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Chapitre 1 : Les lymphocytes cytotoxiques

A) Généralités du systeme immunitaire

L’organisme se défend en permanence contre les agressions externes grace a un réseau
complexe d’organes, tissus, cellules, molécules et mécanismes diverses ; on parle de systéme
immunitaire. Celui-ci a évolué simultanément avec notre environnement pour adapter ses
réponses et nous défendre face aux pathogenes étrangers mais aussi aux cellules du Soi

altérées.

La classification historique des cellules de I'immunité par la communauté d’immunologistes a
été de distinguer deux composantes : I'immunité Innée de I'immunité Adaptative (Figure 1).
Cette division repose notamment sur le différentiel temporel de mise en place d’une réponse.
L'immunité Innée reconnait rapidement des motifs conservés de pathogénes et met en place
une réponse peu spécifique. A l'inverse, I'immunité Adaptative est modulée spécifiqguement et

requiert donc plus de temps pour s’enclencher.

" ; Immunité Adaptative
Immunité Innée ® ®

(///—\\\_" //A\ \\
O Vot <\\//

Eosinophile Macrophage ILC NKT LT a LB
IS
D "//J { Sl v
Q\\‘\)\/ \,é{ \\\_ A
I 4+, ¥
Neutrophile Cellule NK MAIT
dendritique
Basophile LT yd
Mastocyte

Figure 1 Les acteurs cellulaires du systéme immunitaire.
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Cependant, suivant les avancées de la recherche fondamentale, cette dichotomie entre
immunité innée et adaptative tend a s’Tamenuiser de plus en plus. Un dialogue important et une
complémentarité des réponses entre ces deux pans démontrent leur étroite interconnexion.
Aussi, de nombreuses cellules partagent finalement des caractéristiques de ces deux immunités
comme les cellules MAIT ou les lymphocytes T yb5. Ces derniéres sont alors regroupées dans

I'immunité dite transitionnelle.

Il est alors intéressant de remarquer que certaines fonctions sont finalement partagées
par différents types cellulaires appartenant aux différents types d’immunité. C’est le cas de la
fonction cytotoxique (Figure 2).

La multiplicité de type cellulaire présentant cette fonction cytotoxique souligne I'importance
de celle-ci au sein de notre systeme immunitaire. En effet, on comprend aisément I'intérét d’un
systeme de reconnaissance et d’élimination direct de pathogénes, ou de surveillance de
développement tumoral dans I'arsenal de notre systeme immunitaire. Les premiers acteurs
cytotoxiques a avoir été caractérisés sont les cellules « natural killer » (NK) (Herberman et al.,
1975 ; Kiessling et al., 1975). Depuis, les lymphocytes T af CD8*, les NKT et les lymphocytes T
y6 ont aussi été caractérisés comme possédant une activité de lyse directe. De fagon plus
récente, les MAIT et certains lymphocytes T ay CD4* sont venus élargir les rangs des cellules

cytotoxiques.

B) Les cellules natural killer (NK)

Dans les années 1970, une nouvelle population cellulaire a été décrite chez la souris
pour sa capacité cytotoxique spontanée face a des cellules tumorales sans sensibilisation au
préalable (Herberman et al., 1975 ; Kiessling et al., 1975). C’est basé sur cette caractéristique
que ces cellules ont été nommées « natural killer » ou cellules NK. Certains chercheurs classent
les cellules NK dans la famille des cellules lymphoides innées (ILC), et plus précisément des ILC1.
Ce rapprochement est fondé notamment sur le partage de plusieurs fonctions et facteurs de
transcriptions. En effet, ces deux types cellulaires sont capables de secréter de I'lFNy et du
TNFa en réponse a un combo d’IL-12 et d’IL-18, nécessitent tous deux de I'lL-15 tant pour leurs
différenciations que leurs fonctions, et expriment le facteur de transcription T-bet. En
revanche, sil'on s’intéresse quelque peu au lignage de ces cellules, une telle classification n’est
pas correcte (pour une revue récente sur le sujet, voir Riggan L. et al., 2019). Aussi, les NK sont
des cellules circulantes alors que les ILC1 sont résidentes des tissus muqueux et seules les

cellules NK sont douées de capacité cytotoxique.

Quoi qu’il en soit, les cellules NK ressemblent en partie a des lymphocytes T CD8,

notamment du fait de leur taille, fonctions et facteurs de transcriptions utilisés. En revanche,
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contrairement aux lymphocytes T ou B, ces cellules ne possedent pas de récepteurs spécifiques
a un antigene. Les cellules NK sont alors capables de différencier les cellules saines des cellules
tumorales ou transformées grace a un large éventail de récepteurs activateurs et inhibiteurs,
on parle de reconnaissance du « Soi manquant ».

Parmi les principaux signaux activateurs de la fonction cytotoxique des cellules NK, on retrouve
la perte de I'expression du CMH de classe | ainsi que I'activation de récepteurs NK tel que
NKG2D ou DNAM-1 (revue par Long E et al., 2013). Présentant a leur surface des récepteurs de
la partie constante des anticorps (tel que FcyRlIll), les cellules NK sont aussi capables de

déclencher une cytotoxicité anticorps-dépendante (ADCC).

£ A
( )

. NK ‘ ¢
A \ 4
. \ / K
A} \ / L4
\ L4
ﬂNK recepteurs ¢

NK ligands .'

' FasL b4
NKT =
&N

cellule cible CMH-1}  Tcrap

CMH 1l

\

] CD4

I
.
.
.

Figure 2 Les cellules cytotoxiques du systéme immunitaire. Représentation des voies de signalisations
directes et contact-dépendantes conduisant a la lyse de cellule cible en fonction des différentes
populations immunitaires douée de la fonction cytotoxique. Cette cytotoxicité se manifeste par la
sécrétion de granules cytolytiques (par exemple le granzyme B, la perforine etc.) ou de récepteur de
mort tel que Fas. Il est a noter que certaines de ces populations, comme les NK ou les LT y§ expriment
le FcR leurs permettant d’exercer une fonction cytotoxique aussi par le phénomene d’ADCC.
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C) Les NKT

Fin des années 1980, plusieurs équipes mettent en évidence chez la souris I'existence
d’une population de lymphocytes T aff exprimant leurs TCR de fagcon modérée et en I’'absence
de CD4 comme de CD8 (Budd et al., 1987 ; Fowlkes et al., 1987). De plus, ces derniers expriment
la molécule NK1.1 a leurs surfaces jusqu’a lors considérée comme spécifique des cellules NK
(Ballas et al., 1990 ; Sykes et al., 1990). Par la suite, la mise en évidence de leur forte sécrétion
de cytokines telles que I'lIFNy et le TNFa et leur capacité cytotoxique a intensifié I'intérét de la

recherche pour cette population.

