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Résumé 

Les thérapies à base de cellules T exprimant des récepteurs antigéniques chimériques (CAR) ont 

profondément transformé le paysage thérapeutique de l'ensemble des thérapies cellulaires pour 

les patients atteints de leucémie à cellules B (LLA-B) et de lymphome non hodgkinien (LNH). Les 

CARs sont des récepteurs transmembranaires de type I modifiés qui ciblent spécifiquement les 

antigènes associés aux tumeurs (TAA) exprimés à la surface cellulaire. Ils déclenchent des signaux 

complémentaires, typiquement initiés par le récepteur des cellules T (TCR) ainsi que des 

récepteurs de co-stimulation, pour fournir des signaux d'activation optimaux aux cellules T 

effectrices. Bien qu'elles constituent une option thérapeutique plus efficace que la 

chimiothérapie pour les maladies en rechute ou réfractaires, les complications du traitement et 

la rechute du cancer dû à l'épuisement des cellules CAR-T entravent leur déploiement généralisé 

pour d'autres implications cancéreuses. De plus, en raison de leur niveau élevé de signalisation 

tonique, les CARs ne sont actuellement pas compatibles avec les thérapies par cellules souches 

et progéniteurs hématopoïétiques (CSH/CSPH). 

Afin d'atténuer ces limitations, nous avons entrepris de construire une nouvelle structure de 

récepteur chimérique reproduisant les mécanismes d'assemblage et les propriétés 

électrostatiques des récepteurs immunitaires, en criblant des domaines d'assemblage 

synthétiques dans un modèle cellulaire pertinent. Grâce à ce criblage, nous avons créé un 

nouveau récepteur modulaire que nous avons nommé : Récepteur d'Antigène Chimérique 

Modulaire (MARC). Ce dernier nécessite un assemblage complet pour son expression en surface, 

comme tous les récepteurs immunitaires natifs. De plus, le MARC ne présente pas de signalisation 

tonique, tout en permettant des signaux d'activation robustes et dynamiques après la 

reconnaissance de la cible tumorale. 

Par ailleurs, le MARC a surpassé les CARs dans leur capacité à former des synapses immunitaires 

stables, à maintenir la santé et les fonctionnalités cellulaires lors de stimulations répétées, ainsi 

qu'à améliorer l'éradication tumorale en prévenant l'apparition rapide de l'épuisement des 



 

cellules T. De plus, le MARC est compatible avec la thérapie par les CSH/CSPHs, permettant une 

reconstitution immunitaire complète et l'éradication des cellules cibles. Le MARC constitue donc 

une plateforme de signalisation innovante, prête à être optimisée et compatible avec tous les 

types de cellules immunitaires (NK, sous-types de cellules myéloïdes) et les différentes cellules 

tumorales à cibler. 

Dans l'ensemble, nos résultats présentent la création réussie d'une plateforme de signalisation 

synthétique basée sur des récepteurs qui surpasse les CARs actuels les plus performants. Cette 

innovation ouvre la voie au développement de nouvelles thérapies cellulaires qui s'étendent au-

delà de l'immunothérapie du cancer. 

Mots-clés : Immunothérapie, Leucémie, Récepteur immunitaire, cellules T, wŞŎŜǇǘŜǳǊ ŘΩŀƴǘƛƎŝƴŜ 

chimérique, MARC, cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques 

 



 
 

Abstract 

Chimeric Antigen Receptor (CAR) T-cell therapies have significantly changed the therapeutic 

landscape of cell-based therapies to patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) 

and non-Hodgkin lymphoma (NHL). CARs are engineered type I transmembrane receptors that 

specifically target surface-expressed tumor associated antigens (TAA). They trigger 

complementary signals, typically initiated by the T-cell receptor (TCR) as well as co-stimulatory 

receptors, to provide optimal activation signals to effector T cells. Although, they a more effective 

therapeutic option than chemotherapy for relapsed or refractory diseases, treatment 

complications and cancer relapse due to CAR-T cell exhaustion hinder their widespread 

deployment for other cancer indications. Moreover, due to their high tonic signaling status, CARs 

are currently incompatible with hematopoietic stem and progenitor cell (HSPC) therapies. 

To address these limitations, we set off to build a novel chimeric receptor scaffold that 

recapitulates immune receptor assembly mechanisms and electrostatic properties by screening 

synthetic assembly domains in a relevant cellular model. Through this screening, we have created 

a new modular receptor named Modular Actuation Receptor Complex (MARC). This receptor 

requires full assembly for surface expression, as all native immune receptors. Additionally, the 

MARC exhibits no tonic signaling while enabling robust and dynamic activation signals following 

tumor target recognition. 

Furthermore, MARC outperformed CARs for their ability to form stable immune synapses, 

maintain cell health and functionalities over repeated stimulations, as improved tumor 

eradication by preventing rapid onset of T cell exhaustion. Moreover, MARC is compatible with 

HSPC therapy, enabling complete immune reconstitution and target cell eradication. MARC 

represents an innovative signaling platform, ready to be optimized and made compatible with all 

immune cell types (NK cells, myeloid cell subtypes) and various tumor cell targets. 



 

Together, our results demonstrate the successful creation of a synthetic receptor-based, signaling 

platform that outperformed current best-in-class CARs. This innovation is compatible for the 

development of novel cell-based therapies extending beyond cancer immunotherapy. 

Keywords: Immunotherapy, Leukemia, Immune receptor, T cells, Chimeric Antigen Receptor, 

MARC, Hematopoietic and progenitor stem cells 
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/aIπLL Υ /ƻƳǇƭŜȄŜ aŀƧŜǳǊ ŘΩIƛǎǘƻŎƻƳǇŀǝōƛƭƛǘŞ ŘŜ ŎƭŀǎǎŜ LL 

/at Υ ǇǊƻƎŞƴƛǘŜǳǊ ƳȅŞƭƻƠŘŜ ŎƻƳƳǳƴ  

/w!/ ŎƘŀƴƴŜƭΥ ŎŀƭŎƛǳƳ ǊŜƭŜŀǎŜ ŀŎǝǾŀǘŜŘ ŎŀƭŎƛǳƳ 

/w{ Υ {ȅƴŘǊƻƳŜ ŘŜ ǊŜƭŀǊƎŀƎŜ ŎȅǘƻƪƛƴƛǉǳŜ  

CRU : Competitive Repopulating Units   

/{a Υ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎǘǊƻƳŀƭŜǎ ƳŞǎŜƴŎƘȅƳŀǘŜǳǎŜǎ  

/{I Υ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎƻǳŎƘŜǎ ƘŞƳŀǘƻǇƻƠŞǝǉǳŜǎ  

/{tI Υ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎƻǳŎƘŜǎ Ŝǘ ǇǊƻƎŞƴƛǘŜǳǊǎ ƘŞƳŀǘƻǇƻƠŞǝǉǳŜǎ  

/{[ Υ  ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎƻǳŎƘŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ 

/{ItΥ /ŜƭƭǳƭŜǎ ǎƻǳŎƘŜǎ ƘŞƳŀǘƻǇƻƠŞǝǉǳŜǎ ǇƭǳǊƛǇƻǘŜƴǘŜǎ  



 

/¢[ Υ [ȅƳǇƘƻŎȅǘŜ ¢ ŎȅǘƻǘƻȄƛǉǳŜ  

/¢[!πп Υ ŎȅǘƻǘƻȄƛŎ ¢πƭȅƳǇƘƻŎȅǘŜπŀǎǎƻŎƛŀǘŜŘ ǇǊƻǘŜƛƴ п  

 

D-E:  

DAG :1,2 diacylglycérol 

DNAM-1 (CD226) : DNAX accessory molecule-1 

9ha9{Υ 9ƻƳŜǎƻŘŜǊƳƛƴ 

G-H: 

Daπ/{CΥ DǊŀƴǳƭƻŎȅǘŜπƳŀŎǊƻǇƘŀƎŜ ŎƻƭƻƴȅπǎǝƳǳƭŀǝƴƎ ŦŀŎǘƻǊ 

Dat Υ ǇǊƻƎŞƴƛǘŜǳǊǎ ƎǊŀƴǳƭƻŎȅǘŜǎπƳŀŎǊƻǇƘŀƎŜǎ 

Dw.н Υ[ŀǘπƎǊƻǿǘƘ ŦŀŎǘƻǊ ǊŜŎŜǇǘƻǊ ōƻǳƴŘ ǇǊƻǘŜƛƴ н 

GRFS : Survie sans rechute et sans réaction du greffon contre l'hôte  

DǾI5 Υ ŜũŜǘ Řǳ ƎǊŜũƻƴ ŎƻƴǘǊŜ ƭΩƘƾǘŜ 

DǾ[ Υ ŜũŜǘ Řǳ ƎǊŜũŜҐƻƴ ŎƻƴǘǊŜ ƭŀ ƭŜǳŎŞƳƛŜ  

I[! Υ !ƴǝƎŝƴŜ ƭŜǳŎƻŎȅǘŀƛǊŜ ƘǳƳŀƛƴ  

I : 

L/!b Υ {ȅƴŘǊƻƳŜ ŘŜ ƴŜǳǊƻǘƻȄƛŎƛǘŞ ŀǎǎƻŎƛŞ ŀǳȄ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜũŜŎǘǊƛŎŜǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ  

L/h{Υ LƴŘǳŎƛōƭŜ ŎƻπǎǝƳǳƭŀǘƻǊȅ ƳƻƭŜŎǳƭŜ 

ID2 : Inhibitor of DNA binding 2 

ID3 : Inhibitor of DNA binding 3 

L[Υ LƴǘŜǊƭŜǳƪƛƴŜ 

L[πнwΥ wŞŎŜǇǘŜǳǊ ŘŜ ƭΩƛƴǘŜǊƭŜǳƪƛƴŜπн 

L[πтwh Υ wŞŎŜǇǘŜǳǊ ŘŜ ƭΩƛƴǘŜǊƭŜǳƪƛƴŜπт 

IP3 : inositol 1,4,5-triphosphate 

L¢!aΥ LƳƳǳƴƻπǊŜŎŜǇǘƻǊ ǘȅǊƻǎƛƴŜπōŀǎŜŘ ŀŎǝǾŀǝƻƴ ƳƻǝŦ  

L¢LaΥ LƳƳǳƴƻπǊŜŎŜǇǘƻǊ ǘȅǊƻǎƛƴŜπōŀǎŜŘ ƛƴƘƛōƛǝƻƴ ƳƻǝŦ  

ITK : IL-2 inducible tyrosine kinase 



 

L¢¢πƭƛƪŜΥ LƳƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴ ¢ŀƛƭ ¢ȅǊƻǎƛƴŜπƭƛƪŜ   

L¢{aΥ LƳƳǳƴƻǊŜŎŜǇǘƻǊ ǘȅǊƻǎƛƴŜπōŀǎŜŘ ǎǿƛǘŎƘ ƳƻǝŦ  

i.v.: intraveineuse 

 

K:  

YLwΥ YƛƭƭŜǊπŎŜƭƭ LƳƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴπƭƛƪŜ wŜŎŜǇǘƻǊǎ 

YL5{Υ YƛƭƭŜǊ ŎŜƭƭ LƳƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴπƭƛƪŜ wŜŎŜǇǘƻǊǎ ǿƛǘƘ ǘǿƻ LƎ 5ƻƳŀƛƴǎ 

YLw5[Υ YƛƭƭŜǊ ŎŜƭƭ LƳƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴπƭƛƪŜ wŜŎŜǇǘƻǊǎ ǿƛǘƘ ǘǿƻ LƎ 5ƻƳŀƛƴǎ [ƻƴƎ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳƛŎ ǘŀƛƭ 

Y[wDмΥ YƛƭƭŜǊπ/Ŝƭƭ ƭŜŎǝƴπƭƛƪŜ ǊŜŎŜǇǘƻǊ Dм 

L: 

LAT: Linker for activation of T cells 

LAG-3 : lymphocyte-Activation gene 3 

LB: Lymphocyte B 

LCM : lymphome à cellules du manteau 

LDGCB : lymphomes diffus à grandes cellules B  

LF :   lymphome folliculaire  

LLA: leucémie lymphoïde aiguë 

LLA-B: leucémie lymphoïde aiguë à cellules B 

LLA-T: leucémie lymphoïde aiguë à cellules T 

LLEC : Lymphocyte à longue durée de vie 

LNH : lymphome non hodgkinien 

LT : Lymphocyte T 

LTN : Lymphocyte T naïf  

LT4/LTH: Lymphocytes T helper ou auxiliaire 



 

LT8/LCT : Lymphocytes T cytotoxiques 

 

M:  

MARC: modular actuation receptor complex 

MDSC : Cellule suppressive dérivée des cellules myéloïdes  

MEC : matrice extracellulaire  

MEP : progéniteurs mégacaryocyte-érythroïde 

MMP : métalloprotéases matricielles 

MNDU : myeloproliferative sarcoma virus MPSV enhancer, negative control region NCR deletion 

d1587rev primer binding site replacement  

MRD : maladie résiduelle minimale 

MO: Moelle osseuse  

MPEC: Memory Precursor Effector Cells 

 

N:  

NGS : séquençage de nouvelle génération 

NK : cellules tueuses naturelles  

NSG: NOD-SCID-gamma: NOD.Cg-Prkdc(scid) Il2rg(tm1Wjl)/SzJ 

NSG-SGM3: NOD-SCID-gamma Super Mouse 3 : NOD.Cg-Prkdc(scid) Il2rg(tm1Wjl) Tg(CMV-

IL3,CSF2,KITLG)1Eav/MloySzJ 

NRM : mortalité non liée à la rechute  

NSCLC : cancer du poumon non à petites cellules  



 

 

O-P:  

OLS : Organe lymphoïde secondaire 

PAMP : motifs moléculaires associés aux pathogènes 

PD-1 : Programmed cell Death protein-1  

PI3K : phosphoinositide-3-kinase  

PIP2 : Phosphatydil inositol 4,5-bisphosphate 

PHA-L : phytohémagglutinine  

PRR : Récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires 

S :  

SCF: Stem Cell Factor 

scFv : chaîne simple de fragment variable  

SH2 : SRC Homology 2 

SI: synapse immunologique  

SLEC : Short-Lived Effector Cells 

SLP-76 (SH2 domain-containing leukocyte phosphoprotein of 76kDa) 

SMAC : regroupement de molécules ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ  

cSMAC: regroupement de molécules ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ centrale 

pSMAC : regroupement de molécules ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ périphérique  

dSMAC : regroupement de molécules ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ distale  

SOS : Son of sevenless homolog 



 

 

T: 

TAC : Tac-TCR-CAR 

TAM : macrophages associés aux tumeurs  

TAR : registre d'assemblage transmembranaire électrostatique 

t-BET : T-Box Expressed in T cells  

TCR : Récepteur des cellules T  

TEAM : anticorps engageant les lymphocytes T ou T-Cell Engaging Antibody Molecule 

TIM-3 : T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3  

TLR : Toll-like Receptor 

TM : transmembranaire  

TME : micro-environnement tumoral  

TCM : lymphocyte T central mémoire 

TEM : lymphocyte T effecteur mémoire 

TRM : lymphocyte T résident mémoire 

TPM : lymphocyte T périphérique mémoire 

TSCM : Lymphocyte T souche mémoire 

TruC : TCR-CAR 

TRUCKs : T  cells  redirected  for  antigen-unrestricted  cytokine-initiated killing 

 

V : vTNC : nombre de cellules nucléées totales viables 



 
 

 

 

 

Merci pour les roses, merci pour les épines                       

Jean d'Ormesson 

 

 

 

 

 

 

 

 

/Ŝ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ƭŀ ŘŜǎǘƛƴŀǘƛƻƴ, mais le chemin parcouru   

Mamie M.  
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Avant-propos 

Cette thèse de doctorat porte sur l'optimisation et le développement d'une nouvelle architecture 

de récepteur d'antigène chimérique modulaire (MARC). Cette innovation représente une avancée 

significative dans le domaine des immunothérapies anticancéreuses basées sur les lymphocytes 

T. En effet, comparée aux approches conventionnelles, l'architecture MARC se distingue par sa 

capacité à prévenir l'épuisement précoce des cellules T et à augmenter leur persistance, offrant 

ainsi des perspectives thérapeutiques prometteuses dans le traitement du cancer. 

Cette thèse est sous forme hybride et se divise en sept chapitres. Le chapitre 1 présente le cadre 

conceptuel de nos travaux en exposant les fondements de l'activation des cellules T et des 

thérapies cellulaires. Cette introduction nous permet d'identifier les enjeux majeurs du domaine 

et de définir notre hypothèse de travail, aboutissant à la formulation de nos trois objectifs de 

recherche. Le chapitre 2 présente l'ensemble des approches méthodologiques et protocoles 

ŜȄǇŞǊƛƳŜƴǘŀǳȄ Ƴƛǎ Ŝƴ ǆǳǾǊŜ ǇƻǳǊ ŎƻƴŘǳƛǊe les travaux de recherche détaillés dans les chapitres 

4 et 5. Le chapitre 3 présente, sous forme d'article scientifique, le développement et 

l'optimisation du MARC (Modular Actuating Receptor Complexes), un nouveau récepteur 

antigénique chimérique innovant. Le chapitre 4 expose une analyse comparative approfondie de 

différentes versions du MARC, s'appuyant sur des expérimentations menées à la fois in vitro et in 

vivo. Le chapitre 5 explore l'application de l'architecture MARC dans le contexte des cellules 

souches et progéniteurs hématopoïétiques. Une discussion générale intégrant les résultats des 

chapitres 3, 4 et 5 est développée dans le chapitre 6, tandis que le chapitre 7 présente la 

conclusion générale de ces travaux. Des résultats complémentaires aux chapitres 4 et 5 sont 

disponibles en annexes.  
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1. Chapitre 1 ς Introduction  

1.1 Plan du chapitre  

Dans ce chapitre d'introduction, nous explorerons en premier lieu, le rôle fondamental du 

système immunitaire (chapitre 1.2), en développant ƭΩƘŞƳŀǘƻǇƻƠŝǎŜ Ŝǘ ƭŜ ŘŞǾŜƭƻǇǇŜƳŜƴǘ Řǳ 

système immunitaire inné et adaptatif. Par la suite, nous accorderons une attention particulière 

à la biologie des lymphocytes T (chapitre 1.3), piliers de l'immunité adaptative, ainsi qu'aux 

récepteurs immunitaires activateurs, essentiels pour la reconnaissance et l'élimination des 

cellules cancéreuses (chapitre 1.3.4.1). Nous entrerons dans le détail de la leucémie et 

principalement de la leucémie lymphoïde aiguë à cellules B (LLA-B) (chapitre 1.5). Nous 

présenterons ensuite les avancées récentes en immunothérapies et en thérapies cellulaires, qui 

ouvrent de nouvelles voies prometteuses pour le traitement de la leucémie (chapitre 1.6). Nous 

approfondirons notamment la thérapie des récepteurs antigéniques chimériques (CARs), en 

analysant les avancées et les défis qu'elle soulève. L'utilisation des cellules souches 

hématopoïétiques en thérapie cellulaire sera également abordée, ainsi que son potentiel 

révolutionnaire dans la prise en charge des patients atteints de leucémie (chapitre Erreur! Source 

du renvoi introuvable.). 

 Cette introduction établit les fondements nécessaires à la compréhension des chapitres suivants, 

qui exploreront en détail ces aspects cruciaux de la lutte contre la leucémie. Les hypothèses et 

objectifs spécifiques de cette thèse seront développés dans le chapitre 1.8, offrant ainsi une 

ǘǊŀƴǎƛǘƛƻƴ ǾŜǊǎ ƭŜ ŎǆǳǊ ŘŜ ƴƻǘǊŜ ŞǘǳŘŜΦ 

1.2 Le système immunitaire  

[Ŝ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ŘŞǎƛƎƴŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ ŘŜ ŘŞŦŜƴǎŜ Řƻƴǘ ǳƴ ƻǊƎŀƴƛǎƳŜ 

ŘƛǎǇƻǎŜ ǇƻǳǊ ƭǳǘǘŜǊ ŎƻƴǘǊŜ ƭŜǎ ŀƎŜƴǘǎ ǇŀǘƘƻƎŝƴŜǎ Ŝǘ ƭŜǎ ǎǳōǎǘŀƴŎŜǎ ŞǘǊŀƴƎŝǊŜǎΦ /ΩŜǎǘ ǳƴ ǊŞǎŜŀǳ 

complexe de cellules, tissus et organes qui travaillent ensemble dans le but de protéger 
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ƭΩƻǊƎŀƴƛǎƳŜ ŎƻƴǘǊŜ ƭŜǎ ƳŀƭŀŘƛŜǎ Ŝǘ ƭŜǎ ƛƴŦŜŎǘƛƻƴǎΦ Lƭ Ŝǎǘ ŎŀǇŀōƭŜ ŘŜ ǊŜŎƻƴƴŀƞǘǊŜ Ŝǘ ŘΩŞƭƛƳƛƴŜǊ ƭŜǎ 

agents pathogènes extrinsèques (bactéries, virus, parasites) ou intrinsèques (cellules tumorales).  

1.2.1 Hématopoïèse et développement du système immunitaire 

1.2.1.1 Caractéristiques et fonctions des cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

Les CSH résident principalement au sein de la moelle osseuse. Elles possèdent deux propriétés 

fondamentales qui les distinguent des autres ǘȅǇŜǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎΥ ƭΩŀǳǘƻǊŜƴƻǳǾŜƭƭŜƳŜƴǘ Ŝǘ ƭŀ 

pluripotence.  

[ΩŀǳǘƻǊŜƴƻǳǾŜƭƭŜƳŜƴǘ Ŝǎǘ ƭŀ ŎŀǇŀŎƛǘŞ ǳƴƛǉǳŜ ŘŜ ǎŜ ŘƛǾƛǎŜǊ Ŝǘ ŘŜ ǇǊƻŘǳƛǊŜ ŘŜ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

ǎƻǳŎƘŜǎ Ł ƭΩƛƴŦƛƴƛΦ /Ŝ ǇǊƻŎŜǎǎǳǎ ǇŜǊƳŜǘ ŘŜ ƳŀƛƴǘŜƴƛǊ ǳƴ réservoir stable de CSH tout au long de la 

ǾƛŜ ŘŜ ƭΩƛƴŘƛǾƛŘǳΦ /Ŝǘ ŀǳǘƻǊŜƴƻǳǾŜƭƭŜƳŜƴǘ Ŝǎǘ soit symétrique donnant lieu à deux CSH, ou 

asymétrique donnant une CSH et une cellule entamant le processus de différenciation. Au cours 

de leur différenciation, les CSH donnent naissance à une multitude de cellules progénitrices 

intermédiaires, qui subissent une restriction progressive de leur destin pour devenir des cellules 

sanguines matures [1].  

¦ƴ ŞǉǳƛƭƛōǊŜ ŜƴǘǊŜ ƭΩŀǳǘƻǊŜƴƻǳǾŜƭƭŜƳŜƴǘ Ŝǘ ƭŀ ŘƛŦŦŞǊŜƴŎƛŀǘƛƻƴ ŘŜǎ /{I Ŝǎǘ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ ŀŦƛƴ 

ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴŎƛŞŜǎ Ŝƴ ǘƻǳǎ ƭŜǎ ǘȅǇŜǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎ ƳŀǘǳǊŜǎ ǘƻǳǘ Ŝƴ ƎŀǊŘŀƴǘ ǳƴ 

réservoir de CSH immatures. 

1.2.1.2 hǊƎŀƴƛǎŀǘƛƻƴ ƘƛŞǊŀǊŎƘƛǉǳŜ ŘŜ ƭΩƘŞƳŀǘƻǇƻƠŝǎŜ  

Les cellules du système immunitaire sont issues des CSH (Figure 1) [2, 3]. Les CSH se divisent pour 

former d'autres CSH (autorenouvellement) et/ou pour former des cellules engagées dans la 

formation soit de lymphocytes (progéniteurs lymphoïdes communs, CLP), soit myéloïdes 

(progéniteurs myéloïdes communs, CMP) (Figure 1). Les CMP sont de grandes cellules blastiques 

qui peuvent ensuite former des progéniteurs mégacaryocyte-érythroïde (MEP) engagés dans la 

formation de progénitures érythroïdes et mégacaryocytaires. Les CMP peuvent également former 

des progéniteurs granulocytes-macrophages (GMP) plus restreints, capables de générer des 

progéniteurs granulocytaires, macrophages et éosinophiles et, par le biais de ces cellules à lignage 
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restreint, de générer les populations matures respectives [4]. Les progéniteurs des mastocytes 

ségrégent dans les populations CMP, mais ne passent pas par le stade GMP [5]. La différenciation 

de la lignée lymphoïde se poursuit en progéniteur lymphoïde commun (CLP) qui va aboutir en 

lymphocytes B et T matures et en cellules NK [6].    

 Leur différenciation en cellules progénitrices multipotentes induit la division du système 

immunitaire en deux entités : le système immunitaire inné et le système immunitaire adaptatif 

[7]. 

 

Figure 1 Hiérarchie du développement des cellules immunitaires matures issues 

des CSHs 

Image reproduite et modifiée avec la permission de Immunity : Donald Metcalf, 2007. On 

Hematopoietic Stem cell fate. Immunity Volume 26, Issue 6, 669-67 

https://doi.org/10.1016/j.immuni.2007.05.012. 

https://doi.org/10.1016/j.immuni.2007.05.012
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Le modèle classique de la hiérarchie des cellules souches est néanmoins remis en question [1, 8], 

en particulier pour la mégacaryopoïèse, grâce aux avancées dans le domaine des technologies de 

cellules uniques et modèles génétiques. 

Les CSH humaines vont être divisées en deux groupes : Les CSH à long terme (LT-CSH) sont 

CD34+CD90+CD45RA- (1.7.2) et les CSH à court terme (ST-CSH) sont CD34+CD90-CD45RA-. Les LT-

CSH sont une population cellulaire rare et quiescente au sein de la moelle osseuse. Elles ont une 

capacité de reconstitution totale à long terme (supérieur à 3-4 mois). [1]. 

Cette différenciation est gouvernée par un réseau complexe de facteurs de transcription et de 

cytokines spécifiques à chaque lignée, ainsi que par les interactions avec le micro-environnement 

médullaire, appelé niche hématopoïétique. En effet, il existe de nombreux facteurs de 

ǘǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴ ƛƳǇƭƛǉǳŞǎ Řŀƴǎ ƭŜ ƳŀƛƴǘƛŜƴ Řǳ ǇƻǘŜƴǘƛŜƭ ŘΩŀǳǘƻǊŜƴƻǳǾŜƭƭŜƳŜƴǘ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ Řŀƴǎ 

ƭΩƛƴŘǳŎǘƛƻƴ ƻǳ ƭΩƛƴƘƛōƛǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀǇƻǇǘƻǎŜ ǘŜƭǎ ǉǳŜ .aLмΣ I[CΣ GFI-1 ou encore P53 [9, 10]. 

Au-delà de leur rôle dans le maintien de l'hématopoïèse, les CSH donnent naissance à des 

progéniteurs qui alimentent non seulement les lignées myéloïdes et lymphoïdes, mais également 

les cellules du système immunitaire inné, jouant ainsi un rôle clé dans la défense immédiate 

contre les pathogènes. 

1.2.2 La réponse immunitaire innée 

La réponse immunitaire innée, rapide et non spécifique à un antigène donné, constitue le premier 

niveau de défense de l'organisme, mais ne comprend pas de mémoire immunitaire. La réponse 

innée agit en premier lieu par des barrières physiques et chimiques (peau, muqueuse, pH acide) 

[11, 12].  

Les cellules immunitaires innées comme les monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les 

cellules dendritiques et les cellules natural killer (NK) possèdent à leur surface des récepteurs PRR 

(Pattern Recognition Receptors) capables de reconnaître des structures conservées à la surface 

des pathogènes (bactéries, virus, champignons, etc.); appelés PAMP (Pathogen-Associated 

Molecular Patterns) [13, 14]. La famille de PRR la mieux caractérisée est celle des TLR (Toll-Like 
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Receptors). Cette interaction active des voies de signalisation entraînant la sécrétion de cytokines 

et la phagocytose du pathogène [15].  

[Ŝǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŘŜƴŘǊƛǘƛǉǳŜǎ ό5/ύ ƧƻǳŜƴǘ ǳƴ ǊƾƭŜ ŎŜƴǘǊŀƭ Řŀƴǎ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ƛƴƴŞŜ Ŝǘ ŀŘŀǇǘŀǘƛǾŜ Ŝƴ ǘŀƴǘ 

ǉǳŜ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǇǊŞǎŜƴǘŀǘǊƛŎŜǎ ŘΩŀƴǘƛƎŝƴŜǎ ό/t!ύ [16]. Parmi les CPA professionnelles (DC, 

macrophages, lymphocytes B) [17], les DC reconnaissent les pathogènes via leurs PRR, les 

phagocytent, puis migrent vers les organes lymphoïdes secondaires (OLS) pour présenter les 

antigènes aux lymphocytes T via le ŎƻƳǇƭŜȄŜ ƳŀƧŜǳǊ ŘΩƘƛǎǘƻŎƻƳǇŀǘƛōƛƭƛǘŞ όCMH) [18]. Le type de 

CMH (type I ou II) dépend du type de peptide présenté. Les DC fournissent également des signaux 

de co-stimulation et des cytokines, orientant la différenciation et la polarisation des lymphocytes 

T naïfs et assurant le lien essentiel entre les réponses innées et adaptatives [19].  

1.2.3 La réponse immunitaire adaptative 

L'immunité adaptative se caractérise par sa spécificité envers les antigènes et par sa capacité à 

former une mémoire immunitaire durable à long terme. Son fonctionnement repose sur deux 

types cellulaires majeurs, issus d'une cellule commune appelée CLP [20] (Figure 1). Dans la moelle 

osseuse, le CLP se différencie en lymphocytes B (LB), tandis que sa migration vers le thymus donne 

naissance aux lymphocytes T (LT). Cette séparation précoce des lignées est essentielle à la 

diversité et à l'efficacité de la réponse immunitaire adaptative. Les LB et LT sont caractérisés par 

leurs récepteurs spécifiques, le BCR et le TCR respectivement, qui reconnaissent les antigènes de 

manière différente. En effet, le BCR peut reconnaître directement des antigènes solubles tandis 

que le TCR reconnaît des antigènes présentés à la surface d'un CMH. Un ensemble de 

remaniements géniques induit la diversité de ces récepteurs (BCR et TCR) et permet la 

reconnaissance d'une grande variété d'antigènes différents. Lors de la réponse immunitaire, les 

lymphocytes subissent une expansion clonale pour générer une réponse rapide, efficace et 

spécifique [21]. 

1.2.3.1 Biologie des lymphocytes B : du développement à l'immunité humorale 

[Ŝǎ [. ǎƻƴǘ ǊŜǎǇƻƴǎŀōƭŜǎ ŘŜ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ƘǳƳƻǊŀƭŜ Ŝǘ Ǿƻƴǘ ǎŞŎǊŞǘŜǊ ŘŜǎ ŀƴǘƛŎƻǊǇǎ ŀǇǇŜƭŞǎ 

immunoglobulines (Ig) [22]. Les anticorps sont une version soluble du BCR. Ils sont composés de 



40 
 

deux chaînes lourdes (H) et deux chaînes légères (L). La région variable en N-terminale permet la 

ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜΦ [ŀ ǊŞƎƛƻƴ ŎƻƴǎǘŀƴǘŜ Ŝƴ /-terminale détermine la classe de 

ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇǎ Ŝǘ ǎŜǎ ŦƻƴŎǘƛƻƴǎ ŜŦŦŜŎǘǊƛŎŜǎΦ  

Le développement des lymphocytes B s'initie dans la moelle osseuse et se poursuit dans la rate, 

impliquant une cascade précise dΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ Ře facteurs de transcription (Figure 2) [23, 24]. Le 

facteur de transcription IKAROS, nécessaire à la lymphopoïèse B, active les gènes FLT3 et IL-7R 

[25, 26], tandis que STAT5 et IL-7 sont essentiels pour la maturation [27]. EBF1 restreint les 

cellules pré/pro-B vers la lignée B en induisant ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ PAX5 [28], qui active ensuite les 

gènes spécifiques B (CD19, BLNK) et réprime ƭΩŜƴƎŀƎŜƳŜƴǘ ǾŜǊǎ les autres lignées [29-31]. PAX5 

interagit avec RAG1/2 pour déclencher la recombinaison V (D) J  [32, 33] générant les cellules pré-

B. La recombinaison V (D) J est un processus moléculaire de réarrangement des segments 

géniques variables (V), de diversité (D) et de jonction (J) qui génère la diversité des récepteurs 

antigéniques (TCR et BCR), permettant la reconnaissance d'un large panel d'antigènes. La 

signalisation pré-BCR, via SYK ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ ƭŀ ǇƘƻǎǇƘƻǊȅƭŀǘƛƻƴ ŘŜ .[bY Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ voie 

Ras/ERK, permet leur expansion [34]. Le réarrangement des chaînes légères par RAG [35] produit 

des cellules B immatures BCR+, qui, après sélection négative ŀŦƛƴ ŘΩŞƭƛƳƛƴŜǊ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ . 

autoréactives, migrent vers les OLS. La description de cette hiérarchie développementale est 

cruciale pour comprendre l'origine des leucémies lymphoblastiques aiguës à cellules B (LLA-B). 

 

Figure 2 Développement des lymphocytes B et mise en évidence des facteurs de 

transcription clé de ce processus  

Le développement précoce des LB se déroule dans la moelle osseuse, avec l'expression de 

facteurs de transcription clé. Les étapes de la lymphopoïèse B, le statut de la recombinaison et 
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les V (D) J et marqueurs de surface caractéristiques sont indiqués. Les LB immatures exprimant 

leur BCR migrent ensuite vers les OLS et se différencient. Image modifiée et reproduite avec la 

permission de Immunology : Hagman, J., Lukin, K., 2005. Early B-ŎŜƭƭ ŦŀŎǘƻǊ ΨǇƛƻƴŜŜǊǎΩ ǘƘŜ ǿŀȅ ŦƻǊ 

B-cell development. Trends in Immunology 26, 455ς461.. 

https://doi.org/10.1016/j.it.2005.07.001. 

 

Lors de son activation, le lymphocyte B va proliférer (expansion clonale) et se différencier. Il existe 

deux types de LB qui persistent après l'élimination du pathogène : les cellules B mémoires et les 

plasmocytes. Ces derniers sécrètent les anticorps et résident majoritairement au sein de la moelle 

osseuse [36, 37] . Les plasmocytes contribuent à l'immunité humorale. Les LB peuvent également 

devenir des CPA professionnelles pour les lymphocytes T, favorisant ainsi leur activation [38]. 

Les lymphocytes B expriment CD19 et CD20, deux marqueurs cellulaires caractéristiques 

largement utilisés pour l'identification et le ciblage thérapeutique des cellules B [39, 40]. CD19, 

une glycoprotéine transmembranaire exprimée dès les stades précoces jusqu'aux stades matures 

Ł ƭΩŜȄŎŜǇǘƛƻƴ ŘŜǎ ǇƭŀǎƳƻŎȅǘŜǎ Ŝǎǘ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭƭŜ ǇƻǳǊ ƭŀ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ ./wΦ !ǳǎǎƛ /5нлΣ ǳƴŜ 

phosphoprotéine exprimée du stade pré-B aux lymphocytes B mémoires, est impliquée dans 

l'activation et la différenciation des cellules B [41]. Ces marqueurs, parce ǉǳΩƛƭǎ sont exprimés à la 

surface de toutes les cellules B (saines et tumorales), sont des cibles thérapeutiques idéales dans 

les recherches de traitement contre les leucémies et lymphomes à cellules B, notamment dans le 

développement d'anticorps monoclonaux et d'immunothérapies [42]. Nous aborderons ces sujets 

dans la section 1.6. 

1.2.3.2 Développement des lymphocytes T  

1.2.3.2.1 Origine dans la moelle osseuse et migration vers le thymus  

[ΩƻǊƛƎƛƴŜ Ŝǘ ƭŜ ŘŞǾŜƭƻǇǇŜƳŜƴǘ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ ǎƻƴǘ ŎƻƳǇƭŜȄŜǎ Ŝǘ ŎƻƳǇƻǎŞǎ ŘŜ ƳǳƭǘƛǇƭŜǎ ŞǘŀǇŜǎΦ Les 

CLP, issus des progéniteurs lymphoïdes multipotents (LMPP), se différencient en cellules de la 

lignée lymphoïde dont les lymphocytes T (Figure 1) [6, 43]. Cette différenciation T est notamment 

régulée par la signalisation Notch. En réponse au chimiotactisme, les cellules migrent de la moelle 

https://doi.org/10.1016/j.it.2005.07.001
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osseuse vers le thymus où elles deviennent des thymocytes exposés à un micro-environnement 

riche en ligands Notch, principalement Delta-like 4, exprimés par les cellules épithéliales 

thymiques [44]Φ [ΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ bƻǘŎƘм Ŝǘ ǎŜǎ ƭƛƎŀƴŘǎ ǇŜǊƳŜǘ ŘŜ ŘŞŎƭŜƴŎƘŜǊ ƭŀ ǾƻƛŜ bƻǘŎƘΣ 

garantissant ƭΩŜƴƎŀƎŜƳŜƴǘ ŘŞŦƛƴƛǘƛŦ ŘŜǎ ǇǊƻƎŞƴƛǘŜǳǊǎ ǾŜǊǎ ƭŀ ƭƛƎƴŞŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ [45]. Ce 

ǇǊƻŎŜǎǎǳǎ ŘŜ ƳƛƎǊŀǘƛƻƴ ǾŜǊǎ ƭŜ ǘƘȅƳǳǎ Ŝǘ ŘΩŜƴƎŀƎŜƳŜƴǘ ǾŜǊǎ ƭŀ ƭƛƎƴŞŜ ŘŜ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ Ŝǎǘ Ŏƻƴǘƛƴǳ 

ƳŀƭƎǊŞ ǳƴ ǊŀƭŜƴǘƛǎǎŜƳŜƴǘ ŀǾŜŎ ƭΩŃƎŜ [46]. 

1.2.3.2.2 Les différents stades de la maturation thymique et les mécanismes de recombinaison 

du TCR 

La maturation des thymocytes est une étape clé dans la formation de lymphocytes T fonctionnels. 

[Ŝǎ ǘƘȅƳƻŎȅǘŜǎ ǎƻƴǘ ǘƻǳǘ ŘΩŀōƻǊŘ ŘŞŎǊƛǘǎ ŎƻƳƳŜ ŘƻǳōƭŜ ƴŞƎŀǘƛŦǎ ό5bύ Řŀƴǎ ƭŀ ǊŞƎƛƻƴ ŎƻǊǘƛŎŀƭŜ Řǳ 

ǘƘȅƳǳǎΣ ǉǳƛ ƴΩŜȄǇǊƛƳŜ ƴƛ /5п ƴƛ /5уΦ Lƭ ŜȄƛǎǘŜ ǉǳŀǘǊŜ ǎǘŀŘŜǎ ŘŜ différenciation au sein des DN : 

5bм Ł 5bп Ŝƴ ŦƻƴŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ /5нр Ŝǘ /5пп [47, 48] (Figure 3). /5нр Ŝǎǘ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ ʰ 

Řǳ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ ŘŜ ƭΩƛƴǘŜǊƭŜǳƪƛƴŜ-2 (IL-2), ŎǊǳŎƛŀƭŜ ǇƻǳǊ ƭŀ  ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩL[-2 et la prolifération 

des LT [49]Φ /5пп Ŝǎǘ ǳƴŜ ƎƭȅŎƻǇǊƻǘŞƛƴŜ ŘŜ ǎǳǊŦŀŎŜ ƛƳǇƭƛǉǳŞŜ Řŀƴǎ ƭΩŀŘƘŞǎƛƻƴΣ ƭŀ ƳƛƎǊŀǘƛƻƴ Ŝǘ 

ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ [¢ [50].  

Au cours de ces étapes de maturation, le réarrangement Řǳ ¢/w ǎΩŜŦŦŜŎǘǳŜ ǎŞǉǳŜƴǘƛŜƭƭŜƳŜƴǘΦ 

¢ƻǳǘ ŘΩŀōƻǊŘ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ ʲ ό5bн-5bоύ Ǉǳƛǎ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ ʰ όŀǳ ǎǘŀŘŜ double positif ou DP) du TCR [51], 

Ǿƛŀ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜǎ ǊŜŎƻƳōƛƴŀǎŜǎ w!Dмκн ǉǳƛ ǊŞŀǊǊŀƴƎŜƴǘ ƭŜǎ ǎŜƎƳŜƴǘǎ ±Σ 5Σ W [33].  Les DN3 

expriment ensuite le complexe pré-¢/w όŎƘŀƞƴŜ ʲ ǊŞŀǊǊŀƴƎŞŜ Ŝǘ ǇǊŞ-¢/w ʰύΦ [ŀ ǎŞƭŜŎǘƛƻƴ ʲ ŀ 

ensuite lieu et consiste à la vérification de la fonctionnalité de cette ŎƘŀƞƴŜ ʲ Řǳ ¢/wΦ {ƛ ƭŜ ǇǊŞ-

TCR est fonctionnel, les thymocytes (CD25-) progressent au stade DN4 puis DP (CD4+CD8+) (Figure 

3)Φ !ǳ ŎƻƴǘǊŀƛǊŜΣ ƭΩŞŎƘŜŎ Řǳ ǊŞŀǊǊŀƴƎŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ ʲ ŜƴǘǊŀƞƴŜ ƭeur mort par apoptose dès le 

stade DN3. 

