded Regions of the Vγ9Vδ2 TCR and Is Essential for Phosphoantigen Sensing. 

Immunity (2020) 52:487–498.e6. doi:10.1016/j.immuni.2020.02.014 

32.  Gampel A, Parker PJ, Mellor H. Regulation of epidermal growth factor receptor 

traffic by the small GTPase rhoB. Curr Biol CB (1999) 9:955–958. doi:10.1016/s0960-

9822(99)80422-9 

33.  Pérez-Sala D, Boya P, Ramos I, Herrera M, Stamatakis K. The C-terminal 

sequence of RhoB directs protein degradation through an endo-lysosomal pathway. 

PloS One (2009) 4:e8117. doi:10.1371/journal.pone.0008117 

 

  



Résultats 

120 
 

Figure Legend: 

 

Figure 1: PAg-treated NSCLC cell lines activate Vγ9Vδ2 T cells in a contact 

dependent manner. 

 

Flow cytometry analysis of the IFN-γ and CD107a expression by Vγ9Vδ2 T cells in co-

culture for 4h with four different NSCLC cell lines without pretreatment (A) or with 

zoledronate (red dots) or BrHPP (blue dots) pretreatment (B, n > 4 independent 

experiments), with Transwell system or tumor cell lines conditioned medium in case of 

A549 and PC9 as target (C). Flow cytometry analysis of the trogocytosis of the PKH67+ 

PAg-treated A549 cell line by the Vγ9Vδ2 T cells after 5 min or 4h of co-culture, ie 

PKH67 expression by the Vγ9Vδ2 T cells (D). Measure by flow cytometry of the 7-AAD 

positive PAg-treated-A549 (E) or -PC9 (F) after co-culture with Vγ9Vδ2 T cells for 4h. 

 

Figure 2: Vγ9Vδ2 T cells activation by PAg-treated-A549 or -PC9 is dependent on 

different adhesion molecules. 

 

Flow cytometry analysis of the expression of surface markers (black) by PC9 and A549 

cell lines (A) or by the Vγ9Vδ2 T cells (B) compared to the respective isotypic control 

(grey). CD107a expression by the Vγ9Vδ2 T cells after 4h of co-culture with 

zoledronate-treated A549 (C, red) or BrHPP-treated A549 (C, blue) or with 

zoledronate-treated PC9 (D, red) or BrHPP-treated PC9 (D, blue) in the presence of 

different blocking antibodies normalized to the control condition (CTL) without blocking 

antibody. 

 

Figure 3: PAg-treated A549/PC9 cell lines activating Vγ9Vδ2 T cells is BTN3A1 

dependent. 

 

A. mRNA expression of the BTN3A1 by A549 and PC9 cell lines among cancer cell 

lines in the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE). B. Flow cytometry analysis of the 

BTN3A1 expression by A549 and PC9 pre-treated or not (black) by zoledronate (red) 

or BrHPP (blue) and compared to the isotypic control (grey). C-F. Flow cytometry 

analysis of the IFN-γ, CD107a and CD69 expression by Vγ9Vδ2 T cells in co-culture 

for 4h with A549 (C and D: six independent experiments) or PC9 (E and F: six 
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independent experiments) without pretreatment (black) or with zoledronate (red) or 

BrHPP (blue) pretreatment.  

 

Figure 4: Decrease of the Vγ9Vδ2 T cells activation by A549 with RHOB knock 

down. 

 

Flow cytometry analysis of the IFN-γ and CD107a expression by Vγ9Vδ2 T cells in co-

culture for 4h with A549 wild type (WT) or knock down for RHOB (KO) with zoledronate 

(red) or BrHPP (blue) pretreatment (A: one representative experiment, B: n > 10 

independent experiments). C. Flow cytometry analysis of the trogocytosis of the 

PKH67+ PAg-pretreated-A549 cell line WT or KO by the Vγ9Vδ2 T cells (ratio of the 

Vγ9Vδ2 T cells expressing PKH67 4h / 5 min). D. Flow cytometry analysis of the 7AAD 

expression by the WT or KO A549 cell line PAg-treated (zoledronate: red, BrHPP: blue) 

or not (black) in co-culture for 4h with the Vγ9Vδ2 T cells. D. CD107a expression by 

the Vγ9Vδ2 T cells analyzed by flow cytometry after 4h of contact with PAg-pretreated 

A549 in the presence or not of the CT04 inhibitor (D: one representative experiment, 

E: n > 4 independent experiments). 