Les NKT se déclinent en plusieurs sous-populations répertoriées selon leur répertoire
TCR, les NKT de type 1 (aussi nommés iNKT), les NKT de type 2 et les NKT-like (Godfrey D. et al.,
2004). Toutefois, lorsque I'on parle des NKT, on sous-entend généralement les iNKT pour
« invariants ». Cette population présente un TCR semi-invariant chez la souris, composé des
chatnes Val4-Ja18/VB8, VR7 ou VB2, et invariant chez 'hnomme Va24-Ja18/VB11 (Porcelli S. et
al.,, 1993 ; Lantz O. et al., 1994). Les iNKT représentent la population de NKT majoritaire chez la
souris, ce qui a permis de bien mieux décrire leurs biologie et fonctions. Cependant, ce sont les
NKT de type 2 qui sont majoritaires chez I’'hnomme (Exley MA. et al., 2001 ; Arrenberg P. et al,,
2009).

Les iNKT, bien que présentant le méme TCR restreint au complexe CD1d/a-GalCer,
démontrent une certaine hétérogénéité fonctionnelle. De ce fait et a 'instar des LT CD4* dit
« helper », les populations de iNKT sont catégorisées en fonction des cytokines qu’elles
secretent. Les NKT1 sécretent principalement de I'IFNy et sont retrouvés dans le foie et |a rate,
les NKT2 sécretent majoritairement de I'lL-4 et sont retrouvés dans la rate et les poumons,
tandis que les NKT17 sécretent de I'lL-17 et résident dans les ganglions, poumons et la peau
(Lee YJ. Et al., 2013 ; Engel I. et al., 2016).

Les NKT de type 2 sont bien moins caractérisés que les iNKT. Ces cellules présentent un
répertoire de TCR plus varié et ainsi, une spécificité antigénique diverse bien gu’ils restent
restreints au CD1d (Porcelli S. et al., 1993 ; Godfrey D. et al., 2004). Les NKT de type 2 sont
abondants dans le foie bien que leur fréguence reste inconnue dans de nombreux organes
(Exley MA. et al., 2002).

Enfin, les NKT-like sont les seuls NKT a ne pas étre restreints au CD1d. Ces cellules sont
majoritairement CD8*, expriment plusieurs récepteurs NK mais n’expriment pas la molécule de
stimulation CD28 retrouvée habituellement sur les LT a3 (Speiser D., et al., 1999). Les NKT-like

sont relativement rares a la naissance mais leur nombre augmente avec I'age et ils peuvent
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représenter entre 5 et 15% des lymphocytes T périphériques (McNerlan SE. et al., 1998 ; Jiang
Y. etal., 2014).

D) Leslymphocytes T CD8*

Les LT a3 CD8" représentent une part puissante du systéme immunitaire adaptatif. Ces
cellules sont circulantes et nécessitent de se faire activer par des cellules dendritiques au sein
des ganglions avant de devenir cytotoxiques. En effet, bien gu’elles ne soient pas encore
armées pour exercer leurs fonctions effectrices a |'état naif, ces dernieres deviennent matures
et se multiplient considérablement une fois leur antigéne rencontré a I'aide des cellules
présentatrices d’antigénes (APC). Les lymphocytes T CD8* expriment un répertoire de TCR tres
large restreint majoritairement par les molécules de CMH de classe | et reconnaissent une
diversité d’antigenes. Ces LT ont aussi besoin de la présence de cytokines telles que I'lL-2 et
I'IFNy et de signaux d’activations secondaires (induit par leur CD28 ou encore l'interaction
CD40/CD40L) pour s’activer et ainsi produire des molécules lytiques, cytokines et autres

récepteurs de mort leurs permettant d’effectuer leur fonction cytotoxique.

F) Les MAIT

Les lymphocytes MAIT (Mucosal-Associated Invariant T cells) ont été découvert plus
récemment grace a l'identification d’'un TCR semi-invariant composé de la chaine Va7.2-Ja33
associée a un répertoire restreint de chaines B (Porcelli S et al., 1993 ; Tilloy F et al., 1999). La
plupart des MAIT chez I'homme sont CD8*aa ou double négatif, c’est-a-dire CD4~ CD8". Elles
sont restreintes a une protéine non-polymorphique liée au CMH de classe | et hautement
conservée dans I'évolution, MR1 (Treiner E et al., 2003) ce qui leur confére un role important
de défense antimicrobienne. Elles sont ainsi capables de sécréter de nombreuses cytokines
comme le TNFa, IFNy ou encore de I'lL-17. Cela leur permet notamment de recruter et activer
d’autres effecteurs du systeme immunitaire, tels que les cellules dendritiques ou les
lymphocytes B. A la suite de leur stimulation TCR-dépendante, les cellules MAIT vont exercer

leur fonction cytotoxique, notamment a travers la sécrétion de perforine et granzyme B.

F) Leslymphocytes T CD4*

Les fonctions effectrices des différents compartiments de LT sont critiques pour
faconner la réponse immunitaire face aux nombreuses maladies et infections. Alors que les LT
CD8* ont toujours été reconnus pour leur fonction cytotoxique directe face aux cellules cibles,
les LT CD4* ont quant a eux été décrit pour leurs fonctions d’auxiliaires et soutiens aux autres

populations de par leur production de cytokines.
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Grace aux recherches récentes, on se rend compte que ces délimitations sont finalement
flexibles et que certains LT CD4* sont eux aussi capables de cytotoxicité. De premiéres
observations de ces LT CD4* cytotoxiques ont pu étre faites dans I'étude de la réponse
antivirale, notamment grace a des modeles de souris infectées par le virus de la
chorioméningite lymphocytaire, puis par I'étude de patients atteint de VIH, EBV ou encore
hépatites B & C (Suni et al., 2001 ; van Leeuwen et al., 2004 ; Jellison et al., 2005 ; Aslan et al.,
2006 ; Saez-Borderias et al., 2006 ; Soghoian et al., 2012). Ces études ont aussi démontré que
cette cytotoxicité est engendrée par une reconnaissance TCR-dépendante d’antigénes viraux
apparentés présentés par le CMH de type I, de facon similaire a la reconnaissance par les LT