[Ŝǎ ŞǘŀǇŜǎ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜǎ ŀǳ ǎǘŀŘŜ 5t ǎƻƴǘ ƭŜ ǊŞŀǊǊŀƴƎŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ ʰ Ŝǘ ƭŀ ǎŞƭŜŎǘƛƻƴ ǇƻǎƛǘƛǾŜΦ 

Il y a ǇƭǳǎƛŜǳǊǎ ǊŞŀǊǊŀƴƎŜƳŜƴǘǎ ŘŜ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ ʰ ŀŦƛƴ ǉǳŜ ƭŜǎ ǘƘȅƳƻŎȅǘŜǎ ǇǳƛǎǎŜƴǘ ǊŞǳǎǎƛǊ ƭŀ ǎŞƭŜŎǘƛƻƴ 

positive. Cette sélection ne permet que la survie des thymocytes reconnaissant les peptides du 

soi (pCMH) avec une affinité faible ou modérée, éliminant par apoptose environ 85% des 

thymocytes DP qui ne les reconnaissent pas ou les reconnaissent trop fortement [52].  
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Les thymocytes ayant passé la sélection positive deviennent simples positifs (SP) CD4+ ou CD8+ et 

migrent vers la médulla. Dans cette zone, la sélection négative élimine environ 5% des thymocytes 

SP ayant une forte affinité pour les peptides du soi, bien que certains échappent à cette sélection 

et deviennent des LT régulateurs et effectueront la tolérance périphérique [52, 53]. Ces derniers, 

avec d'autres mécanismes comme l'anergie et la délétion clonale, assureront la tolérance 

périphérique en contrôlant les LT autoréactifs ayant échappé à la sélection thymique [54]. 

Finalement, seuls 2-4% des thymocytes initiaux (DN) sortent du thymus comme LT naïfs matures, 

un processus régulé par de nombreuses protéines telles que CCR7, CD69, S1P1 et CD62L [55, 56]. 

La sortie du thymus marque la fin de la maturation centrale et le début de la caractérisation 

fonctionnelle des lymphocytes T.  

Figure 3 Mécanismes de sélection positive et négative des thymocytes.  

Le thymus sélectionne les cellules T à travers des processus de sélection positive et négative. Les 

ǘƘȅƳƻŎȅǘŜǎ ǇǊƻƎǊŜǎǎŜƴǘ ŘΩǳƴ ǎǘŀŘŜ ŘƻǳōƭŜ ƴŞƎŀǘƛŦ ό5bύ Ł ŘƻǳōƭŜ ǇƻǎƛǘƛŦ ό5tύ Ǿƛŀ ŘŜǎ 

réarrangements des gènes du ¢/wΣ ǎǳƛǾƛǎ ŘϥǳƴŜ ʲ-sélection et d'une interaction avec les molécules 

pCMH. Les thymocytes avec une affinité modérée pour les pCMH ǎǳǊǾƛǾŜƴǘ Ŝǘ ǎΩŜƴƎŀƎŜƴǘ Řŀƴǎ ƭŜǎ 

lignées LT4+ ou LT8+, tandis que ceux fortement autoréactifs subissent une délétion clonale ou 

sont détournés vers la lignée T régulatrice (Treg). Image modifiée et reproduite avec la permission 

de Ashby, K.M., Hogquist, K.A., 2024. A guide to thymic selection of T cells. Nature Reviews 

Immunology 24, 103ς117.. https://doi.org/10.1038/s41577-023-00911-8. 

https://doi.org/10.1038/s41577-023-00911-8
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Les LT matures n'ayant pas encore rencontré leur antigène spécifique sont appelés lymphocytes 

T naïfs (LTN). Les lymphocytes T portent à leur surface un récepteur spécifique des cellules T 

(TCR). Il existe deux grands sous-types de LT : les lymphocytes T auxiliaires (LT4 ou LTH) et les 

lymphocytes T cytotoxiques (LT8 ou LTC) [57]. Ces deux populations lymphocytaires T se 

distinguent par leur restriction aux molécules du CMH, dont les mécanismes de présentation 

antigénique différents selon la nature des peptides présentés. Nous traiterons les détails des 

différences entre LT4 et LT8 dans la suite de ce chapitre (section 1.3.4).  

1.3 La biologie des lymphocytes T   

La reconnaissance des antigènes présentés par les CPA via le CMH est médiée par le récepteur 

des lymphocytes T (TCR), un récepteur immunitaire activateur complexe. Cette section décrit la 

structure et la signalisation du TCR, les mécanismes de présentation antigénique, puis la 

différenciation (LT4 et LT8) et les fonctions effectrices et mémoires de sous-populations 

lymphocytaires.  

1.3.1 Le récepteur des lymphocytes T  

[Ŝ ¢/w ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ ǎŜǊǘ Ł ƭŀ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŘΩŀƴǘƛƎŝƴŜǎ ǇǊŞǎŜƴǘŞǎ ǇŀǊ ŘŜǎ /t!ǎΦ Lƭ Ŝǎǘ ŎƻƳǇƻǎŞ 

de deux chaînes hétérodimériques variables (a/b ou g/d), elles-mêmes constituées de domaines 

constants et variables.  Ces deux chaînes sont liées entre elles par un pont disulfure et associées 

de manière non covalente à des dimères de chaînes CD3. La majorité des lymphocytes T retrouvés 

sont des TCR avec les chaînes dimériques a/b (90-95%) [58]Φ /Ŝǎ ŎƘŀƞƴŜǎ ʰκʲ reconnaissent les 

ǇŜǇǘƛŘŜǎ ǇǊŞǎŜƴǘŞǎ ǎǳǊ ǳƴŜ ƳƻƭŞŎǳƭŜ ŘŜ /aI Ł ƭŀ ǎǳǊŦŀŎŜ ŘΩǳƴŜ /t!Φ [Ŝǎ ¢/w ʴκd reconnaissant 

les antigènes de manière CMH-indépendante [59]. Dans la suite de ce manuscrit de thèse, nous 

discuterons uniquement des TCR composés de chaînes a/b.  

1.3.1.1 La diversité des TCRs  

Les gènes du TCR, responsables de la diversité du récepteur, sont organisés en segments distincts 

: variable (V), diversité (D) et jonction (J). Cette structure génétique varie selon les chaînes du TCR. 
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[Ŝǎ ŎƘŀƞƴŜǎ ʰ ǎƻƴǘ ŎƻŘŞŜǎ ǇŀǊ ŘŜǎ ǎŜƎƳŜƴǘǎ ± Ŝǘ WΣ ǘŀƴŘƛǎ ǉǳŜ ƭŜǎ ŎƘŀƞƴŜǎ ʲ ƛƴŎƭǳŜƴǘ également 

des segments D.  

La diversité remarquable des TCRs est générée par le réarrangement génétique de ces segments 

V, D et J pendant le développement des lymphocytes T. Ce processus, appelé recombinaison V 

(D) J, permet la création d'un vaste répertoire de récepteurs capables de reconnaître une 

multitude d'antigènes. Chez l'humain, la composition génétique du TCR est particulièrement 

ŎƻƳǇƭŜȄŜΦ [ŀ ŎƘŀƞƴŜ ʰ Řǳ ¢/w Ŝǎǘ ƭŀ Ǉƭǳǎ ŘƛǾŜǊǎƛŦƛŞe, avec 70 segments V et 61 segments J alors 

ǉǳŜ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ ʲ  du TCR comprend 52 segments V, 2 segments D et 13 segments J [60, 61]. La 

recombinaison V (D) J, médié par RAG1/2 [33], génère des millions de TCRs distincts, permettant 

la reconnaissance d'un vaste répertoire d'antigènes.  

1.3.1.2 Assemblage et interactions électrostatiques du TCR 

Les chaînes hétérodimériques constituent ǳƴŜ ǇƭŀǘŜŦƻǊƳŜ ŘΩŀƴŎǊŀƎŜ ǎǳǊ ƭŀǉǳŜƭƭŜ ǎŜ ƭƛŜƴǘ ŘŜ 

manière non covalente trois chaînes accessoires CD3 dimériques (d/e, g/e et z/z). Il est important 

ŘŜ ƴƻǘŜǊ ǉǳΩŀǳ ǎŜƛƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢Σ ƭŜ ¢/w a/b est associé aux chaînes CD3d/e, CD3g/e et CD3z/z 

Řŀƴǎ ǳƴŜ ǎǘǆŎƘƛƻƳŞǘǊƛŜ ŘŜ м :1 :1 :1 [62, 63]. [ΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜ ŎŜǎ ŎƘŀƞƴŜǎ ŘƛƳŞǊƛǉǳŜǎ ƴŞŎŜǎǎƛǘŜ 

ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭŜǳǊ ŘƻƳŀƛƴŜ ŜȄǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ŝǘ ǎΩŜŦŦŜŎǘǳŜ ŀǳ ǎŜƛƴ Řǳ ǊŞǘƛŎǳƭǳƳ ŜƴŘƻǇƭŀǎƳƛǉǳŜΦ 

Les chaînes CD3 contiennent des motifs ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine Activation Motif) 

responsables de la transduction du signal. Comme décrit dans la littérature, les ITAMs 

contiennent une séquence consensus YxxI/Lx(6-8)YxxI/L, où Y représente une tyrosine et I/L un 

résidu aliphatique (leucine ou isoleucine) [64]. Les tyrosines (Y) sont phosphorylées suivant la 

ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŘΩǳƴ ƭƛƎŀƴŘ Ŝǘ ŘŜ ǎƻƴ ŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴΦ 

Le TCR contient des résidus basiques chargés positivement au niveau de son domaine 

transmembranaire. Ils interagissent avec des résidus acides chargés négativement au niveau des 

ŘƻƳŀƛƴŜǎ ǘǊŀƴǎƳŜƳōǊŀƴŀƛǊŜǎ ŘŜǎ ŎƘŀƞƴŜǎ /5оΣ ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ ŀƛƴǎƛ ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ 

composants du complexe illustré en Figure 4 [65]. 



46 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 Structure et assemblage électrostatique du complexe TCR a/b-CD3 

[ΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ Řǳ ¢/w Ŝǘ ŘŜǎ ŎƘŀƞƴŜǎ /5о Ŝǎǘ ƎŀǊŀƴǘƛ ǇŀǊ ŘŜǎ ƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴǎ ŞƭŜŎǘǊƻǎǘŀǘƛǉǳŜǎ ŜƴǘǊŜ 

les résidus basiques des chaînes TCR a/b (bleu) et les résidus acides de chacune des chaînes CD3 

όǊƻǳƎŜύΦ [ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴǎ ǎƻƴǘ ƛƭƭǳǎǘǊŞŜǎ ǇŀǊ ƭŜǎ ǘǊŀƛǘǎ ōƭŜǳǎΦ Image reproduite avec 

ƭŀ ǇŜǊƳƛǎǎƛƻƴ ŘΩ9ƭǎŜǾƛŜǊ όaƻƭŜŎǳƭŀǊ LƳƳǳƴƻƭƻƎȅΣ ±ƻƭΦ плΣ aŀǘǘƘŜǿ 9Φ /ŀƭƭ Ŝǘ Yŀƛ ²Φ 

²ǳŎƘŜǊǇŦŜƴƴƛƎΣΥ ΨΩaƻƭŜŎǳƭŀǊ ƳŜŎƘŀƴƛǎƳǎ ŦƻǊ ǘƘŜ ŀǎǎŜƳōƭȅ ƻŦ ǘƘŜ ¢ ŎŜƭƭ ǊŜŎŜǇǘƻǊ-/5о ŎƻƳǇƭŜȄΩΩΣ 

p.1295-1305, © 2004). 

1.3.2 Présentation antigénique  

Il existe différents modèles de présentation antigénique. La première est la présentation 

antigénique endogène qui implique la reconnaissance de peptides antigéniques dérivés de 

pathogènes intracellulaires tels que les bactéries, les virus et les cellules tumorales. Elle fait 

intervenir le protéasome et la protéine TAP pour un transfert vers le réticulum endoplasmique 

[66]. Ces peptides intracellulaires seront chargés sur le CMH de classe I et reconnus par les cellules 

T associées au co-récepteur CD8 [67]. La seconde est la présentation antigénique exogène, qui 

permet la reconnaissance de peptides extracellulaires. Les antigènes exogènes seront internalisés 

par phagocytose ou endocytose. Les peptides seront ensuite chargés sur le CMH de classe II et 

seront ainsi reconnus par le LT CD4+ [67]. Les lymphocytes T CD8 naïfs vont donc reconnaître des 

peptides antigéniques chargés sur le CMH de classe I tandis que les lymphocytes T CD4 

reconnaîtront les peptides chargés sur le CMH de classe II grâce à leur TCR spécifique.  
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Enfin la troisième est la présentation antigénique croisée qui implique la présentation des 

antigènes exogènes par le CMH de classe I [68]. Ce sont donc les cellules T CD8+ qui pourront 

répondre aux peptides exogènes présentés par le CMH-I. Cette présentation croisée est cruciale 

pour la réponse contre les cellules tumorales ou contre certains virus par les LT cytotoxiques [69].  

1.3.3 [ΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢  

Grâce à la grande diversité des TCR, engendrée lors de la maturation des thymocytes, le système 

immunitaire adaptatif est apte à reconnaître un grand nombre de pathogènes susceptibles 

ŘΩinfecter le corps humain. Les lymphocytes T sont capables de reconnaître, via leur TCR, aussi 

bien des peptides du soi que des antigènes exogènes chargés sur leur CMH. Cependant, pour être 

Ŝƴ ƳŜǎǳǊŜ ŘΩŜŦŦŜŎǘǳŜǊ ǳƴŜ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ Ŝǘ ǳƴŜ ŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŜŦŦƛŎŀŎŜΣ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ ƴŀƠǾŜǎ 

doivent être activées.  

[ΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ ǎŜ ǇǊƻŘǳƛǘ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜƳŜƴǘ Řŀƴǎ ƭŜǎ h[{Φ [Ŝ ¢/w ŘΩǳƴŜ ŎŜƭƭǳƭŜ ¢ ƴŀƠǾŜ Ǿŀ 

ǊŜŎƻƴƴŀƞǘǊŜ ŘŜǎ ŦǊŀƎƳŜƴǘǎ ǇŜǇǘƛŘƛǉǳŜǎ ǇǊŞǎŜƴǘŞǎ ǇŀǊ ƭŜ /aI ŘΩǳƴŜ CPA (principalement par les 

cellules dendritiques)Φ [ΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ [¢ Ŝǎǘ ǎŜƴǎƛōƭŜ Ł ƭΩŀŦŦƛƴƛǘŞ ŘŜǎ ǇŜǇǘƛŘŜǎ ǉǳƛ ǎƻƴǘ ǇǊŞǎŜƴǘŞǎ 

par les CPA [70]. L'affinité dicte la sensibilité et la spécificité du signal du TCR. Un autre concept 

ƛƳǇƻǊǘŀƴǘ Ŝǎǘ ƭΩŀǾƛŘƛǘŞΣ ǉǳƛ ǊŞǎǳƭǘŜ ŘŜ ƭŀ ŎƻƳōƛƴŀƛǎƻƴ ŘŜǎ ŀŦŦƛƴƛǘŞǎ ŘŜ ŎƘŀǉǳŜ ƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ ǳƴ 

¢/w Ŝǘ ǳƴ ǇŜǇǘƛŘŜΦ [ΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ Ŝǎǘ ŘƻƴŎ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ƭƛŞŜ Ł ƭΩŀǾƛŘƛǘŞ ŘŜǎ ¢/w [71].  

1.3.3.1 Formation de la synapse immunologique 

[ƻǊǎǉǳΩǳƴŜ ŎŜƭƭǳƭŜ ¢ ǊŜŎƻƴƴŀƞǘ ǎƻƴ ŀƴǘƛƎŝƴŜ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜΣ ŘŜǎ ŎƘŀƴƎŜƳŜƴǘǎ ǎŜ ǇǊƻŘǳƛǎŜƴǘ ŀǳ ǎŜƛƴ 

de celle-ci; notamment la formation de la synapse immunologique (SI). La formation de la SI est 

essentielle à l'activation de la cellule T. En effet, la SI est une structure organisée, dynamique et 

ŎƻƳǇƭŜȄŜ ǉǳƛ ŎƻƴŎŜƴǘǊŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ ŘŜ Ŏƻ-ǎǘƛƳǳƭŀǘƛƻƴ Ŝǘ ŘΩŀŘƘŞǎƛƻƴΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ƭŜ 

TCR nécessaire à cette activation [72-74].  

La SI va être organisée en différentes régions ou SMAC (regroupement de molécules ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴύ 

qui ont chacune une localisation propre [75] : le c-SMAC (région centrale), le p-SMAC (région 

périphérique) et le d-SMAC (région distale) (Figure 5). La c-SMAC est composée du complexe TCR-

pCMH qui est stabilisé par son co-récepteur. On y trouve également les molécules de co-
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stimulation CD28 qui interagissent avec CD80/86 de la CPA [76]. Dans la p-SMAC se trouvent les 

ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ ŘΩŀŘƘŞǎƛƻƴ [C!-1/ICAM-1 et CD2/LFA-3 qui permettent la stabilisation de la SI et la 

ŦƻǊƳŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ƧƻƴŎǘƛƻƴ ŞǘŀƴŎƘŜ ŀǳǘƻǳǊ Řǳ Ŏ-SMAC. Les protéines du cytosquelette (F-actine) et 

les phosphatases inhibitrices CD45 se retrouvent dans la d-SMAC et sont exclues de la c-SMAC 

[77]Φ [ΩŜȄŎƭǳǎƛƻƴ ŘŜ /5пр ŘŜ Ŧŀœƻƴ ǘŜƳǇƻǊŜƭƭŜ ŘŜ ƭŀ Ŏ-SMAC est un principe finement régulé pour 

obtenir une activation prononcée de la signalisation du TCR. La d-SMAC est également le site de 

formation des micro-agrégats de TCR qui migrent vers la c-SMAC.  

En conclusion, l'activation et la prolifération optimale des cellules T nécessitent des signaux 

ƳǳƭǘƛǇƭŜǎΣ ƴƻǘŀƳƳŜƴǘ ƭΩŜƴƎŀƎŜƳŜƴǘ Řǳ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ Ǿƛŀ ǳƴŜ ƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ¢/w-pCMH 

(signal 1), une co-stimulation menée par la molécule CD28 (signal 2) et l'engagement des 

cytokines principalement sécrétées par les cellules DC (signal 3) [78]. La sécrétion par les DC, du 

type de cytokines dépend, bien évidemment, du pathogène reconnu [79].  

 

Figure 5 ±ƛǎǳŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ǎȅƴŀǇǎŜ ƛƳƳǳƴƻƭƻƎƛǉǳŜ ƳŀǘǳǊŜ  

La SI présente une organisation en « ǆƛƭ ŘŜ ōǆǳŦ » organisée avec un cSMAC, composé du TCR 

et de la molécule co-stimulatrice CD28. Le cSMAC est entouré d'un pSMAC riche en LFA-1 et d'un 

dSMAC enrichi en micro-agrégats TCR-CD28. La formation de la SI est coordonnée par la 

dynamique du cytosquelette, favorisant la translocation des centrosomes et le trafic vésiculaire 
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pour maintenir la signalisation. Image reproduite avec la permission de Frontier in Immunology 

(Capitani N, Baldari CT. The Immunological Synapse: An Emerging Target for Immune Evasion by 

Bacterial Pathogens. Front Immunol. 2022 Jul 13;13:943344. doi: 10.3389/fimmu.2022.943344. 

PMID: 35911720.  

1.3.3.2 Les voies de signalisation du TCR  

[ΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ŎŜƭƭǳƭŜ ¢ Ŝǘ ǎŀ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŀǎǎƻŎƛŞŜ ǎƻƴǘ ŘŜǎ ǇǊƻŎŜǎǎǳǎ ŎƻƳǇƭŜȄŜǎ Ŝǘ ŦƛƴŜƳŜƴǘ 

régulés (Figure 6ύΦ ¢ƻǳǘ ŘΩŀōƻǊŘΣ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŎƻƳƳŜƴŎŜ ǇŀǊ ƭŀ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ Řǳ Ǉ/aI ǇŀǊ ƭŜ 

TCR assistée par les co-récepteurs CD4 ou CD8 [62]. Le co-récepteur (CD4 ou CD8) permet le 

recrutement de la kinase Lck qui va venir phosphoryler abondamment ƭŜǎ L¢!aǎ ŘŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ 

des chaînes CD3 du TCR [63, 80, 81]. Cette phosphorylation induit le recrutement de ZAP-70 via 

ǎŜǎ ŘƻƳŀƛƴŜǎ {Iн ό{ǊŎ IƻƳƻƭƻƎȅ нύ ŀǳ ƴƛǾŜŀǳ ŘŜǎ L¢!aǎ ǇƘƻǎǇƘƻǊȅƭŞǎ ŘŜ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ /5оʸΦ ½!t-70 

est ensuite phosphorylé par LAT, qui une fois activé, phosphoryle les protéines adaptatrices LAT 

(linker for activation of T cells) et SLP-76 (SH2 domain-containing leukocyte phosphoprotein of 

76kDa) [82, 83]Φ /Ŝǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ǎŜǊǾŜƴǘ ŘŜ ǇƭŀǘŜŦƻǊƳŜ ŘΩŀƴŎǊŀƎŜ ŜǘΣ Ł ƭŀ ǎǳƛǘŜ ŘŜ ƭŜǳǊ ŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴΣ 

ŜƭƭŜǎ ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ ƭŜ ǊŜŎǊǳǘŜƳŜƴǘ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ ŘŜ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ Dw.н ό[ŀǘ-growth 

factor receptor bound protein 2) et SOS (Son of sevenless homolog), formant le signalosome. SOS 

active la voie RAS/MAPK et induit la translocation au noyau du facteur de transcription AP-1 [84]. 

La kinase ITK (IL-2 inducible tyrosine kinase) interagit avec SLP76, résultant à la phosphorylation 

Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ t[/ʴмΦ t[/ʴмΣ ǳƴŜ Ŧƻƛǎ ŀŎǘƛǾŞΣ ǎŜ ǊŀǇǇǊƻŎƘŜ ŘŜ ƭŀ ƳŜƳōǊŀƴŜ ǇƭŀǎƳƛǉǳŜ Ŝǘ 

hydrolyse le lipide PIP2 (phosphatydil inositol 4,5-bisphosphate) en deux messagers 

intracellulaires : DAG (1,2 diacylglycérol) et IP3 (inositol 1,4,5-triphosphate) [85]. Le messager IP3 

ƛƴŘǳƛǘ ǳƴ ƛƴŦƭǳȄ ŘŜ ŎŀƭŎƛǳƳ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ Ł ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǾƻƛŜ ŎŀƭŎƛǳƳκbC!¢ όƴǳŎƭŜŀǊ ŦŀŎǘƻǊ ŦƻǊ 

activated T cells) ainsi que sa translocation au noyau, où il agit en tant que facteur de 

ǘǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴΦ 5!D ǊŜŎǊǳǘŜ ŜƴǎǳƛǘŜ ƭŀ ƪƛƴŀǎŜ tY/ ʻ qui induit la voie NF-ˁ. Ŝǘ ǎŀ ǘǊŀƴǎƭƻŎŀǘƛƻƴ ŀǳ 

noyau, où il agit comme facteur de transcription [86, 87].  

[ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴǎ ǎǳŎŎŜǎǎƛǾŜǎ ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ ŘƻƴŎ Ł ƭŀ ŎŜƭƭǳƭŜ ¢ ŀŎǘƛǾŞŜ ŘŜ ǊŜŎŜǾƻƛǊ ǘǊƻƛǎ 

signaux majeurs : un signal mitotique par la voie Ras/MAPK, impliqué dans la prolifération et la 

différenciation; un signal activateur par la voie NFAT, régulant la production de cytokines et 

principalement IL-2; et enfin un signal transcriptionnel par la voie NF-ˁ.Σ ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ ƭŀ ǊŞƎǳƭŀǘƛƻƴ 
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de nombreux gènes nécessaires à la réponse immunitaire [88]. La sollicitation simultanée des 

voies NFAT, NF-ˁ. Ŝǘ a!tY ŀŎǘƛǾŜ ƭŀ ǘǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴ ŘŜ ƎŝƴŜǎΣ ƴƻǘŀƳƳŜƴǘ ŎŜƭǳƛ ŘŜ ƭΩL[-2, dont la 

ǎŞŎǊŞǘƛƻƴ ǎǘƛƳǳƭŜ ƭΩŜȄǇŀƴǎƛƻƴ ŎƭƻƴŀƭŜ ŘŜǎ ƭȅƳǇƘƻŎȅǘŜǎ ¢ ŀŎǘƛǾŞǎ [89]. Cette prolifération, 

ǊŜƴŦƻǊŎŞŜ ǇŀǊ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ Řǳ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ L[-2 à haute affinité, assure une réponse immunitaire 

adaptative efficace. 

 

 

 

 

Figure 6 Les acteurs sous-jacents de la signalisation du TCR 

Lors de l'engagement du TCR avec le pCMH, de nombreuses enzymes et molécules adaptatrices 

sont activées. Les événements de phosphorylation sont symbolisés par les cercles bleus, tandis 

que les lignes noires avec des flèches illustrent les activations successives. Image reproduite avec 

la permission de Springer Nature (Shah, K., Al-Haidari, A., Sun, J., Kazi, J.U., 2021. T cell receptor 

(TCR) signaling in health and disease. Signal Transduction and Targeted Therapy 6.. 

https://doi.org/10.1038/s41392-021-00823-w. 

https://doi.org/10.1038/s41392-021-00823-w
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1.3.3.2.1 [ΩƛƴŦƭǳȄ ŘŜ ŎŀƭŎƛǳƳ  

[Ŝ ŦƭǳȄ ŎŀƭŎƛǉǳŜ Ŝǎǘ ǳƴ ŞƭŞƳŜƴǘ ŎŜƴǘǊŀƭ Řŀƴǎ ƭŀ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ ¢/wΦ 9ƴ ŜŦŦŜǘΣ ǎǳƛǾŀƴǘ ƭΩŜƴƎŀƎŜƳŜƴǘ 

Řǳ ¢/wΣ ǳƴ ƛƴŦƭǳȄ ŘŜ ŎŀƭŎƛǳƳ ǎŜ ǇǊƻŘǳƛǘ Ł ƭŀ ǎǳƛǘŜ ŘŜ ƭΩƘȅŘǊƻƭȅǎŜ ŘŜ tLtн Ŝƴ 5!D Ŝǘ Ltо[90]. Le 

messager IP3 interagit avec son récepteur à la surface du RE [91]. Cette liaison engendre une 

libération de Ca2+ dans le cytoplasme et donc une diminution de concentration calcique dans le 

RE, perçue par le senseur calcique STIM1 [92, 93]. Celui-ci migre donc à la membrane plasmique 

pour interagir avec le canal ORAI1, qui forme les canaux CRAC (calcium release activated calcium) 

[94]. Cette liaison permet une libération massive de Ca2+ extracellulaire au sein de la cellule T, 

ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ ǇƻǳǊ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǾƻƛŜ bC!¢ ŎŀƭŎƛǳƳ-dépendante [95]. Le flux de calcium est 

indispensable aux fonctions des cellules T, telles que la production de cytokines, la prolifération 

et la différenciation cellulaire [96]. 

1.3.4 Différenciation des lymphocytes T  

1.3.4.1 Les lymphocytes T CD4 

Les lymphocytes auxiliaires (LT4) expriment le co-récepteur CD4 à leur surface. Leur principal rôle 

est de produire des cytokines dans le cadre des différentes réponses immunitaires afin de générer 

ƭΩƛƴŦƭŀƳƳŀǘƛƻƴ Ŝǘ ŘŜ ǊŞƎǳƭŜǊ ŘŜ ƴƻƳōǊŜǳȄ ŀǳǘǊŜǎ ǘȅǇŜǎ ŎŜƭƭulaires. Les LT4 reconnaissent les 

antigènes présentés par le CMH de classe II, principalement exprimés sur les CPA 

professionnelles, telles que les LB et les DC présentés précédemment dans la section Erreur! 

Source du renvoi introuvable. [97]. Leur activation requiert un second signal de co-stimulation, 

ŎƻƳƳŜ ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ /5ну Ŝǘ /5улκусΣ Ŝǘ ƭŀ ǎŞŎǊŞǘƛƻƴ ŘΩL[-2 est cruciale pour leur 

prolifération et différenciation [98, 99]. Les LT4 se différencient en sous-types spécialisés (Th1, 

Th2, Th9, Th17, Tfh, et Treg) selon les cytokines reçues, qui varient en fonction du type de 

pathogène rencontré [100, 101]. Nous ne décrirons ǉǳŜ ōǊƛŝǾŜƳŜƴǘ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ǎƻǳǎ-types, 

mais ces cellules possèdent des voies de développement et des rôles bien distincts au sein de 

ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞΦ [Ŝǎ ¢Ƙм ǎƻƴǘ ƛƳǇƭƛǉǳŞǎ Řŀƴǎ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ŎƻƴǘǊŜ ƭŜǎ ǇŀǘƘƻƎŝƴŜǎ 

intracellulaires (virus et bactéries). Ils produisent principalement des cytokines pro-

inflammatoires (IFN-ʴΣ L[-2, et TNF-ʰύ Ŝǘ ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ ƳŀƧƻǊƛǘŀƛǊŜƳŜƴǘ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ 

ƳŀŎǊƻǇƘŀƎŜǎ Ǿƛŀ ƭΩLCb-ʴ [102]Φ [Ŝǎ ¢Ƙн ǎƻƴǘ ƛƳǇƭƛǉǳŞǎ Řŀƴǎ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ƘǳƳƻǊŀƭŜ Ŝǘ ƭŜǎ ǊŞǇƻƴǎŜǎ 
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ŀƭƭŜǊƎƛǉǳŜǎΦ Lƭǎ ŀƛŘŜƴǘ ƭŜǎ [. Ł ǎǘƛƳǳƭŜǊ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ ŘΩŀƴǘƛŎƻǊǇǎ ǇŀǊ ƭŜǳǊ ǎŞŎǊŞǘƛƻƴ ŘΩL[-4 [102]. 

Les Th9 jouent un rôle anti-tumoral supérieur aux Th1 et Th17. Ils participent également au 

ǇǊƻŎŜǎǎǳǎ ŘΩƛƴŦƭŀƳƳŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ƳǳǉǳŜǳǎŜǎ Ŝǘ ŘŜ ŎŜǊǘŀƛƴŜǎ ƳŀƭŀŘƛŜǎ ŀǳǘƻ-immunes [103, 104]. Ils 

ǎŞŎǊŝǘŜƴǘ ŘŜǎ ŎȅǘƻƪƛƴŜǎΣ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ ƭΩL[-ф Ŝǘ ƭΩL[-10, qui induisent la stimulation des mastocytes et 

ƭŀ ǇǊƻƳƻǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƛƳƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴŜ ŘŜ ǘȅǇŜ 9 όLƎ9ύΦ [Ŝǎ ¢Ƙмт ǎƻƴǘ ƛƳǇƭƛǉǳŞǎ Řŀƴǎ ƭŀ ŘŞŦŜƴǎŜ 

contre les bactéries extracellulaires et les champignons en permettant le recrutement des 

neutrophiles. Ils produisent des cytokines, principalement IL-17, IL-21, IL-22 [105].  Enfin les Tfh 

contribuent à la formation des centres germinatifs par interaction avec les cellules B. Ces 

ƭȅƳǇƘƻŎȅǘŜǎ ǇǊƻŘǳƛǎŜƴǘ ŘŜ ƭΩL[-21 et CXCL13 qui renforcent les interactions avec les LB [106, 107]. 

Ils interviennent principalement dans les maladies auto-immunes et les infections virales 

ŎƘǊƻƴƛǉǳŜǎ ǇŜǊǎƛǎǘŀƴǘŜǎ ό±LIύΦ [ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ǎƻǳǎ-types T helper sont des cellules effectrices. 

Enfin, les LT régulateurs (LTreg) permettent le maintien de la tolérance, qui se traduit par la 

diminution de la réponse immunitaire, en sécrétant des cytokines immuno-suppressives telles 

ǉǳŜ ƭΩL[-10 ou le TGF-ʲ [108]Φ [ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ǎƻǳǎ-types LT4 sont représentés dans la Figure 

7. 

Les LT4 activés interagissent de manière bidirectionnelle avec les DC, un processus appelé « 

licencing », qui optimisent leur capacité à activer efficacement les LT8 cytotoxiques. Ce processus 

est déclenché via l'interaction CD40L-CD40, provoquant la maturation complète des DC. Cette 

maturation est marquée par une augmentation de l'expression des molécules de co-stimulation 

(CD80, CD86) et par la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-15, IL-12, TNF-ʰΣ L[-мʲύ 

[109], améliorant ainsi la présentation croisée des antigènes via le CMH de classe I. Les DC 

"licenciées" activent efficacement les LT8 essentiels pour une réponse anti-tumorale et le 

contrôle des infections virales. 
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Figure 7 Schéma représentant les différents sous-types des Lymphocytes T CD4 à 

ƭŀ ǎǳƛǘŜ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ  

La polarisation des LT4 naïfs en cellules LT4 Th1, Th2, Th17 ainsi que Tfh dépend des cytokines 

ǇǊŞǎŜƴǘŜǎ ƭƻǊǎ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴΦ [Ŝǎ ŎȅǘƻƪƛƴŜǎ ǇǊƻŘǳƛǘŜǎ ǇŀǊ ƭŜǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ [¢п ŜŦŦŜŎǘŜǳǊǎ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ 

les facteurs de transcription associés à cette différenciation sont indiqués. Chaque sous-type est 

associé à une fonction immunitaire spécifique illustrée dans les rectangles colorés. Image 

ǊŜǇǊƻŘǳƛǘŜ ŀǾŜŎ ƭŀ ǇŜǊƳƛǎǎƛƻƴ ŘΩ!ƴƴǳŀƭ wŜǾ LƳƳǳƴƻƭƻƎȅΦ Dong C. Cytokine Regulation and 

Function in T Cells. Annu Rev Immunol. 2021 Apr 26;39:51-76. doi: 10.1146/annurev-immunol-

061020-053702. Epub 2021 Jan 11. PMID: 33428453. 

1.3.4.2 Les lymphocytes T CD8  

Les lymphocytes CD8 (ou cytotoxiques) expriment le co-récepteur CD8 à leur surface. Ils 

reconnaissent des antigènes présentés par le CMH de classe I (CMH-I). La fonction principale des 

[¢у Ŝǎǘ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƛƴŦŜŎǘŞŜǎ ƻǳ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǘǳƳƻǊŀƭŜǎ [110]. Il existe plusieurs sous-

populations de LT8 : les LT8 effecteurs et les LT8 mémoires [111]Φ !Ŧƛƴ ŘΩŜȄǇƭƛǉǳŜǊ ōǊƛŝǾŜƳŜƴǘ ƭŀ 

réponse effectrice et mémoire des LT8, nous prendrons ƭŜ Ŏŀǎ ŘΩǳƴŜ ƛƴŦŜŎǘƛƻƴ ŀƛƎǳš ǇƻǳǊ ƛƭƭǳǎǘǊŜǊ 

mes propos. Lors d'une infection aiguë, les lymphocytes T naïfs (CD45RA+ CCR7+ CD62L+ CD28+ 

CD95-), circulant dans les ganglions lymphatiques, reconnaissent l'antigène présenté par le CMH-
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I [112]. Cette reconnaissance déclenche leur activation, leur différenciation et leur expansion 

clonale, générant un nombre suffisant de LT8+ effecteurs capables d'éliminer les cellules infectées 

par le pathogène (Figure 8_A). Suite à cette différenciation, les LT8 effecteurs [113] subissent une 

phase de contraction où la plupart endurent une apoptose. Enfin, un réservoir de LT8 persiste 

pour constituer la mémoire immunitaire [114, 115].  

 

 

 

 

Figure 8 Représentation de la cinétique de réponse des LT8+ ƭƻǊǎ ŘΩǳƴŜ ƛƴŦŜŎǘƛƻƴ 

aiguë  

A: La réponse T CD8+ lors d'une infection aiguë comprend trois phases Υ ƭΩŜȄǇŀƴǎƛƻƴ clonale 

όŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ Ŝǘ ǇǊƻƭƛŦŞǊŀǘƛƻƴύΣ ƭŀ ŎƻƴǘǊŀŎǘƛƻƴ όŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜŦŦŜŎǘǊƛŎŜǎύ Ŝǘ ƭΩŞǘŀōƭƛǎǎŜƳŜƴǘ 

de la mémoire immunologique permettant une réponse plus rapide lors d'une réinfection. B: 

Deux populations de LT8 effecteurs émergent : les SLEC (Short-Lived Effector Cells, en jaune) et 

les MPEC (Memory Precursor Effector Cells, en bleu), ces dernières générant la réponse mémoire 

Ł ƭƻƴƎ ǘŜǊƳŜΦ LƳŀƎŜ ǊŜǇǊƻŘǳƛǘŜ ŀǾŜŎ ƭŀ ǇŜǊƳƛǎǎƛƻƴ ŘΩLƳƳǳƴƛǘȅΣ Kaech, S.M., Wherry, E.J., 2007. 

Heterogeneity and Cell-Fate Decisions in Effector and Memory CD8+ T Cell Differentiation during 

Viral Infection. Immunity 27, 393ς405.. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2007.08.007. 

 

https://doi.org/10.1016/j.immuni.2007.08.007
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1.3.4.2.1  La réponse effectrice des LT8+ 

[Ŝ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭ ǊƾƭŜ ŘŜǎ [¢у ŜŦŦŜŎǘŜǳǊǎ όƻǳ /¢[ύ Ŝǎǘ ŘΩŞƭƛƳƛƴŜǊ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƛƴŦŜŎǘŞŜǎ ƻǳ ǘǳƳƻǊŀƭŜǎΦ 

Pour cŜ ŦŀƛǊŜ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜŦŦŜŎǘǊƛŎŜǎ ǇŜǳǾŜƴǘ ǳǘƛƭƛǎŜǊ ǘǊƻƛǎ ǾƻƛŜǎ ǇƻǳǊ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǇŀǘƘƻƎŝƴŜǎΦ 

Les lymphocytes LT8+ cytotoxiques éliminent les cellules cibles via la formation d'une SI. Cette 

reconnaissance est très sensible; un seul complexe p-CMH agoniste est suffisant pour déclencher 

la réponse cytolytique. Lors de la formation de la synapse, les granules cytotoxiques contenants 

perforines et granzymes sont polarisés vers le cSMAC [116] .  

La perforine se polymérise pour former des pores dans la membrane plasmique de la cellule 

infectée, permettant l'entrée des granzymes. La granzyme B induit l'apoptose par l'activation de 

la caspase-3 [117, 118].  

Aussi, les LT8+ ǇŜǳǾŜƴǘ ŞƭƛƳƛƴŜǊ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƛƴŦŜŎǘŞŜǎ ǇŀǊ ƭŜ ǇŀǘƘƻƎŝƴŜ Ǿƛŀ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ Cŀǎ[ Ŝƴ 

ǊŞǇƻƴǎŜ ŀǳ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ ŘŜ ƳƻǊǘ όCŀǎύ Ł ƭŀ ǎǳǊŦŀŎŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŎƛōƭŜǎΦ /ŜǘǘŜ ǾƻƛŜ ŎƻƴŘǳƛǘ Ł ƭΩŀǇƻǇǘƻǎŜ 

ǇŀǊ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ŎŀǎǇŀǎŜǎ [119, 120]. Enfin, les LT8 effecteurs produisent des 

ŎȅǘƻƪƛƴŜǎ ŎȅǘƻǘƻȄƛǉǳŜǎ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ ƭΩLCb-ʴ Ŝǘ ƭŜ ¢bC-ʰΦ /Ŝǎ ŎȅǘƻƪƛƴŜǎ ƻƴǘ ǇƻǳǊ ōǳǘ ŘŜ ŦƻǳǊƴƛǊ ŘŜǎ 

signaux de différenciation, de prolifération et de survie [121]Φ [ŀ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ ŘΩLCb-ʴ ǇŜǊƳŜǘ 

ŘΩŀǳƎƳŜƴǘŜǊ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ Řǳ /aI-LΣ ŦŀǾƻǊƛǎŀƴǘ ƭΩŀƳŞƭƛƻǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǇǊŞǎŜƴǘŀǘƛƻƴ ŀƴǘƛƎŞƴƛǉǳŜ 

intracellulaire [122]Φ 9ƭƭŜ ƛƴŘǳƛǘ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ƳŀŎǊƻǇƘŀƎŜǎ ǾŜǊǎ ǳƴŜ ǇƻƭŀǊƛǎŀǘƛƻƴ aм 

favorisant la phagocytose ou encore engendre la différenciation des LT4 vers le phénotype Th1. 