 

Figure 5: Membrane localization of RHOB favored in A549 cells in contact with 

Vγ9Vδ2 T cells. 

 

A. A549 and PC9 cells were engineered to stably express RHOB GTPase and monitor 

active RHOB using a split GFP system. Induction by Doxycycline of the tripartite split-

GFP system in A549 and PC9, with or without (UT) pretreatment with zoledronate (zol) 

or BrHPP, and co-cultured or not with Vγ9Vδ2 T cells. Active RHOB (green 

fluorescence) was visualized by confocal microscopy (B) and quantified by Operetta 

(C:  zoledronate: red; BrHPP: blue). D. Percentage of endosomal (hatched bars) or 

membrane (full bars) active RHOB quantified by confocal microscopy in A549 and PC9 

cell lines PAg-treated (zoledronate: red, BrHPP: blue) or not (black) co-cultured with 

Vγ9Vδ2 T cells. E,F. Confocal microscopy of total (red) and active (green) RHOB in 

PC9 cell line after PAg-treatment (zoledronate: red, BrHPP: blue) or not (black) and 

co-cultured or not with Vγ9Vδ2 T cells (E: representative images; F: % of PC9 

presenting endosomal clusters based on 3 independent experiments among 30 cells).  
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Figure 6: Rerouting of RHOB in endosomal clusters in PAg-treated PC9 cells in 

contact with Vγ9Vδ2 T cells. 

 

Co-localization analysis by confocal microscopy of active RHOB (green), Rab7 (red) 

for late endosome/MVB marker and LAMP-1 (pink) as lysosomal marker, in PC9 cells 

pre-treated or not (UT) with zoledronate (zol) or BrHPP, and co-cultured (lower) or not 

(upper) with Vγ9Vδ2 T cells (representative image, crop on the key zone and plot 

profile analysis beside). 

 

 
 
 
 
 



Résultats 

123 
 

Figure 1  



Résultats 

124 
 

Figure 2 



Résultats 

125 
 

Figure 3 

  



Résultats 

126 
 

Figure 4 



Résultats 

127 
 

Figure 5 
 

  



Résultats 

128 
 

Figure 6 



Résultats 

129 
 

Suplemental figures  

Figure S1 

  



Résultats 

130 
 

Suplemental figures  

Figure S2 

 

  



Résultats 

131 
 

Suplemental figures  

Figure S3 
  



Résultats 

132 
 

Suplemental figures  

Figure S4 
 

 
  



Résultats 

133 
 

Suplemental figures  

Figure S5 

 
 
Figure S6 

 
  



Résultats 

134 
 

Suplemental figures  

Figure S7 

 
 
 
Figure S8 

  



Résultats 

135 
 

Suplemental figures  

Figure S9 

  



Résultats 

136 
 

III. Conclusion 

 

Dans cette étude, nous avons montré que certaines lignées NSCLC pré-traitées par 

des PAgs solubles (BrHPP) ou par le zoledronate entrainant l’accumulation de PAgs 

endogènes vont être capables, dans des proportions variables, d’activer les LT Vγ9Vδ2 et 

d’induire une cytotoxicité. En effet, nous avons montré que les A549 pré-traitées aux 

phosphoantigènes sont bien reconnues et tuées par les LT Vγ9Vδ2 en comparaison aux PC9, 

qui sont très peu sensibilisantes. Ces deux lignées présentent des profils d’expression de 

molécules de surface divergents mais qui ne permettent pas d’expliquer les différences de 

réactivité des LT Vγ9Vδ2. De plus, les BTN2A1 et BTN3A1 sont présentes dans des niveaux 

similaires entre les PC9 et A549, ce qui permet de réfuter l’hypothèse d’un niveau d’expression 

plus faible de ces BTN chez les PC9 par rapport aux A549. Cette étude montre que RhoB 

permet de moduler la réactivité des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs dans les deux lignées testées. 