CD4* non-cytotoxique.
G) Les lymphocytes Tyd

La découverte des lymphocytes T yd s’est faite par sérendipité dans les années 1980
lorsque deux équipes mettent en évidence |'existence d’un TCR n’exprimant ni la chaine a ni la
chaine B, mais de nouvelles chaines y & 6 (Saito et al., 1984 ; Brenner et al., 1986). Le TCR de
ces lymphocytes a la particularité de ne pas étre restreint au complexe CMH/peptide comme
I'est le TCR af. L'identification du répertoire d’antigenes reconnu par le TCR yb se révele étre
un vrai défi pour plusieurs raisons. Tout d’abord, aucun prérequis n’a pu étre identifié, c’est-a-
dire que ce TCR est virtuellement possiblement restreint a une protéine — famille déja vaste et
complexe en elle-méme — mais aussi a des lipides, carbohydrates ou encore des acides
nucléiques. Aussi, I'affinité des TCR y6 pour leurs ligands est généralement faible, de I'ordre de
1 a 100 uM, ce qui freine grandement l'utilisation de méthode biochimique pour leur étude
(Willcox BE & Willcox CR, 2019). De plus, les résultats obtenus chez la souris ne sont pas, dans
la plupart des cas, généralisable a 'Homme puisque les séquences des TCR et les différentes
sous-populations sont considérablement différentes. Malgré tout, plusieurs antigénes des TCR

vy6 humain ont pu étre identifiés (Table 1).

Les lymphocytes T yb expriment un grand nombre de récepteurs NK, activateurs et
inhibiteurs, qui contribuent de fagon importante a leur réactivité (Bonneville et al., 2010 ; Pont
et al, 2012). En plus de ce premier trait partagé, les LT y& partage aussi |'expression du
récepteur FcyRIll avec les cellules NK et sont donc eux aussi capable d’induire le mécanisme
d’ADCC. Tout comme pour les LT af, les LT y& sous classés en diverses sous-populations. Le fait
qgue les deux types de TCR aff et y& sont retrouvés chez tous les vertébrés a machoires de facon
persistante depuis des millions d’années suggere que ces deux récepteurs doivent posséder
des fonctions spécifiques a chacun. Malgré cela, il existe peu de conservation des chaines y et
5 entre les especes (Sturm et al., 1992). Ainsi, cette introduction sera délibérément focalisée

sur les LT y& humain.
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Nom

ITCR impliqué lAffinité

‘Commentaires

Références

Reconnaissance CMH et CMH-like

HLA-A24 V61 / Reconnaissance allo-HLA Ciccone E. et al, 1991
HLA-B27-ci Vy4vél / Reconnaissance allo-HLA Del Porto P. et al, 1994
HLA-A24 Vel / Reconnaissance allo-HLA Spits H. et al, 1990
HLA-A*24:2 Vy5VE1 / Reconnaissance allo-HLA, nécessite un peptide pour améliorer la stabilité Kierkels G. et al., 2019
HLA-A2/MART-1 Vo1l 29-71uM  / Benveniste P. et al., 2018
CD1-c Vé1 23-125 uM  Liaison au CD1-d seul, mais affinité supérieure si présence d'antigene Roy Setal, 2016
CD1d V61 /VE3 16-33 UM Liaison au CD1-c seul, mais affinité supérieure si présence d'antigene Spada FM. Et al., 2000
MR1 V61 2.7-30.6 uM / Le Nours et al., 2019
EPCR Vy4V85 90 uM / Willcox CR. Etal., 2012
MICA Vé1 110-900 uM Ligand de NKG2D de haute affinité Groh Vetal., 1998
ULBP4 Vy9Vvé2 / Ligand de NKG2D de haute affinité Kong Y et al., 2009
Reconnaissance Ig-like

Annexine A2 Vy8VE3 3uM / Marlin R. et al., 2017
EphA2 Vyové1l / Provoque I'activation du TCR si EphA2 est lié aux ephrines du LT y& Harly C. etal., 2021
hMSH2 V&2 / Ligand de NKG2D de haute affinité Dai Y. M. etal., 2018
Histidyl tRNA synthetase Vy3V62 / Présence en surface non montrée Dornmair K. et al., 2004
SEA Vy9 / Superantigene dérivé de Staphylococcus aureus Rust CJJ. et al., 1990
OXYS Vyov62 / Superantigéne dérivé de Bacillus Calmette-Guérin XiX.etal, 2011

DX2 Vyové2 / Superantigéne dérivé de Mycobacterium tuberculosis XiX. etal., 2013
Phycoerythrine Vy1vél / Antigene non physiologique, dérivé d'algue rouge Zeng X. etal,, 2012
Peptide dérivé de Listeriolysin O / / / Guo Y. etal., 1995
HLA-DRw53/peptide dérivé de la toxine Tetanique Vy9Vo2 / / Kozbor D. et al., 1989
Chaine-A des Ig / / Reconnaissance si I'antigene n'est pas présent en surface Wright A. et al., 1989
Reconnaissance de molécules de la famille B7

BTN3A1 Vyové2 / Aucune interaction directe n'a été montré Harly C. etal., 2012
BTN2A1 Vy9vé2 40-50 pM Interaction avec la chaine Vy9 via HV4 et CDR2 Karunakaran MM. et al., 2020
BTNL3 Vy4 3.5-20.7 UM Interaction avec la chaine Vy4 via HV4 et CDR2, en hétérodimeére BTNL8  Willcox CR. et al., 2019



Chez ’'Homme, les LT y& sont divisés en quatre sous-populations principales en fonction
de I'expression de leur chaine 6. Ces quatre chaines (V61/2/3/5) peuvent se combiner avec les
différentes chafnes y (Vy2/3/4/5/8/9) pour former différentes sous-populations de
lymphocytes y& possédant différentes fonctions. De fagon intéressante, chaque TCR& ne va
former qu’une ou plusieurs combinaisons avec un pool de TCRy restreint au sein d’un systéeme
fermé plut6ét que de retrouver n‘importe quelle combinaison aléatoire (Pang DJ. et al., 2012 ;
Adams EJ. et Havran WL., 2015) (Table 2).