La production de TNF-ʰ ŘŞŎƭŜƴŎƘŜ ƭΩŀǇƻǇǘƻǎŜ Ǿƛŀ ¢bCwм Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŀǎǇŀǎŜǎ [123-125]. 

/ŜǇŜƴŘŀƴǘΣ ƛƭ Ŝǎǘ Ŏƻƴƴǳ ǉǳŜ ƭŜǎ [¢у ŜŦŦŜŎǘŜǳǊǎ ƴΩƻƴǘ Ǉŀǎ ǘƻǳǎ ƭŜ ƳşƳŜ ŘŜǎǘƛƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜΦ 9ƴ ŜŦŦŜǘΣ 

ƛƭ Ŝǎǘ ƳŀƛƴǘŜƴŀƴǘ ōƛŜƴ Şǘŀōƭƛ ǉǳΩƛƭ ŜȄƛǎǘŜ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜŦŦŜŎǘǊƛŎŜǎ Ł ŎƻǳǊǘŜ ŘǳǊŞŜ ŘŜ ǾƛŜ ό{[9/ύ ǉǳƛ 

sont majoritairement éliminées par apoptose à la suite dŜ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ Řǳ ǇŀǘƘƻƎŝƴŜΦ Lƭ ŜȄƛǎǘŜ 

également les cellules effectrices précurseurs mémoires (MPEC) qui amènent une mémoire à 

longue durée de vie [126] (Figure 8_B). Ces deux sous-types cellulaires sont facilement 

ŘƛŦŦŞǊŜƴŎƛŞǎ ƎǊŃŎŜ Ł ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ƳŀǊǉǳŜǳǊǎ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜǎ ǘŜƭǎ ǉǳŜ Y[wDм όYƛƭƭŜǊ-Cell lectin-like 

ǊŜŎŜǇǘƻǊ Dмύ Ŝǘ L[тwʰ όŎƘŀƞƴŜ ʰ Řǳ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ Ł ƭΩL[-7) [127-130]. Les SLEC (KLRG1+L[тwʰ-) sont les 

cellules effectrices différenciées terminales; la grande majorité de ces cellules meurent donc par 

apoptose. Seulement moins de 10% des cellules LT8 survivent et se différencient au cours du 
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temps en LT8 mémoires [111]. Les MPEC (KLRG1-L[тwʰ+ύ ǇŜǊǎƛǎǘŜƴǘ Ŝǘ ŘƻƴƴŜƴǘ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǎƻǳǎ-

types de cellules mémoires que nous allons développer dans la partie suivante. 

Lors de la reconnaissance du pCMH-I, le micro-environnement et l'intensité du signal déterminent 

le programme transcriptionnel des LT8 vers un profil SLEC ou MPEC, impliquant trois paires de 

facteurs de transcription antagonistes [111] : T-BET et EOMES de la famille T-box, BLIMP-1 et BCL-

6 ainsi que ID2 et ID3. Les SLEC sont caractérisés par l'expression de T-BET, induit par l'IL-12 [131]; 

BLIMP-1, qui favorise la différenciation terminale [132]; et ID2, qui régule la survie via BCL-2 [133].  

À l'inverse, les MPEC expriment préférentiellement EOMES qui est ƛƴƘƛōŞ ǇŀǊ ƭΩL[-12 et régulé par 

la suite par RUNX3 [134]; BCL-6 qui réprime les capacités cytotoxiques [135]; et enfin ID3 

nécessaire à la survie lors de la phase de contraction et aide à la formation de la mémoire [133]. 

Les MPEC expriment aussi le facteur de transcription TCF-1 impliqué dans la survie et 

l'autorenouvellement des cellules mémoires [136].  

1.3.4.2.2 La réponse mémoire des LT8+ 

[Ŝǎ ƭȅƳǇƘƻŎȅǘŜǎ ¢ /5у ƳŞƳƻƛǊŜǎ ǇǊƻŘǳƛǎŜƴǘ ǳƴŜ ǊŞǇƻƴǎŜ Ǉƭǳǎ ǊŀǇƛŘŜ Ŝǘ Ǉƭǳǎ ŜŦŦƛŎŀŎŜ ƭƻǊǎ ŘΩǳƴŜ 

réinfection (2e rencontre) par le même pathogène. Les cellules T8 mémoires peuvent être sous-

divisés en au moins cinq groupes distincts : les cellules T8 centrale mémoires (TCM) [137], les T8 

effecteurs mémoires (TEM) [137], les T8 résidentes mémoires (TRM) [138], les T8 périphériques 

mémoires (TPM) et enfin les LT8 effecteurs à longue durée de vie (LLEC). Les différentes sous-

populations de cellules T8 mémoires sont distinguées par leur expression différentielle de CCR7 

et CD62L et leur localisation [139].  

Les TCM expriment CCR7+ et CD62L+ et se retrouvent principalement dans les OLS, mais peuvent 

circuler entre le sang, la lymphe et les OLS. Ils ont une forte capacité proliférative et une 

ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ ŀŎŎǊǳŜ ŘΩL[-2. Ce sont ces cellules mémoires qui peuvent facilement se différencier en 

ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜŦŦŜŎǘǊƛŎŜǎ ƭƻǊǎ ŘŜ ƭŀ ǊŞŜȄǇƻǎƛǘƛƻƴ Ł ƭΩŀntigène. Au contraire, les cellules T8 mémoires 

effecteurs (TEMύ ƴΩŜȄǇǊƛƳŜƴǘ Ǉŀǎ //wт- et CD62L-. Elles circulent entre le sang et la lymphe. Ce 

sont les cellules qui se mobilisŜƴǘ ƭŜ Ǉƭǳǎ ǊŀǇƛŘŜƳŜƴǘ ǾŜǊǎ ƭŜǎ ǎƛǘŜǎ ŘŜ ƭΩƛƴŦŜŎǘƛƻƴΣ Ƴŀƛǎ ŀǾŜŎ ǳƴŜ 

durée de vie plus courte [126, 140]. Le destin transcriptionnel de ces sous-populations mémoires 

est distinct. En effet, les TCM expriment préférentiellement EOMES, TCF-1, BCL-6, STAT3 et ID3, 
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avec une faible expression de Blimp-1 tandis que les TEM sont caractérisés par une forte expression 

de T-BET, BLIMP-1, ID2 et STAT4 [111, 131-136].  

Les LT8 résidents mémoires (TRM) sont des T8 qui résident dans les tissus non lymphoïdes 

(poumons, peau, tractus gastro-intestinal). Les TRM ƴΩŜȄǇǊƛƳŜƴǘ Ǉŀǎ //wт- et CD62L- mais 

expriment des marqueurs de rétention tissulaire comme CD69 et CD103 ou des marqueurs de 

rétention organe-spécifique comme CD49a (foie) [138]. Ils assurent une protection immunitaire 

immédiate au site d'infection, où ils résident de façon permanente sans circuler dans l'organisme. 

Les TRM produisent ŘŜǎ ŎȅǘƻƪƛƴŜǎ ŜŦŦŜŎǘǊƛŎŜǎ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ ƭΩL[-нΣ ƭΩLCb-ʴ Ŝǘ ƭŜ ¢bC-ʰ [123, 124], qui 

vont pouvoir activer diverses cellules immunitaires (NK, DC). [ƻǊǎ ŘΩǳƴŜ ǎŜŎƻƴŘŜ ƛƴŦŜŎǘƛƻƴΣ ƭŜǎ ¢RM 

peuvent perdre leurs marqueurs de rétention et rejoindre la circulation [141]. Le facteur de 

transcription HOBIT ŎƻƴǘǊƾƭŜ ƭΩŞǘŀōƭƛǎǎŜƳŜƴǘ ŘŜǎ ¢RM au sein de différents organes (peau, 

intestins, foie). Cette différenciation tissu-dépendante est également régulée par BLIMP-1 [142]. 

Les TPM expriment de façon intermédiaire le marqueur CX3CR1, qui leur confère la capacité de 

migrer à la fois dans OLS et dans les tissus périphériques [143].  Les TPM font donc le lien entre les 

TEM (CX3CR1+) et les TRM (CX3CR1-). Les TPM circulent dans les organes périphériques grâce à 

l'expression de CX3CL1 par les cellules endothéliales [144, 145].  

Pour finir, les lymphocytes effecteurs à longue durée de vie (LLEC) maintiennent des fonctions 

effectrices à long terme. La majorité des LLEC sont issus des 10% de cellules SLEC qui survivent 

ŀǇǊŝǎ ƭΩƛƴŦŜŎǘƛƻƴ. Une minorité seulement provient de la population MPEC. Leur phénotype se 

rapproche des TEM, mais se distingue ǇŀǊ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ŎŜǊǘŀƛƴǎ ƳŀǊǉǳŜǳǊǎ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜ ǘŜƭ ǉǳŜ 

ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ de CD127+ et de BCL-2+. Ils conservent toutefois un phénotype effecteur avec une 

expression négative ou basse de CD62L. Ils expriment également fortement le CX3CR1 et KLRG1 

[146]. Ces caractéristiques soulignent ƭŜǳǊ ǊƾƭŜ ǳƴƛǉǳŜ Ł ƭŀ Ŧƻƛǎ Řŀƴǎ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ŜŦŦŜŎǘǊƛŎŜ Ł ŎƻǳǊǘ 

terme et la mémoire immunologique à long terme. 

La réponse cytotoxique des LT8 est essentielle dans l'immunité adaptative, néanmoins leur 

régulation dépend d'un réseau complexe de récepteurs immunitaires activateurs. [ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ 

ces récepteurs immunitaires sont indispensables pour amplifier et maintenir une réponse 

immunitaire optimale.  
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1.4 [Ŝǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŘŜ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ŀŘŀǇǘŀǘƛǾŜ  

5ŀƴǎ ƭŜ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜΣ ƛƭ ŜȄƛǎǘŜ ǳƴŜ ǾŀǊƛŞǘŞ ŘŜ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŀŦƛƴ ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ǳƴŜ 

réponse spécifique et adéquate face à des menaces diverses (virus, bactéries, parasites, cellules 

tumorales) [147].  

Lorsque les récepteurs sont assemblés, ils restent ƛƴŀŎǘƛŦǎ Ŝƴ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ƭƛƎŀƴd pour ne pas 

déclencher de réponse immunitaire aberrante. Lors ŘŜ ƭŀ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŘΩǳƴ ŀƴǘƛƎŝƴŜ, le 

ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ Řƻƛǘ şǘǊŜ ŎŀǇŀōƭŜ ŘŜ ǎΩŀŎǘƛǾŜǊ ǊŀǇƛŘŜƳŜƴǘ Ŝǘ ŘŜ Ŧŀœƻƴ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜ à ce ligand. Cette 

activation nécessite ƭΩŜƴƎŀƎŜƳŜƴǘ ŘŜ ƴƻƳōǊŜǳǎŜǎ ƪƛƴŀǎŜǎ ŀŦƛƴ ŘΩƛƴƛǘƛŜǊ ƭŜǎ ŎŀǎŎŀŘŜǎ ŘŜ 

ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŎƻƴŘǳƛǎŀƴǘ Ł ƭΩƛƴƛǘƛŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǇǊƻƎǊŀƳƳŜǎ ǘǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴƴŜƭǎ ǉǳƛ ŘƛŎǘŜƴǘ ƭŀ ǊŞǇƻƴǎŜ 

immunitaire.  

Les récepteurs immunitaires présentent de nombreuses caractéristiques communes et doivent 

ǎǳƛǾǊŜ ŘŜǎ ǇǊƻŎŞŘǳǊŜǎ ǎƛƳƛƭŀƛǊŜǎ Ŝƴ ŎŜ ǉǳƛ ŎƻƴŎŜǊƴŜ ƭŜǳǊ ŎŀǇŀŎƛǘŞ Ł ǎΩŀǎǎŜƳōƭŜǊ Ŝƴ ŘƛǾŜǊǎ 

complexes protéiques avec différentes sous-unités, mais aussi les mécanismes ǉǳΩƛƭǎ ƳŜǘǘŜƴǘ Ŝƴ 

place pour réguler la signalisation [148]. Nous allons nous intéresser préférentiellement par la 

ǎǳƛǘŜ Ł ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŀŎǘƛǾŀǘŜǳǊǎΦ 

1.4.1 Diversité des récepteurs immunitaires activateurs  

Nous avons déjà décrit le récepteur des cellules T (TCR) [149] ainsi que sa signalisation dans la 

section 1.3.1, Ƴŀƛǎ ƛƭ ŜȄƛǎǘŜ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŀŎǘƛǾŀǘŜǳǊǎ ŎǊǳŎƛŀǳȄΦ bƻǳǎ 

développerons dans cette partie, les récepteurs des cellules tueuses naturelles (NK) qui jouent un 

ǊƾƭŜ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭ Řŀƴǎ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ƛƴƴŞŜ ŎƻƴǘǊŜ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŎŀƴŎŞǊŜǳǎŜǎ [150], mais également les 

fragments Fc des anticorps qui se trouvent au centre de nombreuses réponses immunitaires 

[151].  

[ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŀŎǘƛǾŀǘŜǳǊǎ ǇŀǊǘŀƎŜƴǘ ǘƻǳǎ ƭŜ ƳşƳŜ ƳƻŘǳƭŜ 

ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ Ŝǘ ƭŜǎ ƳşƳŜǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ Ŝǘ ŘŜ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ Ǿƛŀ ŘŜǎ ƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴǎ 

électrostatiques remarquablement conservées au cours de l'évolution. En effet, ils partagent une 

architecture modulaire communes comprenant un module récepteur (RcMod) et un ou plusieurs 

modules de signalisation (SigMod) [152]. Le RcMod est responsable de la reconnaissance de 
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ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜΦ Lƭ Ŝǎǘ ŎƻƳǇƻǎŞ ŘϥǳƴŜ ǊŞƎƛƻƴ ŜȄǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǾŀǊƛŀōƭŜ ǉǳƛ ŘŞǘŜǊƳƛƴŜ ƭŀ ǎǇŞŎƛŦƛŎƛǘŞ ŘŜ 

liaison au ligand, et d'un domaine transmembranaire contenant des résidus chargés 

négativement. Cette diversité structurale permet la reconnaissance d'une grande variété de 

ligands. Le {ƛƎaƻŘ Ŝǎǘ ŎƻƴǎǘƛǘǳŞ ŘŜ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ŀŘŀǇǘŀǘǊƛŎŜǎ ŎƻƳƳŜ 5!tмн ƻǳ ƭŜǎ ŎƘŀƞƴŜǎ /5оʸΦ 

Ces protéines possèdent des résidus transmembranaires chargés positivement qui s'associent aux 

charges négatives du RcMod, ainsi que des motifs ITAMs cytoplasmiques essentiels pour initier la 

cascade de signalisation. Le SigMod est remarquablement conservé entre les différents 

ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎΦ [Ŝ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ ŎŜƴǘǊŀƭ ŘŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŀŎǘƛǾŀǘŜǳǊǎ ǎƻƴǘ ƭŜǎ 

interactions électrostatiques quƛ ǊŞƎƛǎǎŜƴǘ ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜs et de haute 

ŀŦŦƛƴƛǘŞΣ ƭŜ ŘŞŎƭŜƴŎƘŜƳŜƴǘ Ŝǘ ƭΩƛƴƛǘƛŀǘƛƻƴ Řǳ ǎƛƎƴŀƭ [152-156]. Par exemple, pour le TCR, les résidus 

ōŀǎƛǉǳŜǎ ŘŜ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ /5оʸ ƛƴǘŜǊŀƎƛǎǎŜƴǘ ŀǾŜŎ ƭŜǎ ǊŞǎƛŘǳǎ ŀŎƛŘŜǎ ŘŜǎ ŀǳǘǊŜǎ ǎƻǳǎ-unités CD3, 

stabilisant le complexe [157, 158]. 

L'activation des récepteurs immunitaires implique des protéines adaptatrices contenant des 

motifs ITAMs [64]. Ces motifs, caractérisés par une séquence spécifique d'acides aminés, jouent 

un rôle crucial dans la transduction du signal également via des interactions électrostatiques. Lors 

de l'activation, les ITAMs subissent une phosphorylation par des kinases de la famille Src, telles 

que Lck [63]. Ce processus crée des sites d'ancrage pour des protéines possédant des domaines 

SH2, notamment les kinases non réceptrices (NRTK) telles que ZAP70 ou Syk. Ces NRTK, à leur 

tour, phosphorylent d'autres effecteurs en aval, déclenchant diverses cascades de signalisation. 

Cette série d'événements aboutit à l'activation de facteurs de transcription clé, tels que NFAT, 

AP-1 et NF-ˁ.Σ ǉǳƛ ŘŞǘŜǊƳƛƴŜƴǘ ƭŜ ŘŜǎǘƛƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ [87, 95, 159]. Ce mécanisme complexe illustre 

comment les signaux extracellulaires sont traduits en réponses cellulaires spécifiques dans le 

système immunitaire. 

Pour la suite de ce projet, nous allons nous intéresser uniquement aux récepteurs immunitaires 

ŀŎǘƛǾŀǘŜǳǊǎ ŘŜ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ŀŘŀǇǘŀǘƛǾŜ ǾƛǎƛōƭŜ ǎǳǊ ƭŀ Figure 9. Ce sont les interactions 

électrostatiques entre les acides aminés clés de leur domaine transmembranaire (TM) qui 

déterminent leur assemblage. Nous allons détailler les récepteurs immunitaires activateurs dans 

les sections suivantes.  
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Figure 9 wŜǇǊŞǎŜƴǘŀǘƛƻƴ ǎŎƘŞƳŀǘƛǉǳŜ ŘŜ ƭΩƻǊƎŀƴƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ 

immunitaires modulaires et des interactions électrostatiques 

Les astérisques indiquent que les récepteurs immunitaires présentés peuvent également 

ǎΩŀǎǎŜƳōƭŜǊ ŀǾŜŎ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ŀŎŎŜǎǎƻƛǊŜǎ ǉǳŜ ŎŜƭƭŜs représentées ici. Image reproduite 

avec la permission de Immunological Reviews (Connolly, A., Gagnon, E., 2019. Electrostatic 

interactions: From immune receptor assembly to signaling. Immunological Reviews 291, 26ς43. 

https://doi.org/10.1111/imr.12769.  

1.4.1.1 Le récepteur Fc des anticorps  

Pendant la réponse immunitaire adaptative, les cellules B ont la capacité de produire et de 

sécréter des anticorps solubles spécifiques des multiples antigènes. Les récepteurs FcR 

établissent un pont entre l'immunité humorale et la réponse cellulaire cytotoxique en 

reconnaissant le fragment cristallisable (Fc) des anticorps liés à leur antigène [160]. Ce récepteur 

est exprimé par diverses cellules immunitaires (DC, monocytes/macrophages, NK et LB) [161] . 

Ces récepteurs activateurs signalent soit via leurs propres motifs ITAMs, principalement retrouvés 

dans la chaîne a ŘŜ ƭΩƘŞǘŞǊƻŘƛƳŝǊŜ ƻǳ Ŝƴ ǎΩŀǎǎƻŎƛŀƴǘ ŀǾŜŎ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ŀŘŀǇǘŀǘǊƛŎŜǎ ŎƻƴǘŜƴŀƴǘ 

des ITAMs tels que CŎwLΣ CŎʴwLΣ CŎʶwL Ŝǘ CŎʴwLLL [162, 163] (Figure 9).  

Parmi ces récepteurs, ƭŜ CŎʴwLLL-A (ou CD16) ƛƭƭǳǎǘǊŜ ƭŀ ŎƻƻǇŞǊŀǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ƛƴƴŞŜ Ŝǘ 

adaptative en permettant aux cellules NK de réaliser la cytotoxicité cellulaire dépendante des 

https://doi.org/10.1111/imr.12769
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anticorps (ADCC)Φ /Ŝ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ ƛƳǇƭƛǉǳŜ ƭŀ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ǇŀǊ ƭŜ CŎʴwLLL-A de la partie Fc des 

anticorps fixés à la surface des cellules cibles, déclenchant ainsi l'activation des cellules NK qui 

libèrent leurs granules cytotoxiques pour éliminer spécifiquement ces cellules opsonisées [164].  

/Ŝ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ ǇŜǳǘ ŎƻƻǇŞǊŜǊ ŀǾŜŎ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ŀŎǘƛǾŀǘŜǳǊǎ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ bY όbYDн5ύ ǇƻǳǊ 

un effet synergique. En plus de ce récepteur FcR partagé, les cellules NK disposent d'un ensemble 

diversifié de récepteurs activateursΣ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭǎ ǇƻǳǊ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƛƴŦŜŎǘŞŜǎ ƻǳ 

tumorales. Nous allons voir plus en détail les récepteurs immunitaires des cellules NK ci-dessous. 

1.4.1.2 Les récepteurs des cellules tueuses naturelles (NK) 

[Ŝǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǘǳŜǳǎŜǎ ƴŀǘǳǊŜƭƭŜǎ όbYύ ǎƻƴǘ ŘŜǎ ƭȅƳǇƘƻŎȅǘŜǎ ŘŜ ƭŀ ōǊŀƴŎƘŜ ŘŜ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ƛƴƴŞŜ qui 

partagent des caractéristiques fonctionnelles et développementales avec les LT8 cytotoxiques. 

[ŜǳǊ ŦƻƴŎǘƛƻƴ ƳŀƧŜǳǊŜ Ŝǎǘ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƛƴŦŜŎǘŞŜǎ όǾƛǊǳǎύ ƻǳ ǘǳƳƻǊŀƭŜǎ [165, 

166]. Les cellules NK expriment un large répertoire de récepteurs immunitaires (activateurs et 

inhibiteurs) [167], dont l'assemblage implique des interactions électrostatiques entre résidus 

acides et basiques, similaires à celles du TCR, pour réguler leur activation. Les récepteurs 

activateurs des cellules NK se répartissent en quatre grandes familles : la famille des gènes NKG, 

les récepteurs KIR, les récepteurs Ly49 et enfin les récepteurs NKp dont seule la famille NKp est 

exclusivement activatrice, les autres comprenant à la fois des récepteurs activateurs et 

inhibiteurs. Dans la suite de cette introduction, nous allons parler uniquement des récepteurs 

ŀŎǘƛǾŀǘŜǳǊǎ Ŝǘ ŘŜ ƭŜǳǊ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜΦ  

1.4.1.2.1.1 Les récepteurs NKG  

Les récepteurs de la famille NKG sont des protéines TM de type II (N-terminal cytoplasmique), 

avec un domaine de liaison à la lectine de type C permettant la reconnaissance des ligands [168]. 

La famille des récepteurs NKG comprend deux sous-groupes : ŎŜǳȄ ǉǳƛ ǎΩŀǎǎƻŎƛŜƴǘ Ł /5фп Ŝǘ ŎŜǳȄ 

ǉǳƛ ƴŜ ǎΩȅ ŀǎǎƻŎƛŜƴǘ ǇŀǎΦ Les récepteurs NKG associés à CD94 se divisent en deux groupes selon 

leurs caractéristiques transmembranaires : les récepteurs inhibiteurs NKG2A/B, dépourvus de 

résidu acide, et les récepteurs activateurs NKG2C/E/F, caractérisés par une lysine (K) qui permet 

leur association avec l'acide aspartique (D) de DAP12. Distinct de ce groupe, NKG2D, récepteur 

des ligands de stress, forme un homodimère et s'associe spécifiquement avec DAP10 via une 
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interaction électrostatique entre son arginine TM (R) et l'acide aspartique (D) de DAP10. De plus, 

ƛƭ Ŝǎǘ ƛƴǘŞǊŜǎǎŀƴǘ ŘŜ ƴƻǘŜǊ ǉǳΩǳƴŜ ǾŜǊǎƛƻƴ ǘǊƻƴǉǳŞŜ ŘŜ bYDн5 ŎƘŜȊ ƭŀ ǎƻǳǊƛǎ ŀ ƳƻƴǘǊŞ ǳƴŜ ŎŀǇŀŎƛǘŞ 

Ł ǎΩŀǎǎƻŎƛŜǊ Ł ƭŀ ƳƻƭŞŎǳƭŜ ŀŘŀǇǘŀǘǊƛŎŜǎ 5!tмнΣ ƳƻƴǘǊŀƴǘ ŀƛƴǎƛ ƭŀ ŦƭŜȄƛōƛƭƛǘŞ ŘŜ ŎŜǎ ƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴǎ 

moléculaires en fonction des espèces [152, 169] (Figure 9). 

1.4.1.2.1.2 Les récepteurs KIR 

Les récepteurs Killer cell Immunoglobulin- like Receptor (KIR), reconnaissent ƭŜǎ ƳƻǘƛŦǎ ʰм Ŝǘ ʰн 

des molécules du CMH-I/HLA [170], se divisent en deux catégories selon leur nombre de 

domaines ŘΩimmunoglobulines extracellulaires (KIR2-KIR3) et leur fonction [171]. Les KIR 

activateurs (KIRDS) possèdent une queue cytoplasmique courte et s'associent avec DAP12, tandis 

que les KIR inhibiteurs (KIRDL) présentent une longue queue cytoplasmique contenant des motifs 

ITIM (Immuno-Receptor Tyrosine-based Inhibition Motif) qui recrutent la phosphatase SHP-1, 

essentielle à la fonction inhibitrice (Figure 9).  L'équilibre entre les signaux activateurs (KIRDS) et 

inhibiteurs (KIRDL) joue un rôle crucial dans la capacité des cellules NK à discriminer efficacement 

leurs cibles cellulaires, qu'il s'agisse de cellules infectées ou tumorales. Cette balance intégrative 

des signaux permet une régulation fine de la réponse immunitaire des cellules NK, assurant à la 

fois une réactivité appropriée contre les menaces et une tolérance envers les cellules saines [167]. 

Les récepteurs KIR activateurs servent de modèles pour le développement de nouvelles 

immunothérapies dans différents types cellulaires (LT, NK) [172].  

1.4.1.2.1.3  Les récepteurs Ly49 

La famille Ly49 (Ly49_A-W), homologue murin des récepteurs KIR humains, comprend des 

protéines TM homodimériques de type II (famille des lectines C). Cette famille Ly49 contient des 

récepteurs activateurs et inhibiteurs. Les récepteurs Ly49 activateurs permettent une 

reconnaissance des ligands du CMH-I et non-CMH telle que Ly49H [173, 174]. Ces récepteurs 

ǎΩŀǎǎƻŎƛŜƴǘ Ł 5!tмн et/ou DAP10 (Ly49H et Ly45D), via des interactions électrostatiques au 

niveau de leur domaine TM [175]. Tandis que, les récepteurs Ly49 inhibiteurs reconnaissent 

principalement les molécules du CMH-I sans ǎΩŀǎǎƻŎƛŜǊ Ł 5!tмнΦ Lƭǎ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƴǘ ŘŜ ƳŀƴƛŝǊŜ 

autonome en recrutant des phosphatases via leurs motifs ITIMs intrinsèques [176].   
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1.4.1.2.1.4 Les récepteurs NKp 

Les récepteurs NKp (NKp30, NKp44 et NKp46), sont des membres de la famille des récepteurs de 

cytotoxicité naturelle. Ils sont exclusivement activateurs et déclenchent une réponse cytotoxique 

contre les cellules tumorales in vitro [177]. Ils reconnaissent divers ligands à la surface des cellules 

qui subissent des modifications pathologiques (dommages cellulaires, transformation maligne, 

perturbations métaboliques) ou des cellules infectées. Les récepteurs NKp présentent une 

ŦƭŜȄƛōƛƭƛǘŞ ŘΩŀǎǎƻŎƛŀǘƛƻƴΦ En effet, bYǇол Ŝǘ bƪǇпс ǎΩŀǎǎƻŎƛŜƴǘ avec les ITAMs des chaînes CD3 z 

ou FcR g (homodimères ou hétérodimères) via des interactions électrostatiques au niveau de leur 

domaine TM, tandis que bYǇпп ǎΩŀǎǎƻŎƛŜ ŀǾŜŎ 5!tмн [178, 179].  

Les récepteurs immunitaires activateurs sont essentiels à l'orchestration de la réponse 

immunitaire, et leur compréhension mécanistique a permis le développement d'innovations 

thérapeutiques majeures. Ces connaissances fondamentales ont notamment inspiré la 

conception d'immunothérapies, comme les anticorps thérapeutiques et les récepteurs 

antigéniques chimériques (CARs) qui seront décrits dans la section 1.6, ouvrant de nouvelles 

perspectives pour le traitement des hémopathies malignes, telles que les leucémies ou les 

lymphomes.  

Dans la prochaine section, nous aborderons ƭΩƻǊƛƎƛƴŜ Ŝǘ ƭŜǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ ŘŜ ŘŞǾŜƭƻǇǇŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭŀ 

leucémie, sa physiopathologie, mais aussi les défis thérapeutiques qui y sont associés. 

1.5 La leucémie  

La leucémie est un terme général pour définir un cancer du sang; un type de cancer prévalent au 

niveau mondial parmi les diagnostics de cancer. Cette maladie est causée par une prolifération 

anormale et incontrôlée de cellules hématopoïétiques immatures dans la moelle osseuse et le 

ǎŀƴƎ ǇŞǊƛǇƘŞǊƛǉǳŜΦ [ŀ ƭŜǳŎŞƳƛŜ ǇŜǳǘ şǘǊŜ ǎǳōŘƛǾƛǎŞŜ Ŝƴ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ŎŀǘŞƎƻǊƛŜǎ ǎŜƭƻƴ ƭΩƻǊƛƎƛƴŜ ŘŜ 

ŘŞǇŀǊǘ ŘŜ ƭΩŀƴƻƳŀƭƛŜ [180]: lymphoïde (LL) si elle dérive des précurseurs lymphocytaires, ou 

myéloïdes (LM) si elle provient des précurseurs monocytaires/granulocytaires [181-183]. Aussi, 

les leucémies sont aiguës ou chroniques en fonction de leur vitesse de progression. Les leucémies 

aiguës se caractérisent par une progression rapide et des types de cellules immatures (blastes), 
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tandis que les leucémies chroniques progressent plus lentement et impliquent des types de 

cellules plus matures. Il existe donc quatre grands types de leucémies : la leucémie aiguë 

myéloblastique (LAM) [184], la leucémie myéloïde chronique (LMC) [185], la leucémie aiguë 

lymphoblastique (LAL) [186] et la leucémie lymphoïde chronique (LLC) [187] . La prévalence de 

ces leucémies varie ǎŜƭƻƴ ƭŜǎ ƎǊƻǳǇŜǎ ŘΩŃƎŜ Ŝǘ ƭŜǎ ǊŞƎƛƻƴǎ ƎŞƻƎǊŀǇƘƛǉǳŜǎΦ 9ƴ нлноΣ l'American 

Cancer Society a estimé la distribution des nouveaux cas aux États-Unis par type de leucémie 

comme décrit en Figure 10: LMA : 34%, LMC : 15%, LLA : 11% et LLC : 31% 

https://www.cancer.org/research/cancer-facts-statistics.html.  Cette prévalence est calculée sur 

ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ƛƴŘƛǾƛŘǳǎ ŘƛŀƎƴƻǎǘƛǉǳŞǎ ŘΩǳƴŜ ƭŜǳŎŞƳƛŜ Ŝƴ нлно ŀǳȄ ;ǘŀǘǎ-Unis (adultes et enfant 

confondus). La LLA est le cancer pédiatrique le plus fréquent. Les progrès de la médecine moderne 

ont permis une meilleure prise en charge de ce type de leucémie dont le taux de survie atteint 

actuellement les 90%. Bien que la LAM touche toutes les tranches d'âges, son incidence demeure 

plus importante auprès des personnes âgées de plus de 60 ans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 Prévalence des nouveaux cas de leucémie diagnostiqués aux États-Unis en 

2023  

Les symptômes communs des patients atteints de leucémie sont principalement la fièvre, une 

fatigue intense et des saignements. Néanmoins, ces symptômes sont non spécifiques des 

leucémies et font surtout référence aux leucémies aiguës. Les symptômes des leucémies 

https://www.cancer.org/research/cancer-facts-statistics.html
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chroniques sont beaucoup plus difficiles à déceler ou sont même généralement 

asymptomatiques.  

Pour la concision de ce manuscritΣ ƴƻǳǎ ƴƻǳǎ ƛƴǘŞǊŜǎǎƻƴǎ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜƳŜƴǘ Ł ƭŀ ƭŜǳŎŞƳƛŜ ŘΩƻǊƛƎƛƴŜ 

lymphoïde, et plus particulièrement de la leucémie lymphoïde aiguë à cellules B (LLA-B). 

1.5.1 Épidémiologie de la leucémie lymphoïde aiguë (LLA) 

[ŀ ƭŜǳŎŞƳƛŜ ƭȅƳǇƘƻƠŘŜ ŀƛƎǳš ό[[!ύ Ŝǎǘ ƭŜ ǘȅǇŜ ŘŜ ƭŜǳŎŞƳƛŜ ƭŜ Ǉƭǳǎ ŦǊŞǉǳŜƴǘ ŎƘŜȊ ƭΩŜƴŦŀƴǘΣ 

ƭΩŀŘƻƭŜǎŎŜƴǘ Ŝǘ ƭŜ ƧŜǳƴŜ ŀŘǳƭǘŜ [188]. Ce cancer est également retrouvé dans une proportion 

ǊŞŘǳƛǘŜ ŎƘŜȊ ƭΩŀŘǳƭǘŜΦ /Ŝ ǘȅǇŜ ŘŜ ƭŜǳŎŞƳƛŜ ŀ ŞǘŞ ŘƛŀƎƴƻǎǘƛǉǳŞ ŎƘŜȊ сррл ƴƻǳǾŜŀǳȄ Ŏŀǎ Ŝƴ нлнп 

aux États-¦ƴƛǎΦ [ΩŃƎŜ ƳŞŘƛŀƴ ŘΩǳƴŜ ƭŜǳŎŞƳƛŜ ƭȅƳǇƘƻƠŘŜ ŀƛƎǳš Ŝǎǘ ŘŜ мт ŀƴǎ Ŝǘ ро҈ ŘŜǎ ƴƻǳǾŜŀǳȄ 

cas sont diagnostiqués chez les patients de moins de 20 ans. Aussi, on estime le nombre 

ŘΩƛƴŘƛǾƛŘǳǎ ǎǳǎŎŜǇǘƛōƭŜǎ ŘŜ ŘŞŎŞŘŜǊ ŘŜ ŎŜ ŎŀƴŎŜǊ Ł моол ǇŜǊǎƻƴƴŜǎ Ŝǘ ƭΩŃƎŜ ƳŞŘƛŀƴ ŘŜ ŘŞŎŝǎ Ŝǎǘ 

de 60 ans aux États-Unis (cohorte 2018-2022). Le pronostic de survie à 5 ans ŘΩǳƴŜ ƭŜǳŎémie 

lymphoïde aiguë à 5 ans après le diagnostic initial est estimé à 72% (cohorte 2014-2020). 

https://seer.cancer.gov/statfacts/html/alyl.html.  

La chimiothérapie et la radiothérapie, avec ou sans transplantation de CSH, font partie des 

traitements principaux proposés aux patients atteints de LLA. Cependant, l'état réfractaire et la 

rechute sont deux événements distincts. Les patients qui ne répondent pas au traitement initial 

sont dits réfractaires. Les patients avec LLA réfractaire et en rechute présentent un mauvais 

pronostic, classant ces conditions parmi les principales causes de décès par cancer chez l'enfant. 

Pour limiter ces issues défavorables, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont été mises en 

place comme les immunothérapies et les thérapies cellulaires. Nous discuterons plus en détail 

des thérapies cellulaires mises en place dans la suite de ce travail (section 1.5.5). 

 

1.5.2 Origine de la LLA  

Lorsque ƭΩƻƴ ŞǘǳŘƛŜ ƭŀ leucémie issue de la lignée lymphoïde comme pour la LLA, il est important 

ŘŜ ŎƻƴƴŀƛǘǊŜ ƭΩƻǊƛƎƛƴŜ ŘŜ ŎŜƭƭŜ-ci. Des cellules lymphoïdes immatures, appelées lymphoblastes, 

ǎƻƴǘ ƭΩƻǊƛƎƛƴŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ de celles-ciΦ 9ƴ ŜŦŦŜǘΣ ƭŀ [[! ǊŞǎǳƭǘŜ ŘΩǳƴŜ ǇǊƻƭƛŦŞǊŀǘƛƻƴ ƛƴŎƻƴǘǊƾƭŞŜ Ŝǘ ŘΩǳƴ 

https://seer.cancer.gov/statfacts/html/alyl.html
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blocage de la maturation des lymphoblastes au niveau de la moelle osseuse comme décrits 

précédemment dans la section 1.2.3.1 [189, 190]Φ Lƭ ǎΩŀƎƛǘ ŘŜ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǇǊŞŎǳǊǎŜǳǊǎ ŘŜǎ ƭȅƳǇƘƻŎȅǘŜǎ 

T et B et dans certains cas extrêmement rares des cellules NK. La proportion des LLA attribuée à 

une origine de précurseur de lymphocytes B (LLA-B) est de 85-90%, enfants et adultes confondus, 

en revanche, 10-15% des LLA ont ǳƴŜ ƻǊƛƎƛƴŜ ƛǎǎǳŜ ŘΩǳƴ ǇǊŞŎǳǊǎŜǳǊ ŘŜ ƭȅƳǇƘƻŎȅǘŜǎ ¢ ό[[!-T) [191, 

192]. À partir de ce chapitre, nous ne disserterons que de la LLA-B.  

[ΩƻǊƛƎƛƴŜ ŘŜ ƭŀ [[!-B est multifactorielle. Les blocages de la différenciation des cellules B, la 

signalisation oncogénique aberrante, la reprogrammation métabolique sont les facteurs 

principaux. Il existe également des facteurs extrinsèques de la leucémogénèse de la LLA-B tels 

ǉǳŜ ƭΩŞŎƘŜŎ ŘŜǎ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘǎ Ŝǘ ƭΩƛƳǇŀŎǘ ŘŜǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ǎƻŎƛƻ-économiques et raciaux [23]. 

1.5.3 Facteurs clés de l'instabilité génomique dans la LLA 

[ŀ ǇǊŞǾŀƭŜƴŎŜ ŘŜǎ [[! ǎΩŜȄǇƭƛǉǳŜ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜƳŜƴǘ ǇŀǊ ƭΩƛƴǎǘŀōƛƭƛǘŞ ƎŞƴƻƳƛǉǳŜ ŘŜǎ lymphoblastes. 

5ŀƴǎ ŎŜǘǘŜ ǎŜŎǘƛƻƴΣ ƴƻǳǎ ŀōƻǊŘŜǊƻƴǎ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜƳŜƴǘ ƭΩƛƴƛǘƛŀǘƛƻƴ Ŝǘ ƭŀ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀǘƛƻƴ ŘŜǎ 

progéniteurs normaux des cellules B menant au développement de la LLA-B. 

Lƭ Ŝǎǘ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ŘŞŎǊƛǘ ǉǳΩŜƴǾƛǊƻƴ пл҈ ŘŜǎ [[!-B pédiatriques présentent des mutations 

germinales et somatiques, principalement des mutations pertes de fonction affectant les facteurs 

de transcription clé du développement des cellules B (IKAROS, EBF1, PAX5), décrits 

précédemment dans la section 1.2.3.1 (Figure 2) [193-196]. Elles résultent d'une activité 

aberrante de la désaminase ou de l'excision de séquences critiques médiée par RAG1/2 [33, 197, 

198]. Cette susceptibilité des progéniteurs lymphoïdes à la transformation leucémique peut 

survenir à différents stades de leur maturation, des progéniteurs précoces aux cellules pré-B 

[199]. 

Nous développerons quelques exemples de mutations possibles des facteurs de transcriptions 

clés du développement des cellules B. La mutation la plus fréquente dans la LLA-B pédiatrique 

concerne PAX5, un suppresseur de tumeur dont la perte, combinée à l'activation de la voie 

JAK/STAT, facilite la transformation des progéniteurs B [196, 200-202]. Aussi, les mutations 

d'IKAROS, présentes dans environ 70% des LLA-B BCR::ABL1 de haut grade [202-204], affectent 

principalement sa liaison à l'ADN ou sa fonction de transactivation. Ces mutations entraînent des 
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défauts de développement immunitaire, une prédisposition à la LLA-. ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ ǊŞǎƛǎǘŀƴŎŜ ŀǳȄ 

traitements conventionnels [193, 203, 205-208].  