De façon intéressante, ces travaux ont permis d’observer que la résistance des PC9 à la 

cytotoxicité des LT Vγ9Vδ2 était liée à un détournement de RhoB dans les compartiments 

d’endosomes tardifs et de dégradation. Par conséquent, la séquestration de RhoB dans ces 

compartiments altère sa fonction initiale dans ce mécanisme, empêchant alors de modifier la 

conformation de la BTN3A1 pour activer les LT Vγ9Vδ2. 
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Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 sont des lymphocytes T non conventionnels qui présentent 

une hétérogénéité structurelle et fonctionnelle. Ils forment un pont entre l’immunité innée et 

adaptative et participent à différents types de réponses immunitaires. Ces lymphocytes 

expriment certains récepteurs communs aux cellules NK tels que NKG2D. De plus, ils 

présentent une forte activité cytotoxique, via le système granzyme-perforine, et par le 

mécanisme d’ADCC possible grâce à l’expression du CD16. D’autre part, les LT Vγ9Vδ2 

produisent des cytokines pro-inflammatoires comme l’IFN-γ ou le TNF-α, et peuvent 

également primer des cellules T au niveau du site tumoral comme les cellules présentatrices 

d’antigènes. Différentes études ont montré que les LT Vγ9Vδ2 sont capables de tuer un large 

panel de cellules tumorales provenant de cancers solides et hématologiques. Ainsi, leur 

infiltration dans les tumeurs est un marqueur pronostic positif dans différentes pathologies 

malignes. Enfin, l’utilisation en clinique des LT Vγ9Vδ2 présente une bonne sécurité mais une 

efficacité limitée suite à l’apparition rapide du phénomène d’anergie des lymphocytes. 

 

Le mécanisme d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les cibles tumorales est un processus 

complexe, dans lequel certaines zones d’ombres subsistent. Après l’identification des 

antigènes reconnus par les LT Vγ9Vδ2, appelés PAgs, dans les années 1990 (295), différentes 

études ont permis de comprendre les étapes et les intermédiaires de ce processus. Comme 

pour les LT conventionnels, le TCR des LT Vγ9Vδ2 est impliqué dans leur activation. De plus, 

les protéines de la famille des BTN3A, et particulièrement la BTN3A1, ont été identifiées 

comme étant des molécules de co-stimulation nécessaires à l’activation des LT Vγ9Vδ2. Grâce 

aux récentes publications ayant identifié la BTN2A1 comme un nouvel acteur essentiel au 

mécanisme d’activation des LT Vγ9Vδ2, une nouvelle étape dans la compréhension du 

mécanisme est franchie (161–163). Ces études ont permis d’établir plus finement la séquence 

chronologique d’activation des LT Vγ9Vδ2. Ainsi, le TCR Vγ9Vδ2 est uniquement critique lors 

de l’initiation de la conjugaison des LT Vγ9Vδ2 avec la cible, correspondant au signal initial 

pour l’activation des LT et de maintenir une forte densité de la synapse immunologique. Ce 

phénomène d’initiation n’est pas dépendant du PAg. En revanche, la BTN3A1 opère comme 

un ligand de co-stimulation indispensable, fonctionnant comme un signal secondaire, 

permettant de stabiliser le conjugué et la formation de la synapse. Ce phénomène est 

dépendant du PAg mais pas de la présence du TCR Vγ9Vδ2.   