Sous- ., L N
5 . TCRy associé Caractéristiques Localisation
population
- Expansion clonale lors d’infection CMV Peau, intestin,
V61 Vv2/3/4/5/8/9 - Perte de la sous-population Vy4+ lors de foie, rate, sang
la maladie cceliaque périphérique
- Expansion clonale lors d’infection HCV
V53 W2/3 - Prgsence dalns .Ie sang perlpherlque de Foie
patients leucémiques lymphocytaires
chroniques
- Origine du thymus postnatal
. Sang
Vé2 Vy9 - Expansion polyclonale lors de o
. . S périphérique
stimulation antigénique
V62 Vy9 - Expansion clonale lors d’infection CMV Inf||trat|or'1
dans le foie
- Représente 25% des CD3+ dans le sang San
V&5 Vy4 périphérique lors d’infection CMV , 'g L
périphérique

- Liaison directe au EPCR

Table 2 Les différentes sous-populations de LT y&. Liste des différentes sous-populations de LT y&
classifiées selon leurs chaines §, les chaines y retrouvées associées ainsi que leurs principales
caractéristiques et localisation. (Willcox CR. et al., 2012 ; Davey MS. et al., 2018 ; Yang L. et al., 2021)

Apres avoir passé en revue les différents acteurs immunitaires de la cytotoxicité, on
s’apercoit de I'importance du contact cellulaire pour le déclenchement de cette fonction
primordiale (Figure 2). Ce contact entre la cellule cible et I'effecteur immunitaire doit étre

stable et est appelé synapse immunologique (SI).
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Chapitre 2 : La synapse immunologique

La formation de la Sl joue un rdle crucial dans la mise en place de la cytotoxicité. Ce
processus, loin d’étre statique, est au contraire tres dynamique et hautement régulé, et
implique la réorganisation de composants cellulaires ainsi que de protéines de signalisation.
C'est seulement aprés la bonne formation de cette interface que les effecteurs cytotoxiques
vont libérer un cocktail de molécules contenues dans des granules cytolytiques afin de détruire

la cellule cible.

A) Formation de la synapse immunologique cytotoxique

La formation de la Sl se déroule en plusieurs étapes, comprenant la réorganisation de
récepteurs impliqués dans la reconnaissance et I'adhésion afin de former des domaines de
fonctions spécialisés a l'interface des deux cellules. Dés la fin des années 1990s, la structure
particuliere de cette interface a pu étre observée grace aux premiéres bicouches lipidiques
artificielles (Grakoui et al., 1999). De facon tres caractéristique, les molécules impliquées dans
la formation de la Sl vont s’arranger entre-elles de facon a former des cercles concentriques
appelés SMAC (cluster d’activation supramoléculaire). Les TCR se regroupent au centre de la
synapse accompagnés du corécepteur activateur CD28 et forment ainsi le ¢SMAC pour
« central ». Cette premiere zone est ensuite entourée de molécules d’adhésions telles que LFA-
1 et CD2 formant ainsi la région « périphérique », le pSMAC. Enfin, la région dite « distale »
correspond principalement a un regroupement d’actine et on y retrouve certaines molécules
telle que CD45 (Figure 3). Cette formation singuliére a par la suite été identifiée et confirmée

pour d’autre types cellulaires, comme les LT a3 CD8* mais aussi de facon plus large a travers le

dSMAC

Dz\ PO AL

=- (D8
cum—
TR T e S —— CMH

—men-sndl

ICAM-1

lymphocyte T cellule cible

actine

Figure 3 L'architecture de la synapse immunologique. Visualisation du réarrangement spécifique des
acteurs moléculaires principaux de la synapse immunologique d’un lymphocyte T aff (adapté de Huppa
J. et Davis M., 2003).
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systeme immunitaire puisqu’elle peut étre observée aussi lors de I'activation des lymphocytes
B, et méme chez les macrophages lors de la phagocytose (Goodridge et al., 2011 ; Freeman et
al.,, 2016 ; Niedergang et al., 2016).

Par la suite et grace au développement des techniques de vidéo-microscopie, les étapes
clés de la formation des synapses et leurs temporalités conduisant a la mort de la cellule cible
ont pu étre déchiffré (Figure 4). Les cellules cytotoxiques, aprés avoir reconnues leurs cibles,
s‘arrétent et accumulent de I'actine au centre de la zone de contact (Ritter et al., 2015). Cette
actine forme ensuite tres rapidement la zone dSMAC, et au méme moment, les microclusters

de TCR se regroupent au centre de 'interface pour former le cSMAC.

polarisation du polarisation des libération des mort de la cible &
mTOC granules granules détachement

contact initial

) 8
l o) CcD
TCR
™~
Dock2) Elmo1 l
o
v
| ~ ,
v ; ;
i Y 2
CiTppz'?;E v T C’ah
M intracellulaire Arp2/3 a4
réorganisation polarisation sécrétion réorganisation routage des
de l'actine du mTOC des granules de l'actine granules

Figure 4 Etapes de la formation d'une synapse cytotoxique. Le contact initial entre la cellule cytotoxique
et sa cible permet I'engagement du TCR qui, a son tour, induit sa signalisation. Chaque étape de cette
derniere est clé pour permettre la polarisation du centrosome, puis des granules cytolytiques. Une fois
la mort de la cible détectée, la cellule cytotoxique se détache et peut potentiellement se diriger vers
une nouvelle cible et recommencer le processus.

Lorsque la rencontre d’une cellule cible induit la signalisation du TCR, le centrosome se
déplace dans la cellule cytotoxique pour se rapprocher de la Sl (Kuhn & Poenie, 2012). Celui-ci

se stabilise dans le cytosol, aux abords du cSMAC, dans une région dépourvue d’actine. Les
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Encart 1 : Une diversité de structure

Comme mentionné précédemment, plusieurs types cellulaires sont doués de cytotoxicité et
forment donc des SI. Aussi, bien que cette formation de la Sl semble étre régit par tout un tas de
mécanismes moléculaires spontanés ou dépendants du cytosquelette, plusieurs différences
émergent dans I'organisation des protéines au niveau des Sl.

L'organisation la plus classique des synapses est celle dite en « ceil-de-bceuf », ou on
retrouve les interactions TCR-pMHC et les signaux des protéines kinases PKC et Lck au centre, dans
la région centrale appelée cSMAC. Autour, on retrouve des molécules d’adhésions telle que ICAM-1
qui forme un anneau autour du cSMAC dans la zone périphérique (pSMAC). Enfin, de facon distale,
on retrouve une accumulation d’actine qui vient supporter la synapse et former la derniére zone
dSMAC. Cette forme classique de synapse a pu étre observée et décrite d’abord chez les LT CD4*
(Kupfer A & Singer SJ, 1989), puis chez les LT CD8" (Monks CR et al., 1998 ; Grakoui A et al., 1999) et
les cellules NK chez qui la ¢SMAC représente une accumulation de récepteurs NK activateurs ou
inhibiteurs (Krzewski K & Strominger JL, 2008).