Il peut également se produire des mutations dans les gènes oncogéniques. Elles concernent 

notamment la régulation de la traduction (via la phosphorylation de RPS6/CREB) [209, 210], la 

ǇŜǊǘǳǊōŀǘƛƻƴ ƎŞƴŞǘƛǉǳŜ ŘΩŀŎǘŜǳǊǎ ŎƭŞs de la voie JAK/STAT [211-213], ou des mutations de la voie 

Ras/ERK (KRAS, NRAS et perte de NF1) qui ont été identifiées comme des événements 

ƳǳǘŀǘƛƻƴƴŜƭǎ ƻƴŎƻƎŞƴƛǉǳŜǎ Ł ƭŀ ōŀǎŜ ŘŜ ƭΩƘȅǇƻŘƛǇƭƻƠŘƛŜ ŘŜ ƭŀ [[!-B [214]. Ces altérations, 

associées à des stades spécifiques de maturation B, influencent la réponse aux traitements et 

constituent des cibles thérapeutiques potentielles.  

Il existe également des fusions de protéines oncogéniques comme KMT2A-r qui sont responsables 

de 10% des LLA. Les réarrangements KMT2A impliquent l'histone lysine N-méthyl-transférase 2A 

et divers partenaires (MLLT3, AFF1, MLLT1) [215, 216]. Cette leucémie KMT2A-r, caractérisée par 

une faible fréquence de mutations somatiques et un phénotype de progéniteur lymphoïde 

précoce, maintient un état multipotent transformé. Cette capacité de différenciation vers la 

lignée myéloïde peut conduire à une résistance aux immunothérapies par évasion cellulaire. 

Lƭ ŜȄƛǎǘŜ ŞƴƻǊƳŞƳŜƴǘ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǇǊŞŘƛǎǇƻǎƛǘƛƻƴǎ ƎŜǊƳƛƴŀƭŜǎ ǘŜƭles que des mutations type perte de 

ŦƻƴŎǘƛƻƴ ƻǳ ŘŜǎ ŘŞƭŞǘƛƻƴǎ ŘŜ ¢tроΣ ƭŀ ǎǳǊŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ !wL5р.Σ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ D!¢!о Řŀƴǎ ƭŜǎ 

cellules progénitrices B; mais aussi la trisomie 21 qui augmentent la prédisposition de développer 

des LLA-B [217-221]. 

 [ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ŎǊŞŜ ǳƴ ŜƴǾƛǊƻƴƴŜƳŜƴǘ ǇǊƻǇƛŎŜ Ł ƭΩŀŎŎǳƳǳƭŀǘƛƻƴ ŘΩƛƴǎǘŀōƛƭƛǘŞǎ 

génomiques, entraînant ƭΩŞƳŜǊƎŜƴŎŜ ŘŜ ǎƻǳǎ-clones résistants aux thérapies conventionnelles et 

conduisant à l'hétérogénéité de la maladie [190].  

1.5.4 Les cellules souches leucémiques (CSL) au sein des leucémies 

lymphoblastiques (LLA) 

Les cellules souches leucémiques (CSL), au sommet de l'hématopoïèse leucémique, sont des 

cellules multipotentes capables d'autorenouvellement et définies par leur capacité à initier et 

maintenir la leucémie chez un patient receveur xénogreffé. Les CSLs possèdent des propriétés 
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d'adaptation au micro-environnement tumoral, de résistance au stress mitochondrial et leurs 

quiescences en font des cibles thérapeutiques difficiles. Elles sont souvent responsables des 

rechutes post-traitement anti-leucémique.  

Il existe de nombreux marqueurs qui permettent de caractériser les CSLs, mais de nombreuses 

études sont encore nécessaires pour les définir de façon précise. Toutefois, les CSLs de la leucémie 

myéloïde aiguë (LMA) sont relativement identifiées, mais leur existence au sein de la leucémie 

lymphoblastique aiguë (LLA) est controversée. L'équipe de John Dick a démontré que les cellules 

initiatrices de LMA chez les souris NOD/SCID (NonObese Diabetic/Severe Combined 

ImmunoDeficiency) appartiennent principalement à la population CD34+/CD38-, avec une 

organisation hiérarchique similaire à l'hématopoïèse normale [222]. Aussi, GPR56 a été démontré 

comme un marqueur spécifique des CSLs dans les LMAs [223-225].  

La LLA-B exprime les marqueurs caractéristiques des cellules B normales (CD19, CD20, CD22) et 

présente des réarrangements des gènes d'immunoglobulines confirmant l'origine lymphoïde. Son 

pronostic varie selon les anomalies cytogénétiques : favorable pour l'hyperdiploïdie ou TEL/AML, 

défavorable pour BCR/ABL et MLL.  

Bien que le concept de CSLs soit démontré dans de nombreux organes, son identification dans la 

LLA-B reste complexe en raison d'une hiérarchie cellulaire moins stricte que la LMA et d'une 

origine variable selon les réarrangements génétiques [226]. 

1.5.5 Les traitements mis en place pour lutter contre la leucémie (LLA-B) 

[Ŝ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ǇǊƻǇƻǎŞ ŘŞǇŜƴŘ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩŃƎŜ Řǳ ǇŀǘƛŜƴǘ Ŝǘ Řǳ ǎƻǳǎ-type de LLA 

rencontré. Nous allons nous intéresser dans cette section au sous-type de LLA-B. 

Le traitement principal de la LLA-B dépend de lΩâge du patient lors du diagnostic. En effet, les LLA 

pédiatriques sont surtout traitées avec une combinaison de vincristine, corticostéroïdes, et 

asparaginase [227]. La L-asparaginase joue un rôle essentiel dans le traitement en dégradant 

l'asparagine circulante nécessaire à la prolifération des cellules leucémiques. Contrairement aux 

cellules saines, les blastes leucémiques ne peuvent pas synthétiser cet acide aminé. Cette 

déplétion en asparagine sérique interrompt la synthèse protéique et provoque l'apoptose des 
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cellules cancéreuses. Les protocoles thérapeutiques intègrent également des anthracyclines, du 

méthotrexate et de la cytarabine. Les dosages de ces médicaments sont ajustés selon la phase du 

traitement et les facteurs de risque individuels. Le traitement des adolescents et des jeunes 

adultes est la chimiothérapie en régime hyper-CVAD [228] . Ce protocole combine quatre 

molécules bloquant différentes phases du cycle cellulaire : le cyclophosphamide, la vincristine, la 

doxorubicine et la dexaméthasone. La vincristine fait partie de la famille des alcaloïdes et permet 

de bloquer les microtubules pendant la phase de mitose. Ce blocage va empêcher la séparation 

des chromosomes adéquate et donc induire une forte toxicité pour les cellules en division [229]. 

La doxorubicine, qui fait partie de la famille des anthracyclines, permet le blocage de la réplication 

ŘŜ ƭΩ!5b Ŝǘ ŘŜ ƭŀ ǘǊŀƴǎŎǊƛǇǘƛƻƴ [230]. La dexaméthasone est un glucocorticoïde qui provoque des 

effets anti-ƛƴŦƭŀƳƳŀǘƻƛǊŜǎ Ŝǘ ƛƳƳǳƴƻǎǳǇǇǊŜǎǎŜǳǊǎ Ŝǘ ƛƴŘǳƛǘ ƭΩŀǇƻǇǘƻǎŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭȅƳǇƘƻƠŘŜǎΦ 

Cette molécule est essentielle dans le traitement des LLA [231]. Enfin le cyclophosphamide est un 

agent alkylant qui permet le blocage de la réplication [232].  

[ŀ ŎƘƛƳƛƻǘƘŞǊŀǇƛŜ ŎƻƳǇǊŜƴŘ ǘǊƻƛǎ ǇƘŀǎŜǎ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ ƭΩƛƴŘǳŎǘƛƻƴΣ ƭŀ ŎƻƴǎƻƭƛŘŀǘƛƻƴ Ŝǘ ƭΩŜƴǘǊŜǘƛŜƴΦ [ŀ 

ǇƘŀǎŜ ŘΩƛƴŘǳŎǘƛƻƴ ǾƛǎŜ Ł ŘŞǘǊǳƛǊŜ ƭŀ ƳŀƧƻǊƛǘŞ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎΦ [ŀ ǇƘŀǎŜ ŘŜ ŎƻƴǎƻƭƛŘŀǘƛƻƴ 

ǇŜǊƳŜǘ ŘΩŞƭƛƳƛƴŜǊ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ ǊŞǎƛŘǳŜƭƭŜǎ ǇŜƴdant la rémission, puis la phase 

ŘΩŜƴǘǊŜǘƛŜƴ ǇŜǊƳŜǘ ŘŜ ǇǊŞǾŜƴƛǊ ƭΩŀǇǇŀǊƛǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ŞǾŜƴǘǳŜƭƭŜ ǊŜŎƘǳǘŜΦ  

Contrairement à la LLA pédiatrique, qui peut être guérie dans plus de 90 % des cas, la LLA de 

ƭϥŀŘǳƭǘŜ ŀΣ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛ ŜƴŎƻǊŜΣ ǳƴ ǇǊƻƴƻǎǘƛŎ ǎƻƳōǊŜΣ ŘŜǎ ƻǇǘƛƻƴǎ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜǎ ƭƛƳƛǘŞŜǎ Ŝǘ ŘŜǎ 

taux de guérison inférieurs à 40 % [233], en raison d'une maladie plus agressive et d'une toxicité 

accrue de la chimiothérapie. En effet, cette dernière affectant toutes les cellules à prolifération 

rapide (saines et tumorales), entraîne des toxicités multiples : au niveau de la moelle osseuse 

(entraînant une immunosuppression et des risques d'infections), du tractus gastro-intestinal 

(provoquant nausées, vomissements et diarrhées), des follicules pileux (provoquant l'alopécie), 

ainsi que des organes vitaux comme lŜ ŎǆǳǊΣ ƭŜǎ ǇƻǳƳƻƴǎ Ŝǘ ƭŜǎ ǊŜƛƴǎ, pouvant causer des 

dysfonctionnements à long terme [234]. Des alternatives thérapeutiques existent, comme les 

inhibiteurs de tyrosine kinase [235] et les anticorps ciblant les antigènes tumoraux [236], 

utilisables seuls ou en combinaison avec une chimiothérapie.  
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En cas de rechute ou de maladie résiduelle, la greffe de cellules souches allogéniques provenant 

ŘΩǳƴ ŘƻƴƴŜǳǊ ŀǇǇŀǊŜƴǘŞ ƻǳ ƴƻƴΣ ŎƻƴǎǘƛǘǳŜ ǳƴŜ ƻǇǘƛƻƴ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ ƳŀƧŜǳǊŜΦ 9ƭƭŜ Ŝǎǘ ŜŦŦŜŎǘǳŞŜ 

Ł ƭŀ ǎǳƛǘŜ ŘΩǳƴ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŘŜ ŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ŀŦƛƴ ŘΩŞƭƛƳƛƴŜǊ ǘƻǳǘŜǎ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎƻǳŎƘŜǎ Řǳ 

patient. Son avantage principal réside dans l'effet greffon contre leucémie (GvL), permettant une 

nouvelle pression immunitaire sur les cellules leucémiques [237]. Cependant, 

ƭΩƛƳƳǳƴƻǎǳǇǇǊŜǎǎƛƻƴ ŜƴǘǊŀƞƴŜ ŘŜ ƴƻƳōǊŜǳǎŜǎ ŎƻƳǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎΦ /ŜǘǘŜ ǇŀǊǘƛŜ ǎŜǊŀ ŘŞŎǊƛǘŜ Řŀƴǎ ƭŀ 

section 1.7.4.  

De nouvelles approches d'immunothérapie, comme les récepteurs antigéniques chimériques 

(CARs) anti-CD19 [238] et leurs combinaisons avec des anticorps bloquants [239], sont en 

développement clinique pour la LLA-B. Nous reparlerons en détail de la thérapie CAR avec ses 

avantages et ses inconvénients dans la section 1.6.2. 

Malheureusement, la leucémie LLA-B est associée à des risques très élevés de rechute (10-20%) 

[240]. Ces rechutes sont principalement dues aux résistances et aux adaptations des cellules 

tumorales face au système immunitaire. 

1.6 [ΩƛƳƳǳƴƻǘƘŞǊŀǇƛŜ Ŝǘ ƭŜǎ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ ǘƘŞǊŀǇƛŜǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎ  

[ΩƛƳƳǳƴƻǘƘŞǊŀǇƛŜ Ŝǘ ƭŜǎ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ ǘƘŞǊŀǇƛŜǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎ ƻƴǘ ǊŞǾƻƭǳǘƛƻƴƴŞ ƭŀ ǇǊƛǎŜ Ŝƴ ŎƘŀǊƎŜ ŘŜǎ 

ǇŀǘƛŜƴǘǎ ŀǘǘŜƛƴǘǎ ŘŜ ŎŀƴŎŜǊǎ ƘŞƳŀǘƻƭƻƎƛǉǳŜǎΦ [ΩƛƳƳǳƴƻǘƘŞǊŀǇƛŜ ŎƻƴǎƛǎǘŜ Ł ōƻǳƭŜǾŜǊǎŜǊ 

ōǊǳǘŀƭŜƳŜƴǘ ƭΩŜƴǾƛǊƻƴƴŜƳŜƴǘ ǘǳƳƻǊŀƭΣ ŀŦƛƴ ŘŜ ƴŜ Ǉŀǎ ƭŀƛǎǎŜǊ ŀǳ ŎŀƴŎŜǊ ƭŀ ǇƻǎǎƛōƛƭƛǘŞ ŘŜ ǎΩŀŘŀǇǘŜǊ 

Ŝǘ ŘΩŞŎƘŀǇǇŜǊ ŀǳ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜΦ Les ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ŀǇǇǊƻŎƘŜǎ ŘΩƛƳƳǳƴƻǘƘŞǊŀǇƛŜ ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ 

de lutter contre les hémopathies malignes des cellules B se classent en deux grandes catégories, 

dépendamment de la nécessité ƻǳ ƴƻƴ ŘΩŀŎǘƛǾŜr le système immunitaire du patient [241].   

Il existe les immunothérapies dites « passives » ǉǳƛ ƛƳǇƭƛǉǳŜƴǘ ƭΩŀŘƳƛƴƛǎǘǊŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴ ŎƻƳǇƻǎŞ 

immunitaire exogène, ciblant directement les cellules cancéreuses, sans activer le système 

immunitaire du patient. Elles peuvent être réparties en deux catégories principales : les anticorps 

thérapeutiques (monoclonaux anti-CD19 ou anti-CD20, conjugués et bispécifiques) et les 

thérapies cellulaires adoptives (CARs, NK modifiées, et « TCR-engineered T cells »). Cette dernière 

approche, capable de cibler des antigènes de surface ainsi que des antigènes intracellulaires, est 



71 
 

en essai clinique pour divers cancers, notamment avec NY-ESO-1 dans le mélanome [242] et WT1 

dans la LMA [243].  

Ensuite, il existe les immunothérapies dites « actives » qui dépendent intrinsèquement du 

système immunitaire du patient et qui visent à stimuler le système immunitaire du patient contre 

les cellules tumorales via différentes approches : vaccins thérapeutiques [244]; les cytokines 

recombinantes (IFN-ʰΣ L[-2) [245, 246]; les immunomodulateurs [247]; et les inhibiteurs de points 

de contrôle immunitaire (anti-PD-1, anti-CTLA-4) [248, 249]. Dans le contexte de la LLA-B, nous 

nous concentrerons sur les anticorps bispécifiques et les CARs, que nous aborderons dans les 

sections suivantes (sections 1.6.1 et 1.6.2).  

1.6.1 Les anticorps bispécifiques  

Ce sont des molécules d'anticorps génétiquement modifiées pour reconnaître simultanément 

deux antigènes différents. Ils permettent de recréer une synapse immunologique entre 

lymphocytes T et cellules tumorales B pour déclencher une réponse cytotoxique (granzymes, 

perforines). Ce type de thérapie est applicable aux leucémies et aux lymphomes non-hodgkiniens 

(LNH). Les LNH constituent un groupe hétérogène de cancers du système lymphatique (issus de 

LB, LT ou NK), et se distinguent du lymphome de Hodgkin par l'absence de cellules de Reed-

Sternberg. Pouvant affecter ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ tissus lymphoïdes, les LNH se manifestent 

généralement par une croissance anormale des ganglions lymphatiques et présentent une grande 

variabilité en termes d'agressivité, de présentation clinique et de réponse au traitement, allant 

de formes indolentes à très agressives [250].  

Les anticorps bispécifiques utilisés actuellement en clinique sont le blinatumomab pour la LLA-B 

réfractaire (anti-CD3 et anti-CD19) [251] et la mosunetuzumab pour les lymphomes non-

hodgkiniens (anti-CD3 et anti-CD20) [252].  

bƻǳǎ ƴŜ ǇǊŞǎŜƴǘŜǊƻƴǎ Ǉŀǎ Ŝƴ ŘŞǘŀƛƭ ƭŜǎ ŀǳǘǊŜǎ ŀȄŜǎ ŘŜ ƭΩƛƳƳǳƴƻǘƘŞǊŀǇƛŜ Ŝǘ ƴƻǳǎ ŎƻƴŎŜƴǘǊŜǊƻƴǎ 

notre travail sur les CARs. 
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1.6.2 [Ŝǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ŘΩŀƴǘƛƎŝƴŜǎ ŎƘƛƳŞǊƛǉǳŜǎ ό/!ws) 

[Ŝǎ /!wǎ Ŧƻƴǘ ǇŀǊǘƛŜ ŘŜ ƭŀ ƴƻǳǾŜƭƭŜ ŝǊŜ ŘŜ ƭΩƛƳƳǳƴƻǘƘŞǊŀǇƛŜ ŎƻƴǘǊŜ ƭŜ ŎŀƴŎŜǊΦ Ces protéines 

synthétiques, exprimées principalement dans les lymphocytes T, permettent une reconnaissance 

spécifique des cellules tumorales indépendantes du CMH, contournant ainsi un mécanisme 

majeur d'échappement tumoral. La thérapie CAR a effectivement montré une efficacité 

remarquable dans le traitement de la leucémie réfractaire LLA en ciblant principalement les 

cellules B CD19+ et les lymphomes non hodgkiniens. Cette nouvelle thérapie génique a 

énormément évolué depuis les dernières décennies, tant sur la structure du CAR que sur les 

domaines de co-ǎǘƛƳǳƭŀǘƛƻƴ ǉǳƛ ƭŜ ŎƻƳǇƻǎŜΣ ŀŦƛƴ ŘΩƻǇǘƛƳƛǎŜǊ ƭŀ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ [253]. 

1.6.2.1 La structure des CARs  

Les CARs sont des récepteurs synthétiques exprimés à la surface des lymphocytes T modifiés et 

conçus pour reconnaître spécifiquement des antigènes tumoraux. Ils combinent la spécificité d'un 

anticorps avec la capacité d'activation et de signalisation d'un récepteur des cellules T. Ils sont 

composés de plusieurs domaines fonctionnels Υ ǳƴ ŘƻƳŀƛƴŜ ŜȄǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ŘŞǊƛǾŞ ŘΩǳƴ ŦǊŀƎƳŜƴǘ 

variable à chaîne unique (scFv) d'anticorps, qui assure la reconnaissance spécifique de l'antigène 

tumoral; une région charnière qui confère une flexibilité structurelle au récepteur et relie le 

domaine de reconnaissance à la région transmembranaire; une région transmembranaire 

permettant l'ancrage du CAR dans la membrane plasmique des lymphocytes T; un domaine 

intracellulaire qui comprend une région de co-stimulation, la plupart du temps composé de CD28 

et/ou 4-1BB, qui fournit des signaux de co-stimulation essentiels à l'activation, la prolifération et 

la survie des cellules T; un domaine de signalisation intracellulaire, généralement dérivé de la 

ŎƘŀƞƴŜ /5оʸ Řǳ ¢/wΣ ǉǳƛ Ŝǎǘ ǊŜǎǇƻƴǎŀōƭŜ ŘŜ ƭϥƛƴƛǘƛŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŀǎŎŀŘŜǎ ŘŜ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ƳŜƴŀƴǘ Ł 

l'activation des fonctions effectrices des lymphocytes T [254]Φ [ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ǊŞƎƛƻƴǎ ǎƻƴǘ 

modulables et variables selon le type de récepteur souhaité Ŝǘ ǎǳǊǘƻǳǘ ƭΩantigène ciblé. 

[ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ǊŞƎƛƻƴǎ ŘŜǎ /!ws sera développé dans les sections ci-dessous et visible dans la 

Figure 11.  
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Figure 11 Structure ǎŎƘŞƳŀǘƛǉǳŜ ŘΩǳƴ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ ŘΩŀƴǘƛƎŝƴŜ ŎƘƛƳŞǊƛǉǳŜ ό/AR) 

Les CARs sont composés de quatre parties : le domaine extracellulaire composé du scFv, la région 

charnière, le domaine TM, et le domaine intracellulaire composé de molécules de co-stimulations 

Ŝǘ ŘŜ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ /5оʸΦ LƳŀƎŜ ƳƻŘƛŦƛŞe et reproduite avec la permission de Blood review (Saar Gill, 

Marcela V. Maus, David L. Porter,Chimeric antigen receptor T cell therapy: 25years in the making, 

Blood Reviews, , https://doi.org/10.1016/j.blre.2015.10.003 ). 

https://doi.org/10.1016/j.blre.2015.10.003


74 
 

1.6.2.1.1 Le domaine extracellulaire et le scFv 

[ŀ ǇƻǊǘƛƻƴ ŜȄǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ŝǎǘ ŎƻƳǇƻǎŞŜ ŘΩǳƴŜ ŀǎǎƻŎƛŀǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ ǳƴŜ ŎƘŀƞƴŜ ǾŀǊƛŀōƭŜ ƭƻǳǊŘŜ όǾIύ 

Ŝǘ ǳƴŜ ŎƘŀƞƴŜ ǾŀǊƛŀōƭŜ ƭŞƎŝǊŜ όǾ[ύ ŘΩŀƴǘƛŎƻǊǇǎ [255]. Ces deux chaînes variables sont liées par un 

« linker » peptidique qui peut avoir une taille variable (15-20 acides aminés). La longueur et la 

flexibilité du « linker » influencent ƎǊŀƴŘŜƳŜƴǘ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ Ŝǘ ƭŀ ŦƻƴŎǘƛƻƴ ŘŜǎ /!ws  [256]. Les 

ŘŜǳȄ ŎƘŀƞƴŜǎ ǾŀǊƛŀōƭŜǎ Ŝǘ ƭŜ ζ ƭƛƴƪŜǊ η ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ ƭŀ ŦƻǊƳŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ŎƘŀƞƴŜ ǎƛƳǇƭŜ ŘŜ ŦǊŀƎƳŜƴǘ 

ǾŀǊƛŀōƭŜ όǎŎCǾύ Ŝǘ ƭŜ ƳŀƛƴǘƛŜƴ ŘŜ ƭŀ ǎǘǊǳŎǘǳǊŜ ǘǊƛŘƛƳŜƴǎƛƻƴƴŜƭƭŜ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ Ł ƭŀ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŘΩǳƴ 

antigène tumoral de surface.  

[ΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ /!w ǊŜǇƻǎŜ ǎǳǊ ƭŜ ŎƘƻƛȄ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ ŀǾŜŎ ǳƴ ŎƻƴŎŜǇǘ ŎƭŞ : il doit être suffisamment 

accessible à la surface des cellules tumorales pour une bonne reconnaissance par le CAR, mais 

absente Ł ƭŀ ǎǳǊŦŀŎŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎŀƛƴŜǎΦ aŀƭƘŜǳǊŜǳǎŜƳŜƴǘΣ ŎŜǘǘŜ ōŀƭŀƴŎŜ ƻǇǘƛƳŀƭŜ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ 

toujours facile à obtenir en pratique. Cette limite sera abordée plus tard dans la section 1.6.2.3.2. 

1.6.2.1.2 Le domaine charnière et le domaine transmembranaire  

Le domaine charnière et le domaine TM sont relativement peu développés en comparaison au 

domaine extracellulaire et intracellulaire des CARs. Ils ont des fonctions communes sur la stabilité 

Ŝǘ ƭΩŀƴŎǊŀƎŜ ŘŜǎ /!wǎ Ł ƭŀ ƳŜƳōǊŀƴŜ ǇƭŀǎƳƛǉǳŜ Ŝǘ ǎǳǊ ƭŀ ŎŀǇŀŎƛǘŞ Ł amorcer un relais efficace 

ŜƴǘǊŜ ƭŀ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ Ŝǘ ƭŀ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ƛƴǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ [257].  

La région charnière ou « hinge » relie le scFv au domaine TM. Ce domaine assure une flexibilité 

structurelle optimisant l'interaction avec l'antigène tout en modulant l'intensité et la qualité du 

signal d'activation. Le domaine charnière influence également la formation de la synapse 

immunologique entre la cellule T-CAR et sa cible. La région charnière est souvent composée de 

ǎŜƎƳŜƴǘǎ ǇǊƻǘŞƛǉǳŜǎ ŘŞǊƛǾŞǎ ŘΩǳƴŜ ƳƻƭŞŎǳƭŜ ŎƻƳƳŜ /5уʰΣ /5ну ƻǳ ŜƴŎƻǊŜ ŘŜ ǊŞƎƛƻƴǎ ŎƘŀǊƴƛŝǊŜ 

ŘΩƛƳƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴŜǎ όLƎDпύ [258]Φ [Ŝ ŎƘƻƛȄ ŘŜ ƭŀ ǊŞƎƛƻƴ ŎƘŀǊƴƛŝǊŜ Ŝǎǘ ŘŞǇŜƴŘŀƴǘ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ 

ciblé ainsi que de sa localisation sur la cellule cible. Le domaine charnière dérivé de la molécule 

/5уʰ Ŝǎǘ ǎƻǳǾŜƴǘ ǇǊƛǾƛƭŞƎƛŞ ǇƻǳǊ ƭŜǎ /!ws anti-CD19 en raison de sa flexibilité optimale, de sa 

stabilité et de son efficacité clinique prouvée [255]. Cette charnière offre un équilibre idéal entre 

la flexibilité nécessaire pour l'engagement efficace du scFv avec le CD19, une molécule proche de 



75 
 

la membrane cellulaire, et la stabilité structurelle du CAR, tout en minimisant les risques 

d'activation indépendante de l'antigène [259].  

[Ŝ ŘƻƳŀƛƴŜ ǘǊŀƴǎƳŜƳōǊŀƴŀƛǊŜ ό¢aύ ǇŜǊƳŜǘ ƭΩŀƴŎǊŀƎŜ Řǳ /!w Řŀƴǎ ƭŀ ƳŜƳōǊŀƴŜ ǇƭŀǎƳƛǉǳŜ ŘŜ ƭŀ 

cellule hôte. Ce domaine est également peu approfondi, mais peut influencer la stabilité du 

récepteur et son orientation spatiale. Il est principalement dérivé des protéines CD4, CD8, CD28 

ou une portion de CD3z [260]Φ [Ŝ ŘƻƳŀƛƴŜ ¢a ƛƴŦƭǳŜƴŎŜ ƭŜ ǎŜǳƛƭ ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ /!ws en 

modulant plus ou moins sa proximité aux autres récepteurs et molécules accessoires.  

[ΩŀǎǎƻŎƛŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǊŞƎƛƻƴ ŎƘŀǊƴƛŝǊŜ Ŝǘ Řǳ ŘƻƳŀƛƴŜ ¢a Ŝǎǘ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜ Ł ǇǊŜƴŘǊŜ Ŝƴ ŎƻƳǇǘŜ ƭƻǊǎ 

de la conception des différents CARs ǇǳƛǎǉǳΩŜƭƭŜ ǇŜǳǘ ŀǾƻƛǊ ǳƴ ƛƳǇŀŎǘ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛŦ ǎǳǊ ƭΩŀǾƛŘƛǘŞ Řǳ 

récepteur vis-à-vis de la cible et sur la performance globale de signalisation [258].   

1.6.2.1.3 Le domaine intracellulaire et sa signalisation associée  

La partie extracellulaire des récepteurs chimériques est composée de plusieurs domaines : le 

ŘƻƳŀƛƴŜ ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ǇǊƛƳŀƛǊŜ Ŝǘ ƭŜ ƻǳ ƭŜǎ ŘƻƳŀƛƴŜǎ ŘŜ Ŏƻ-stimulation (dépendamment de la 

génération du CAR étudié).  En effet, selon la génération des CARs considérée, le nombre de 

domaines de signalisation dans la partie intracellulaire sera différent. Nous allons développer ici 

la partie intracellulaire des CARs de 2-3ème ƎŞƴŞǊŀǘƛƻƴ ŀŦƛƴ ŘΩŞǾƻǉǳŜǊ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ŘƻƳŀƛƴŜǎ 

de co-stimulation possibles. [ΩƻǊƛƎƛƴŜ ŘŜǎ CARs et le développement des différentes générations 

de CAR seront évoqués dans la partie suivante. 

9ƴ ǇǊŜƳƛŜǊ ƭƛŜǳΣ ƭŜ ŘƻƳŀƛƴŜ ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ǇǊƛƳŀƛǊŜ ǉǳƛ Ŝǎǘ ƭŀ ŎƘŀƞƴŜ /5о z du TCR. Ce domaine est 

le plus éloigné de la région TM. Il contient 3 motifs ITAMs qui sont phosphorylés par les kinases 

Lck et Fyn pour induire le recrutement de ZAP-тлΣ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ Ł ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ [261]. Le 

CAR de 1ère génération avait seulement cette chaîne pour induire une réponse cellulaire. 

Contrairement au TCR naturel qui utilise 10 motifs ITAMs répartis sur ces différentes chaînes CD3 

όʵκʶΣ ʴκʶ Ŝǘ ʸκʸύ [63]Σ ƭŜǎ /!wǎ ƴŜ ŎƻƴǘƛŜƴƴŜƴǘ ǉǳŜ о L¢!aǎ ǎǳǊ ǳƴŜ ǳƴƛǉǳŜ ŎƘŀƞƴŜ /5оʸΦ /ŜǘǘŜ 

dernière, bien que fournissant le plus grand nombre d'ITAMs parmi les chaînes CD3 individuelles, 

nécessite l'ajout de domaines de co-stimulation pour compenser cette différence d'intensité de 

signal [260, 262]. 
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Les domaines de co-stimulation sont ajoutés en proximal de la région TM. Ils concernent 

uniquement les CARs de 2-3ème générations. La majorité des molécules utilisées en domaine de 

co-stimulation sont :  le CD28, le CD137 (4-1BB), le CD134 (OX40) et le CD278 (ICOS : Inducible T-

cell COStimulator) [260, 263-266]Φ Lƭǎ ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŜǊ Ŝǘ ŘŜ ƳƻŘǳƭŜǊ ƭŜ ǎƛƎƴŀƭ ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ 

ǇƻǳǊ ƻōǘŜƴƛǊ ǳƴŜ ǊŞǇƻƴǎŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ŎƻƳǇƭŝǘŜΦ [ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ŘƻƳŀƛƴŜǎ ŘŜ Ŏƻ-stimulation ont 

des fonctions cellulaires spécifiques. CD28 favorise la production IL-н Ŝǘ ǇŜǊƳŜǘ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭŀ 

lyse des cellules cibles [267]. CD137 améliore la fonction métabolique et la survie cellulaire [265, 

268]Φ /5моп ŦŀǾƻǊƛǎŜ ƭŀ ǎǳǊǾƛŜ Ŝǘ ƭΩŜȄǇŀƴǎƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ [264, 269] ou encore CD278 joue un 

rôle crucial dans la différenciation des cellules T et la persistance des cellules CD4+ [270-272].  

1.6.2.2 Origine historique du développement des CARs  

[ΩŝǊŜ ŘŜǎ /!wǎ ŀ ŎƻƳƳŜƴŎŞ ŀǳ ŘŞōǳǘ ŘŜǎ ŀƴƴŞŜǎ мффлΦ [Ŝ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭ ŜƴƧŜǳ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ǎǘǊŀǘŞƎƛŜ Ŝǎǘ 

ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ǳƴ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ ŎƘƛƳŞǊƛǉǳŜ ŎŀǇŀōƭŜ ŘŜ ǎƛƎƴŀƭŜǊ ŀǳǎǎƛ ōƛŜƴ ǉǳŜ ƭŜ ¢/w ŜƴŘƻƎŝƴŜ Ŝǘ ŘŜ 

reconnaître des antigènes à la surface des cellules cibles indépendamment du CMH, pour 

ŎƻƴǘƻǳǊƴŜǊ ƭŜ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ ƳŀƧŜǳǊ ŘΩŞŎƘŀǇǇŜƳŜƴǘ ǘǳƳƻǊŀƭΦ  

En 1989, Eshhar a établi le concept de récepteur chimérique en démontrant qu'un fragment 

ǾŀǊƛŀōƭŜ Ł ŎƘŀƞƴŜ ǳƴƛǉǳŜ όǎŎCǾύΣ ǊŜƳǇƭŀœŀƴǘ ƭŜǎ ŘƻƳŀƛƴŜǎ ǾŀǊƛŀōƭŜǎ Řǳ ¢/w ό±ʰ Ŝǘ ±ʲύ Ŝǘ ŦǳǎƛƻƴƴŞ 

ŀǳȄ ŎƘŀƞƴŜǎ ʰ Ŝǘ ʲ Řǳ ¢/wΣ ǇŜǊƳŜǘǘŀƛǘ ǳƴŜ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŀƴǘƛƎŞƴƛǉǳŜ Ŝǘ ǳƴŜ ǊŞǇonse cellulaire 

efficace (sécrétion d'IL-2 et lyse cellulaire) indépendamment du CMH-I [273, 274]. En 1991, Irving 

et Weiss ont créé le premier récepteur chimérique activateur (CAR) en fusionnant le domaine 

ŜȄǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ŘŜ /5уʰ όǊŞŎŜǇǘŜǳǊ ǘǊŀƴǎƳŜƳōǊŀƴŀƛǊŜ ŘŜ ǘȅǇŜ Lύ ŀǾŜŎ ƭŜ ŘƻƳŀƛƴŜ ƛƴǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ 

ŘŜ /5оʸΦ /ŜǘǘŜ ŎƻƴǎǘǊǳŎǘƛƻƴΣ ǘŜǎǘŞŜ Řŀƴǎ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ WǳǊƪŀǘΣ ŀ ŘŞƳƻƴǘǊŞ ƭŜ ǊƾƭŜ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭ ŘŜǎ 

motifs ITAM dans l'activation des lymphocytes T [274].  

Par la suite, Eshhar en 1993, a développé le premier CAR fonctionnel de 1ère génération qui 

démontre une cytolyseΦ Lƭ Ŝǎǘ ŎƻƳǇƻǎŞ ŘΩǳƴ ǎŎCǾ ǉǳƛ ǊŜŎƻƴƴŀƞǘ ƭŜǎ ŀƴǘƛƎŝƴŜǎ ŎƛōƭŜǎ ǊŜƭƛŞǎ ǇŀǊ ǳƴŜ 

ŎƘŀǊƴƛŝǊŜ Ŝǘ ŘΩǳƴ ŘƻƳŀƛƴŜ ¢a ƭƛŞ ŀǳ ŘƻƳŀƛƴŜ ƛƴǘǊŀŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ /5о ʸ [275]. Néanmoins, cette 

première génération dévoilait des défauts en matière de prolifération et une cytotoxicité limitée, 

entraînant ǳƴŜ ŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ƛƴǎŀǘƛǎŦŀƛǎŀƴǘŜ Ŝƴ ŎƭƛƴƛǉǳŜΦ /ΩŜǎǘ ǇƻǳǊ ŎŜǘǘŜ Ǌŀƛǎƻƴ ǉǳŜ ŘŜ ƴƻƳōǊŜǳȄ 

chercheurs se sont donc intéressés aux domaines de co-stimulation (CD28 et/ou 4-1BB) pour les 
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ajouter dans le domaine intracellulaire, en plus de la chaîne CD3 .y Les travaux de Finney en 1998, 

ont Ƴƛǎ Ŝƴ ŞǾƛŘŜƴŎŜ ǉǳΩǳƴ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ ŎƘƛƳŞǊƛǉǳŜ Ł Ƴǳƭǘƛ-domaines était capable de fournir une 

meilleure signalisation (signalisation primaire et co-stimulation). Ces résultats ont été confirmés 

dans différents types cellulaires dans un contexte in vitro et in vivo [267, 268, 276]. Ces 

modifications ont donc permis la création des CARs de 2e et 3e génération (un domaine ou deux 

domaines de co-stimulation respectivement), dont la structure est visible à la Figure 12 [277, 

278]. En 2002, le travail de Maher a démontré le 1er CAR dimérique fusionnant les domaines de 

ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ /5ну Ŝǘ /5оʸ ŀŦƛƴ ŘϥŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŜƳŜƴǘ ƭŜǎ ŦƻƴŎǘƛƻƴǎ ŎȅǘƻǘƻȄƛǉǳŜǎ Ŝǘ ƭŀ 

prolifération des lymphocytes T [267]. Finney et al.,(2004) ont montré qu'un CAR dimérique à 

deux signaux de co-stimulation (CD28 et 4-1BB) pouvait également augmenter la prolifération et 

la survie des cellules T [279].  

[ΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǎǘǊǳŎǘǳǊŜ ŘŜǎ /!ws ŀ ǇŜǊƳƛǎ ŘΩŀǳƎƳŜƴǘŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘŜ ƭŀ ŎȅǘƻǘƻȄƛŎƛǘŞ ƳƛǎŜ 

en place par les CARsΣ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭŀ ǇǊƻƭƛŦŞǊŀǘƛƻƴ Ŝǘ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ ŘŜ ŎȅǘƻƪƛƴŜǎ Ł ƭŀ ǎǳƛǘŜ ŘŜ ƭŀ 

ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ ŎƛōƭŜ [280-282]Φ [ŀ C5! ŀ ŀǇǇǊƻǳǾŞ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ Ŝƴ ŎƭƛƴƛǉǳŜ ŘŜ ǉǳŀǘǊŜ 

CAR anti-CD19 contre les leucémies LLA-B et les LNH [283-286]. Diverses approches 

d'optimisation ont été explorées, notamment les premières tentatives de modularisation des 

domaines de reconnaissance et de signalisation dans deux constructions différentes [287, 288]. 

Ensuite, il existe les CARs de 4e et 5e génération qui ont été développés à partir de la structure 

des CARs de 2e ƎŞƴŞǊŀǘƛƻƴΦ 9ƴ ŜŦŦŜǘΣ ƛƭǎ ǎƻƴǘ ŎƻƴǎǘƛǘǳŞǎ ŘΩǳƴ ŘƻƳŀƛƴŜ ŘŜ Ŏƻ-stimulation et de la 

chaîne CD3 ,y mais ils contiennent aussi un domaine codant pour une cytokine ou une autre 

molécule effectrice. Les CARs de 4e génération sont appelés CAR-T armés ou « TRUCKS » [289]. Ils 

ǎƻƴǘ ŎƻƳǇƻǎŞǎ ŘΩǳƴ ŘƻƳŀƛƴŜ ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ ƭŀ ǎŞŎǊŞǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ŎȅǘƻƪƛƴŜ ŜŦŦŜŎǘǊƛŎŜΦ /ŜǘǘŜ ƳƻƭŞŎǳƭŜ 

va ǎǘƛƳǳƭŜǊ ƭΩƛƳƳǳƴƛǘŞ ŀƴǘƛ-tumorale locale et modifier le micro-environnement. On peut citer 

par exemple, le CAR-T IL-мнΣ ǉǳƛ ǇŜǊƳŜǘ ƭŀ ǎŞŎǊŞǘƛƻƴ ŘΩL[-12 pour activer les cellules NK et les 

cellules T [290-292] ou encore le CAR IL-18 qui permet la différenciation des cellules T CD4 en Th1 

Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ bY [293]. 

 Les CARs de 5e génération sont également élaborés sur la structure des CAR-T de 2e génération. 

Cependant, un domaine de signalisation intracellulaire supplémentaire a été ajouté, qui dérive 

ƎŞƴŞǊŀƭŜƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ ŘŜ ŎȅǘƻƪƛƴŜΦ /ŜǘǘŜ ŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ǎǳǇǇƭŞƳŜƴǘŀƛǊŜ ǇŜǊƳŜǘ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ 
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la prolifération, la survie, mais aussi de moduler la différenciation des cellules CAR-T. Un exemple 

de CAR de 5e génération est le CAR-T avec IL-нwʲ ŎƻƳƳŜ ŘƻƳŀƛƴŜ ŘŜ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴΦ Lƭ ǇŜǊƳŜǘ 

ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǾƻƛŜ W!Yκ{¢!¢ ǉǳƛ ƛƴŘǳƛǘ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ ŘΩL[-2,  favorisant ainsi la prolifération et 

la persistance des CAR-T [294]. Ces nouvelles générations de CAR-T sont prometteuses 

principalement pour traiter les tumeurs solides qui restent un défi majeur pour les CAR-T 

conventionnels [295]. Cependant, des études approfondies sont nécessaires pour valider 

ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Ŝǘ ƭΩƛƴƴƻŎǳƛǘŞ ŘŜ ŎŜǎ /!w-T par rapport à ceux des générations précédentes.  