 

Dans une des dernières études, il a été montré que le traitement par PAg n’induit pas 

de modification de clusturisation de la BTN3A (163). Cependant, les chercheurs ont observé une 

augmentation de l’expression de la BTN3A dans la région de contact avec le LT. Le traitement 

des cibles par le Pamidronate va entrainer une diminution de la mobilité de la membrane de 
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la BTN3A qui pourrait faciliter la formation de clusters hétérogènes, incluant la BTN3A et le 

ligand du TCR Vγ9Vδ2, permettant aux deux molécules d’interagir avec des récepteurs au 

sein de la synapse immunologique. Parmi les candidats potentiels de partenaires à la BTN3A, 

le récepteur Lymphotoxin-β est encore en cours d’investigation (296). 

 

Parmi les autres acteurs impliqués dans le mécanisme d’activation des LT Vγ9Vδ2, la 

protéine RhoB a été identifiée en 2016 par l’équipe du Dr. Z. Sebestyen. Cette étude a montré 

que RhoB permettait de modifier la conformation de la BTN3A1 afin d’entrainer l’activation des 

LT Vγ9Vδ2 par les PAgs endogènes dans les cancers hématologiques.  

 

Nos résultats présentés dans ce manuscrit permettent de confirmer l’implication de 

cette protéine dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 par les PAgs endogènes, et nouvellement par 

les PAgs solubles, grâce à un modèle de cancer solide du poumon non à petites cellules 

(NSCLC) (292). Nos travaux ont démontré que RhoB était un acteur clé dans le processus 

d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les phosphoantigènes. La localisation de la protéine RhoB 

dans la cible tumorale lors de sa rencontre avec le LT Vγ9Vδ2 est primordiale pour permettre 

d’exercer son action dans la modification de la conformation extracellulaire des BTN3A. En 

effet, dans la lignée NSCLC PC9, qui n’active pas les LT Vγ9Vδ2 malgré le traitement par des 

PAgs, RhoB a une localisation particulièrement endosomale, notamment au niveau des MVB, 

rendant la protéine peu accessible pour effectuer son rôle de modification de la conformation 

de la BTN3A1 afin de permettre l’activation des LT Vγ9Vδ2. De plus, la capacité de la cellule 

cible à utiliser les pools de stockage intracellulaires de la BTN3A pourraient être finement lié 

à sa capacité à activer RhoB. Ainsi, la protéine RhoB se situe à la fin du processus, au niveau 

de la membrane et induit des changements dans la mobilité membranaire et la conformation 

de la BTN3A.  

 

La protéine RhoB est grandement impliquée dans le processus d’activation des LT 

Vγ9Vδ2. En effet, nous avons obtenus des résultats complémentaires non publiés, qui ont 

montré une absence de modulation de l’expression des BTN2A1 et BTN3A1 à la surface des 

lignées NSCLC A549 et PC9 suite au traitement par les PAgs. Ainsi, ces résultats permettent 

d’exclure que les différences de profils d’activation des LT Vγ9Vδ2 par les A549 et PC9 traitées 

par les PAgs observées dans notre étude était en fait la conséquence d’une expression altérée 

des BTN à la surface des lignées PC9 non activatrices des LT Vγ9Vδ2. Ces résultats 

confortent ainsi l’hypothèse d’une forte implication de RhoB, et notamment de par sa 

localisation, dans l’activation des LT Vγ9Vδ2 analysée lors de notre étude. 
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Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que l’enrichissement juxta-membranaire de 

RhoB pourrait être un paramètre d’étude intéressant afin de prédire la susceptibilité des 

cellules tumorales à des thérapies utilisant les LT Vγ9Vδ2. Cependant ces prédictions ne 

peuvent pas être basées uniquement sur ce critère puisque la cible tumorale Daudi ne 

présente pas un enrichissement juxta-membranaire de RhoB. Ainsi, ce mécanisme n’explique 

qu’en partie le processus de reconnaissance de la cible par les LT Vγ9Vδ2.  