Bien que la plupart des études se focalisent sur la formation et la structure des synapses
classiques ayant des SMAC bien définies, on retrouve plusieurs exemples de cellules formant des Sl
non-classiques. Par exemple, on sait que les thymocytes double-positifs sont incapables de former
un cSMAC contenant une seule zone d’accumulation de TCR. A la place, ces cellules présentent des
synapses « multifocale » caractérisées par une surface de contact contenant ICAM-1 entrecoupé de
nombreuses petites accumulations de TCR et protéines kinases de signalisations (Hailman E et al.,,
2002). De méme, les lymphocytes T CD4* helper 2 (Th2) aussi forment des synapses multicentriques
contrairement aux Th1 qui forment des Sl classiques (Balamuth F et al., 2001 ; Jackman RP et al,,
2007 ; Thauland TJ et al., 2008).

En plus de ces structures stables, des interactions dynamiques ont pu étre observées entre
des lymphocytes T et des cellules dendritiques. Celles-ci sont caractérisées par des interactions
migratoires bréves, tout de méme suffisante pour induire un flux calcique, I'activation et la
prolifération des LT (Gunzer M et al., 2000). Ces synapses migratoires sont appelées kinapses
immunologiques et peuvent étre observées notamment chez des LT CD4* (Krummel MF et al., 2000).

Il est fort probable que la décision de former une Sl classique, multicentrique ou une kinapse
dépend de multiples facteurs comme le niveau de stimulation du TCR, I'état de différenciation de la
cellule, le phénotype de la cellule présentatrice d’antigéne impliquée mais aussi le role in fine de la
SI. En effet bien que les SI multicentrique et les kinapses soient capables de générer des signaux
pour le priming des LT, la sécrétion de certaines molécules effectrices nécessite la formation d’une
Sl classique.

vésicules cytotoxiques se regroupent autour du centrosome, et migrent ainsi avec lui jusqu’a la
Sl ou celles-ci relarguent perforine et granzyme entre la cellule cytotoxique et la cible (Ritter et
al., 2015). De facon intéressante, la cellule cytotoxique va rester en contact de la cellule cible
jusqu’a ce que cette derniere meure. En effet, contrairement a ce que I'on pouvait imaginer, la
dégranulation de granzyme et perforine en elle-méme ne constitue pas un signal d’arrét de la
cytotoxicité. Au contraire, le signal conduisant a la rupture de la Sl est généré par la mort de la

cellule cible de facon dépendante des caspases (Jenkins MR et al., 2015).
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B) Le réle crucial des molécules d’adhésions

Au sein de la Sl cytotoxique, les molécules d’adhésions jouent un double rble. Elles

permettent la stabilisation physique du contact naissant entre la cellule cytotoxique et la cellule
cible, mais déclenchent aussi d'importantes voies de signalisation dans la cellule cytotoxique
qui contribuent a la maturation de la SI. Plusieurs molécules d’adhésion ont été identifiées pour
leur réle important dans le déclenchement de la cytotoxicité comme LFA-1 (Anikeeva, 2005) et
CD2 (Kaizuka Y et al., 2009) lorsqu’elles se lient a ICAM-1 et CD58 respectivement. Il est
maintenant clair que LFA-1 est ségrégée dans le pSMAC lors de la formation de la synapse
(Anikeeva, 2005), celle-ci sert d’ailleurs de marqueur pour cette zone de la Sl et son importance
n’est plus remise en question.
Pour CD2, son placement est plus discuté et semble différer en fonction du modele d’étude
utilisé (Kaizuka Y. et al., 2009 ; Singleton K. et al., 2009) méme si elle semble rester proche du
TCR en étant directement dans le cSMAC ou bien tout juste en périphérie, au sein du pSMAC.
Ceci s’explique par la voie de signalisation déclenchée par CD2. En effet, celle-ci est fortement
interconnectée a celle du TCR puisqu’elle passe par la sous-unité ¢ du CD3 (Alcover A. et al.,,
1988 ; Howard FD et al., 1992). Plus récemment, une étude a cependant pu mettre en évidence
que le recrutement de CD2 au sein de la synapse dépend au moins en partie de I'état de
maturité des cellules effectrices. En effet, les cellules naives expriment un plus faible taux de
CD2 qui se place alors de fagon sporadique au sein du pSMAC ; tandis que les cellules mémoires
présentent un anneau de CD2 en périphérie d'ICAM-1 (Demetriou P. et al., 2020). Les
lymphocytes expriment de nombreuses autres intégrines plus ou moins impliquées lors de la
formation de la SI, comme par exemple CD103, a4B7, avB3 ou encore a4B1. Cette pluralité
permettrait de compenser le déficit d’expression de certaines intégrines dans des contextes
spécifiques de cancer (Vicente-Manzanares M. et Sanchez-Madrid F., 2018). Aussi, un role
important de CD103 pour la délivrance de la cytotoxicité a pu étre mis en évidence. Son
implication a d’abord été montré dans la polarisation des granules lytiques a la Sl (Le Floc’h et
al., 2007 ; Smyth et al., 2007). Puis, sa liaison a son ligand la E-cadherine a été décrit comme
suffisant en I'absence d’ICAM-1 pour permettre la maturation de la Sl (Franciszkiewicz K. et al.,
2013).

Par conséquent, la zone du pSMAC de la S| cytotoxique est une structure importante
pour le maintien du contact cellulaire et les signaux de costimulation grace aux molécules

d’adhésion qu’elle contient.
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C) Le cytosquelette d’actine : un acteur essentiel

Lors de la formation de la synapse immunologique, la cellule effectrice s’étale sur la
cellule cible. Cet étalement radial et symétrique du LT est induit par une polymérisation
protrusive de I'actine conduisant a la formation de zones riches en actine ou le TCR est regroupé
en micro-cluster (revue par Le Floc’h L. et Huse M., 2015). Ces enrichissements en TCR vont se
regrouper au centre de la synapse néoformée sous 'influence de I'initiation de la signalisation
TCR et ainsi former le cSMAC. En effet, ZAP70 — tyrosine kinase majeure de la signalisation TCR
— controle la réorganisation des filaments d’actine notamment par son action de
phosphorylation sur LAT (Morgan M. et al., 2001) (Figure 4). Ainsi, au fur et a mesure de la
formation de la synapse, la signalisation du TCR induit un mouvement rétrograde des filaments
d’actine qui, a leur tour, poussent les micro-clusters de TCR dans le cSMAC et finissent par
s'assembler pour former un anneau d’actine qui correspond au dSMAC. Ces mouvements
d’actine sont aussi responsables du regroupement d’intégrines tel que LFA-1 au sein du pSMAC
(Comrie W. et al.,, 2015) et permettent donc ainsi de renforcer I'adhésion entre les deux

cellules.