 

Figure 12 Représentation ŘŜ ƭΩŞǾƻƭǳǘƛƻƴ des différentes générations de CARs  

aƛǎŜ Ŝƴ ŞǾƛŘŜƴŎŜ ŘŜ ƭΩŞǾƻƭǳǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀǊŎƘƛǘŜŎǘǳǊŜ ŘŜǎ /!ws. Cette évolution est principalement 

amorcée par la modification du domaine intracellulaire des CARsΣ ŀǾŜŎ ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ŘƻƳŀƛƴŜ ŘŜ 

signalisation telle que de nouvelles molécules de co-stimulation (4-1BB, CD28) ou des domaines 

de sécrétions de cytokines (IL-12, IL-18, IL-2). Image reproduite avec la permission de Nature, 

Cellular and Molecular Immunology (Peng, L., Sferruzza, G., Yang, L., Zhou, L., Chen, S., 2024. CAR-

T and CAR-NK as cellular cancer immunotherapy for solid tumors. Cellular & Molecular 

Immunology.. https://doi.org/10.1038/s41423-024-01207-0.   

 

https://doi.org/10.1038/s41423-024-01207-0
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1.6.2.3 Utilisation des CARs anti-CD19 en clinique  

1.6.2.3.1 Succès des CARs en clinique  

 Un tableau récapitulatif (Tableau 1. ς )  des CARs anti-CD19 utilisés en clinique est visible ci-

dessous.   

 

Tableau 1. ς  Tableau ǊŞŎŀǇƛǘǳƭŀǘƛŦ ŘŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ /!ws anti-CD19 utilisé en clinique.  
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Image reproduite avec la permission de JAMA, Brudno, J.N., Maus, M.V., Hinrichs, C.S., 2024. CAR 

T Cells and T-Cell Therapies for Cancer. JAMA.https://doi.org/10.1001/jama.2024.19462 

 

[ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ /!ws ŀŎǘǳŜƭƭŜƳŜƴǘ ŘƛǎǇƻƴƛōƭŜǎ Ŝƴ ŎƭƛƴƛǉǳŜ ǳǘƛƭƛǎŜƴǘ ƭΩŀǊŎƘƛǘŜŎǘǳǊŜ ŘŜǎ /!ws de 2e 

génération [296]Φ [ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ǘƘŞǊŀǇƛŜǎ ƻƴǘ ǇŜǊƳƛǎ ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ŘŜǎ ǊŞƳƛǎǎƛƻƴǎ ŎƘŜȊ ŘŜ 

ƴƻƳōǊŜǳȄ ǇŀǘƛŜƴǘǎ ŀǘǘŜƛƴǘǎ ŘΩƘŞƳƻǇŀǘƘƛŜǎ ƳŀƭƛƎƴŜǎΦ  

L'avidité fonctionnelle des CAR-T anti-CD19 est déterminante pour leur efficacité contre la LLA-B. 

Ce concept englobe l'affinité du scFv pour CD19, la densité des CARs, la structure des domaines 

intracellulaires, et les interactions avec le micro-environnement tumoral. L'optimisation de 

l'avidité fonctionnelle améliore significativement les performances cliniques des CAR-T. 

Ghorashian et al., ont montré qu'un CAR anti-CD19 de plus faible affinité peut paradoxalement 

augmenter l'expansion et la persistance des CAR-T chez les patients LLA-B [297]. Cette approche 

pourrait réduire l'épuisement cellulaire dû à une stimulation antigénique excessive. La 

modulation de l'expression du CAR influence directement l'avidité fonctionnelle et affecte la 

différenciation et la fonction des CAR-T [298]. Cette découverte souligne l'importance d'une 

calibration précise de l'avidité fonctionnelle. Un équilibre optimal est crucial pour développer des 

CAR-T plus efficaces et persistants contre la LLA-B. 

Toutefois, des améliorations sont à apporter aux thérapies CARs pour obtenir des rémissions 

complètes sans rechute sur le long terme et des progrès sur la toxicité sont nécessaires afin de 

diminuer les effets néfastes et délétères de ces traitements sur les patients.  

1.6.2.3.2 aƛǎŜ Ł ƭΩŞǇǊŜǳǾŜ ŘŜǎ /!ws 

1.6.2.3.2.1 Concept de « on- target, off- tumor » 

[ƻǊǎ ŘŜ ƭΩŞƭŀōƻǊŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴ /!wΣ ǘƻǳǘŜ ǎŞǉǳŜƴŎŜ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴǘ ǳƴŜ ŎƛōƭŜ ǇŜǳǘ şǘǊŜ ǳǘƛƭƛǎŞŜ ǇƻǳǊ 

générer le domaine extracellulaire de reconnaissance antigénique (scFv). Cependant, il doit être 

vérifié que le CAR interagit de façon spécifique, uniquement avec les cellules tumorales et non les 

cellules saines. La mise en pratique de ce critère crucial est délicate. Il a donc émergé un concept 

clé de toxicité « on-target, off-tumor » avec les thérapies CARs. Ce concept repose sur l'expression 

https://doi.org/10.1001/jama.2024.19462
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non exclusive de l'antigène cible qui, bien qu'étant fortement exprimé sur les cellules tumorales, 

est également présent sur certaines cellules saines, conduisant à leur destruction par les  cellules 

T-CAR [255] 

 Il existe de nombreux exemples de ce concept dans la littérature, nous allons seulement en 

présenter deux types avec des degrés de gravité différents. Le premier exemple est le CAR-T anti-

CD19 qui induit une aplasie des cellules B (tumorales et saines), pouvant perdurer pendant 

plusieurs années. {ŀŎƘŀƴǘ ǉǳŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ /5мф ŎŀǊŀŎǘŞǊƛǎŜ ƳŀƧƻǊƛǘŀƛǊŜƳŜƴǘ ƭŀ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜǎ 

ŎŜƭƭǳƭŜǎ .Σ ƭΩƛƴƧŜŎǘƛƻƴ ŘΩƛƳƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴŜǎ ǇŜǊƳŜǘ ŘŜ ŎƻƳōƭŜǊ ƭŀ ǇŜǊǘŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ . ǎŀƛƴŜǎ Ŝǘ ŘŜ 

ƭƛƳƛǘŜǊ ƭΩƘȅǇƻƎŀƳƳŀƎƭƻōǳƭƛƴŞƳƛŜ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ƭŜ ǊƛǎǉǳŜ ŀŎŎǊǳ ŘΩƛƴŦŜŎǘƛƻƴǎ [299]. Le deuxième 

exemple est le CAR anti-CD33 développé pour lutter contre la leucémie myéloïde aiguë (LMA) 

[300]Φ /5оо Ŝǎǘ ǳƴ ŀƴǘƛƎŝƴŜ ǊŜǘǊƻǳǾŞ ǎǳǊ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŘŜ ƭŀ ƭƛƎƴŞŜ 

ƳȅŞƭƻƠŘŜ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ǎǳǊ ƭŜǎ ǇǊƻƎŞƴƛǘŜǳǊǎ ŘŜ ƭΩƘŞƳŀǘƻǇƻƠŝǎŜ [301]. Malgré son efficacité in vitro 

contre les leucémies myéloïdes, le développement de la thérapie CAR anti-/5оо ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ŜƴŎƻǊŜ 

ŀŎƘŜǾŞ ƴƛ ƻǇǘƛƳŀƭΣ ǇǳƛǎǉǳΩƛƭ ǇǊƻǾƻǉǳŜ ǳƴŜ ƳȅŞƭƻǎǳǇǇǊŜǎǎƛƻƴ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŜ Ŝƴ ŎƭƛƴƛǉǳŜ [302].  

Avec ces deux exemples, on comprend que la reconnaissance des cellules cibles, via le scFv, est 

importante, et ǉǳΩƛƭ est nécessaire ŘΩŀǎǎǳǊŜǊ une reconnaissance quasi absolue et spécifique aux 

cellules tumorales afin de limiter les effets délétères chez les patients. 

1.6.2.3.2.2 La toxicité des thérapies utilisant les CARs 

Les premières études cliniques des CARs, ont pu mettre en évidence les effets secondaires 

majeurs tels que le syndrome de relargage cytokinique (CRS) et le syndrome de neurotoxicité 

associés aux cellules effectrices immunitaires (ICANS). Ces deux syndromes ne sont pas exclusifs 

aux thérapies CARs mais plus généralement aux immunothérapies. Ils seront classés en quatre 

grades selon la sévérité engendrée.  

1.6.2.3.2.2.1 Le syndrome de relargage cytokinique (CRS) 

Le CRS est une complication très fréquente et extrêmement grave des thérapies CARs. Il se 

manifeste par une libération massive de cytokines pro-inflammatoires (comme IL-6, IFN-ʴΣ Da-

/{CΣ L[нwʰΣ L[-6R soluble sécrété par les cellules T) principalement due Ł ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŜȄŎŜǎǎƛǾŜ ŘŜǎ 

cellules T et des monocytes/macrophages. Cette sécrétion anormale et persistante induit une 
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inflammation systémique qui produit de nombreux effets indésirables chez les patients. Les 

ǎȅƳǇǘƾƳŜǎ ŀǎǎƻŎƛŞǎ ŀǳ /w{ ǎƻƴǘ ŘŜǎ ǎȅƳǇǘƾƳŜǎ ŎƻƴǎǘƛǘǳǘƛƻƴƴŜƭǎ ǘŜƭǎ ǉǳŜ ƭŀ ŦƛŝǾǊŜΣ ƭΩƘȅǇƻȄŞƳƛŜΣ 

ƭΩƘȅǇƻǘŜƴǎƛƻƴ Ŝǘ Řŀƴǎ ƭŜ Ŏŀǎ ƭŜǎ Ǉƭǳǎ ǎŞǾŝǊŜǎΣ ǳƴ ŘȅǎŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ŘŜs organes. Les traitements 

ǇƻǎǎƛōƭŜǎ ǎƻƴǘ ƭΩŀƴǘŀƎƻƴƛǎǘŜ ǘƻŎƛƭƛȊǳƳŀō όŀƴǘƛψL[-6R) ou les glucocorticoïdes [303]. Il a été 

rapporté une forte corrélation entre la sévérité du CRS et la concentration sérique de cytokines 

pro-inflammatoires (IL-6, IFN-ʴΣ Lƭ-10, gp130 soluble) retrouvées au sein du sérum du patient 

ŀǾŀƴǘ ƻǳ ƭŜǎ ƧƻǳǊǎ ǎǳƛǾŀƴǘǎ ƭΩƛƴƧŜŎǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢-CAR [304]. Cependant cette corrélation 

ŘŞǇŜƴŘ Řǳ /!w ǳǘƛƭƛǎŞ Ŝǘ Řǳ ǘȅǇŜ ŘΩŀƴǘƛƎŝƴŜ ŎƛōƭŞ [305]. Il est désormais bien établi que le CRS 

ǊŞǎǳƭǘŜ ŘΩǳƴ ǊŞǎŜŀǳ ƳǳƭǘƛŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ƛƳǇƭƛǉǳŀƴǘ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢-CAR, mais aussi diverses cellules de 

ƭΩƘƾǘŜΣ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƛǎǎǳŜǎ ŘŜ ƭŀ ƭƛƎƴŞŜ ŘŜǎ ƳƻƴƻŎȅǘŜǎκƳŀŎǊƻǇƘŀƎŜǎ [306-308]. Cette 

interaction complexe entre les cellules CAR-¢ Ŝǘ ƭŜ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ŘŜ ƭΩƘƾǘŜ ŎƻƴǘǊƛōǳŜ Ł 

amplifier la réponse inflammatoire et la sévérité du CRS. 

1.6.2.3.2.2.2 Le syndrome de neurotoxicité associé aux cellules effectrices immunitaires (ICANS)  

Avec le CRS, l'ICANS est la principale complication des thérapies CARs. Les symptômes les plus 

ŎƻǳǊŀƴǘǎ ǎƻƴǘ ƭŀ ŎƻƴŦǳǎƛƻƴ Ŝǘ ƭΩŜƴŎŞǇƘŀƭƻǇŀǘƘƛŜΣ ƭΩŀǇƘŀǎƛŜΣ ƭŀ ŎƻƴǾǳƭǎƛƻƴΣ ƭΩŞǇƛƭŜǇǎƛŜ ƴƻƴ 

convulsive Ŝǘ ƭΩǆŘŝƳŜ ŎŞǊŞōǊŀǳȄ όŘŀƴǎ ƭŜǎ Ŏŀǎ ƭŜǎ Ǉƭǳǎ ǎŞǾŝǊŜǎύΦ [Ŝǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ 

pathophysiologiques de ICANS sont une activation systémique du système immunitaire avec une 

perturbation de la barrière hémato-encéphalique et une infiltration de cytokines pro-

inflammatoires au niveau du système nerveux central (SNC) [304, 309]. Les traitements, pour 

limiter les effets délétères et la mort du patient, sont les corticostéroïdes [310]. Aussi des agents 

stabilisateurs ŘŜ ƭΩŜƴŘƻǘƘŞƭƛǳƳ όŘŜŦƛōǊƻǘƛŘŜύ ǇƻǳǊǊŀƛŜƴǘ ŀǾƻƛǊ ŘŜǎ ŜŦŦŜǘǎ ǇŜǊǘƛƴŜƴǘǎ Řŀƴǎ ƭŀ ǇǊƛǎŜ 

en charge des patients recevant des thérapies CARs [311]. Des études récentes ont mis en 

évidence certains facteurs de risques comme la charge tumorale élevée au moment du début de 

la thérapie, un CRS sévère, Ƴŀƛǎ ŀǳǎǎƛ ƭΩŃƎŜ Řǳ ǇŀǘƛŜƴǘ ǘǊŀƛǘŞ όǊƛǎǉǳŜ ŀŎŎǊǳ ǇƻǳǊ ƭŜǎ Ǉƭǳǎ ƧŜǳƴŜǎ Ŝǘ 

les plus âgés) [312].  
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1.6.2.3.2.3 Résistance et adaptation de la leucémie face au système immunitaire  

1.6.2.3.2.3.1 {ǘǊŀǘŞƎƛŜǎ ŘΩŞŎƘŀǇǇŜƳŜƴǘ ǘǳƳƻǊŀƭ  

Les cellules ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ ǎƻƴǘ ŎŀǇŀōƭŜǎ ŘΩŞŎƘŀǇǇŜǊ ŀǳ ŎƻƴǘǊƾƭŜ ƛƳǇƻǎŞ ǇŀǊ ƭŜ ǎȅǎǘŝƳŜ 

immunitaire. Trois grandes stratégies sont adoptées par les cellules leucémiques pour contourner 

le système immunitaire. En premier lieu, les cellules leucémiques développent différents 

mécanismes d'échappement tels que la modulation des antigènes de surface (voir section 

1.6.2.3.2.3), la résistance à l'apoptose par la surexpression de Bcl-2 ou la régulation négative de 

protéine pro-apoptotique comme BAX [313]. Il peut également se produire des modifications 

génétiques ou épigénétiques affectant ƭΩimmunogénicité des cellules tumorales ou induisant un 

changement de lignée vers un phénotype myéloïde dans la LLA-B [314].  

Les cellules leucémiques modulent également leur micro-environnement tumoral (TME) afin 

ŘΩƛƴƘƛōŜǊ ƭŜ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ Ŝƴ ǎŞŎǊŞǘŀƴǘ ŘŜǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ƛƳƳǳƴƻǎǳǇǇǊŜǎǎŜǳǊǎ όL[-10, TGF-ʲύ 

[315] qui inhibent les cellules effectrices (LT8+, LT4+, NK, macrophages M1) tout en favorisant le 

développement des cellules régulatrices (LTregs) [316, 317]. Le recrutement de cellules 

immunosuppressives telles que les LTregs ou les cellules suppressives dérivées des cellules 

myéloïdes (MDSC) contribue à créer un environnement favorable à la prolifération leucémique 

[318]. Bien que moins prononcée que dans les tumeurs solides, l'hypoxie de la moelle osseuse 

influence le micro-environnement leucémique dans la LLA-B [319]. Les cellules leucémiques 

modifient la matrice extracellulaire (MEC) et créent des niches protectrices qui limitent l'accès 

des cellules immunitaires effectrices [320] et reprogramment les cellules stromales 

mésenchymateuses (CSM) afin de sécréter des facteurs immunosuppresseurs comme 

l'asparaginase, inhibant ainsi la fonction T et favorisant la résistance aux traitements [321]. 

La troisième stratégie d'échappement implique l'épuisement des cellules T par l'expression de 

récepteurs inhibiteurs tels que Programmed cell Death protein-1 (PD-1), Cytotoxic T-Lymphocyte-

Associated protein 4 (CTLA-4), T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3 (TIM-3) et 

Lymphocyte-Activation Gene 3 (LAG-3) [322]Φ [ΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ŎŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ Ł ƭŀ ǎǳǊŦŀŎŜ ŘŜǎ 

ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ ƛƴŘǳƛǘ ǳƴ ǊŀƭŜƴǘƛǎǎŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ Ŝǘ ǳƴŜ ǊŞǎƛǎǘŀƴŎŜ ŀǳȄ 

thérapies. Par exemple, CTLA-4 qui est plus affin pour CD80/86 que CD28, bloque la signalisation 

TCR et recrute SHP-н ŀŦƛƴ ŘΩŜƳǇşŎƘŜǊ ƭŀ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ [323]. Aussi, la sécrétion d'IFN-
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ʴ ƛƴŘǳƛǘ ƭŀ ǎǳǊŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ Programmed cell Death-Ligand 1 (PD-L1) [324], qui devient un 

marqueur de mauvais pronostic dans la LLA [325]. L'altération de la présentation antigénique par 

rétrocontrôle négatif de l'expression du CMH [253] et la perturbation des voies de signalisation 

essentielles (NFAT, NF-ˁ.Σ wŀǎκa!tYύ [326]Φ [ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ǾƻƛŜǎ ǎƻƴǘ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭƭŜǎ ǇƻǳǊ ǳƴŜ 

ŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŀŘŞǉǳŀǘŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ ŘƻƴŎΣ ƭΩŀƭǘŞǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ŎŜƭƭŜǎ-ci pourrait avoir de fortes 

ǊŞǇŜǊŎǳǎǎƛƻƴǎ ǎǳǊ ƭŀ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ Ŝǘ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎΦ  

1.6.2.3.2.3.2 [Ŝ ŎƻƴŎŜǇǘ ŘŜ ƭΩƛƳƳǳƴƻedition  

[ΩƛƳƳǳƴƻŞŘƛǘƛƻƴ Ŝǎǘ ǳƴ ǇǊƻŎŜǎǎǳǎ ŘȅƴŀƳƛǉǳŜ ŘϥƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ Ŝǘ ƭŜ 

système immunitaire, caractérisé par une sélection de clones sous la pression de sélection du 

système immunitaire [327]. Il existe trois phases importantes dans le processus de 

ƭΩƛƳƳǳƴƻŞŘƛǘƛƻƴ Υ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴΣ ƭΩŞǉǳƛƭƛōǊŜ Ŝǘ ƭΩŞǾŀǎƛƻƴΣ ǘŜƭle que représentée en Figure 13.  

Initialement, les cellules cytotoxiques, telles que les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et les 

cellules NK, reconnaissent et éliminent les cellules leucémiques exprimant des antigènes 

tumoraux. Cependant, l'instabilité génomique favorise l'émergence de variants résistants. Ces 

derniers, présentant des altérations génétiques et épigénétiques de l'expression ou de la 

présentation antigénique, échappent à la surveillance immunitaire et obtiennent un avantage 

sélectif en matière de survie et de prolifération au sein du micro-environnement tumoral [328].  
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[ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ Ƴƛǎ Ŝƴ ǇƭŀŎŜ ǇŀǊ ƭŜ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ŎƻƴǘǊƛōǳŜ Ł ƭΩŞƳŜǊƎŜƴŎŜ ŘŜ 

clones résistants et donc à la progression de la leucémie. De façon paradoxale, le système 

ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ǇǊƻƳŜǳǘ ŎŜǘǘŜ ŞǾŀǎƛƻƴ ǘǳƳƻǊŀƭŜΦ Lƭ Ŝǎǘ ŘƻƴŎ ǇǊƛƳƻǊŘƛŀƭ ŘΩŞǘǳdier ces mécanismes 

pour affiner la compréhension et le développement de nouvelles thérapies efficaces. 

Figure 13        tǊƻŎŜǎǎǳǎ ŘΩƛƳƳƻedition et développement du cancer  

Le système immunitaire ǇŜǊƳŜǘ ƭŀ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ Ŝǘ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǘǳƳƻǊŀƭŜǎ 

émergentes. Toutefois, certaines mutations acquises au sein des cellules tumorales leur 

ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ ŘΩŞŎƘŀǇǇŜǊ Ł ƭŀ ǎǳǊǾŜƛƭƭŀƴŎŜ Řǳ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ǇƻǳǊ ǇǊƻƎǊŜǎǎŜǊ Ŝǘ ŘŜǾŜƴƛǊ ǳƴ 

cancer. Image reproduite avec la permission de Frontiers immunology (Jimenez-Morales S, 

Aranda-Uribe IS, Perez-Amado CJ, Ramirez-Bello J, Hidalgo-Miranda A. Mechanisms of 

Immunosuppressive Tumor Evasion: Focus on Acute Lymphoblastic Leukemia. Front Immunol. 

2021;12:737340).  
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1.6.2.3.2.4 Rechutes après traitement par les CARs  

Le taux de réponse à court terme des thérapies CARs est très élevé, mais dans la première année 

suivant la fin du traitement il existe une proportion non négligeable de patients qui rechutent. 

Deux types de rechute peuvent intervenir Υ ŘŜǎ ǊŜŎƘǳǘŜǎ ŀǾŜŎ ǇŜǊǘŜ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜƳŜƴǘ 

par échappement tumoral ainsi que des rechutes où ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ ŎƛōƭŞ ǇŜǊǎƛǎǘŜ 

[329]. Dans cette partie, nous allons nous intéresser uniquement aux CARs anti-CD19 pour 

illustrer notre propos.  

1.6.2.3.2.4.1 wŜŎƘǳǘŜǎ ŀǾŜŎ ǇŜǊǘŜ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ ό/5мф-) 

À ƭŀ ǎǳƛǘŜ ŘΩǳƴ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ /!w ŀƴǘƛ-/5мфΣ ŜƴǾƛǊƻƴ ол҈ ŘŜǎ ǇŀǘƛŜƴǘǎ ǇŜǳǾŜƴǘ ǊŜŎƘǳǘŜǊ Řŀƴǎ ƭΩŀƴƴŞŜ 

ǎǳƛǾŀƴǘ ƭΩŀǊǊşǘ Řǳ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘΦ tƻǳǊ ол-рл҈ ŘŜǎ ǇŀǘƛŜƴǘǎΣ ƛƭ ǎΩŀƎƛǘ ŘŜ ǊŜŎƘǳǘŜǎ ŀǾŜŎ ǇŜǊǘŜ ŘŜ 

ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ /5мф Řŀƴǎ ƭŜ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭŀ [[!-B :  les cellules leucémiques sont devenues CD19 

négatives et ne sont plus reconnues par les CARs malgré leur persistance [330]. Ces rechutes sont 

ŜȄǇƭƛŎŀōƭŜǎ ǇŀǊ ƭŀ ǇŜǊǘŜ ƻǳ ƭŀ ƳƻŘǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ /5мф ǉǳƛ Ŝǎǘ ǳƴ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜ ƳŀƧŜǳǊ 

ŘΩŞŎƘŀǇǇŜƳŜƴǘ ǘǳƳƻǊŀƭΦ /ŜǘǘŜ ƳƻŘǳƭŀǘƛƻƴ ǇŜǳǘ şǘǊŜ ŜƴƎŜƴŘǊŞŜ ǇŀǊ ǳƴŜ Ƴǳǘŀǘƛƻƴ Řǳ ƎŝƴŜ /5мфΦ 

Orlando et al., a mis en évidence que la majorité des patients avait une mutation (au moins une 

ƛƴǎŜǊǘƛƻƴ ƻǳ ŘŞƭŞǘƛƻƴύ Řŀƴǎ ƭŀ ǇƻǊǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŜȄƻƴ н Ł ƭΩŜȄƻƴ рΣ ŎƻŘŀƴǘ ǇƻǳǊ ƭŜ ŘƻƳŀƛƴŜ 

extracellulaire et le début du fragment TM [331] . Un autre mécanisme conduisant à l'épissage 

alternatif du gène CD19, causé par une diminution de l'expression de la protéine SRSF3, conduit 

à l'exclusion de l'exon 2 qui code pour l'épitope reconnu par le scFv. Cet épissage induit donc une 

protéine CD19 tronquée échappant à la reconnaissance par les CAR-T [332, 333]. Aussi, on peut 

observer un changement de devenir de lignée permettant aux cellules B CD19+ de se changer en 

« cellules myéloïdes » exprimant un antigène myéloïde à leur surface (CD33 ou KMT2A-r) par 

pression immunitaire [314]. Enfin, Hamieh et al., décrivent le phénomène de trogocytose, qui 

ǇŜǊƳŜǘ ǳƴ ǘǊŀƴǎŦŜǊǘ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ /5мф des cellules B aux cellules T lors de la synapse 

immunologique. Ce transfert a pour conséquence une réduction de la densité des cellules cibles 

Ŝǘ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘŜǎ ƭȅƳǇƘƻŎȅǘŜǎ ¢Φ  [Ŝǎ ƭȅƳǇƘƻŎȅǘŜǎ ¢ Ǿƻƴǘ ŘƻƴŎ ǎΩŀǘǘŀǉǳŜǊ ŜƴǘǊŜ ŜǳȄ Ŝǘ ǎΩŞǇǳƛǎŜǊ 

[334]. De nombreuses études ont permis de mettre en évidence des stratégies de traitements 

ƭƻǊǎ ŘŜ ƭŀ ǇŜǊǘŜ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ /5мфΤ ƭŜ ŘŞǾŜƭƻǇǇŜƳŜƴǘ ŘŜ /!w Ƴǳƭǘƛ-cibles avec les CARs bi ou tri-

spécifique, ciblant CD19 et un deuxième antigène comme CD20 ou CD22 [329, 335] ; ou encore 
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le développement de nouveaux antigènes alternatifs cibles, exprimés à la surface des cellules 

leucémiques CD19 négatives [336]. 

1.6.2.3.2.4.2 wŜŎƘǳǘŜǎ ǎŀƴǎ ǇŜǊǘŜ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ ό/5мф+) 

Lƭ ǇŜǳǘ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ŜȄƛǎǘŜǊ ǳƴŜ ǊŞŀǇǇŀǊƛǘƛƻƴ ŘŜ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ ǉǳƛ ŎƻƴǎŜǊǾŜƴǘ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ 

CD19 malgré un traitement initial par les CAR-T anti-CD19. Ce type de rechute est plus fréquent 

dans les lymphomes que les LLA-B. La majorité de ces rechutes ŞƳŜǊƎŜƴǘ ŘΩǳƴŜ ƳŀǳǾŀƛǎŜ ŦƻƴŎǘƛƻƴ 

ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ ƻǳ ŘΩǳƴŜ ǇŜǊǘŜ ǊŀǇƛŘŜ Ŝǘ ǇǊŞŎƻŎŜ ŘŜ ƭŀ ǇŜǊǎƛǎǘŀƴŎŜ ŘŜǎ /!ws in vivo. Cependant, les 

mécanismes sous-jacents de la rechute CD19+ sont encore mal compris [337]. Nous pouvons tout 

de même énoncer certaines améliorations de la structure des CARs qui pourraient aider à la 

persistance à long terme : la source du scFv (humaine ou murine); le changement de molécule de 

co-stimulation comme ICOS à la place de 4-1BB ou CD28 [266]Τ ƭΩŞŘƛǘƛƻƴ Řǳ ƎŞƴƻƳŜ ǇŀǊ 

CRISPR/Cas-9 contre PD-1 dans les cellules T afin de générer des cellules T-CAR anti-CD19 

déficientes en PD-мΦ [Ŝ ōǳǘ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ŘŜǊƴƛŝǊŜ ǘŜŎƘƴƛǉǳŜ Ŝǎǘ ŘŜ ŘƛƳƛƴǳŜǊ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜǎ 

ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ƛƴƘƛōƛǘŜǳǊǎΣ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭŀ ǇŜǊǎƛǎǘŀƴŎŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢-/!w Ŝǘ ŘΩŞƭƛƳƛƴŜǊ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜƳŜƴǘ 

les cellules B CD19+ [338]. Il existe diverses stratégies mises au point pour améliorer la persistance 

des cellules T. La sélection des cellules T avec un phénotype de central mémoire (TCM) au préalable 

des modifications génétiques pourrait améliorer la prolifération et la persistance in vivo [339-

341].  

Un autre moyen serait de coupler les thérapies CAR-T avec des inhibiteurs de point de contrôle 

immunitaire comme PD-1 ou CTLA-пΦ /ŜǘǘŜ ǎǘǊŀǘŞƎƛŜ ǾƛǎŜ Ł ǎǳǊƳƻƴǘŜǊ ƭΩŞǇǳƛǎŜƳŜƴǘ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ 

et la résistance du micro-environnement [341]. Chong et al., ont mis en place une étude clinique 

qui utilise un anti-PD-1 (pembrolizumab) couplé au CAR-T anti-CD19. Cette combinaison permet 

de restaurer la fonction effectrice des CAR-¢ ŞǇǳƛǎŞǎΣ Ŝǘ ŘΩŀǳƎƳŜƴǘŜǊ ƭŀ ǇŜǊǎƛǎǘŀƴŎŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

CAR-T [342]. 

1.6.2.3.3 Causes et implications moléculaires des défauts observés au sein des CARs  

Lƭ ŜȄƛǎǘŜ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ŎŀǳǎŜǎ ǇƻǳǾŀƴǘ ŜȄǇƭƛǉǳŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǾŀǊƛŀōƭŜ ŘŜǎ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘǎ /!w-T anti-

CD19 ainsi que le fort risque de rechute post-traitement. La principale cause est moléculaire. 
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En premier lieu, un assemblage aberrant entre la cellule CAR-T et les récepteurs des cellules T 

endogènes peut se produire. Salter et al., ont démontré que l'assemblage aberrant entre les CARs 

anti-CD19 (CD28-/5оʸύ Ŝǘ ƭŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ŜƴŘƻƎŝƴŜǎ /5нуκ[Ŏƪ ǇŜǳǘ ŎƻƳǇǊƻƳŜǘǘǊŜ ƭŀ ŦƻƴŎǘƛƻƴ ŘŜǎ 

CAR-T [343, 344]. Ces interactions altèrent le seuil d'activation, risquant une signalisation tonique 

et une activation non spécifique. Si cette activation intense favorise initialement l'élimination 

tumorale, elle conduit à terme à l'épuisement cellulaire, une diminution de la persistance in vivo 

et une augmentation des effets hors cible [345, 346]. 

L'hyperactivation des voies de signalisation, notamment NF-ˁ.Σ Řŀƴǎ ƭŜǎ /!ws induit une 

signalisation tonique ou une stimulation antigénique persistante, entraînant une surexpression 

de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-ʰΣ LCb-ʴύΣ ŘŜ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ŀƴǘƛ-apoptotiques (BCL-2, BCL-

XL) et de facteurs de transcription d'épuisement cellulaire (NFAT, IRF4) [347]. La voie 

PI3K/AKT/mTOR est particulièrement dérégulée dans les CARs utilisant CD28 comme domaine de 

co-stimulation [311], conduisant à une altération du métabolisme cellulaire et de l'équilibre 

effecteur/mémoire. Ces perturbations réduisent l'autorenouvellement et la persistance à long 

terme des CAR-T, compromettant leur capacité à former des cellules mémoires durables.  

Les CAR-T anti-CD19 présentent des aberrations moléculaires distinctes selon leur domaine de 

co-stimulation. Avec CD28-/5оʸΣ ƭŜ ǎƛƎƴŀƭ ǘƻƴƛǉǳŜ ŞƭŜǾŞΣ ǊŞǎǳƭǘŀƴǘ ŘϥƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴǎ ǎǇƻƴǘŀƴŞŜǎ 

entre les domaines scFv ou TM. Cela a pour conséquence : une activation de ZAP-70 et de la voie 

tLоYκ!Y¢Σ ǉǳƛ ŀǳƎƳŜƴǘŜ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ ŘŜ ŎȅǘƻƪƛƴŜǎ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ ƭΩL[-н Ŝǘ ƭΩLCb-ʴΤ ǳƴŜ 

ǇƘƻǎǇƘƻǊȅƭŀǘƛƻƴ ōŀǎŀƭŜ ŘŜǎ L¢!aǎ Řǳ /5о ʸΤ Ŝǘ ǳƴ ŦƭǳȄ ŎŀƭŎƛǉǳŜ ŀŎŎǊǳΦ [Ŝ /!w-T anti-CD19 entraîne 

également un épuisement rapide des cellules T à ŎŀǳǎŜ ŘΩǳƴŜ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ǘƻƴƛǉǳŜ ŀŎŎǊǳŜ 

provoquant une activation prolongée de facteurs de transcription comme NFAT et favorise la 

formation de kinapses, contacts transitoires afin de scanner la surface de la cellule cible, plutôt 

que de synapses stables avec les cellules B [348].  

Au contraire, le CAR-4-1BB présente une signalisation moins dynamique, caractérisée par un 

recrutement tardif des molécules de signalisation, une faible activation de NF-ˁ. Ŝǘ ǳƴŜ 

promotion du métabolisme oxydatif mitochondrial [265]. Cette signalisation atténuée favorise 

l'échappement antigénique des cellules B CD19+, augmentant le risque de rechutes via la sélection 
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de variants à expression réduite de CD19, comme expliqué précédemment (section Erreur! 

Source du renvoi introuvable.). 

1.6.2.3.3.1 Les améliorations possibles des CARs 

L'optimisation du design des CARs pour limiter les aberrations moléculaires inclut l'ajout de 

ŘƻƳŀƛƴŜǎ ŘŜ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ǎǳǇǇƭŞƳŜƴǘŀƛǊŜǎΣ ŎƻƳƳŜ /5оʶ ǉǳƛ ǊŜŎǊǳǘŜ ŘŜǎ ƳƻƭŞŎǳƭŜǎ 

additionnelles (kinase Nck) et favorise la formation de synapses immunologiques [349]. 

Cependant, cette complexification structurale peut compromettre la stabilité et l'expression de 

surface du CAR.  

Il a également été entrepris de modifier les ITAMs par délétions ou mutations ponctuelles afin de 

réduire leur phosphorylation pour limiter l'épuisement T et les effets secondaires comme le CRS 

et la neurotoxicité (ICANS) [298]. Toutefois, cette réduction de signalisation compromet 

l'efficacité contre les tumeurs à faible expression antigénique. 

Aussi, de nombreux chercheurs testent à présent des CARs avec un système de contrôle externe. 

En effet, il existe différents mécanismes susceptibles de fonctionner tels que l'utilisation de 

molécules d'inhibition/dimérisation, l'expression inductible, ou l'ajout de domaines de suicide 

pour induire l'apoptose [350, 351]. Si ces modifications améliorent la sécurité en réduisant la 

toxicité, elles risquent cependant de compromettre l'efficacité thérapeutique.  

[ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ƳƻŘƛŦƛŎŀǘƛƻƴǎ ŀƳŞƭƛƻǊŜƴǘ ŎŜǊǘŀƛƴǎ Ǉƻƛƴǘǎ ŘŜ ƭŀ ǘƘŞǊŀǇƛŜ /!w néanmoins ces 

progrès sont au détriment de la reconnaissance des cellules tumorales ou encore la puissance de 

signalisation nécessaire aux CARs. Cette optimisation nécessite donc un équilibre délicat entre 

sécurité, persistance et efficacité. 

1.6.2.3.3.2 Épuisement et élimination des cellules CARs par le signal tonique  

La gestion de la signalisation tonique représente un enjeu majeur des thérapies CARs. 

Contrairement au signal tonique bénéfique du TCR en conditions physiologiques [86], celui des 

CARs, indépendants du CMH, dépend de leur densité d'expression de surface. Le signal tonique 

Ŝǎǘ ŘƻƴŎ ǾŜǊǎŀǘƛƭŜ ǇǳƛǎǉǳΩǳƴ ǎƛƎƴŀƭ ǘƻƴƛǉǳŜ ƳƻŘŞǊŞ ŀƳŞƭƛƻǊŜ ƭŀ ǇŜǊǎƛǎǘŀƴŎŜ ŘŜǎ /!w-T, tandis 

qu'un signal excessif provoque leur différenciation terminale précoce et leur dysfonction. Il faut 
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donc établir une balance efficace entre la persistance et la différenciation terminale des cellules 

CAR-T. 

Il existe de nombreux facteurs qui influencent la signalisation tonique des cellules CAR-T. Maher 

et al., ont démontré que différents scFv (comme GD2 et CD19) génèrent des niveaux variables de 

signal tonique en absence de ligand. Ce phénomène résulte de l'oligomérisation spontanée des 

scFv, dépendant de la longueur du 'linker' entre les chaînes VH et VL [345]. Une surexpression des 

CARs ou une trop forte affinité du scFv peut induire une activation constante, même avec une 

faible expression antigénique, risquant d'activer les CAR-T contre des tissus normaux. 

Ensuite, il a été montré que la densité des CARs à la surface cellulaire influence également le 

signal tonique [345, 352]Φ /Ŝ ƴƛǾŜŀǳ ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŞǇŜƴŘ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜƳŜƴǘ Řǳ ǇǊƻƳƻǘŜǳǊ ǳǘƛƭƛǎŞ 

[335]. De plus, l'inhibition des mécanismes de régulation négative des cellules T, tels que les 

phosphatases régulatrices ou les molécules inhibitrices (PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3), contribue 

également à augmenter le signal tonique des CARs [353].  

1.6.2.4 Paradoxe architectural des CARs vis-à-vis de ceux des récepteurs immunitaires 

endogènes  

Il existe un vrai paradoxe entre les récepteurs immunitaires décrits précédemment dans la section 

1.4 et les CARs actuellement utilisés en clinique. La plus grosse différence est la structure des 

CARs par rapport à ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŜƴŘƻƎŝƴŜǎ (Figure 14).  

Les récepteurs immunitaires ont une structure complexe et sont composés par de multiples sous-

unités agencées par des modules distincts [152, 156]. Le TCR est composé de différents domaines 

de signalisation : le module récepteur qui reconnaît le ligand et le module de signalisation qui 

initie celle-ci. Il est composé de diverses chaînes de signalisation et son assemblage est requis 

ǇƻǳǊ ǎƻƴ ŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ Ł ƭŀ ǎǳǊŦŀŎŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢Φ [ΩƻǊƎŀƴƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀǊŎƘƛǘŜŎǘǳǊŜ Řǳ ¢/w Ŝǎǘ 

multidimensionnelle [65, 354]Φ " ƭŀ ŘƛŦŦŞǊŜƴŎŜΣ ƭŜǎ /!wǎ ǎƻƴǘ ŎƻƳǇƻǎŞǎ ŘΩǳƴŜ Ŧǳǎƛƻƴ ŘŜ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ 

domaines de signalisation uni-dimensionnels. Le module récepteur et le module de signalisation 

sont connectés sur une seule chaîne [355].  
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Les CARs cliniques actuels présentent plusieurs limitations comparées au TCR : un seuil 

d'activation plus faible risquant des réponses non spécifiques, une signalisation tonique 

excessive, et une avidité antigénique trop forte. Contrairement au TCR qui possède de multiples 

points de contrôle (phosphatases, récepteurs inhibiteurs) maintenant l'homéostasie immunitaire, 

les CARs manquent de mécanismes de régulation négative et de plasticité [356]. Cette 

architecture simplifiée compromet leur adaptation au micro-environnement tumoral et 

augmente les risques d'effets hors cible et d'épuisement cellulaire. Afin de pouvoir moduler la 

ǊŞǇƻƴǎŜ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ ōŞƴŞŦƛŎƛŀƴǘ ŘŜ ƭŀ ǘŜŎƘƴƛǉǳŜ ŘŜǎ /!wǎΣ ƛƭ Ŝǎǘ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ ŘΩƻǇǘƛƳƛǎŜǊ 

ƭΩŀǊŎƘƛǘŜŎǘǳǊŜ ŘŜǎ /!wǎ ǇƻǳǊ ƳƛŜǳȄ ƳƛƳŜǊ ŎŜƭƭŜǎ ŘŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŜƴŘƻƎŝƴŜǎΦ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 Comparaison architecturale entre le TCR et le CAR 

Représentation schématique du TCR natif (gauche) montrant la complexité de son assemblage 

avec les ŎƘŀƞƴŜǎ ʰκʲ Ŝǘ ƭŜ ŎƻƳǇƭŜȄŜ /5о όʴΣ ʵΣ ʶΣ ʸύΣ ŎƻƳǇŀǊŞ Ł ƭϥŀǊŎƘƛǘŜŎǘǳǊŜ ǎƛƳǇƭƛŦƛŞŜ Řǳ /!w 
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(droite) comprenant un scFv anti-/5мфΣ ǳƴ ŘƻƳŀƛƴŜ ŎƘŀǊƴƛŝǊŜ /5уʰ Ŝǘ ŘŜǎ ŘƻƳŀƛƴŜǎ ŘŜ 

ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ /5оʸ.  