 

Outre le fait que la prise en compte de la localisation de RhoB pourrait représenter un 

facteur prédictif de réponse aux immunothérapies par les LT Vγ9Vδ2, ce paramètre pourrait 

également être un facteur pronostic global intéressant chez les patients. En effet, nous 

pourrions émettre l’hypothèse que les patients présentant des tumeurs où RhoB est très 

membranaire pourraient présenter une survie globale plus favorable que les patients porteurs 

de tumeurs où RhoB est très endosomal. Ainsi, il serait intéressant d’inclure ce paramètre lors 

de la conduction des essais thérapeutiques utilisant les LT Vγ9Vδ2 pour voir s’il existe une 

corrélation entre la localisation de RhoB et la survie globale du patient.  
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TITRE ET RESUME / TITLE AND ABSTRACT 

 
ETUDE DE L’IMPLICATION DE LA PROTEINE RHOB LORS DE L’ACTIVATION 
DES LYMPHOCYTES T γ9δ2 DANS UN MODELE DE CANCER DU POUMON 

 
L’immunothérapie correspond à une nouvelle approche thérapeutique permettant de 

stimuler le système immunitaire du patient pour renforcer ses défenses contre les cellules 
cancéreuses. Il existe différents types d’immunothérapies, notamment le transfert adoptif 
cellulaire ayant fait l’objet de nombreuses études. 

Dans cette approche, les lymphocytes T (LT) Vγ9Vδ2 sont des candidats intéressants 
puisqu’ils présentent de nombreuses fonctions effectrices sans nécessité de restriction par les 
molécules du CMH. Ces LT non conventionnels sont des acteurs majeurs de l’immunité anti-
tumorale. Ils sont activés par des antigènes non peptidiques appelés phosphoantigènes 
(PAgs), pouvant être accumulés in situ par des molécules pharmacologiques telles que les 
aminobiphosphonates. L’activation des LT Vγ9Vδ2 est médiée par différentes protéines, 
notamment les butyrophilines (BTN) BTN2A1 et BTN3A1, formant un complexe autour du TCR 
Vγ9Vδ2 et permettant la reconnaissance du PAg. 

Au cours de l’activation, d’autres acteurs interviennent pour réguler ce mécanisme. 
Ainsi, la petite GTPase RhoB permettrait de coordonner la mobilité intracellulaire des BTN, 
favorisant l’activation des LT Vγ9Vδ2. Cependant l’utilisation en clinique des LT Vγ9Vδ2 est 
complexe et leur action reste limitée. Il est donc nécessaire d’approfondir la compréhension 
de l’implication de RhoB dans ce mécanisme afin d’améliorer l’efficacité des immunothérapies 
utilisant les LT Vγ9Vδ2. 

 
STUDY OF THE INVOLVEMENT OF THE RHOB PROTEIN DURING THE 
ACTIVATION OF γ9δ2 T CELLS IN A MODEL OF LUNG CANCER 

 
Immunotherapy is a new therapeutic approach to stimulate the patient's immune 

system to strengthen its defenses against cancer cells. There are different types of 
immunotherapies, including adoptive cell transfer, which has been the subject of numerous 
studies. 

In this approach, Vγ9Vδ2 T cells are interesting candidates since they have numerous 
effector functions without the need for restriction by MHC molecules. These unconventional T 
cells are major players in anti-tumor immunity. They are activated by non-peptide antigens 
called phosphoantigens (PAgs), which can be accumulated in situ by pharmacological 
molecules such as aminobiphosphonates. The activation of Vγ9Vδ2 T cells is mediated by 
various proteins, in particular the butyrophilins (BTN) BTN2A1 and BTN3A1, forming a complex 
around the Vγ9Vδ2 TCR and allowing recognition of PAg. 

During the activation, other actors operate to regulate this mechanism. Thus, the small 
GTPase RhoB would coordinate the intracellular mobility of BTNs, promoting the activation of 
Vγ9Vδ2 T cells. However, the clinical use of Vγ9Vδ2 T cells is complex and their action remains 
limited. It is therefore necessary to deepen the understanding of the involvement of RhoB in 
this mechanism in order to improve the effectiveness of immunotherapies using Vγ9Vδ2 T 
cells. 

MOTS CLES : Lymphocytes T γδ, RhoB, Cancer, phosphoantigènes, Immunothérapie 
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