D) La signalisation TCR, moteur de la dégranulation

L'activation de la signalisation TCR est bien entendue cruciale pour I'induction de la
polarisation cellulaire vers une S| cytotoxique. En effet, I'activité de protéines kinases
dépendantes du TCR est essentielle pour promouvoir la polarisation du MTOC (microtubule
organizasion center) a la Sl (Jenkins MR et al., 2009 ; Tsun A et al., 2011 ; Jenkins MR et al,,
2014) (Figure 4). Combiné a I'activation de l'actine, le MTOC migre de fagon a se retrouver sous
la synapse puis se fixe a la membrane plasmique. Ceci déclenche alors le transport dépendant
des microtubules et aboutit a I'exocytose des granules cytotoxiques (Stinchcombe JC et al,,
2001 ; Stinchcombe et al., 2015).

De plus, I'un des résultats principaux de I'activation du TCR est l'induction d’un flux
calcique par l'activation d’IP3 (Maul-pavicic A et al.,, 2011). Une augmentation de Ca®*
cytoplasmique en provenance du réticulum suivi d’'une entrée de Ca’* en provenance de
I'espace extracellulaire sont des événements requis pour induire la dégranulation des cellules.
Ainsi, 'activation de LAT puis I'augmentation rapide de Ca%* intracellulaire servent d’indicateurs

d’une polarisation des granules lytiques a la synapse.
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Chapitre 3 : Les Vy9V02, sentinelles sanguines

Comme expliqué précédemment, la découverte du récepteur T utilisant les chaines y et

0 s’est faite dans les années 1980.

La sous-population Vy9V82 est la population de LT y6 majoritaire dans le sang
périphérique d’un adulte sain, et y représente entre 1-10% des lymphocytes totaux. Du fait de
leurs fortes fonctions anti-tumorales et leur relative abondance dans le sang périphérique,
cette population de LT y6 est la plus étudiée. L'activation antigénique de cette population est
dépendante de petites molécules non-peptidiques phosphorylées appelées phosphoantigenes
(pAg) (Morita CT et al., 1995). Le pAg majeur est l'isopentenyl pyrophosphate (IPP), un
métabolite issu de la voie de synthese des isoprénoides (Tanaka Y. et al., 1995). Ces derniers,
notamment a l'origine de la synthése de cholestérol, sont essentiels au métabolisme cellulaire
et sont donc retrouvés chez tous les étre vivants. On comprend alors le réle de senseur de
stress cellulaire des LT Vy9V62 qui sont capables de s’activer tant face a des cellules
transformées, que face a des pathogenes bactériens ou parasitaires. Toutefois, les mécanismes
précis de |'activation des LT Vy9V62 ne sont pas encore complétement élucidés. Il est
maintenant admis que les pAg n’entrent pas en contact direct avec le TCR des LT Vy9V62, mais
vont plutdt se fixer dans le domaine intracellulaire B30.2 de la molécule BTN3A1 (Harly C. et
al., 2012). Récemment, c’est une autre molécule qui a été mise en évidence comme ligand
direct du TCR des LT Vy9V42 : BTN2A1, sur qui nous reviendrons plus tard dans ce manuscrit
(Karunakaran MM et al., 2020 ; Rigau M. et al., 2020).

A) Ontogénie et conservation au sein des espéces

Les génes codant pour les chaines Vy9 et V62 sont apparus avec les mammiféres
placentaires puisqu’on les retrouve chez toutes les especes de cet ordre. Malgré cela et jusqu'a
récemment, la présence de la population de LT Vy9V62 n’avait été rapportée gu’au sein de
'ordre des primates supérieurs. Un petit nombre d'espéces non-primates ont depuis été
identifiées, a savoir le paresseux, I'alpaga, le tatou, le grand dauphin, I'orque et le cheval
(Karunakaran MM et al., 2014 ; Fichtner AS et al., 2020).

Cette conservation des genes des chaines Vy9 et V62 mais I'absence de la population
circulante et fonctionnelle dans de nombreux groupes phylogénétiques, est le reflet d’'une
perte ou perte de fonction de I'un ou I'autre de ces genes. D’ailleurs, le gene codant pour Vy9
est plus conservé au sein de plusieurs especes différentes comparé a celui de V62 (Karunakaran

MM et al., 2014). Ceci peut suggérer une certaine pression de sélection au cours de |'évolution
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pour préserver la fonction du gene. De fait, il suffit de comparer les génes codant pour les
chaines Va, VB et V6 au géne Vy, pour se rendre compte que ce dernier est beaucoup plus
divers et confere des fonctions qui ne sont pas partagées comme démontré par la diversité

retrouver entre I’humain et la souris (Arden B. et al., 1995 ; Kazen A. et Adams E., 2011).

B) Développement et sélection thymique du répertoire

Les LT Vy9V62 font partie des premiers LT a se développer chez le feetus humain. En
effet, les genes des chaines Vy9 et V62 sont les premiers au sein des Vy/VS a subir leur
réarrangement et sont détectable dans le thymus d’un fcetus de 8 semaines (McVay L. et al.,
1998). Ensuite, la population Vy9V52 devient dominante au sein du répertoire des LT y& puis
les LT V&1* deviennent majoritaire en fin de gestation dans le sang de cordon mais aussi le
thymus (Morita CT. et al., 1994 ; Ribot JC. et al., 2014 ; Dimova T. et al., 2015) (Figure 5).
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Figure 5 Représentation schématique du développement du répertoire des LT Vy9Vb2 au cours de la
vie. Le pourcentage des LT Vy9V62 parmiles LT y6 du sang périphérique est représenté en rouge ; tandis
que le choix de la chaine J& parmi les LT Vy9V562 est représenté en noir. (Adapté de Willcox CR et al.,
2018)

Des études complémentaires sont nécessaires afin d’expliquer ce changement
drastique de fréquence. Il s'agirait de déterminer si la population de LT Vy9Vd2 produite
pendant le développement foetal persiste dans le sang fcetal, ou si une majorité sort de la
circulation pour envahir les tissus. Toutefois, apres la naissance on observe une recrudescence
brutale du nombre de LT Vy9Vd2 qui reprennent alors leur place de LT yd majoritaire dans le
sang périphérique (Parker CM. et al., 1990 ; De Rosa SC. et al., 2004). Ceci est probablement d{
a la forte exposition microbienne lors de la naissance qui, en plus de favoriser leur forte

expansion, induit une maturation de leur phénotype. Une démonstration parlante de cette

Page | 20



maturation dépendante de I'environnement est que 'on retrouve des profils de LT Vy9Vvé2

différents chez des jumeaux monozygotes (Parker CM. et al., 1990).