Nous nous sommes donc interrogés sur les raisons pour lesquelles les systèmes CARs ne 

ressemblaient pas aux récepteurs immunitaires endogènes et comment recréer la topologie 

modulaire des récepteurs immunitaires naturels afin de réduire les limitations de signalisation et 

ŘΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜΣ Ƴŀƛǎ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭŀ ǊŜŎƻƴƴŀƛǎǎŀƴŎŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŎƛōƭŜǎ /5мф+. Cette 

ǊŜŎƘŜǊŎƘŜ Ŧŀƛǘ ƭΩƻōƧŜǘ ŘŜ Ƴƻƴ ǘǊŀǾŀƛƭ ŘŜ ǘƘŝǎŜΦ bƻǳǎ ŀǾƻƴǎ ŞƭŀōƻǊŞ ǳƴŜ ŀǊŎƘƛǘŜŎǘǳǊŜ ŘŜ /!w 

modulaire appelée MARC : complexe récepteur d'actionnement modulaire. Cette architecture 

modulaire sera comparée aux CARs de deuxième génération actuellement en clinique dans la 

suite des chapitres de ce manuscrit. 

1.7 Applications thérapeutiques des CSPHs 

Au-delà des immunothérapies conventionnelles, l'utilisation thérapeutique des cellules souches 

et progéniteurs hématopoïétiques (CSPH) ouvre de nouvelles perspectives pour établir une 

immunité anti-tumorale durable.  

1.7.1 Sources et caractéristiques des CSPHs  

L'hématopoïèse maintient un équilibre dynamique entre la production, la maturation et 

l'apoptose des cellules, et s'adapte aux besoins physiologiques constants de l'organisme. Des 

perturbations dans ce processus peuvent conduire à diverses pathologies hématologiques, y 

compris les leucémies, soulignant ainsi l'importance cruciale de l'hématopoïèse dans le maintien 

de la santé et son rôle central dans le développement de thérapies telles que les greffes de moelle 

osseuse et les thérapies cellulaires avancées [1, 357]. 

Les CSH utilisées pour la transplantation proviennent principalement de trois sources : la moelle 

osseuse, le sang périphérique et le sang de cordon ombilical [357]. La moelle osseuse, source 

traditionnelle, reste importante pour certains types de greffe en raison de sa concentration 

élevée en CSH [358]. Le sang périphérique, après mobilisation des CSH par des facteurs de 

croissance, est devenu la source la plus courante chez l'adulte, offrant une collecte plus facile et 

une reprise hématologique plus rapide [359]. Le sang de cordon ombilical, riche en CSH 
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immatures, présente l'avantage d'une disponibilité immédiate et d'une meilleure tolérance aux 

disparités HLA, mais son utilisation peut être limitée par le volume disponible [360]. Chaque 

source a ses avantages et inconvénients spécifiques, influençant le choix selon le type de maladie, 

l'âge du patient et la disponibilité des donneurs. La sélection de la source de CSH la plus 

appropriée est cruciale pour optimiser les résultats de la transplantation et minimiser les 

complications potentielles [361]. 

1.7.2 Identification phénotypique des CSPHs 

[Ŝǎ /{tIǎ ǇŜǳǾŜƴǘ şǘǊŜ ŘŞŦƛƴƛǎ ǇŀǊ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ǇƭǳǎƛŜǳǊǎ ƳŀǊǉǳŜǳǊǎ ŘŜ ǎǳǊŦŀŎŜ, mais des études 

complémentaires sont nécessaires pour bien caractériser ces cellules. 

bƻǳǎ ŀƭƭƻƴǎ ŘƻƴŎ ŞƴƻƴŎŜǊ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ƳŀǊǉǳŜǳǊǎ ŘŜ ǎǳǊŦŀŎŜ ǇŜǊƳŜǘǘŀƴǘ ǳƴŜ identification la 

plus efficace des CSPH humaines primitives et capables de donner une hématopoïèse à long 

terme. Cependant, les marqueurs de surface des CSPHs ne sont pas les mêmes en fonction de la 

source des CSPHs (cellules issues du sang de cordon ombilical, sang périphérique) [3, 362].  

Le marqueur le plus utilisé est le CD34, une glycoprotéine transmembranaire qui est exprimée 

principalement sur les CSH primitives et les progéniteurs précoces. On le retrouve donc exprimé 

dans moins de 2% des cellules de la moelle osseuse adulte [363].  En combinaison avec le CD34+, 

ƭŜ /5оу Ŝǎǘ ǳƴ ŀǳǘǊŜ ƳŀǊǉǳŜǳǊ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘ ǇƻǳǊ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ /{I ǇǊƛƳƛǘƛǾŜǎΦ /5оу Ŝǎǘ ǳƴ 

ƳŀǊǉǳŜǳǊ ŘŜ ƳŀǘǳǊŀǘƛƻƴ Ŝǘ ƴΩŜǎǘ ŘƻƴŎ Ǉŀǎ ŜȄǇǊƛƳŞ Ł ƭŀ ǎǳǊŦŀŎŜ ŘŜǎ /{IǎΦ [ŀ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ 

CD34+/CD38- permets ŘƻƴŎ ŘΩŞƭƛƳƛƴŜǊ ƭŜǎ ǇǊƻƎŞƴƛǘŜǳǊǎ ƭŜǎ Ǉƭǳǎ ƳŀǘǳǊŜǎΦ 5Ŝ ǇƭǳǎΣ dans la population 

CD34+/CD38-, le marqueur CD90+ est un autre marqueur important. Il est exprimé à la surface des cellules primitives. 

[Ωǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ /5фл ǇŜǊƳŜǘ ŘŜ ǎŞƭŜŎǘƛƻƴƴŜǊ ƭŜǎ /{I ŀȅŀƴǘ ǳƴ ŦƻǊǘ ǇƻǘŜƴǘƛŜƭ 

ŘΩŀǳǘƻǊŜƴƻǳǾŜƭƭŜƳŜƴǘ ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ ŎŀǇŀŎƛǘŞ ŘŜ ŘƛŦŦŞǊŜƴŎƛŀǘƛƻƴ Ł ƭƻƴƎ ǘŜǊƳŜΦ [ŀ ŎƻƳōƛƴŀƛǎƻƴ 

CD34+/CD38-/CD90+ permet donc de caractériser nos populations cellulaires avec des CSH 

ŎŀǇŀōƭŜǎ ŘŜ ǊŜŎƻƴǎǘƛǘǳŜǊ ƭΩƘŞƳŀǘƻǇƻƠŝǎŜ Ł ƭƻƴƎ ǘŜǊƳŜ [364]. Nous pouvons également utiliser 

/5прw! ƻǳ /5пфŦ ŀŦƛƴ ŘΩŀŦŦƛƴŜǊ ƭŀ description. En effet, CD45RA est un marqueur absent des CSH 

ƭŜǎ Ǉƭǳǎ ǇǊƛƳƛǘƛǾŜǎΦ /5пфŦ Ŝǎǘ ǳƴ ƳŀǊǉǳŜǳǊ ƛŘŜƴǘƛŦƛŞ Ǉƭǳǎ ǊŞŎŜƳƳŜƴǘΣ Řƻƴǘ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ Ŝǎǘ 

associée aux CSH avec un plus grand potentiel de reconstitution à long terme. La sélection des 
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CSHs par la combinaison CD34+/CD38- /CD90+/CD45RA- est actuellement considérée comme l'une 

des plus pures en termes d'enrichissement en CSHs primitives [365]. 

[ΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ŎŜǎ ƳŀǊǉǳŜǳǊǎ ǊŜŦƭŝǘe également différents aspects de la biologie des CSH tels que 

ƭΩƛƳƳŀǘǳǊƛǘŞ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŞŜ ǇŀǊ ƭŜ /5оп Ŝǘ ƭŜ /5флΣ Ŝǘ ƭŀ ŘƛŦŦŞǊŜƴŎƛŀǘƛƻƴ ǇŀǊ ƭŜ /5оуΦ /ŜǘǘŜ 

approche multi-ƳŀǊǉǳŜǳǊǎ ǇŜǊƳŜǘ ŘƻƴŎ ŘŜ ŎƻƳǇǊŜƴŘǊŜ ƭΩŞǘŀǘ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭ ŘŜǎ /{PH en plus de 

ƭŜǳǊ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴΦ bŞŀƴƳƻƛƴǎΣ ƛƭ Ŝǎǘ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘ ŘŜ ǎŀǾƻƛǊ ǉǳŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘŜǎ /{tI ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ƭŀ ƳşƳŜ 

en fonction du contexte. En effet, il est délicat de se fier à tous ces marqueurs de surface pour 

ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ /{tI dans un contexte in vitro [366]. 

Il existe de nombreux marqueurs comme CD49f, CD38 qui ne sont plus spécifiques des CSPH 

lorsque celles-ci sont mises en culture. En effet, lorsque les CSH se retrouvent dans un contexte 

in vitro, certains marqueurs de surface deviennent instables et moins spécifiques [367], Au 

contraire, il a été démontré que le marqueur CD71 a une expression de surface plus stable, 

indépendamment du contexte. CD71 est le récepteur de la transferrine, il est exprimé à la surface 

des cellules différenciées. /5тм Ŝǎǘ ǳƴ ƳŀǊǉǳŜǳǊ ŘϥŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴΣ ŘŜ ǇǊƻƭƛŦŞǊŀǘƛƻƴ Ŝǘ ǊŜŦƭŝǘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ 

de Myc. Son expression augmente chez les progéniteurs en cours de différenciation, notamment 

chez les cellules de la lignée érythroïde. Les CSH les plus primitives sont généralement CD71 

négatives ou faiblement exprimées (CD71low)[365, 368].  

[ΩŞǉǳƛǇŜ ŘŜ Dǳȅ {ŀǳǾŀƎŜŀǳ ŀ Ƴƛǎ Ŝƴ ŞǾƛŘŜƴŎŜ ǳƴ ŎƻƳǇƻǎŞ ŘŞǊƛǾŞ ǇȅǊƛƳƛŘƻƛƴŘƻƭŜΣ ŀǇǇŜƭŞ ¦aмтм 

ǉǳƛ ǇŜǊƳŜǘ ŘŜ ǎǘƛƳǳƭŜǊ ƭΩŜȄǇŀƴǎƛƻƴ ŘŜǎ /{I ƘǳƳŀƛƴŜǎ in vitro [369]. De plus, une analyse 

transcriptomique des CSPH humaines enrichie en CD34+ en présence de UM171 a révélé 

ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǇǊƻǘŞƛƴŜ 9t/wΦ /ŜǘǘŜ ǇǊƻǘŞƛƴŜ Ŝǎǘ ƛƴƛǘƛŀƭŜƳŜƴǘ ŎƻƴƴǳŜ ǇƻǳǊ ƭŜ ƳŀƛƴǘƛŜƴ ŘŜ 

ƭΩƛƴǘŞƎǊƛǘŞ ŜƴŘƻǘƘŞƭƛŀƭŜ Ŝǘ ŀ ŞǘŞ ǳǘƛƭƛǎŞŜ ǇƻǳǊ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴǎ ŘŜ /{tI ƳǳǊƛƴŜǎ 

[370]. EPCR a donc été identifié, par cette même équipe, comme étant un marqueur de surface 

ŦƛŀōƭŜ ǇƻǳǊ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ /{tI ƘǳƳŀƛƴŜǎ ŀǇǊŝǎ ŜȄǇŀƴǎƛƻƴ in vitro avec UM171 [371].  

1.7.3 Principe et application des greffes de CSHs 

Dans le contexte des leucémies, la greffe de moelle osseuse vise à remplacer les CSH leucémiques 

par des CSH saines. Il existe différents types de greffes de CSH : les greffes allogéniques, qui sont 
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des cellules de donneur (apparenté ou non), mais aussi les greffes autologues, avec des cellules 

issues du patient lui-même. Cela nécessite un conditionnement préalable et implique une 

reconstitution immunitaire post-greffée.  

Pour le traitement de la LLA-B, une transplantation de CSH allogénique est préconisée [372]. La 

ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜ Ǌŀƛǎƻƴ ŘŜ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ƎǊŜŦŦŜ ŘŜ /{I ŀƭƭƻƎŞƴƛǉǳŜǎ Ŝǎǘ ǎƻƴ ŜŦŦŜǘ ǎŜŎƻƴŘŀƛǊŜ 

recherché. En effet, le système immunitaire du donneur cherche à éliminer le système 

ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ŘŜ ƭΩƘƾǘŜ ŜǘΣ ǇŀǊ ŎƻƴǎŞǉǳŜƴtΣ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎΦ /Ŝ ǇƘŞƴƻƳŝƴŜ ǎΩŀǇǇŜƭƭŜ 

ƭΩŜŦŦŜǘ Řǳ ƎǊŜŦŦƻƴ ŎƻƴǘǊŜ ƭŀ ƭŜǳŎŞƳƛŜ όDǾ[ύ Ŝǘ ǇŜǊƳŜǘ ŘŜ ǊŞŘǳƛǊŜ ƭŜǎ ǊŜŎƘǳǘŜǎ ǇƻǘŜƴǘƛŜƭƭŜǎ [373]. Il 

Ŧŀǳǘ ƴŞŀƴƳƻƛƴǎ ǘǊƻǳǾŜǊ ƭŀ ōŀƭŀƴŎŜ ŀŘŞǉǳŀǘŜ ŜƴǘǊŜ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ ŘŜ 

ƭΩƘƾǘŜ Ŝǘ ƭŜ ǊŜƧŜǘ ŘŜ ƎǊŜŦŦŜ ŘŜǎ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǘǊŀƴǎǇƭŀƴǘŞŜǎ ǉǳƛ ǇŜǳǾŜƴǘ ŀǘǘŀǉǳŜǊ ƭŜǎ ǘƛǎǎǳǎ 

sains du receveur. Ce concept est appelé : effet du greffon coƴǘǊŜ ƭΩƘƾǘŜ όDǾI5ύ[374]. Aussi, les 

cellules CAR-T allogéniques ont montré un syndrome de libération de cytokines moins sévère et 

une efficacité similaire aux cellules autologues [375]. 

Le principe global de la greffe de CSH est de changer la pression de sélection menée par le système 

ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ƴƻǳǾŜƭƭŜƳŜƴǘ ƎǊŜŦŦŞ ŀŦƛƴ ŘΩŞƭƛƳƛƴŜǊ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎΦ bŞŀƴƳƻƛƴǎΣ ƭŜ ǘŜƳǇǎ 

requis pour obtenir une reconstitution des lymphocytes T fonctionnels et la période 

ŘΩƛƳƳǳƴƻǎǳǇǇǊŜǎǎƛƻƴ Ǉƻǎǘ-greffe nécessaire pour éviter le rejet du greffon est favorable à une 

ŀŘŀǇǘŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ Ŝǘ ƭΩŞƳŜǊƎŜƴŎŜ ŘŜ ŎƭƻƴŜǎ ǊŞǎƛǎǘŀƴǘǎΦ 

Le travail de Cohen et al., a démontré que la greffe de CSH issues de sang de cordon amplifié par 

UM171 améliore plusieurs paramètres cliniques [376] : une mortalité non liée à la rechute (NRM) 

plus faible, une meilleure survie sans rechute et sans réaction du greffon contre l'hôte (GRFS), 

ainsi qu'une reconstitution T plus rapide et diversifiée, réduisant le risque d'infections graves 

post-greffe [377]. À ce jour, plus de 120 patients ont déjà été traités par la combinaison de sang 

de cordon amplifiée par UM171 [376].  

¢ƻǳǘ ƭΩŜƴƧŜǳ ŘŜǎ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ ǘƘŞǊŀǇƛŜǎ ǎŜǊŀ ŘƻƴŎ ŘŜ ƳŀȄƛƳƛǎŜǊ ƭŀ DǾ[ ǘƻǳǘ Ŝƴ ƭƛƳƛǘŀƴǘ ƭŀ DǾI5 Řǳ 

ǇŀǘƛŜƴǘ ƘƾǘŜΣ Ƴŀƛǎ ŀǳǎǎƛ ŘŜ ƭƛƳƛǘŜǊ ƭΩŞŎƘŀǇǇŜƳŜƴǘ ǘǳƳƻǊŀƭ ǇŀǊ ƭŜ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜΦ 
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1.7.4 Défis actuels de la greffe de CSH  

Malheureusement, le taux de rechute post-greffe allogénique est de 20-40% [378]. Les rechutes 

ŀǇǊŝǎ ǘǊŀƴǎǇƭŀƴǘŀǘƛƻƴ ŎƻƴǎǘƛǘǳŜƴǘ ǳƴŜ ŎŀǳǎŜ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜ ŘΩŞŎƘŜŎ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ ŘŜ ƭŀ [[!-B. Ces 

rechutes sont le principal obstacle à la guérison à long terme des patients. De plus, le pronostic 

après une rechute post-greffe est défavorable.  

Comme décrit précédemment, il existe différents mécanismes conduisant à la rechute tels que la 

ǇŜǊǎƛǎǘŀƴŎŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ ǊŞǎƛǎǘŀƴǘŜǎ ŀǳ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘΣ ƭΩŞǾŀǎƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ 

ǇŀǊ ƭŜ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ŘŜ ƭΩƘƾǘŜΣ ƭŀ ǇŜǊǘŜ ŘŜ ƭΩŜŦŦŜǘ ōŞƴŞfique de GvL sur le long terme [379]. 

[ŀ ƳŀƧƻǊƛǘŞ ŘŜǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ ŘΩŞǾŀǎƛƻƴ Řǳ ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ƻƴǘ ŞǘŞ ŘŞŎǊƛǘǎ Řŀƴǎ ƭŀ ǎŜŎǘƛƻn 

1.6.2.3.2.3.1.  

Malgré les défis de la greffe CSHΣ ŜƭƭŜ ǊŜǎǘŜ ǳƴ ŘŜǎ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘǎ ǳǘƛƭƛǎŞǎ Ŝƴ ŎƭƛƴƛǉǳŜ ŀǳƧƻǳǊŘΩƘǳƛΣ Ł 

ƭŀ ƳşƳŜ ŦǊŞǉǳŜƴŎŜ ǉǳŜ ƭŜǎ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ ƛƳƳǳƴƻǘƘŞǊŀǇƛŜǎΣ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘΩŀƴǘƛŎƻǊǇǎ 

bispécifiques (anti-CD3 et anti-CD19) ou encore des anticorps monoclonaux combinés à des 

agents cytotoxiques comme l'inotuzumab ozogamicin (anti-CD22 conjugué au calichéamicine) 

[380]Φ Lƭ ŜȄƛǎǘŜ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ŘŜ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ ǘƘŞǊŀǇƛŜǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎ ŎƻƳƳŜ ƭŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ ŘΩŀƴǘƛƎŝƴŜǎ 

chimériques qui permettent ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƭŜǳŎŞƳƛǉǳŜǎ [381].  

 

1.7.5 CSPH-CARs : vers une immunothérapie durable et innovante 

[ŀ ŎƻƳōƛƴŀƛǎƻƴ ŘŜǎ ŀǾŀƴǘŀƎŜǎ ŘŜǎ ƎǊŜŦŦŜǎ ŘŜ /{tI Ŝǘ ŘŜǎ /!wǎ ǎŜƳōƭŜ ƭΩŀǇǇǊƻŎƘŜ ƭŀ Ǉƭǳǎ 

prometteuse pour un traitement contre la LLA-B [382]. Le principe poursuivi est le suivant : la 

ƳƻŘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ƎŞƴŞǘƛǉǳŜ ŘŜǎ /{tI Ŝƴ ŀƳƻƴǘ ŘŜ ƭŀ ƎǊŜŦŦŜ ŀŦƛƴ ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ǳƴ ƎǊŜŦŦƻƴ ŎŀǇŀōƭŜ ŘŜ 

régénérer continuellement des cellules effectrices immunitaires exprimant le CAR. Néanmoins 

dans le contexte actuel, les CARs utilisés en clinique ne sont pas optimaux du à leur signalisation 

tonique élevée [345]. Ils génèrent des signaux de stimulation aberrants pouvant potentiellement 

ƛƴǘŜǊŦŞǊŜǊ ŀǾŜŎ ƭŜǎ ǇǊƛƴŎƛǇŜǎ ŦƻƴŘŀƳŜƴǘŀǳȄ ŘŜǎ /{Iǎ ǉǳƛ ǎƻƴǘ ƭΩŀǳǘƻǊŜƴƻǳǾŜƭƭŜƳŜƴǘ Ŝǘ ƭŀ 

différenciation. Néanmoins, l'intégration des CARs anti-CD19 dans les CSPH représente une 

stratégie thérapeutique prometteuse, combinant l'élimination spécifique des cellules 
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leucémiques résiduelles avec une réduction du risque de GvHD, offrant ainsi une approche 

personnalisée plus efficace [383, 384]. 

L'utilisation de CAR anti-CD19 dans les CSPHs autologues vise à générer un système 

hématopoïétique exprimant constitutivement le CAR, établissant ainsi une surveillance 

immunitaire durable contre les cellules leucémiques. Cette approche promet une immunité anti-

leucémique persistante tout en conservant les bénéfices de la GvL, et, grâce à l'origine autologue 

des CSH, minimise le risque de GvHD [373].  

Cependant, ce projet ambitieux amène de nombreux défis et questions : la modification 

génétique ex vivo des CSPHs, le choix d'un promoteur permettant une expression stable et 

spécifique du CAR, le maintien d'une hématopoïèse fonctionnelle et l'élimination efficace des 

cellules CD19+. Une fois les premiers résultats de preuve de principe obtenu, la validation de la 

sécurité à long terme nécessitent également d'évaluer les risques de syndromes 

lymphoprolifératifs et d'effets secondaires (neurotoxicité, CRS).  De plus, le suivi sur le long terme 

de la persistance des cellules CARs à pouvoir éliminer les cellules leucémiques est également 

primordial.  

1.8 Hypothèse et Objectifs de la thèse  

Comme décrit précédemment, les thérapies à base de cellules CAR-T ont révolutionné le 

traitement de certains cancers, notamment les leucémies et les LNHs. Cependant, les CARs 

actuellement en clinique présentent des limitations importantes dues à leur conception 

unidimensionnelle, qui ne reflète pas la complexité des récepteurs immunitaires naturels. Cette 

architecture conduit donc à une signalisation constamment active, potentiellement toxique pour 

les cellules et les patients, pouvant entraîner l'effondrement du système immunitaire et la 

récidive du cancer. 

Pour surmonter ces défis, le laboratoire du Dr Gagnon a développé la plateforme MARC (modular 

actuation receptor complex). Cette approche innovante vise à recréer un récepteur immunitaire 

modulaire, comprenant des modules distincts de détection d'antigène et de signalisation, et 
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reproduisant la topologie multidimensionnelle caractéristique des récepteurs immunitaires 

naturels. 

1.8.1 Hypothèse détaillée 

[ΩƘȅǇƻǘƘŝǎŜ ŎŜƴǘǊŀƭŜ ŘŜ Ƴŀ ǘƘŝǎŜ Ŝǎǘ ƭŀ ǎǳƛǾŀƴǘŜ Τ ƭŀ ǘƻǇƻƭƻƎƛŜ ƴŀǘǳǊŜƭƭŜ ŘŜǎ a!w/ǎ ǇŜǊƳŜǘ ǳƴŜ 

ƳŜƛƭƭŜǳǊŜ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳƛǉǳŜ ǉǳŜ ŎŜƭƭŜ ƻōǎŜǊǾŞŜ Řŀƴǎ ƭŜǎ /!wǎΦ [ΩŀǊŎƘƛǘŜŎǘǳǊŜ ŘŜǎ a!w/ǎ 

se prête à une optimisation plus poussée du module de signalisation du récepteur, offrant ainsi 

la possibilité de fournir une combinaison idéale de signaux pour assurer une activation robuste 

ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢Σ ŘŜ ƳŀƛƴǘŜƴƛǊ ƭŀ ŦƻƴŎǘƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ł ƭƻƴƎ ǘŜǊƳŜ Ŝǘ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭŜǎ 

performances thérapeutiques contre la leucémie.  

Nous anticipons que les MARCs, grâce à leur architecture modulaire, reproduiront fidèlement les 

topologies cytoplasmiques de signalisation, et généreront une signalisation dynamique et 

ŎƻƴǘǊƾƭŞŜ Řŀƴǎ ƭŜ ǘŜƳǇǎΦ Lƭǎ ǇŜǊƳŜǘǘǊƻƴǘ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ŘΩŞǾƛǘŜǊ ƭŜǎ ƛƴǘŜǊŦŞrences avec les récepteurs 

ŜƴŘƻƎŝƴŜǎΣ ŘΩŞƭƛƳƛƴŜǊ ƭŀ ǎƛƎƴŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ǘƻƴƛǉǳŜ Ŝǘ ŘŜ ƳŀƛƴǘŜƴƛǊ ǳƴŜ ǎŜƴǎƛōƛƭƛǘŞ ŞƭŜǾŞŜ ƳşƳŜ Ŝƴ 

ǇǊŞǎŜƴŎŜ ŘΩǳƴŜ ŦŀƛōƭŜ ŀōƻƴŘŀƴŎŜ ŘΩŀƴǘƛƎŝƴŜ /5мфΦ /ŜǘǘŜ ƴƻǳǾŜƭƭŜ ŀǇǇǊƻŎƘŜ ǎŜƳōƭŜ ǇǊƻƳŜǘǘŜǳǎŜ 

pour recréer la dynamique de signalisation native des cellules immunitaires, conduisant à des 

cellules T plus saines et à de meilleurs résultats thérapeutiques. 

Mes travaux de thèse se sont donc concentrés ǎǳǊ ƭŀ ŎǊŞŀǘƛƻƴΣ ƭΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ Ŝǘ ƭŀ ǾŀƭƛŘŀǘƛƻƴ ŘŜ 

cette nouvelle architecture MARC dans différents contextes. Nous allons observer sa 

fonctionnalité et sa capacité à éradiquer les cellules tumorales B CD19+ dans un contexte in vitro 

et in vivoΦ /Ŝ ǘǊŀǾŀƛƭ ǎŜǊŀ ǇǊŞǎŜƴǘŞ ǎŜƭƻƴ ƭŜǎ ǘǊƻƛǎ ƻōƧŜŎǘƛŦǎ ƳŀƧŜǳǊǎ ǉǳŜ ƧΩŀƛ ǎǳƛǾƛǎ Ŝǘ ǘǊŀƛǘŞǎ Řŀƴǎ 

trois chapitres distincts. 

1.8.2 Les objectifs de mes travaux de thèse  

Les objectifs sont les suivants :  

1. Optimisation in vitro et in vivo de la reproduction ŘŜ ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀƎŜ ŘŜǎ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊǎ 

immunitaires pour la création ŘΩǳƴ ƴƻǳǾŜŀǳ ǊŞŎŜǇǘŜǳǊ antigénique chimérique 

modulaire (MARC) plus performant que les CARs conventionnels. 
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Nous allons, dans un premier temps, caractériser et optimiser les modules de signalisation afin 

ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭΩŜƴƎŀƎŜƳŜƴǘ Ŝǘ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘŜǎ récepteurs chimériques. Nous allons ensuite 

comparer la cinétique de signalisation de cette nouvelle architecture MARC comparée au CAR 

actuellement en clinique.  

2. Évaluation comparative in vitro et in vivo des nouveaux MARCs dans l'éradication de la 

leucémie B CD19+. 

Nous allons comparer la fonctionnalité et la sécurité in vitro des MARCs par rapport au CAR 

conventionnel. Ensuite, nous allons déterminer la capacité des nouveaux MARCs à reconnaître et 

à éradiquer la leucémie des cellules B CD19+ ŀǳ ǎŜƛƴ ŘΩǳƴ ƳƻŘŝƭŜ ƳǳǊƛƴ ŎƭƛƴƛǉǳŜƳŜƴǘ ǇŜǊǘƛƴŜƴǘΦ  

3. ;Ǿŀƭǳŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƛƴǘŞǊşǘ ŘŜ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƴƻǘǊŜ ƴƻǳǾŜƭƭŜ ŀǊŎƘƛǘŜŎǘǳǊŜ a!w/ : est-ce une 

approche viable pour les immunothérapies basées sur les CARs-CSH/CSPHs ? 

Nous explorons l'intégration de notre architecture MARC anti-CD19 dans les CSPHs allogéniques 

issus de sang de cordon, en évaluant son potentiel thérapeutique dans un modèle murin de 

xénotransplantation. Cette approche innovante vise à caractériser l'impact de l'expression 

constitutive du MARC sur l'autorenouvellement et la différenciation des CSH/CSPHs, ainsi que sur 

les fonctions effectrices des cellules dérivées, notamment leur capacité à éradiquer les leucémies 

B CD19+. La faisabilité de cette modification génétique par vecteurs lentiviraux est validée avant 

la transplantation [385]. 



 

2 Chapitre 2ς Matériel et Méthodes 

2.1 Lignées cellulaires  

Toutes les lignées cellulaires ont été maintenues à 37°C en présence de 5% de CO2. Les cellules T 

Jurkat E6.1 (humain mâle) et les cellules NALM6 (WT, RFP et R-Fluc) ainsi que les JY (WT, 

TAX_mRFP-LactC2) ont été cultivées dans du RPMI + GlutaMAX (Gibco) supplémenté avec 10% 

ŘŜ C.{Σ млл¦κƳ[ ŘŜ ǇŞƴƛŎƛƭƭƛƴŜΣ млл˃ƎκƳ[ ŘŜ ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎƛƴŜΦ [Ŝǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ I9Yнфо¢ όƘǳƳŀƛƴ 

femelle) ont été cultivées dans du DMEM + GlutaMAX (Gibco) supplémenté avec 10% de FBS, 

млл¦κƳ[ ŘŜ ǇŞƴƛŎƛƭƭƛƴŜΣ млл˃ƎκƳ[ ŘŜ ǎǘǊŜǇǘƻƳȅŎƛƴŜ Ŝǘ млƳa ŘϥHEPES pH 7.4. Les cellules 

HEK293T ont été maintenues à des passages inférieurs à 15. Les cellules HEK293T ont été passées 

tous les 2 jours en utilisant une solution de PBS contenant 0,5% de FBS, 2mM d'EDTA pH 8.0, et 

10mM d'HEPES pH 7.4 pour le détachement cellulaire. 

2.1.1 Plasmides  

2.1.2 Production lentivirale 

Pour la transduction des cellules T Jurkat, les cellules HEK293T ont été ensemencées dans une 

plaque 6 puits traité pour la culture cellulaire. Le lendemain, les cellules HEK293T ont été 

ǘǊŀƴǎŦŜŎǘŞŜǎ ŀǾŜŎ ƭŜǎ ǇƭŀǎƳƛŘŜǎ ŘϥŜƳǇŀǉǳŜǘŀƎŜ Υ лΣотр˃Ǝ ŘŜ ±{±-G (PMDнΦƎύΣ мΣр˃Ǝ ŘŜ t{t!·н 

Ŝǘ мΣр˃Ǝ Řǳ ǇƭŀǎƳƛŘŜ ŘϥƛƴǘŞǊşǘ Ŝƴ ǳǘƛƭƛǎŀƴǘ Řǳ t9L ǎŜƭƻƴ ƭŜ ǇǊƻǘƻŎƻƭŜ Řǳ ŦŀōǊƛŎŀƴǘ όtƻƭȅǎŎƛŜƴŎŜǎΣ 

concentration d'ADN 4X). Les plasmides d'empaquetage VSV-G (PMD2.g) ont été gracieusement 

fournis par Didier Trono (plasmides Addgene # 12251) et PSPAX2 a été gracieusement fourni par 

le laboratoire de Marc Therrien. Après 16 heures d'incubation, le milieu a été changé (3ml/puits) 

de milieu « HEK293T ». Les surnageants ont été récoltés 36 heures après le changement de milieu. 

Réactif 1 puit (plaque 24 puits) 1 puit (plaque 6 puits) Plate 

10cm 

VSV-G лΦмрл ˃Ǝ лΦотр ˃Ǝ мΦр ˃Ǝ 
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PsPAX2 лΦс ˃Ǝ мΦр ˃Ǝ с ˃Ǝ 

±ŜŎǘŜǳǊ ŘΩƛƴǘŞǊşǘ лΦс ˃Ǝ мΦр ˃Ǝ с˃Ǝ 

PEI рΦп ˃[ моΦр ˃[ рп ˃[ 

Volume de la réaction (PBS) 0.1ml 0.25mL 1mL 

 

Tableau 2. ς  Quantités requises pour des transductions lentivirales avec des plasmides 

de deuxième génération.  

2.1.3 Transductions  

tƻǳǊ ŘŞǘŜǊƳƛƴŜǊ ƭŀ ƳǳƭǘƛǇƭƛŎƛǘŞ ŘΩƛƴŦŜŎǘƛƻƴ Řǳ ǾƛǊǳǎΣ рлΣллл ŎŜƭƭǳƭŜǎ WǳǊƪŀǘ ƻƴǘ ŞǘŞ ŜƴǎŜƳŜƴŎŞŜǎ 

dans une plaque à 96 puits à fond rond. Le virus a été dilué à des concentrations finales de 1 :20 

à 1 : 2000 avec 5˃g/ml de protamine sulfate (Sigma-Aldrich) pendant une nuit à 37°C. Le milieu a 

été changé le lendemain et les cellules ont été laissées au repos pendant 48 heures avant l'analyse 

ǇŀǊ ŎȅǘƻƳŞǘǊƛŜ Ŝƴ ŦƭǳȄΦ [ŀ ƳǳƭǘƛǇƭƛŎƛǘŞ ŘŜ ƭΩƛƴŦŜŎǘƛƻƴ ŀ ŞǘŞ ŘŞǘŜǊƳƛƴŞŜ ǇŀǊ ǳne courbe calculée à 

ǇŀǊǘƛǊ Řǳ ǇƻǳǊŎŜƴǘŀƎŜ ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ŘŜ ½ǎDǊŜŜƴ Ł ŎƘŀǉǳŜ Řƛƭǳǘƛƻƴ ŘŜ ǾƛǊǳǎ 

2.1.4 9ǎǎŀƛ ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢.  

Les cellules Jurkat exprimant les MARC ou les CAR ont été co-cultivées avec soit des cellules JY 

soit des cellules NALM6, chacune exprimant des rapporteurs fluorescents compatibles pour les 

différents tests (Lact-C2-mRFP, ou mCherry), aux ratios E:T indiqués pendant 16 heures. Ensuite, 

les cellules ont été marquées avec l'anti-CD69-efluor450 sur glace pendant 30 minutes puis 

analysées par cytométrie en flux. Les cellules T Jurkat WT ont été utilisées comme contrôle 

négatif. 

2.2 Microscopie  

L'imagerie de la synapse immunologique a été réalisée dans des boîtes en plastique contenant 

une lamelle de verre lavée à l'acide (MatTek Corporation). Brièvement, les cellules cibles (JY) 

exprimant Lact-C2-RFP sont lavées dans une solution de Ringer et remises en suspension à 
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0,5*106 cellules/mL. 200µL sont ensuite ajoutés au centre de la lamelle de verre et les cellules 

sont laissées à adhérer pendant 5 minutes. Quatre champs de vision, comprenant environ 30 

cellules cibles par champ, sont sélectionnés comme régions d'intérêt (ROIs). Ensuite, 50µL de 

cellules T exprimant les MARC (106 cellules/ml dans la solution de Ringer), qui expriment 

également ZsGreen, sont ajoutés et l'imagerie est initiée. Les cellules sont imagées pendant un 

total de 60 minutes, toutes les 15 secondes, en alternant entre les ROIs. Les images ont été 

acquises avec un microscope LSM880 utilisant un objectif Plan-Apochromate 63x/1.4 OIL DIC 

M27. ZsGreen a été excité par la ligne laser Argon 488nm, tandis que RFP a été excité avec la ligne 

laser HeNe 568. Les photons émis ont été capturés par des détecteurs GaASP spectraux. Les 

cellules T ZsGreen+ entrant en contact direct avec les cellules cibles ont été évaluées pour leur 

capacité à former une synapse immunologique stable ou une kinapse. Les contacts ayant entraîné 

des changements clairs dans la polarité cellulaire associés à une réduction significative de la 

mobilité cellulaire durant plus de 10 minutes ont été considérés comme une synapse stable. Tous 

les autres contacts ont été considérés comme des kinapses 

2.3 Cellules primaires 

2.3.1 PBMC  

Les cellules ont été obtenues du Laboratoire du Dr Jean-Sébastien Delisle. Les cellules seront 

maintenues à 37°C en présence de 5% de CO2. Les cellules ont par la suite été cultivées dans 

TexMACS (Miltenyl Biotech) supplémenté avec 100U/ml de pénicilline, 100g˃/ml de 

streptomycine.  

2.3.2 Cellules de sang de cordon 

Les cellules ont été obtenues du laboratoire de Dr Guy Sauvageau et toutes les unités de sang de 

cordon ombilical ont été collectées avec le consentement des mères à l'Hôpital Charles LeMoyne 

(Greenfield Park, QC, Canada). Les cellules sont décongelées dans du milieu IMDM (Gibco) 

supplémenté avec 10% de FBS et 10g˃/ml de DNAse. Les cellules sont maintenues à 37°C en 

présence de 5% de CO2. Les cellules sont cultivées dans du milieu CellGenix, supplémenté avec 

1 g˃/mL de Gentamycine. On ajoute ensuite des cytokines : 100˃ g/mL de SCF et de Flt3, 50˃g/mL 
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de TPO et IL-6. Aussi on ajoute 35˃g/mL du composé UM171 filtré. Par la suite, nous allons 

calculer le nombre de Cellules nucléées totales viables (vTNC) selon la formule suivante : vTNC = 

(Volume final / 1000) x Concentration de cellules viables. Pour être dans des conditions optimales, 

il faut ensemencer 0,2*106 vTNC par mL.  

2.3.3 Production lentivirale 

Pour la transduction des cellules T primaires, les cellules HEK293T ont été ensemencées dans une 

boîte de culture de 10cm (Tableau 2. ς ). Le lendemain, les cellules ont été transfectées avec les 

ǇƭŀǎƳƛŘŜǎ ŘϥŜƳǇŀǉǳŜǘŀƎŜ Υ мΣр˃Ǝ ŘŜ ±{±-DΣ с˃Ǝ ŘŜ t{t!·н Ŝǘ с˃Ǝ Řǳ ǇƭŀǎƳƛŘŜ ŘϥƛƴǘŞǊşǘ Ŝƴ 

utilisant du PEI selon le protocole du fabricant (Polysciences, concentration d'ADN 4X). Le milieu 

cellulaire a été remplacé après 12 heures d'incubation par du milieu HEK293T contenant 10% de 

FBS. Les surnageants ont été récoltés 36 heures après le changement de milieu. 3 plaques sont 

nécessaires par condition virale pour obtenir un volume final de 30ml de surnageant par condition 

virale. Les 30ml de surnageant ont été centrifugés pendant 5min à 300g Ǉǳƛǎ ŦƛƭǘǊŞǎ όлΣпр˃ƳύΦ 

Ensuite, 27ml de surnageant viral filtré ont été transférés dans des tubes coniques 

d'ultracentrifugation et 3ml de gradient de sucrose, 25% ont été ajoutés au fond du tube conique. 

Le virus a été concentré par ultracentrifugation à 30 000 rpm pendant 1 heure 45 min à 4°C en 

ǳǘƛƭƛǎŀƴǘ ǳƴŜ ǳƭǘǊŀŎŜƴǘǊƛŦǳƎŜǳǎŜ {ƻǊǾŀƭƭ ²·мллΦ олл˃ƭ ŘŜ t.{ ŦǊƻƛŘ ƻƴǘ ŞǘŞ ŀƧƻǳǘŞǎ ŀǳ Ŏǳƭƻǘ Ŝǘ ƭŜ 

virus a été resuspendu pendant une nuit à 4°C. Le lendemain, le virus a été congelé rapidement 

sur glace sèche et les titres viraux ont été déterminés dans les cellules Jurkat. 

2.3.4 Culture cellulaire et transductions  

2.3.4.1 PBMC 

À jour 0, les PBMC sont décongelés dans du milieu TexMACS (Miltenyl Biotech) supplémenté avec 

100U/ml de pénicilline, 100˃g/ml de streptomycine préalablement chauffé à 37°C. Ensuite, nous 

allons stimuler nos cellules pour les préparer à la transduction, pour ce faire nous préparons une 

ǎƻƭǳǘƛƻƴ н· ŎƻƳǇƻǎŞǎ ŘΩŀƴǘƛŎƻǊǇǎ όaƛƭǘŜƴȅƭ .ƛƻǘŜŎƘύ : anti-CD3 (0.2µg/ml) et anti-CD28 

(0.5µg/ml) et de cytokines (Miltenyl Biotech): IL-7 humain (5ng/ml) et IL-15 humain (5ng/ml). 

Ensuite, ajouter cette solution dans le fond de la plaque 24 puits G-REX (Wilson Wolf). Ensuite 
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apposé 2x10*6 cellules PBMC par puits, puis laissé la plaque à 37°C en présence de 5% de CO2. 

2x10*6 cellules PBMC ont été transduites, 48 heures après l'isolement, avec une multiplicité virale 

d'infection de 4 avec de la Vectofusine-1 (1mg/ml avec un ratio de 1 :1 vectofusine et virus 

concentré. Le lendemain, les cellules ont été agrémentées de milieu TEXMacs pour un volume 

final de 8 ml et cultivées avec des cytokines : hIL-т Ŝǘ ŘΩƘL[-15 humain grade premium (Miltenyi 

BioTech). Tous les deux jours, nous rŀƧƻǳǘŜǊƻƴǎ ŘΩL[-т Ŝǘ ŘΩL[-мр Řŀƴǎ ŎƘŀŎǳƴ ŘŜǎ ǇǳƛǘǎΦ [ΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ 

de transduction a été déterminée par analyse de la fluorescence ZsGreen par cytométrie en flux 

au 7e ƧƻǳǊ ŘΩŜȄǇŀƴǎƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ¢ ǇǊƛƳŀƛǊŜǎΦ WƻǳǊ у ŘΩŜȄǇŀƴǎƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜΣ [ΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘŜ 

transduction a été déterminée par analyse de la fluorescence ZsGreen par cytométrie en flux. 

WƻǳǊ ф ŘΩŜȄǇŀƴǎƛƻƴΣ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎƻƴǘ ŎƻƳǇǘŞŜǎ Ŝǘ ŎƻƴƎŜƭŞŜǎ Řŀƴǎ ǳƴŜ ǎƻƭution de congélation 

CryoS10 (StemCell-100-1061) ou utilisées directement pour des transplantations de souris NGS.  

 

Réactifs Concentration solution  Concentration stock 

 1X 2X  

Anti-CD3 0.2 ˃ g/mL 0.4 ˃ g/mL 100 ˃ g/mL 

Anti-CD28 0.5 ˃ g/mL 1 ˃ g/mL 100 ˃ g/mL 

Human IL7 15 ˃ g/mL 30 ˃ g/mL 100000 ng/mL 

Human IL15 5 ˃ g/mL 10 ˃ g/mL 100000 ng/mL 

 

Tableau 3. ς  Quantités requises pour la solution de stimulation, à jour 0.  

2.3.4.2 Cellules de sang de cordon  

/ƻƭƭŜŎǘŜǊ ƭΩŜƴǘƛŝǊŜǘŞ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ Ƴƛǎ Ŝƴ ŎǳƭǘǳǊŜ Ł ƧƻǳǊ лΦ /ŜƴǘǊƛŦǳƎŜǊ ŎŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ Ł пллƎ ǇŜƴŘŀƴǘ 

8min (acc.9 dec.9). Retirer le surnageant et resuspendre dans 1mL de StemSpan supplémenté de 
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35uM de UM171. Compter les cellules via le compteur cellulaire (Lab Sauvageau G) avec une 

dilution ½ avec du bleu de trypan. Nous calculons le volume de cellules nécessaires pour avoir un 

total de 40.000 cellules par puits. Nous ajoutons également comme agent de transduction du 

polybrène (3˃ g/mL - stock à 6mg/mL) et du lentiboost (1X - stock à 100X). Laisser la plaque dans 

un incubateur à 37°C pendant 12h.  

À jour 7, cƻƳǇǘŜǊ ƭŜǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ŎƻƴŘƛǘƛƻƴǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎΣ ǇǊŜƴŘǊŜ нллΦллл ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǇƻǳǊ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ Ŝƴ 

ŎȅǘƻƳŞǘǊƛŜ Ŝƴ ŦƭǳȄΦ bƻǳǎ ŀǳǊƻƴǎ ǳƴ ƳŀǊǉǳŜǳǊ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴǘ ½ǎDǊŜŜƴ ǇƻǳǊ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ŘŜ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ 

de transduction via le pourcentage de cellules ZsG+Φ !ƧǳǎǘŜǊ Ŝǘ ǊŜǎǳǎǇŜƴŘǊŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ 

conditions entre 0.3-0.8*106 cellules/mL.  

2.3.5 Essai de prolifération cellulaire 

Tous les tests de cytotoxicité ont été réalisés avec des cellules T contenant des quantités égales 

de cellules ZsGreen+ (cellules effectrices). La fréquence des cellules ZsGreen+ issues des cellules T 

Mock transduites, CAR et MARCs a été normalisée en utilisant des cellules T non transduites 

expandues à partir du même lot de PBMCs. 

Chaque cellule effectrice a d'abord été déposée dans une plaque 96 puits à fond rond pour 

suspension. 10.000 cellules T transduites ZsG+ (CTL, MARCs, CAR) (100uL). Les cellules T ont été 

ajustées avec des cellules T non transduites issues du même donneur de PBMC. Ensuite 30.000 

cellules cibles (NALM6-Ametrine) (100uL) pour obtenir un ratio 1 :3 ǎǳǇǇƭŞƳŜƴǘŞ ŀǾŜŎ ŘŜ ƭΩL[-2 

(20U/mL) pour chaque puits. Les cellules ont été centrifugées brièvement pendant 1min à 200g 

puis incubéesΦ ¦ƴŜ ǇƭŀǉǳŜ ǇŀǊ ƧƻǳǊ ŘΩŀŎǉǳƛǎƛǘƛƻƴ Ŝǎǘ ǊŞŀƭƛǎŞŜ όWлΣ WмΣ WоΣ Wр Ŝǘ WтύΦ tƻǳǊ ƭŀ ƭŜŎǘǳǊŜ 

des plaques, les cellules ont été centrifugées à 400g pendant 5 minutes ensuite resuspendues 

dans 200uL de FACS buffer froid (PBS, 0.5% FBS, 2mM EDTA, 10 mM HEPES pH 7.4), puis analysé 

par cytométrie en flux. Cette procédure est répétée à J1, J3, J5 et J7.  

Nous avons déterminé le pourcentage de cellules (ZsG+ ŀǾŀƴǘ ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ό¢0) et dans le temps 

(Tx) pour chaque condition. Le suivi de la prolifération des cellules ZsG+ de J0 à J7 a été réalisé en 

calculant le ratio (ZsG+ Tx / ZsG+ T0), normalisé par rapport au CTL.  
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2.3.6 Essai de cytotoxicité  

Tous les tests de cytotoxicité ont été réalisés avec des cellules T contenant des quantités égales 

de cellules ZsGreen+ (cellules effectrices). La fréquence des cellules ZsGreen+ issues des cellules T 

Mock transduites, CAR et MARCs a été normalisée en utilisant des cellules T non transduites 

expandues à partir du même lot de PBMCs. Les cellules non transduites marquées au CellTrace 

Violet (CTV) ont également été utilisées comme contrôle négatif des cellules effectrices. Chaque 

cellule effectrice a d'abord été déposée dans les puits et normalisée à 100 µL avant que 100 µL 

de cellules cibles (2*105 cellules/mL NALM6-Ame) ne soient ajoutés pour obtenir des ratios 

effecteur:cible de 5:1, 1:1, 1:5. Les cellules ont été centrifugées brièvement pendant 1min à 200g 

puis incubées pendant 24h pour initier la cytolyse. Les puits contenant uniquement des cellules 

cibles ont été utilisés pour évaluer la mort cellulaire non dépendante des cibles. Le lendemain, 

les cellules ont d'abord été marquées avec du 7-AAD puis analysées par cytométrie en flux. 

L'efficacité de la cytotoxicité a été mesurée en comptant le nombre de cellules mCherry+/7AAD- 

encore présente après co-incubation par rapport aux cellules mCherry+/7AAD dans la condition 

cellules cibles seule. 

2.3.7 Essai de sécurité (CRS) 

Ce test de sécurité complet évalue les interactions cellulaires dans plusieurs conditions 

expérimentales, incluant des PBMCs autologues avec des cellules T, des cellules NALM avec des 

cellules T, des cellules T seules, des cellules T sous stimulation PMA/Ionomycine, et une condition 

combinée PBMC-NALM-cellules T. Toutes les expériences sont réalisées dans des plaques 12 puits 

utilisant du milieu R10, maintenant un ratio cellulaire de 1:1 avec un million de cellules de chaque 

type par puits. 

[Ω9ƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎƻƴǘ ǊŞŎƻƭǘŞŜǎ Ŝǘ ŎƻƳǇǘŞŜǎ ŀǳ ōƭŜǳ ǘǊȅǇŀƴΦ [Ŝ ǇƻǳǊŎŜƴǘŀƎŜ ŘŜ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

CD3+-ZsG+ est ajusté si nécessaire, et les PBMCs sont décongelés et comptés. Après ajustement 

du pourcentage de ZsG+ en utilisant des cellules T non transduites, toutes les cellules sont 

centrifugées à 400g pendant 5 minutes à température ambiante. Les cellules sont ensuite remises 

en suspension dans du milieu R10 frais à des concentrations spécifiques : cellules T à 1M/mL, 

NALM6 et PBMCs à 2M/mL, avec une préparation de solution de PMA/ionomycine 2X. Pour 
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l'ensemencement, les cellules T sont déposées à 1mL par puits, tandis que les PBMCs et les 

cellules Nalm6 sont ajoutés à 500µL/puits. La condition de stimulation PMA/ionomycine reçoit 

1mL de solution 2X par puits, avec des volumes finaux ajustés à 2mL avec du milieu R10 si 

nécessaire. Les cultures sont ensuite incubées à 37°C avec 5% de CO2 pendant 48 heures. 

Après l'incubation, les surnageants de culture cellulaire sont soigneusement récoltés sans 

perturber les cellules et centrifugés à 400g pendant 5 minutes. Les surnageants sont ensuite 

aliquotés, avec 300µL et conservés à -20°C.  

L'analyse ELISA ultérieure implique un coating des plaques pendant une nuit avec l'anticorps de 

capture (100µL/puits) à température ambiante, suivi de lavages et d'un blocage avec du RD 1X. 

Les échantillons sont traités par vortex et centrifugation à 800g pendant 5 minutes avant transfert 

dans de nouveaux tubes. L'essai se poursuit avec l'incubation des échantillons, l'ajout d'anticorps 

de détection, l'application de Streptavidine-HRP (dilution 1:40), et le développement du substrat 

TMB. Après une incubation de 20 minutes à l'obscurité, la réaction est arrêtée, et les plaques sont 

immédiatement lues à des longueurs d'onde de 450nm et 540nm. 

2.4 Expériences in vivo 

2.4.1 Souris  

Les souris NSG femelles (NOD.CgPrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ; The Jackson Laboratory) et les 

femelles NSG-SGM3 (NOD-SCID IL-2RΩ243null 3/GM/SF; The Jackson Laboratory) ont été élevées 

et maintenues dans un environnement exempt de pathogènes à l'animalerie de l'Institut de 

Recherche en Immunologie et en Cancérologie selon le protocole numéro 23-019 approuvé par 

le Comité de Déontologie de l'Expérimentation sur les Animaux de l'Université de Montréal. 

2.4.1.1 Transplantation et récoltes des organes 

Les cellules ont été transplantées par injection dans la veine caudale des souris NSG/NSG-SGM3 

femelles âgés de 8 à 10 semaines, préalablement irradiées à une dose sublétale (250 cGy, <24 
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heures avant la transplantation). Les cellules de moelle osseuse des souris NSG-SGM3 ont été 

prélevées par aspiration fémorale après 8 et 13 semaines.  

Les cellules de moelle osseuse des souris NSG et NSG-SGM3 par « flushing » des 2 fémurs, tibias 

et hanches lorsque les animaux ont été euthanasiés à la semaine 13 (NSG-SGM3) ou décrit dans 

les légendes des figures pour les NSG όŘŞǇŜƴŘŀƴǘ ŘŜ ƭΩŜȄǇŞǊƛŜƴŎŜ ǊŞŀƭƛǎŞŜύ. Pour toutes les 

expériences, les souris de même portée et de même sexe ont été réparties aléatoirement dans 

les groupes expérimentaux. Les souris étaient considérées comme greffées si le chimérisme 

humain était > 0,1%. 

Les stratégies de fenêtrage pour le tri cellulaire par cytométrie en flux (FACS) utilisés pour suivre 

la prise de greffe humaine dans les NSG-SGM3 sont présentées dans la figure supplémentaire 6.  

2.4.2 Étude d'éradication tumorale in vivo avec injections individuelles de 

cellules T.  

Pour former des tumeurs, 0,5*106 de cellules NALM6 exprimant la Luciférase améliorée (NALM6-

R-FLuc) ont été injectées par voie intraveineuse dans des souris NSG. Quatre jours plus tard, 1*106 

de cellules T-CAR ou MARC-T ZsG+ ont été injectées aux souris porteuses de tumeurs. Les 

injections de cellules T Mock ont été normalisées au nombre de cellules CAR et MARC-T selon le 

total de cellules ZsGreen+. Nous avons réalisé deux injections intrapéritonéales d'IL15 humaine 

recombinante (rhIL15) (J5 et J8) après l'injection des cellules T pour maintenir le groupe de 

cellules T actives. L'imagerie par bioluminescence a été réalisée deux fois par semaine tout au 

long de l'expérience avec l'injection de 150 mg/kg de D-Luciférine stérile fraîche (PerkinElmer). 

Les images dorsales et ventrales ont été obtenues 10 minutes après les injections 

intrapéritonéales de D-Luciférine en utilisant un IVIS Spectrum (IVIS100IVIS Lumina System, 

Caliper LifeSciences). Les images ont été analysées avec le logiciel Living Image version 4.5 pour 

Windows (PerkinElmer). Les souris receveuses ont été sacrifiées au jour 17 après la 

transplantation tumorale.  
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2.4.3 Étude d'éradication ŘΩǳƴŜ ŦƻǊǘŜ ŎƘŀǊƎŜ tumorale in vivo avec injections 

individuelles de cellules T.  

Pour former des tumeurs, 0,5*106 de cellules NALM6 exprimant la Luciférase améliorée (NALM6-

RFLuc) ont été injectées par voie intraveineuse dans des souris NSG. Huit jours plus tard 0.5*106 

de cellules T-CAR ou MARC-T ZsG+ ont été injectées aux souris porteuses de tumeurs. Les 

injections de cellules T Mock ont été normalisées au nombre de cellules CAR et MARC-T selon le 

total de cellules ZsGreen+. Nous avons réalisé deux injections intrapéritonéales d'IL15 humaine 

recombinante (rhIL15) (J9 et J12) après l'injection des cellules T pour maintenir le groupe de 

cellules T actives. L'imagerie par bioluminescence a été réalisée deux fois par semaine tout au 

long de l'expérience avec l'injection de 150 mg/kg de D-Luciférine stérile fraîche (PerkinElmer). 

Les images dorsales et ventrales ont été obtenues 10 minutes après les injections 

intrapéritonéales de D-Luciférine en utilisant un IVIS Spectrum (IVIS100IVIS Lumina System, 

Caliper LifeSciences). Les images ont été analysées avec le logiciel Living Image version 4.5 pour 

Windows (PerkinElmer). Les souris receveuses ont été sacrifiées au jour 17 après la 

transplantation tumorale. La rate et la moelle osseuse (MO) ont été prélevées pour des analyses 

en cytométrie en flux. 

2.4.4 Calcul de la progression tumorale.  

Pour normaliser les données de bioluminescence, nous avons établi un ratio pour chaque souris 

expérimentale. Ce ratio a été calculé en divisant le signal de bioluminescence de chaque souris 

par le signal de fond moyen mesuré à partir d'un groupe de 3 souris contrôle non traitées le même 

jour. Cette méthode normalise le bruit de fond à une valeur de 1 pour chaque jour d'imagerie, 

minimisant ainsi les variations non spécifiques quotidiennes et isolant les effets attribuables aux 

constructions MARCs/CAR-T. 
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2.4.5 Cytométrie en flux  

[ŀ ǊŀǘŜ Ŝǘ ƭŀ ah ƻƴǘ ŞǘŞ ƛƴŘƛǾƛŘǳŜƭƭŜƳŜƴǘ ǘŀƳƛǎŞŜǎ Ł ǘǊŀǾŜǊǎ ŘŜǎ ŦƛƭǘǊŜǎ ŘŜ тл˃Ƴ Ŝǘ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

sont récoltées par lavage avec du tampon de rinçage (IMDM supplémenté avec 2% de FBS et 100 

˃ƎκƳ[ ŘŜ 5b!ǎŜύΦ [Ŝǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎƻƴǘ ƛƴŎǳōŞŜǎ ǇŜƴŘŀƴǘ мр ƳƛƴǳǘŜǎ Ł ǘŜƳǇŞǊŀǘǳǊŜ ŀƳōƛŀƴǘŜ ŀǾŜŎ 

un tampon de lyse des globules rouges (1X) (BD Pharmlyse 10X). Les cellules sont centrifugées 

pendant 8 minutes à 300g puis lavées avec du tampon de lavage (PBS supplémenté avec 2% de 

FBS et 2mM d'EDTA). Les cellules sont ensuite bloquées avec une solution d'anticorps non 

spécifiques (Human TruStain FcX, Biolegend) et marquées avec un cocktail d'anticorps pendant 

30 minutes sur glace pour l'analyse en cytométrie en flux. Toutes les expériences de cytométrie 

en flux sont réalisées soit sur un Canto II (Becton Dickinson), ZE5 (Bio-Rad) ou Fortessa (LSR II) et 

analysées avec FlowJo (TreeStar), en utilisant les anticorps suivants.    
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2.4.5.1 Expérience in vitro et in vivo dans le modèle NSG  

Antigène  Clone Cible Fluorochrome Référence  Compagnie  Dilution 

CD19 HIB19 human  APC-Cy7 302218 Biolegend  1 :25 

FMC63 REA1297 human APC 130-127-

344 

Milteniy 1 :200 

PD-1 EH12.2H7 Human BV785 329930 

 

 

Biolegend 1 :160 

TIM-3 F38-2E2 Human  BV510 345030 

 

Biolegend 1 :80 

CTLA-4 BNI3 Human  BV421 369606 

 

 

Biolegend 1 :320 

LAG-3 11C3C65 Human BV650 369316 

 

Biolegend 1 :320 

CD4 OKT4 Human APC-Cy7 317418 Biolegend 1 :200 

CD8 OKT8 Human APC 344122 Biolegend 1 :100 

CD69 FN50 human eFluor450 48-0699-

42 

Thermo Fisher  1 :200 
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CD62L 

 

DREG-56 human PerCP-Cy5.5 337210 Biolegend 1 :25 

CD44 BJ18 human BV785 338834 Biolegend 1 :400 

CD45RA HI100 Human APC-Cy7 304128 

 

Biolegend 1 :50 

Tableau 4. ς  Liste des anticorps utilisés pour la cytométrie en flux dans les NSG  

2.4.5.2 Expérience in vivo dans le modèle NSG-SGM3  

 

Antigène  Clone Cible Fluorochrome Référence  Compagnie  Dilution 

CD34 581 human  APC 555824 BD Biosciences  1 :100 

CD38 HIT2 human PE 555460 BD Biosciences  1 :50 

CD45 

 

HI30 human  V500 560777 BD Biosciences  1 :100 

CD45.1 A20 mouse eFluor450 48-0453-82 Thermo Fisher 1 :200 

CD19 HIB19N human APC-Cy7 

 

302218 Biolegend 1 :25 

CD33 WM-53 human PE 555450 BD Biosciences 1 :100 
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CD68 Y1/82A human APC 333810 Biolegend  1 :50 

CD14 M5E2 human BV785 301840 Biolegend  1 :25 

CD56 B159 human APC 555518 BD Biosciences  1 :40 

CD3 SK7 human BV786 563800 BD Biosciences  1 :200 

CD4 OKT4 human APC-Cy7 317418 Biolegend 1 :200 

CD8 SK1 human APC 344722 Biolegend 1 :100 

HLA-DR L243 human APC 307610 Biolegend 1 :100 

Tableau 5. ς  Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux dans les NSG-SGM3. 

2.5  Statistiques  

¢ƻǳǘŜǎ ƭŜǎ ŘƻƴƴŞŜǎ ǎƻƴǘ ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŞŜǎ ŎƻƳƳŜ ƭŀ ƳƻȅŜƴƴŜ Ŝǘ ƭŜǎ ōŀǊǊŜǎ ŘΩŜǊǊŜǳǊ ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŜƴǘ la 

déviation standard (± {5ύ ƻǳ ƭΩŜǊǊŜǳǊ ǎǘŀƴŘŀǊŘ Ł ƭŀ ƳƻȅŜƴƴŜ ό± SEM). Le nombre d'échantillons et 

de répétitions expérimentales sont indiqués dans la légende des figures (n). La significativité 

statistique a été analysée avec Prism 10 (GraphPad) et le test statistique utilisé est indiqué dans 

chaque figure. La signifiance statistique a été considérée lorsque p < 0.05.   
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3.2 Abstract  

 

Chimeric Antigen Receptor T cell (CAR-T) based immunotherapies have reshaped the therapeutic 

landscape of cancer treatment, in particular for patients afflicted with leukemia. However, 

defects in CAR behaviors and clinical complications have hindered their widespread application 

across diverse cancer types. Chief among these defects is the issue of high tonic signalingτa 

defect absent in native activating immune receptorsτwhich accelerates T cell exhaustion and 

undermines treatment efficacy.  We hypothesized that these limitations arise because current 

CAR architectures fail to replicate the modular design of native activating immune receptors, 

which integrate distinct receptor and signaling modules.  This modular assembly is crucial for 

maintaining proper receptor regulation and function. Therefore, we set forth to develop a 

modular chimeric antigen receptor leveraging the same assembly principles found in native 

activating immune receptors to reestablish the intrinsic safeguards in receptor expression and 

signaling. The resulting Modular Actuation Receptor Complex (MARC) displayed surface 

expression levels akin to its native immune receptor counterpart, the NK cell receptor KIR2DS3, 

while eliminating tonic signaling. In a clinically relevant mouse leukemia model, MARC-T cells 

exhibited remarkable long-term persistence, and a less exhausted phenotype compared to 

conventional CAR-T cells. With its modular architecture, the MARC offers unparalleled 

opportunities for optimization and broad applicability across different cell types, paving the way 

for transformative advancements in cell-based therapies. This innovation holds immense promise 

as a next-generation therapeutic tool in clinical settings.  
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3.3 Introduction  

B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is the most common form of childhood leukemia, 

representing approximately 80% of cases[386]. The advent of Chimeric Antigen Receptor (CAR)-T 

cell therapy has provided a transformative option for treating relapsed and refractory B-ALL. 

These therapies primarily target surface antigens such as CD19, CD20, and CD22, which are 

consistently expressed on malignant B cells[387]. However, despite their efficacy, CAR-T therapies 

face significant limitations that restrict their broader applicability across different cancers and 

demographics. 

One major challenge with CAR-T cell therapy arises from the shared expression of target 

antigens, such as CD19, on both malignant and healthy B cells. This on-target, off-tumor activity 

leads to the long-term depletion of normal B cells, resulting in prolonged B-cell aplasia and 

ǎǳōǎŜǉǳŜƴǘ ƭȅƳǇƘƻǇŜƴƛŀΣ ǿƘƛŎƘ ǎŜǾŜǊŜƭȅ ŎƻƳǇǊƻƳƛǎŜǎ ǘƘŜ ǇŀǘƛŜƴǘΩǎ ƛƳƳǳƴŜ ŎŀǇŀōƛƭƛǘƛŜǎ[388]. 

This problem is compounded in childhood leukemia due to the number of years the surviving 

patient would have to live without a fully functional immune system[389]. In addition, CAR-T 

therapies often induce serious immune-mediated toxicities, including cytokine release syndrome 

(CRS) and immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome (ICANS)[390]. These 

complications, increase the bedside costs and limit CAR-T therapies for a broader patient 

population[391]. 

Another significant limitation of CAR-T cells is the phenomenon of tonic signaling, which occurs 

when CARs are constitutively active in the absence of target engagement[392]. This can lead to 

premature exhaustion of T cells, reducing their ability to persist and function effectively in 

vivo[393, 394]. The root of the discrepancies between native activating immune receptors and 



121 

CARs likely lies in the structural design of CARs. Unlike the linear signaling architecture of current 

CARs, native immune receptorsτincluding TCRs, BCRs, and NK cell activating receptors (NKRs)τ

utilize modular assemblies consisting of distinct ligand-binding receptor modules (RcMods) and 

signaling modules (SigMods)[395-401]. These multi-subunit receptors assemble via a simple yet 

effective process dictated by electrostatic interactions within the transmembrane (TM) regions 

enabling specific and high affinity assembly, a process we have termed the transmembrane 

assembly registry (TAR)[402]. This modularity provides critical safeguards, including stringent 

requirements for full receptor assembly before surface expression, resulting in lower basal 

expression levels, and requiring discriminatory signaling upon receptor engagement. 

Furthermore, the distribution of electrostatic charge across multiple cytoplasmic chains reduces 

steric hindrance during adaptor protein recruitment and facilitates trans-phosphorylation by Lck, 

ensuring proper signaling dynamics[403-407].  

In response to these challenges, we sought to design novel CARs to recapitulate normal immune 

receptor modular assembly and signaling kinetics, which could significantly improve treatment 

outcomes and mitigate current limitations and pitfalls observed in single chain CAR technologies. 

To achieve this, we engineered synthetic TARs capable of driving specific receptor assembly and 

efficient surface expression. We further optimized the signaling capabilities of these receptors to 

provide robust activation signals, while minimizing tonic signaling. Our resulting receptors, 

termed Modular Actuation Receptor Complexes (MARCs), displayed superior signaling outputs, 

minimal tonic signaling, and cytolytic activity to target cells displaying lower target densities. In a 

preclinical model of CD19-positive leukemia, MARC-T cells eradicated leukemia more effectively 

than conventional 28y-CARs by preventing early exhaustion and promoting long-term persistence. 
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These findings establish the MARC as a transformative synthetic signaling platform, offering 

significant improvements over traditional CAR designs and holding immense promise for 

advancing cell-based therapies 

3.4 Materiel and Methods  

3.4.1 Mice  

NSG (NOD.CgPrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ; The Jackson Laboratory) female mice bred and 

maintained in a pathogen-free environment at the Institute for Research in Immunology and 

Cancer animal care facility under a protocol Number: 23-019 approved by the University of 

Montreal Deontology Committee on Animal Experimentation 

3.4.2 Cell lines 

All cell lines were maintained at 37°C in presence of 5% CO2. Jurkat E6.1 T cells (human 

male) and NALM6 (WT, RFP and R-Fluc) cells were cultured in RPMI + GlutaMAX (Gibco) 

supplemented with 10% FBS, 100U/mL penicillin, 100g˃/mL streptomycin. HEK293T cells 

(human female) were cultured in DMEM + GlutaMAX (Gibco) supplemented with 10% FBS, 

100U/mL penicillin, 100˃g/mL streptomycin and 10mM HEPES pH 7.4. HEK293T cells 

maintained at passage numbers below 15. HEK293T cells were passaged every 2 days using a 

PBS solution containing 0.5% FBS, 2mM EDTA pH 8.0, and 10 mM HEPES pH 7.4 for cell 

detachment. 

3.4.3 Generation of the TAR screening library.  

The coding sequence devoid of the transmembrane domain of the RcMod (KIR2DS3) and 

SigMod were separately clone into lentiviral backbone vectors each expressing an IRES-

driven fluorescent reporter. Instead of the TM domain, a unique BamHI site was inserted 

and used to clone each of the TAR libraries. The TAR library was designed and ordered from 

IDT as long single strand DNA (ssDNA) comprising the desired TAR and 22 nucleotide 

overhangs used for cloning. The RcMod and SigMod containing vectors were digested with 
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BamHI and the TAR libraries were cloned using Gibson assembly according to 

ƳŀƴǳŦŀŎǘǳǊŜǊΩǎ ǇǊƻǘƻŎƻƭǎΦ 

3.4.4 Generation of the MARCs:  

The KIR2DS3-derived MARC was built by fusing the CD19-specific single chain variable 

fragment (scFv) derived from the FMC63 monoclonal antibody to the first Ig domain of the 

extracellular domain of KIR2DS3 for each the TAR tested using overlap PCR. The DAPZ 

SigMod was generated by replacing the DAP12 intracellular by CD3z, and was ordered at IDT 

as a Gblock. The CD8a-derived CARs and MARC were built by fusing the CD19-specific single 

chain variable fragment (scFv) derived from the FMC63 monoclonal antibody to the 

extracellular domain of CD8a (T138). The CARs also utilized CD8a TM domain and either CD3z 

or CD28-CD3z cytoplasmic domains. The MARC utilized the mentioned TARs and CD28 

cytoplasmic domain along with the registry-matched SigMods indicated in the figures. 

3.4.5 Lentivirus production.  

Lentivirus production and titration protocols have been described elsewhere. 

3.4.6 Transduction and stable Jurkat cell lines.  

Transduction ad establishment of Jurkat T stable cells lines have been descried elsewhere. 

3.4.7 Jurkat T cells TAR screening.  

For the TAR screening assay, jurkats co-trnsduced with RcMod and SigMod TAR components 

were analyzed by flow cytometry using the anti-KIRDS (anti- CD148a-A647) antibody. Cells 

were gated on ZsGreen only (SigMod) as negative control, mCherry only (RcMod) to 

ascertain unassembled receptor leakiness, and ZsGreen+/mCherry+ to ascertain assembled 

receptor surface expression. Assembly factor was was calculated by first subtracting the 

geometric mean fluorescence of anti-CD148a staining from the ZsGreen+ cells to the 

mCherry+ and ZsGreen+/mCherry+ cells, and then dividing the values from the 

ZsGreen+/mCherry+ by the mCherry+ cells (assembled surface expression/leakiness). 



124 

3.4.8 Jurkat T cell activation assay.  

MARC or CAR-expressing Jurkat cells were co-cultured with either JY1 cells or Nalm6 cells, 

each expressing fluorescent reporters compatible for the various assays (mAmetrine, or 

Lact-C2-mRFP, or mCherry), at indicate E:T ratios for 16 hours. Following this, cells were 

labeled with anti-CD69-efluore450 on ice for 30 minutes and then analyzed by flow 

cytometry. WT and RcMod-only Jurkat T cells were used as negative control. 

3.4.9 Jurkat T cells signaling kinetics assay.  

Before stimulation assays, Jurkat T cells and derivatives were incubated in plain RPMI for 60 

minutes at 37°C in order to reduce basal phosphorylation of the TCR-CD3y chains47. Jurkat T 

cells (200µl, 1x107 cells/mL) expressing either the A6 TCR, described in Connolly et al 2021, 

or MARC were stimulated with Tax-2A-lactC2-RFP-JY1 cells (200µl, 1x107 cells/mL) for 

indicated times in plain RPMI supplemented with 1mM CaCl2. Cells were first mixed, spun 

at 2000rpm for 5 seconds and then incubated at indicated times. Activation was stopped by 

adding equal volume of a 2X lysis buffer (2% NP40, 20mM HEPES, 150mM NaCL. 100mM 

NaF, 2mM NaVO4, 2X protease inhibitors, 2mM PMSF, 20 mM iodoacetamide) and 

incubated for 30 minutes on ice. Following this, lysates were spun at 10K rpm for 5 minutes 

and 750ul of the supernatant was recovered. Of that, 150ul was precipitated using the 

Wessel- Fluege method (ref). The rest was either frozen or used for immunoprecipitation of 

the MARC. Protein extracts of precipitates were run of a Bis-Tris acrylamide gels (Invitrogen) 

using the MES buffer, and then transferred onto PVDF membranes according to 

ƳŀƴǳŦŀŎǘǳǊŜǊΩǎ ǇǊƻǘƻŎƻƭΦ t±5C ƳŜƳōǊŀƴŜǎ were cut according to expected molecular 

weight of the desired targets and probed for phospho-specific signals of CD28 (Tyr191, 

mAb#16399), CD3z (Tyr142, #67748), ZAP70 (Tyr342, #2701), and LAT (Tyr220, #3584), and 

loading controls ZAP70 (mAb#2795) and LAT (mAb#45533) all from Cell Signaling. Primary 

ŀƴŘ ǎŜŎƻƴŘŀǊȅ ŀƴǘƛōƻŘȅ ǎǘŀƛƴƛƴƎ ǿŜǊŜ ǇŜǊŦƻǊƳŜŘ ŀŎŎƻǊŘƛƴƎ ǘƻ ƳŀƴǳŦŀŎǘǳǊŜǊΩǎ 

recommendations. Luciferase signals were acquired with a BioRad bioimager and analyzed 

by Fiji. 
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3.4.10  Transduction of primary T cells.  

On day 0, PBMCs were thawed in pre-warmed TexMACS medium (Miltenyi Biotec) 

supplemented with 100 U/ml penicillin and 100 ˃ g/ml streptomycin at 37°C. Cells were then 

stimulated for transduction preparation using a 2X solution of antibodies (Miltenyi Biotec): 

anti-CD3 (0.2 ˃g/ml) and anti-CD28 (0.5 ˃g/ml) and cytokines (Miltenyi Biotec): human IL-7 

(5 ng/ml) and human IL-15 (5 ng/ml). This solution was added to the bottom of a 24-well G-

REX plate (Wilson Wolf). Then, 2x106 PBMCs were added per well and the plate was 

incubated at 37°C with 5% CO2. 2x106 PBMCs were transduced 48 hours after isolation, with 

a viral multiplicity of infection of 4 using Vectofusin-1 (1 mg/ml final concentration) at a 1:1 

ratio of vectofusin-1 to concentrated virus. The next day, TexMACS medium was added to a 

final volume of 8 ml and cells were cultured with cytokines: premium grade human IL-7 and 

IL-15 (Miltenyi Biotec). Cytokine renewal every 2-3 days (same finale concentration as 

activation) and stop expansion at day 9 after activation. Transduction efficiency was 

determined by analyzing ZsGreen fluorescence by flow cytometry on day 8 of primary T cell 

expansion. On day 9 of expansion, cells were counted and either frozen in CryoS10 freezing 

solution (StemCell, 100- 1061) or used directly for NSG mouse transplantation. 

3.4.11  Immune synapse imaging and analysis.  

Immune synapse imaging was performed in plastic dishes that contain an acid-washed 

coverslip (MatTek Corporation). Briefly, Lact-C2-RFP- expressing target cells (Toledo or 

Nalm6) are washed in wƛƴƎŜǊΩǎ solution and resuspended at 0,5x106 cells/mL. 200µL is 

then added to the center of the glass coverslip and cells are left to adhere for 5 minutes. 

Four field of view, encompassing roughly 30 target cells are present per field of view, are 

selected as regions of interests (ROIs). After which, 50 µL of CAR or MARC expressing 

primary T cells (106 cells/ml in wƛƴƎŜǊΩǎ solution), that also express ZsGreen, is added and 

imaging is initiated. Cells are imaged for a total of 60 minutes, every 15 seconds, and cycling 

between the ROIs. Images were acquired with a LSM880 microscope using a Plan-

Apochromat 63x/1.4 OIL DIC M27 objective. ZsGreen was excited by the 488nm Argon laser 

line, while RFP was excited with the 568 HeNe laser line. Emitted photons were capture by 

spectral GaASP detectors. ZsGreen+ T Cells engaging in direct contact with target cells were 
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assessed for their ability to form stable immune synapse or kinapse. Contacts that resulted 

in clear changes in cell polarity paired with a significant reduction in cell mobility which lasted 

more than 10 minutes was deemed a stable synapse. All other contacts were deemed 

kinapses. 

3.4.12  Cytotoxicity assay.  

All cytotoxicity assays were performed with T cells containing equal amounts of ZsGreen+ 

cells (effector cells). The frequency of ZsGreen+ cells from Mock transduced, CAR and MARC 

T cells were normalized using untransduced T cells expanded from the same batch of PBMCs. 

Untransduced labeled witth CellTrace Violet (CTV) cells were also used as negative effector 

cells control. Each effector cell was first plated in the wells and normalized to 100 µL before 

100 µL of target cells target cells (2X105 cells/mL Nalm6-mCherry) were added to achieve 5:1, 

1:1, 1:5 effector to target ratios. Cells were pulsed spined for 1min at 200g and then incubated 

for 24h to initiate cytolysis. Wells containing only target cells were used to assess non target-

dependent cell death. The next day, cells were first stained with 7-AAD and then analyzed by 

flow cytometry. Cytotoxicity efficiency was measure by counting the number of 

mCherry+/7AAD- still present after co-incubation versus mCherry+/7AAD cells in the target 

cell only condition. 

3.4.13  In vivo tumor eradication study: individual T cell infusions.  

To form tumors, 0.25*106 of NALM6 (5X105 cells/mL) expressing enhanced Luciferase 

(Nalm6-Luc) cells were injected intravenously into NSG. Four days later, 1*106 FMC63+ CAR 

or MARC-T cells were injected tumor-bearing mice. Mock T cell injectio9ns were normalized 

to CAR and MARC-T cell numbers according to total ZsGreen+ cells. We performed four 

intraperitoneal injections of recombinant human Il15 (rhIL15) every 3 days after T cells 

infusion, starting on day 5, to maintain the active T cells pool. Bioluminescent imaging was 

performed twice a week throughout the experiment with the injection of 150 mg/kg of fresh 

sterile D-Luciferin (PerkinElmer). Dorsal and ventral images were obtained 10 minutes after 

the intraperitoneal injections of D-Luciferin using an IVIS Spectrum (IVIS100IVIS Lumina 

System, Caliper LifeSciences). Images were analyzed using Living Image Software version 4.5 
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for Windows (PerkinElmer). Recipient mice were sacrificed at day 22 following tumor 

transplant. Speen and bone marrow (BM) were harvested for FACS analyses (see below). 

3.4.14  In vivo tumor eradication study: mixed CAR/MARC-T cell infusions.  

To form tumors, 0.25*106 of NALM6 (5X105 cells/mL) expressing enhanced Luciferase 

(Nalm6-Luc) cells were injected intravenously into NSG. Four days later, 2.5*105 FMC63+ 

CAR (ZsGreen) and MARC- T cells (mCherry) were mixed at equal rations and injected 

tumor-bearing mice. Mock T cell injections were normalized to CAR and MARC-T cell 

numbers according to total transduced cells. We performed four intraperitoneal injections 

of recombinant human Il15 (rhIL15) every 3 days after T cells infusion, starting on day 5, to 

maintain the active T cells pool. Bioluminescent imaging was performed twice a week for 

three weeks and then once a week following this with the injection of 150 mg/kg of fresh 

sterile D-Luciferin (PerkinElmer). Dorsal and ventral images were obtained 10 minutes after 

the intraperitoneal injections of D-Luciferin using an IVIS Spectrum (IVIS100IVIS Lumina 

System, Caliper LifeSciences). Images were analyzed using Living Image Software version 4.5 

for Windows (PerkinElmer). At day 28, adoptively transferred mice were rechallenged with 

1*106 of NALM6 (5*105 cells/mL) and tumor progression was monitored once a week. 

Recipient mice were sacrificed at day 51 following tumor transplant. Speen and bone 

marrow (BM) were harvested for FACS analyses (see below). 

3.4.15  Tumor progression calculation.  

To normalize bioluminescence data, we established a ratio for each experimental mouse. 

This ratio was calculated by dividing the bioluminescence signal of each mouse by the mean 

background signal measured from a group of 3 untreated control mice on the same day. 

This method normalizes the background to a value of 1 for each imaging day, thereby 

minimizing daily non-specific variations and isolating effects attributable to CAR-T 

constructs. This approach ensures more accurate comparison between different groups and 

experimental timepoints by reducing the impact of technical fluctuations on results analysis. 
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3.4.16 Human T cell phenotype analyses.  

Spleen and BM were individually sieved through 70˃ m filters and cells are collected by 

washing with Flushing Buffer (IMDM supplemented with 2% FBS and 100 ˃ g/mL DNAse). 

Cells are incubated for 15 minutes at room temperature with red blood cell lysis buffer (1X) 

(BD Pharmlyse 10X). Cells are centrifuged for 8 minutes at 300g then washed with washing 

buffer (PBS supplemented with 2% FBS and 2mM EDTA). Cells are then blocked with non-

specific antibody solution (Human TruStain FcX, Biolegend) and subsequently stained with 

an antibody cocktail for 30 minutes on ice for flow cytometry analysis. All flow cytometry 

experiments are either performed on a Canto II (Becton Dickinson), ZE5 (Bio-Rad) or 

Fortessa (LSR II) flow cytometer and analyzed with FlowJo (TreeStar)., CD19 1:25 HIB19 

(Biolegend), 1:200 FMC63 clone REA1297 (Milteniy), PD-1 1:160 clone EH12.2H7 

(Biolegend), TIM-3 1:80 clone F38-2E2(Biolegend), CTLA-4 1:320 clone BNI3(Biolegend), 

LAG-3 1:320 clone 11C3C65(Biolegend), CD4 1:200 clone OKT4(Biolegend), CD8 1:200 clone 

OKT8 (Biolegend), CD62L 1:25 clone DREG-56 (Biolegend), CD44 1:400 clone BJ18 

(Biolegend), CD45RA 1:50 clone HI100 (Biolegend) in FACS buffer for 30 minutes on ice. 

3 . 4 . 1 7 Statistical analyses.  