De plus, une étude a démontré que les LT y& immatures sortent du thymus apres la
naissance pour maturer et acquérir leur fonction cytotoxique en périphérie (Ribot JC et al.,
2014). En outre, les LT Vy9V&2 néonataux répondent beaucoup moins lors d’une stimulation
au HMBPP (pAg exclusivement bactérien et présentant une bioréactivité supérieure a celle de
I'IPP) comparés a leurs homologues adultes. Pour autant, cette stimulation induit une
expansion polyclonale chez les LT Vy9Vd2 néonataux comme chez les adultes, bien que les
répertoires des TCR présentent des différences (Fichtner AS. et al., 2020). En effet, comme pour
leurs homologues LT af, les LT y& subissent eux aussi un réarrangement génique pour
permettre la maturation de leur TCR. Les LT Vy9V62 néonataux sont caractérisés par des
chaines V6 contenant des CDR3 plus courts comparés a ceux des LT Vy9V82 adultes. lls
présentent aussi une préférence pour un réarrangement impliquant la séquence TRDJ3, tandis
que chez I'adulte on retrouve plus fréquemment la TRDJ1 (RavensS. et al., 2017 ; Papadopoulou
M. et al., 2019).

Ainsi, les LT Vy9V62 adultes sont distinguables des fcetaux et restent dans le sang
périphérique, comme susmentionné. Cette distribution leur confere un véritable réle de
sentinelle et leur permet de patrouiller le corps en permanence. En cas d’anomalie détectée,
comme par exemple un cancer, les LT Vy9V62 vont s’extraire de la circulation pour rejoindre le

site concerné et exercer leurs multiples fonctions.

C) Fonctions

Comme tous les LT y§, les LT Vy9V82 exercent diverses fonctions leurs permettant
notamment de faire le lien entre I'immunité Innée et I'immunité Adaptative. Ces cellules vont
d’abord agir en tant que sentinelles et détecter les signaux de stress portés par des cellules
infectées ou transformées. Les LT Vy9Vb2 vont ensuite non seulement pouvoir s’activer et
produire leur activité cytotoxique comme précédemment mentionnée ; mais aussi recruter
différents acteurs de I'immunité Innée (Bonneville M. et al., 2010).

En effet, I'activation des LT Vy9V&2 va leur permettre de mettre en place une réponse pro-
inflammatoire, notamment en sécrétant plusieurs cytokines et chimiokines telles que de I'lFNy
et du TNFa (Dunne M. et al., 2010). Notamment, les LT Vy9V62 vont faciliter le recrutement
des neutrophiles puis interagir avec eux de facon a faciliter leurs actions de chimiotactisme et
phagocytose (Agrati C. et al., 2009). De plus, les facteurs solubles sécrétés par les LT Vy9V§2
vont favoriser la différenciation des neutrophiles en cellule présentatrice d’antigene et ainsi,

permettre I'activation des LT aff (Davey MS. et al., 2011).
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De plus, les LT Vy9V62 vont aussi permettre la maturation des cellules dendritiques
grace a un contact direct mais aussi aux diverses cytokines qu’ils produisent. Ce contact va aussi
permettre aux LT Vy9V&2 de proliférer et maturer. Ces derniers vont alors pouvoir réguler les
macrophages et acquierent la capacité d’agir en cellules présentatrices d’antigenes aupres de

LT aP naifs pour les activer a leur tour (Brandes M. et al., 2005).

Mais les LT Vy9V62 ne sont pas seulement capables d’induire la fonction de cellule
présentatrice d’antigene dans d’autre type cellulaire. En effet, ils sont eux-mémes capables de
remplir cette fonction grace a I'expression de molécules de costimulation telles que CD80 apres
endocytose de composés exogenes, et présentation des antigénes dans leurs molécules du
CMH (Brandes M. et al., 2005 ; Meuter S. et al., 2010).

Aussi, les LT Vy9V62 sont capables d’influencer la réponse humorale en aidant a la
maturation des LB et en leurs fournissent un support pour la production d’anticorps (Bansal R.
et al., 2012).

D) Lerécepteur T a l'antigéne et corécepteurs

Le systeme immunitaire adaptatif se caractérise notamment par la présence de
récepteurs issus de la recombinaison somatique. Ces récepteurs peuvent reconnaitre une
variété de molécules et on distingue le BCR des TCR a3 et TCR yb. Les deux types de TCR sont
constitués de deux sous-unités a et f ou y et & capables de se lier a leur antigene, associé a la
protéine CD3 qui va transduire le signal. Les cellules présentant un TCR vont aussi exprimer de
nombreux corécepteurs qui vont leurs fournir des signaux complémentaires d’activation mais

aussi des signaux inhibiteurs.

1. Le TCR, sa disposition et association au CD3

Bien que les régions variables (V) des TCR af et y§ présentent des similarités de
structure, ce n’est pas le cas pour leurs régions constantes (C) (Allison TJ. et al., 2001). L'une de
ces différences réside dans la région conservée qu’est la boucle FG. Cette derniere est bien plus
petite dans la chaine TCR-y comparée a celle du TCR-B. Cette petite différence induit finalement
un grand changement d’association. En effet, la boucle FG est supposée impliquée dans
I'interaction TCR-CD3 et semble jouer un réle dans la transduction du signal (Sasada T. et al.,
2002 ; Touma M. et al., 2006) (Figure 6). Ces différences contenues dans les régions C des TCR
af et yo vont étre responsable de plusieurs distinctions entre ces TCR. En effet, des variations
dans I'assemblage au complexe CD3, sa glycosylation ou encore la liaison aux ligands de ces
TCR peuvent étre observées dues a ces variations des régions C (Morath A. et Schamel WW,
2020).
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Figure 6 Structure des TCR af et yd humains et leur interaction différentielle au CD3. Le TCR af est
composé des chaines a & B dont les régions des CDR3s porté par les parties variables des deux chaines
forment la zone d’interaction avec I'antigene. La boucle FG de chaine B permet l'interaction avec la
chaine y du complexe CD3. Les motifs intracellulaires activateurs portés les différentes chaines du CD3
sont indiqués en vert (ITAM, pour immunoreceptor-based activation motif). Le TCR y6 s’associe
différemment au CD3 puisque la boucle FC est ici bien plus petite. Ceci entraine aussi une différence
de glycosylation des chaines du CD3. Adapté de Morath A. et Schamel W., 2020.