All raw data were compiled into Excel to calculate fold change or any ratiometric 

calculations. All graphs were prepared using GraphPad and analyzed for significance using 

various tests indicated in each figure legend. 
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3.5 Results 

3.5.1 Modular activating immune receptor components can be reprogrammed to 

drive differential assemblies 

As model immune receptor model for our study, we chose to use the NK cell activating receptor 

complex KIR2DS3/DAP12 (Fig1A). The electrostatic interaction found in this TAR is provided by 

K562 within the RcMod, and D32 within the SigMod (Fig1B-C). To determine whether the 

KIR2DS3/DAP12 TAR could be re-engineered to accommodate the creation of a new activating 

immune complex without competing for endogenous components, we shifted the charged amino 

acid within the TARs of RcMod and SigMod by four positions in order maintain the relative 

orientation of the charges within the TM scaffold [408]. The positional shifts were termed (4-) 

when towards the outer leaflet, and (4+) when they occurred toward the inner leaflet of the 

plasma membrane (Fig1B-C). We also shifted the T566 in opposing fashion to that of K562 in order 

to maintain its putative role as stabilizing partner within the TAR[409]. Interestingly, changing the 

positioning of these key amino acids greatly modified, in some cases, the hydrophobic profile of 

the TM domains within the RcMod and SigMod (Fig1B-C). With this approach, we produced a 

small library of RcMod and SigMod containing various TARs and cloned each library in vectors 

containing different fluorescent reporters. As such, the RcMod library co-expressed mCherry, 

while the SigMod library co-expressed ZsGreen and Jurkat T cells were co-transduced at MOI 0.5 

(FigS1A). To determine the efficiency at which the combination of RcMod and SigMod enabled 

receptor assembly and surface expression, cells were stained with Alexa647-labeled anti-

KIRD2DS3 and then analysed by flow cytometry (Fig1D). The dual reporter approach also allows 

us to monitor for RcMod leakiness, i.e. surface expression in the absence of the SigMod,, by gating 
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on mCherry (mCH) only cells, whereas gating on the ZsGreen (ZsG) only cells acted as a negative 

control (FigS1B). For each RcMod variation, we calculated the assembly factor, i.e. the increase 

in surface expression when co-expressed with a given SigMod and also measured leakiness. 

As expected, the WT RcMod was minimally expressed at the surface when expressed by itself 

but displayed a substantial increase in surface expression when co-expressed with the WT 

SigMod, but failed to assemble with charge shifted SigMods (Fig1D-E, FigS1B). Interestingly, 

although the 4+ RcMod showed a small but significant increase in leakiness compared to that of 

its WT counterpart, it could, however, assemble with both the WT or 4+ SigMod, albeit more 

effectively with the 4+ SigMod (Fig.1F-G). Conversely, the 4- displayed high levels of leakiness, 

with minimal ability to assemble with any of the RcMods tested. Together, these results indicate 

that the positional charges that enable the formation of the TAR are the main driver of immune 

receptor assembly. Of note, the 4- SigMod did not assemble productively with any of the RcMods, 

and in some cases caused a reduction in RcMod surface expression indicating that it was 

deleterious to receptor stability within the membrane (Fig1G). These findings were confirmed 

with another model immune receptor complex NKG2D/DAP12, where the RcMod is found as a 

type II transmembrane protein (Fig.1F-G, FigS1F). 
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1: Figure 1. Reprogramming of modular receptor TARs 

Jurkat T cells were co-transduced to express the indicated RcMod and SigMod. Stably expressing 

cell lines were analyzed for RcMod surface expression in the presence of absence of SigMod. Data 

shown is representative of 4 independent experiments. A: Schematic representation of the 

different components that make up the modular immune receptor KIR2DS3 representing the 

RcMod and DAP12 representing the SigMod. The transmembrane assembly registry (TAR) is 

indicated as well as the engineered TARs (eTAR) used for the screening. B: Hydrophobicity profile 

of the RcMod transmembrane domain encompassing the TAR for each of the TARs tested. The 

position of the original charged residue is indicated. C: Hydrophobicity profile of the SigMod 
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transmembrane domain encompassing the TAR for each of the TARs tested. The position of the 

original charged residue is indicated. D: FACS plots displaying surface expression of the various 

modular immune receptors created by different combinations of RcMod and SigMod tested. Cells 

were stained with APC-labeled anti-KIR2DS3 antibody. Each subpopulation containing either 

RcMod only, SigMod only or both is indicated. Experiment is representative of four experiments. 

E: Heatmap displaying the level of surface expression of the various RcMods tested in the absence 

or presence of a variety of SigMods tested. F: RcMod leakiness as determined in the RcMod only 

population according to the various TARs tested. G: Assembly-dependent increase in surface 

expression for each of the RcMod and SigMod combination was calculated and is displayed as 

assembly factor. 

3.5.2 Modular receptor TM domains only require charged residues for assembly 

To better characterize the elements that regulate RcMod leakiness, we created a synthetic TARs 

comprised entirely of leucines (pL) from G557 to I567 inclusively using the KIR2DS3 TAR as starting 

point and positioned the lysine to recapitulate either the WT (pL0) or shifted positions (pL4+, pL4-

) performed earlier. We also generated RcMods that contained two lysines : one at position ΨлΩ 

and the other at the shifted position (pL4-K, pL4+K) due to the previously observed leakiness of 

the 4+ and 4- RcMods (Fig2A). While the pL0 and pL4+ RcMods preferentially assembled with 

their registry-matched SigMod, they also displayed significant leakiness (Fig2B-C).  Also, as 

previously observed for the 4- RcMod, the pL4- RcMod displayed significant leakiness and surface 

expression was not increased when co-expressed with any of the SigMods (FigS2A). Contrastingly, 

in both pL4+K and pL4-K, RcMod leakiness was greatly reduced (Fig2B-C, FigS2A). Moreover, while 

both of them could assemble with WT SigMod, assembly of the pL4+K RcMod with its registry-
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matched SigMod was significantly enhanced (Fig2B-C, FigS2B). Together, these results suggest 

that although the relative position of the charged amino acid within the TM of each module are 

critical, they remain somewhat permissive for receptor assembly in mismatched TARs. This also 

suggests that overall TAR hydrophobicity of the RcMod dictates its leakiness. 

To test this, we performed a mutagenesis screen at the Ψ0Ω position within the pL4+ TM domain. 

We chose a variety of non-hydrophobic, hydrophobic and aliphatic amino acids that possessed 

different hydrophobic indexes (H.I.) giving rise to a variety of TM hydrophobic profiles (Fig2D, 

FigS2C)[410, 411]. Individual RcMods were transduced in WT Jurkat T cells or cells already 

expressing the 4+ SigMod and we measured RcMod leakiness and assembly-dependent surface 

expression (Fig2E-F). Except for histidine, there was a clear correlation between the 

hydrophobicity index of the amino acid at position Ψ0Ω within the TAR and leakiness, suggesting 

that poorly hydrophobic TM domains enabled retention or degradation of the RcMod in the 

absence of SigMod (Fig2G). Indeed, when histidine was included at position Ψ0Ω, the RcMod was 

efficiently retained from surface expression despite it mid range in terms of hydrophobic index, 

and facilitate SigMod dependent assembly and surface expression (Fig2G-H, FigS2C).  

Interestingly, the pL4+H RcMod was more discriminatory than pL4+K for it ability to assemble 

with Registry-matched SigMod as di was unable to do so with the WT SigMod (FigS2D). 
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2: Figure 2. Impact of TM identity and charge positioning in TARs on receptor 

assembly and leakiness. 

Jurkat T cells were co-transduced to express the indicated RcMod and SigMod. Stably expressing 

cell lines were analyzed for RcMod surface expression in the presence of absence of SigMod. Data 

shown is representative of 4 independent experiments. A: Hydrophobicity profile of the RcMod 

transmembrane domain encompassing the TAR for each of the RcMod TARs tested. The position 

of the original lysine residue is indicated as 0, while registry-shifted lysine residues are indicated 

as 4- or 4+. B: FACS plots displaying surface expression of the various modular immune receptors 

created by different combinations of RcMod and SigMod tested. Cells were stained with APC-

labeled anti-KIR2DS3 antibody. Each subpopulation containing either RcMod only, SigMod only 

or both is indicated. Experiment is representative of four experiments. C: Heatmap displaying the 

level of surface expression of the various RcMods tested in the absence or presence of a variety 

of SigMods tested. D: Hydrophobicity profile of the RcMod transmembrane domain 

encompassing the TAR for each of the RcMod TARs tested. The position of the original charged 

residue is indicated as 0, while registry-shifted charged residue is indicated as 4+. E: FACS plots 

displaying surface expression of the various modular immune receptors created by different 

combinations of RcMod and SigMod tested. Cells were stained with APC-labeled anti-KIR2DS3 

antibody. Each subpopulation containing either RcMod only, SigMod only or both is indicated. 

Experiment is representative of four experiments. F: Heatmap displaying the level of surface 

expression of the various RcMods tested in the absence or presence of a variety of SigMods 

tested. G: RcMod leakiness as determined in the RcMod only population according to the various 

TARs tested. Amino acids presented on X-axis are ranked according to their hydrophobicity index. 

H: Assembly-dependent increase in surface expression for each of the RcMod and SigMod 
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combination was calculated and is displayed as assembly factor. Amino acids presented on X-axis 

are ranked according to their hydrophobicity index. 

3.5.3 Reprogrammed modular receptors are superior activating antigen-specific 

receptors 

Next, we tested whether the novel reprogrammed modular receptors could be used as CARs 

and whether signaling could be optimized. To do so, we first modified the extracellular portion of 

the KIR2DS3 extracellular domain by truncating the distal Ig domain and replaced it with the 

CD19-targeting single chain variable fragment derived from the FMC63 antibody (FigS3A). We 

tested various RcMod TARs, namely the WT, the 4+ and the pL4+K (hereafter name RS for RcMod 

synthetic TAR) for their ability to assemble with SigMods containing either the WT or 4+ (hereafter 

named DS for DAP12 synthetic TAR) TARs. We also compared the activating potential of either 

the DAP12 (D) of CD3z (Z) cytoplasmic domain (Cyto.D) in Jurkat T cells. As observed previously, 

all RcMods tested maintained their assembly specificity and requirement for efficient surface 

expression indicating that modification of the extracellular portion of the receptor had no effect 

of on the underlying mechanisms of assembly (Fig3A, FigS3B). 

To determine the activation potency of these MARCs upon target cell recognition, we incubated 

the MARC-expressing Jurkat-T cell lines with or without Toledo cells, a CD19+ patient-derived B 

cell lymphoma overnight followed by CD69 staining and flow cytometry analyses (Fig3B)[412]. In 

the absence of target cells, no CD69 surface expression could be detected indicating that these 

receptors did not provide high tonic signaling, contrary to what was previously observed for other 

28Z-CARs (Fig3C-D)[413-415]. When target cells were added, all MARC-expressing Jurkat-T cells 

displayed a significant surface expression of CD69 (Fig3C-D). Registry matching of the 4+ and RS 
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RcModules with the DS SigMods resulted in an increase in activation status, as determined by 

relative abundance of CD69+ cells. Also, except for the WT RcMod conditions, there was a clear 

increase in activation potential when comparing the DSD and DSZ pairings with either the 4+ or 

RS RcMod indicating a clear impact of the number of ITAMs on activation. This resulted in a near 

4-fold increase in cell activating potential for the RS and DSZ paring when compared to the native 

KIR2DS/DAP12 (WT/WT) used in previous studies making this MARC a prime candidate for 

benchmarking (Fig3C, FigS3B)[409]. 

To benchmark these novel MARCs against clinically relevant 1st and 2nd generation CARs (Z, 

28Z), we first changed the extracellular domain of the RcMod of the MARC to contain the CD8h 

hinge to match that of the tested CARs and added the CD28 cytoplasmic domain (RS28) to more 

directly compare it to the 28Z-CAR (Fig.3D).   We also included the WT KIR2DS3/DAP12 (DD) 

receptor as comparison, as several iterations of this receptor had been tested as CARs in various 

effector cells[409, 416]. We cloned the different CD19-MARCs as a 2A fusion protein to drive the 

expression of both components under a unique promoter. Cells expressing the 2A version of the 

MARC displayed a small but statistically insignificant reduction of surface expressed receptor and 

target cell-dependent activation and neither of the CD19-MARC configuration induced significant 

basal activation (FigS3D-F). 

Compared to both generations of CARs (Z, 28Z), all three MARC (DD, ZZ, 28ZZ) displayed highly 

reduced surface expression three days post transduction (Fig3E). However, with the exception of 

the DD-MARC, all receptors were able to robustly activate the cells following stimulation with 

CD19-expressing target cells (Fig3E). As expected, the Jurkat-T cells expressing the 28Z-CAR, 

known to provide high tonic signaling, displayed high basal activation, whereas the 28ZZ-MARC 
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expressing Jurkat T cells did not (Fig3F). This trend was observed in all 28Z-CARs tested but was 

exacerbated in CAR constructs known to promote interchain scFv refolding, such as the GD2 and 

CD33 scFvs [393, 417]. Nevertheless, the MARC equivalent displayed little to no tonic signaling 

despite this (FigS3G). Because of this, we investigated the effects of basal activation in the context 

of the CD19-targeting 28Z-CAR or 28ZZ-MARC. Cells transduced with either receptor were 

analyzed every three days over the course of twelve days for their basal activation status, as well 

as for their ability to survive, maintain activation potency and receptor expression. The 28Z-CAR 

expressing cells had a significant proportion displaying basal activation on day 3, which 

diminished over the course of twelve days. This reduction in basal activation coincided with a 

reduction in cell survival, activation potency and CAR surface expression, clearly highlighting the 

deleterious effects of high tonic signaling and activation on the cells (Fig3G, FigS3H-K). On the 

other hand, the 28ZZ-MARC expressing cells maintained a non-activated resting state, cell 

viability, activation potential and receptor surface expression suggesting low to no basal signaling.  

To validate this and to gain insights into the signaling dynamics of the 28ZZ-MARC, we perform 

a signaling kinetic assay using Tax-Lact-C2-RFP-JY1 (TJY) cells, which express high surface 

expression of CD19 as well as the HTLV-derived Tax peptide recognized by the A6 TCR as described 

in our previous work [418]. MARC- or A6-Jurkat T cells stimulated with TJY cells, lysed and then 

processed for Western blot analyses. Contrary to what is known about CARs, the 28ZZ-MARC did 

not display any basal phosphorylation (Fig.3H). However, following target recognition MARC 

components (CD28 and CD3z) and downstream effectors (ZAP70 and LAT) were rapidly and 

efficiently phosphorylated. Signaling kinetics for CD3z, ZAP70 and LAT were similar to those 

observed following TCR recognition of cognate pMHC (Fig3H)[414, 415, 419]. Conversely, 
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signaling kinetics of the CD28 moiety within the MARC were more sustained then the CD3z moiety 

of the MARC (FigS3J). These results suggest that the recapitulation of the normal cytoplasmic 

topologies of both activating and co-stimulatory receptors within the modular nature of the 

MARC provides similar signaling potencies and kinetics to their native counterparts, resulting in 

an increase in MARC-T cell function sustainability. 
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3: Figure 3. Signaling optimized Modular Activating Receptor Complexes (MARC) 

recapitulate immune receptor behaviors 



141 

Jurkat T cells were transduced with the various constructs detailed in panel A and tested for 

surface expression of the receptors and their ability to activate following co-incubation with 

CD19-expressing target cells. A: Heatmap displaying the level of surface expression of the various 

RcMods tested in the absence or presence of a variety SigMods tested. B: Example of flow 

cytometry analysis and CD69 gating used to generate the data presented in panel C. Experiment 

is representative of four experiments. C: Heatmap displaying the level of cell activation of the 

various RcMods tested in the absence or presence of a variety of SigMods tested as identified by 

the percentage of CD69-postive cells following an incubation in the absence or presence of CD19-

expressing target cells. Data sown is representative of 4 independent experiments. D: Schematic 

representation of the various CARs (Z, 28Z) and MARCs (DD, ZZ, 28ZZ) used for the assays. E: Left: 

FACS analyses of surface expression of the virous CARs and MARCs presented as histograms using 

anti-FMC63 staining. Center: FACS analyses of activation status of the various cell lines expressing 

CARs or MARC as determined by CD69 surface staining following co-incubation with target cells. 

Blue: ZsGreen negative cells WT jurkat cells. Red: ZsGreen positive, CAR or MARC expressing 

Jurkat cells. Right: recapitulative analyses of surface expression of the CARs and MARCs and 

activation potencies. ZsGreen+ cells: red; WT Jurkat T cells: blue, N=5. Error bars indicate SEM. 

Significance was determined using Two-WAY ANOVA with multiple comparisons, using Tukey 

post-hoc test. F: Tonic activation status of the 28Z-CAR and 28ZZ-MARC as determined by the 

expression of surface CD69, in the absence of target cells. ZsGreen+ cells: red; WT Jurkat T cells: 

blue. G: Jurkat T cells were transduced with either 28Z-CAR or 28ZZ-MARC and were repeatedly 

stimulated over the course of 12 days with NALM6 cells. Cells were analyzed for tonic activation 

(% of CD69+ cells), cell survival (relative ratio of ZsGreen positive cells to day 3), responsiveness 
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(relative ratio of CD69-positive cells to day 3) and receptor surface expression every three days 

(relative ratio of anti-FMC63+ cells to day 3). H: Top: 28ZZ-MARC expressing Jurkat T cells were 

co-incubated with Tax-Lact-C2-RFP-JY1 cells for indicated period of time. Following this, cells were 

lysed and analyzed for MARC-dependent signaling using Western blot analyses. Bottom: 

recapitulative and comparative analyses of MARC and TCR-dependent signaling kinetics. Phospho 

signals were normalized to loading control for three separate exposure times. Data 

representative of three separate experiments. 

 

3.5.4 Primary MARC-T cells are efficient at killing low-density target cells through 

stable immune synapse formation. 

Considering the potency and dynamics of MARC signaling, we next tested whether this 

translated into enhanced functionalities in primary human T cells. To do so, we transduced 

primary T cells expanded from PBMCs to express either the 28Z-CAR (CAR) or 28ZZ-MARC (MARC), 

or just ZsGreen (Mock). As observed in Jurkat T cells, CAR surface expression was greater than 

that of the MARC, despite the cells showing a reduced ZsGreen signal (Fig4A, FigS4A). Despite 

evident tonic signaling in CARs, there were no significant differences in CD4:CD8 ratios, memory 

phenotype, nor exhaustion status between CAR- and MARC-T cells following in vitro expansion 

(FigS4B-D). It is important to note, however, that following T cell expansion according to our 

culture conditions, all T cells expressed low levels of Tim3. For this reason, we considered Tim3-

Hi cells as more indicative of exhaustion (FigS4D). We next investigated receptor behaviour 

following target cell recognition. For this, we stimulated CAR- and MARC-T cells with target cells 

(NALM6-mCherry) and monitored receptor surface expression (FigS4E). Here again, we observed 
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no statistical significance between them, as both receptors were efficiently internalized following 

stimulation (Fig.4B). Finally, CAR and MARC-T cell displayed similar functional avidity to NALM6 

cells, this despite the fact that MARC-T cells express roughly 4 times less receptors at the surface. 

(Fig4C, FigS4F). Together, these results suggest that MARCs are more potent as receptors than 

CARs and that MARC-T cells may not require as much ligand to engage their effector functions. 

While CAR- and MARC-T cells were equally capable of killing high target density NALM6 cells 

at various E:T ratios, cytolytic activity towards cells that present lower density targets was greater 

for MARC-T cells (Fig4D, FigS4G-H). Lack of cytotoxicity towards Jurkat T cells, which do not 

express CD19, and T cells only expressing the RcMod indicate that the observed difference in 

cytotoxicity towards lower target densities was not due to non-specific killing. Moreover, lack of 

cytolytic activity in T cells only expressing the RcMod validate the lack of aberrant assembly with 

endogenous receptors and a necessity for the registry-matched SigMod for efficient surface 

expression and function (FigS4H). 

Finally, we looked at whether the MARC-T could form stable immune synapse following target 

recognition as it is well established that CAR-T cells form transient cell-cell interactions with target 

cells, also known as kinapse [420-422]. CAR and MARC-T were stimulated with Lact-C2-RFP Toledo 

cells and imaged for 60 minutes. CAR and MARC-T cells that interacted for a prolonged period of 

time (minimum of 5 minutes) were monitored for their ability to form stable synapses or kinapses 

with its target cell (Fig4E). We found that MARC-T cells primarily formed stable synapses with 

their target, while CAR-T primarily formed kinapses, as previously reported (Fig4F). We also 

observed instances, only with MARC-T cells, where a single cell was able to lyse a target during 
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the course of imaging. These observations may explain why MARC-T cells were more efficient 

than CAR-T cells in killing target cells with lower target densities (FigS4H). 

 

4: Figure 4. MARC-T cells form stable immune synapse and efficiently kill tumor 

cells. 

 Primary human T cells we stimulated, transduced with either ZsGreen (control), CD19-targeting 

28Z-CAR (CAR) or 28ZZ-MARC (MARC) and expanded according to the Gagliardi protocol and 
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analyzed. A: Top: FACS analyses of transduction efficiencies and surface expression of the CAR 

and MARC. Bottom left: FACS histograms displaying differential surface expression of the CAR 

(red) of MARC (blue) after staining the cells with anti-FMC63, Bottom right: recapitulative surface 

expression of the MARC or CAR from three separate transductions of primary T cells. Surface 

expression is presented as arbitrary units. Untransduced cells are presented in grey. B: Left: FACS 

plots displaying surface expression of the CAR and MARC receptors by way of anti-FMC63 staining 

in ZsGreen+ cells before and after overnight incubation the NALM6 target cells. Right: relative 

receptor internalization efficiencies following target cell co-incubation. N=3. C: NALM6 cells were 

loaded onto the Lumicks flow cells and let to adhere for 30 minutes. Following this, control or 

CD19-targeting CAR or MARC T cells were added and left to interact for 5 minutes. Cells were then 

analyzed for functional avidity using the standard approach. Left: relative abundance of T cells 

attached to NALM6 cells at various resonance intensities in pico-Newton. Right: relative 

abundance of cells still attached to NALM6 cells at 1000 pico-Newton. Statistical significance was 

determined using Two-WAY ANOVA with multiple comparisons, using Tukey post-hoc test. N=3. 

D: Untransduced (UTD), ZsGreen only (Mock), CD19-targeting CAR or MARC T cells were co-

incubated with mCherry-NALM6 cells at different effector:target ratios (E:T) for 24 hours, and 

relative cytolysis of mCherry-NALM6 cells was assessed by FACS. Two-WAY ANOVA with multiple 

comparisons, using Tukey post-ƘƻŎ ǘŜǎǘΦ t ǾŀƭǳŜ ŦƻǊ ŀƭƭ a!w/ ǎǳǊŦŀŎŜ ŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ Ǿǎ /!w ҖлΦлллмΦ 

For activation with matched CAR. Statistical significance was determined using Two-WAY ANOVA 

with multiple comparisons, using Tukey post-hoc test. N=3. Statistical significance between CAR 

or MARC vs Mock are indicated within the bars, differences between CAR and MARC are displayed 

above the bars. E: CD19-targeting CAR and MARC-T cells were mixed with LactC2-mRFP 
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expressing JY cells in a flow cell chamber at a ratio of 1 to 5 and imaged over the course of 60 

minutes. The formation of effector (E) and target (T) cells conjugates were analyzed for synapse 

or kinapse formation depending on the duration and morphology of the contact. Black line 

indicates stable contact between E:T, white line represents 10mm, numbers indicate the minutes 

after initial E:T contact. F: Cumulative analyses of synapse and kinapse formation between CAR 

(red) or MARC-T (cyan) cells and Toledo cells (magenta) as determine by images acquired in E. A 

minimum of 50 cells were used per condition. Statistical significance of synapse of kinapse 

formation between CAR and MARC was determined using Two-WAY ANOVA with multiple 

comparisons, using Sidak post-hoc test. N=3, minimum 15 synapses per N. G: MARC expressing 

CD8 T cells (cyan) were sorted and mixed with LactC2-mRFP expressing Toledo cells (magenta) in 

a flow cell chamber at a ratio of 1 to 5 and imaged over the course of 60 minutes. Images show 

an example of a single MARC-T cells attacking and killing and target Toledo cell over the course 

of imaging. 

3.5.5 MARC-T cells efficiently eradicate leukemia, persist more and are less 

exhausted than CAR-T cells. 

Considering the increase in stable immune synapse formation and cytolytic activity of MARC-T 

cells, we tested their efficiency for eradicating tumors in a cell line-derived xenotransplant model 

in NSG mice using NALM6-Luciferase, as commonly done. Primary human T cells transduced with 

either ZsGreen (Mock) or CD19-targeting 28Z-CAR (CAR) or 28ZZ-MARC (MARC) were infused four 

days after tumor transplant. Transferred Mock-T cells were unable to block tumor progression, 

with all mice having to be euthanized on day 22. Conversely, both CAR and MARC-T cells 

efficiently eradicated the tumor cells (Fig5A-B, FigS5B). We recovered nearly twice as many 
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MARC-T cells than CAR-T from the spleens of infused animals suggesting an increase in either 

proliferation or persistence (Fig5C, FigS5C). CAR and MARC-T cells also differed in their CD4/CD8 

ratios, with CAR-T displaying a near 1:1 ratio between these subtypes, whereas MARC-T cells 

significantly favored CD8 T cells (FigS5C). MARC-T cells displayed a significant reduction in PD1+ 

and LAG3+ frequencies, with differences in Tim3+ frequencies being near statistical significance 

(Fig5D, FigS5D). In general, CAR-T cells displayed a significant increase in early and intermediately 

exhausted phenotypes, as demonstrated with the expression of either one or two exhaustion 

markers, when compared to MARC-T cells (FigS5E). T cell exhaustion profiles did not favor the 

CD4 nor CD8 in any of the receptor expressing T cells, with CAR-T similarly displaying increased 

exhaustion phenotype compared to MARC-T cells (Fig5E, FigS5F). 

As it is difficult to assess whether these differences may have been the result of natural 

variations across a small group of animals, we performed a similar study where both CAR- 

(ZsGreen) and MARC-T cells (mCherry) were co-injected in the same tumor-bearing animals and 

tumor progression was monitored as before (Fig5F, FigS5G-H). CAR/MARC-T infused mice rapidly 

controlled tumor growth and returned to baseline levels within days following treatment, 

whereas mice infused with control T cells failed to control tumor growth (Fig5G). Long-term 

protection of the CAR/MARC-T cells infused mice was determined absence of tumor growth 

following a rechallenge on day 28 (FigS5H). All mice were able to control tumor transplant and 

subsequently euthanized 4 weeks later and CAR/MARC-T cell frequencies and phenotype were 

assessed (Fig5G). As observed in our previous in vivo assay, MARC-T cells significantly 

outnumbered CAR-T cells, and virtually no CD8 CAR-T could be harvested from spleen or bone 

marrow (0.02% spleen, 0.0% BM) of the mice, while CD8 MARC-T cells were readily observed in 
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the spleen (62%±24), but minimally in the BM (2,5%±0.3) (Fig5H-I, FigS5I-J). Finally, PD1+ CD4 

MARC-T cells were significantly less prevalent than CAR-T cells in both the spleen and BM (Fig5J-

K, FigS5L). Unfortunately, as there were little to no CD8 CAR-T cells, we could do a comparison 

with MARC-T cells. On the other hand, PD1+ CD8 MARC-T cells were significantly less prevalent 

than their CD4 counterparts in the spleen but not in the BM. Together, these results highlight the 

potency of the MARC-T cells, enabling efficient tumor eradication, all the while maintaining T cells 

functionality and persistence. 
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5: Figure 5: MARC-T cells are more persistent and display a less exhausted 

phenotype to CAR-T cells in an in vivo leukemia model. 

Control, CD19-targeting CAR or MARC-T cells were infused into NSG mice previously 

transplanted with 5e5 NALM 6-Luc cells. Tumor burden was determined by imaging the mice at 

indicated days using the LabeoTech OiS300 In Vivo imaging chamber. Mice were then sacked one 

day after the last images were taken and T cells were harvested and analyzed. A: Representative 

images showing tumor progression following the injection of D-Luciferin at various days following 

tumor cell injections. Saturation point is set to 10e8 photons/seconds/cm2. 3 mice per group, front 

image capture. B:Analyses of tumor progression as determine by fold change in Luciferase activity 

to non-tumor-bearing mice. 3 mice per group. C: Relative abundance of CAR and MARC T cells 

ZsGreen+/ CD3+ T cells fraction harvested for the mice at day 22. 3 mice per group. Statistical 

significance was determined using unpaired, two-way Student-t test. N=3. D: Exhaustion 

phenotype of CAR and MARC-T cells based on CTLA4, PD1, LAG3 and Tim3. 3 mice per group. 

Statistical significance was determined using unpaired, two-way Student-t test. N=3. E: Analyses 

of co-expression of exhaustion makers expressed on CD4 (top) and CD8 (bottom) CAR and 

MARC-T cells. 3 mice per group. Statistical significance of frequency of one or multiple 

exhaustion markers between CAR and MARC was determined using Two-WAY ANOVA with 

multiple comparisons, using Sidak post-hoc test. N=3. F: Representative images showing tumor 

progression following the injection of D-Luciferin at various days following tumor cell injections. 

Saturation point is set to 10e9 photons/seconds/cm2. At day 28, mice were rechallenged with 1e6 

NALM 6 and imaged for an additional 22 days. Arrow points to potential early relapse in one of 

the mice. 5 mice per group. G: Analyses of tumor progression in 3 mice as determined by fold 

change in Luciferase activity to non-tumor-bearing mice. At day 28, mice were rechallenged with 

1e6 NALM 6. 5 mice per group. H: FACS analyses showing the characterization and relative 
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abundance of CAR and MARC-T cells based on CD3, CD19 and CD8 expression. 5 mice per 

group. I : Analyses displaying frequencies of CD4 and CD8 CAR and MARC from FACS data 

presented in H. 5 mice per group. Statistical significance of the frequency of ZsGreen (CAR) or 

mCherry (MARC) cells within the CD3+ population was determined using unpaired, two-way 

Student-t test. Statistical significance of frequency CD4 or CD8 CAR or MARC-T cells was 

determined using Two-WAY ANOVA with multiple comparisons, using Sidak post-hoc test. N=5. 

J: Exhaustion phenotype analyses in CD4 (CD8-) and CD8+ CAR and MARC-T cells as 

determined by PD1 expression.Analyses of PD1+ frequencies in CD4 (CD8-) and CD8+ CAR and 

MARC-T cells. Statistical significance of frequency of PD1+ cells from CD4 or CD8 CAR or 

MARC-T cells was determined using Two-WAY ANOVA with multiple comparisons, using Sidak 

post-hoc test. N=5. 

3.6 Discussion  

While CARs have revolutionized tumor-targeting immunotherapies, several limitations have 

hindered their effectiveness across diverse cancer types. A key shortcoming is the high tonic 

signaling observed in many 28Z-derived CARs, independent of the hinge, TM domains, and scFv 

employed. This tonic signaling often triggers early T cell exhaustion and restricts signaling 

dynamics after receptor engagement[423]. Primarily driven by the CD3y ITAMs, this signaling 

imbalance is influenced by the electrostatic properties of the CAR's cytoplasmic domains. Efforts 

to address this issue have included adding the cytoplasmic domain of CD3,ʁ in whole or part, to 

restore electrostatic balance[413-415, 424]. Other groups have modified the CD3z ITAMs by 

either deleting ITAMS, or by exchanging the functional tyrosines within them to phenylalanine as 

to maintain the overall hydrophobicity of the motif but eliminating its ability to become 



151 

phosphorylated[425]. While these strategies reduce tonic signaling, they often compromise 

receptor signaling potency. 

We sought to create a modular chimeric antigen receptor akin to activating immune receptors 

by preproducing the same assembly requirements and modular context. Several studies had 

shown the potential of using activating KIR receptors as scaffolds for CARs (KIR-CARs). However, 

these shared signaling modules with other NK receptors often led to limited surface expression 

due to competition for DAP12 utilization[409, 416]. We first reasoned that by changing the 

position of the charged amino acid within the TM domains of both the RcMod and SigMod, we 

would be able to recreate a TAR capable of assembly with its registry-matched counterpart. Our 

findings revealed that while registry-matched TARs significantly enhanced assembly in both type 

I and type II RcMod architectures, residual assembly persisted in mismatched TARs. This 

phenomenon is consistent with other modular activating immune receptors integrating DAP12 or 

Fcɹ , where mismatched TM positions by one helix turn still permit interaction[399, 426]. The large 

side chain found in lysine may accommodate for such distant interactions. In addition, the 

presence of poly-leucine within our synthetic TAR (RS) may enable looser compaction of the TM 

helix bundle also facilitating such interactions[427, 428]. The overall hydrophobicity of the TARs, 

on the other hand, seem to dictate the requirement for assembly for surface expression, i.e. the 

leakiness, of the RcMod. Indeed, in the context of the pL0 and pL4+, the RcMod were readily 

expressed at the surface in the absence of the SigMod. For instance, RcMods with pL0 and pL4+ 

TARs showed high surface expression even without SigMods. Altering the amino acid at position 

0' in the poly-leucine TAR demonstrated a strong correlation between hydrophobicity index and 

RcMod leakiness, except for histidine (Fig2G). Interestingly, this amino acid had already been 
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tested in the context of modular receptors in previous studies but had failed to enable assembly 

in in vitro assays[399]. One feature found in histidine which may explain this is its ability to 

become protonated in acidic conditions and within the hydrophobic region of the cell 

membrane[429],[430]. Protonation of histidines introduces a positive charge, which greatly 

changes its hydrophobic index, but may not occur in the restricted and controlled settings of in 

vitro assays and may explain these discrepancies. 

hǇǘƛƳƛȊŀǘƛƻƴ ƻŦ ǘƘŜ a!w/Ωǎ ǎƛƎƴŀƭƛƴƎ ŎŀǇŀōƛƭƛǘƛŜǎ ǿŀǎ ŀŎƘƛŜǾŜŘ ōȅ ǊŜǇƭŀŎƛƴƎ ǘƘŜ 5!tмн 

cytoplasmic tail by that of CD3z, thereby increasing the total number of ITAMs from 2 to 6. This 

led to a more potent receptor capable of efficiently activating Jurkat T cells to levels comparable 

to that observed for CAR-expressing cells, despite its significantly lower surface density. The 

signaling kinetics of the MARC more closely resembled that of TCR-dependent signaling with rapid 

phosphorylation of receptor tyrosines and immediate downstream effector proteins such as 

ZAP70 and LAT. Intriguingly, within the MARC, the kinetics of CD28 phosphorylation were 

different to that of the CD3z ITAMs, which differs from previous findings with the 28Z-CAR using 

a phosphoproteomics approach[414]. Differences in signaling kinetics between the CD28 and 

CD3z moieties in the context of the MARC may become possible due to their presence on 

separate proteins, with each recapitulating the native topologies of endogenous receptors. 

Indeed, whereas activating immune receptors, such as the TCR, signal through assembled 

SigMods, CD3z, costimulatory proteins signal through the same polypeptide chain responsible for 

ligand biding. Another possibility for uncoupling the signaling kinetics of these components in the 

MARC is that the SigMod may become dissociated from the receptor during immune synapse 

formation, as observed for the CD3z component of the TCR[431, 432]. Being physically separated 
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from its RcMod, the CD3z-containing SigMod may differently encounter regulatory elements, 

such as phosphatases and ubiquitin ligases, thereby altering its state differently to that of the 

CD28 component of the RcMod, a feature that could not occur in the context of a single-chain 

designed CAR. 

The recapitulation of the native topologies of activating and co-stimulatory components with 

the MARC may also be at the source of its lack of tonic signaling. It is now widely accepted that 

electrostatic interactions govern the signaling capabilities of ITAM-bearing SigMods, such as 

CD3z, CD3e, Fcg, DAP12, as well as costimulatory receptors such as CD28[402, 403, 424, 433].  

With native cytoplasmic domain sequences and topologies found in the MARC, the electrostatic 

signatures found within them are unaltered and enable normal regulatory mechanisms to 

function. As mentioned above, high tonic signaling is at the root of rapid onset of CAR-T 

exhaustion, often occurring even prior to patient infusions. However, our primary T cell 

transduction and expansion protocols, we could not discern any sign of early onset of exhaustion 

in CAR-T nor MARC-T, as expected exhaustion markers were not expressed. Conversely, in vitro 

benchmarking highlighted significant functional differences between CAR and MARC-T cells. 

Stable immune synapse formation, an important defect in CAR-T cells, was a common occurrence 

for MARC-T cells, which resulted in their ability to more efficiently kill target cells presenting lower 

target densities. This feature may become critical when integrating this technology for the 

treatment of solid tumor where target expression heterogeneity and antigen escape are some of 

the more critical caveats of current CAR-T trials. More importantly, the ability of a single MARC-T 

cell to kill its target may also ultimately lead to a reduction in CRS. Indeed, as CAR-T cells typically 

require multiple transient interactions to lyse their target, this leads to leaching of cytoplasmic 
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context of the target cells, such as DNA and other DAMPs, into the environment prior to its death 

by apoptosis. This in turn is likely to engage monocytes and neutrophils to engage the cytokine 

pathways associated to CRS [434-437].  

Significant differences between CAR and MARC-T cells were observed in vivo. Our data clearly 

demonstrate that MARC-T cells out surpassed CAR-T cells in many metrics. Indeed, MARC-T cells 

outnumbered CAR-T and displayed significantly reduced exhausted phenotypes in a clinically 

relevant mouse leukemia model. In our co-infusion and rechallenge model, MARC T cells largely 

outnumbered CAR-T at 50+ days post infusion with the CD8 CAR-T cells being virtually absent in 

the animals. MARC-T cells also displayed a significant reduction in the exhaustion marker PD1. 

Our results also provided insights into honing of the CAR and MARC-T cells. Interestingly, the 

majority of CD8 MARC-T cells were absent in the bone marrow, favoring the spleen for residency. 

Additional work would be needed to determine the transcriptional variations between CAR and 

MARC-T cells during tumor rejection as to get a sense of what these cells are experiencing 

differently. 

Together, our work presents a novel architecture for cell-based immunotherapy that employ 

chimeric receptors that recapitulate the topologies and assembly requirements of native immune 

receptors synthetically. Because these architectures and mode of assemblies are shared among 

all immune cells, one could envision the design and optimization of the MARC of each type of 

effector immune cell. More work is needed to determine if CD28, or 4-1BB for that matter, are 

the optimal costimulatory signals to provide in this novel architectural setting and whether the 

MARC, with its lack of tonic signaling, would be more amendable to HSCs or iPSCs. Indeed, CAR-

HSC is the last frontier for cell-based immunotherapies enabling constant regenerative potential 



155 

of immune effector cells. Designing optimal receptors for the desired immune effector cells and 

enabling lineage-specific expression in the context of CAR-HSC would usher in a new era for 

cancer immunotherapy. 
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1: Figure Sup 1. Reprogramming of modular receptor TARs. 

Jurkat T cells were co-transduced to express the indicated RcMod and SigMod. Stably-expressing 

cell lines were analyzed for RcMod surface expression in the presence of absence of SigMod. Data 

shown is representative of 4 independent experiments. A: Schematic representation of 

transmembrane screening approach used to reprogram modular receptor TARs. B: FACS profile 

presenting the gating strategy for analyzing modular receptor assembly surface expression with 

mCherry (Rc. Mod) and ZsGreen (Sig. Mod) markers. C: Hydrophobicity profile of the RcMod 



157 

transmembrane domain of NKG2D encompassing the TAR for each of the TARs tested. The 

position of the original charged residue is indicated. Sequenced presented here from C-term to 

N-term. D: FACS plots displaying surface expression of the various modular immune receptors 

created by different combinations of RcMod and SigMod tested. Cells were stained with APC-

labeled anti-KIR2DS antibody. Each subpolulation containing either RcMod only, or both is 

indicated. Experiment is representative of four experiments. E: Heatmap displaying the level of 

surface expression of the various RcMods tested in the absence or presence of a variety of 

SigMods tested. 

 

 

2: Figure Sup 2. Impact of TM identity and charge positioning in TARs 
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Jurkat T cells were co-transduced to express the indicated RcMod and SigMod. Stably-expressing 

cell lines were analyzed for RcMod surface expression in the presence of absence of SigMod. Data 

shown is representative of 3 independent experiments. A: RcMod leakiness as determined in the 

RcMod only population according to the various TARs tested. B: Assembly-dependent increase in 

surface expression for each of the RcMod and SigMod combination was calculated and is 

displayed as assembly factor. C: Hydrophobicity index of all 20 amino acids. Amino acids are 

ranked according to their hydrophobicity index. D: FACS plots displaying surface expression of the 

various modular immune receptors created by different combinations of RcMod and SigMod 

tested. Cells were stained with APC-labeled anti-KIR2DS antibody. Each subpopulation containing 

either RcMod only, or both is indicated. Experiment is representative of four experiments. E: 

Assembly-dependent increase in surface expression for each of the RcMod and SigMod 

combination was calculated and is displayed as assembly factor. The amino acid at position (0) 

are ranked according to their hydrophobicity index. 
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