Récemment, la liaison entre le TCR Vy9V62 et son ligand a pu étre mis en évidence
(Karunakaran MM. et al., 2020). De facon surprenante pour les chercheurs habitués au
fonctionnement des LT af, cette liaison repose entierement sur le domaine variable de la
chaine Vy9 et n’implique pas directement les CDR (Figure 7). Cependant, ce modele de liaison
rejoint celui déja observé entre les LT Vy4 et leur ligand le dimere BTNL3/8 (Willcox et al., 2019),
et permet d’expliquer pourquoi les LT V62* non-Vy9 ne sont pas dépendants des pAg pour leur

activation (Davey et al., 2018).

Cependant, les régions CDR3 semblent tout de méme avoir une importance dans la
détection des pAg puisque des mutations notamment au sein de la région CDR36 ont modulés
laréponse des LT Vy9V82 (Wang H. et al., 2010). De plus, au sein d’'une population de LT Vy9V62
issue d’un seul donneur, chaque clone de LT Vy9Vb2 va proliférer plus ou moins rapidement
apres stimulation et s’activer plus ou moins fortement (Hebbeler A. et al., 2007 ; Pauza C. et

Cairo C., 2015) ce qui met en évidence une certaine diversité du TCR LT Vy9V52.
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Figure 7 Modéle représentant l'interaction entre un dimére de BTN2A1 et le TCR Vy9V62. Issu de
Karunakaran MM. et al., 2020.

2. Les corécepteurs
Absence des corécepteurs attendus

Les LT Vy9V52 sont généralement dit double négatif car dépourvus des corécepteurs
CD4 et CD8 classiqguement retrouvés sur les LT af. Aussi, ils ne présentent pas ou en trés faible
quantité le corécepteur CD28 (Wang P. et Malkovsky M., 2000). Cette absence combinée a la
différence de conformation du CD3 présent sur ces cellules peuvent expliquer la difficulté
pratique a faire proliférer les LT Vy9V62 a I'aide de billes CD3-CD28.

Toutefois, les LT Vy9V62 partageant certaines caractéristiques et fonctions avec

I'immunité innée, sont loin d’étre dépourvu de corécepteurs.

Les corécepteurs NK

Renouant avec le c6té immunité Innée des LT Vy9V&2, on retrouve a leurs surfaces de
nombreux récepteurs de la famille NK (Pont F.et al., 2012). Notamment NKG2D qui fournit un
signal activateur tres important pour les LT Vy9V62 et est méme capable de les activer en
I'absence d’un signal TCR dans certaines conditions (Qin G. et al.,, 2009). NKG2D possede
plusieurs ligands, généralement sur-exprimés en surface de cellules stressées. Notamment les
molécules MICA et MICB du CMH de classe | non-classiques, ainsi que des molécules de type
ULBP (Raulet D. et Guerra N., 2009).
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Aussi, parmi les NKR inhibiteurs, NKG2A et ILT-2 induisent les signaux inhibiteurs les plus
forts surles LT Vy9V&2 (Trichet V. et al., 2006). NKG2A s’associe au CD94 et reconnait un ligand
du CMH de classe | non-classique HLA-E (Poccia F. et al., 1997). Quant au ILT-2, celui-ci interagit
avec la molécule HLA-G (Lesport E. et al., 2011).

Les Toll-like Récepteurs

Les LT Vy9V&2 vont remplir leur fonction de sentinelle notamment grace a I’expression
de nombreux TLR qui leur permettent de détecter par exemple la présence de pathogéne. Les
TLR reconnaissent des CAMP (changed associated molecular pattern) qui peuvent étre des
DAMP (danger associated molecular pattern) ou des PAMP (pathogen associated molecular
pattern). Ces ligands sont des molécules non-peptidiques hautement conservées et
surexprimées en cas de stress cellulaire (Devilder MC. et al., 2009). Contrairement aux
observations faites pour les NKR, les TLR ne semblent pas capables d’induire une activation des
LT Vy9V62 en I'absence de signalisation TCR (Wesh D. et al., 2011).

Les récepteurs Fc

Un autre type de récepteur présent en surface des LT Vy9V82 est la famille des FcR, qui
vont lier le domaine constant des immunoglobulines. Chez les LT Vy9V62, on retrouve
notamment I'expression du FcyRIIIA (CD16) qui, malgré sa faible affinité pour les anticorps,

permet de conduire a une cytotoxicité des cellules cibles par ADCC (Tokuyama H. et al., 2008).

Ainsi, tous les corécepteurs décrits ci-dessus vont moduler la réponse des LT Vy9V62

grace a l'induction de signalisations indépendantes ou synergiques.
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Chapitre 4 : Les butyrophilines, une famille émergente de

régulateurs immunitaires

A) Généralités

Les butyrophilines (BTN) sont des molécules de la superfamille des B7, comme par

exemple CD80 ou PD-L1. Les genes des BTN1 et BTN2 sont apparus avec I’évolution des

vertébrés (Rhodes DA et al., 2018) ; tandis que ceux des BTN3 ont co-émergés avec les génes

des TCR-y et §, lors de I'apparition des mammiferes placentaires (Fichtner AS et al., 2020). Les

genes codant pour les BTN forment un cluster localisé dans la région télomérique du complexe

du CMH de classe | sur le chromosome 6p22.2 (Figure 8A). Ce cluster regroupe les six membres
fonctionnels (BTN1A1, BTN2A1/2A1, BTN3A1/3A2/3A3) et le pseudogene de BTN2A3. Un

cluster associé codant pour des molécules dites BTN-like (BTNL2/3/8/9) que nous ne

détaillerons pas ici est retrouvé proche du locus du CMH de classe

Il (Rhodes DA. et al., 2001).

Les genes des BTN présentent une homologie de séquence d’environ 90% au sein de chaque

famille et 50% entre elles (Henry J. et al., 1997) (Figure 8B).

26512002
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26365169 | i
s—i P—- — BTN1A1
BTN3A2 BTN3A1 BTN3A3
—_— —
BTN2A2 BTN2A3P BTN2A1
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BTNL3 00%
BTNLS 71% 00%
BTNLO 44% 44%
BTNL2 | 35% 5% 00
BTN1A1 39% 39% 42% 43% 00%
BTN2A1 41% 40% 44% 2% 51% 100%
BIN2A2 |~ 40% 40% 42% 41% 52% [NEe%
BTN3AL 40% 38% 41% 38% 49% 44%
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Figure 8 Les genes des butyrophilines humaines. A) Les genes codant

BTN3A3

pour les BTN humaines sont

retrouvés sur le chromosome 6 en p22.2 et B) présentent de grandes homologies de séquence (d'apres

Abeler-Dorner L. et al., 2012).
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Les protéines des BTN sont composées de deux domaines extracellulaires
immunoglobulines (IgV et IgC). Leurs régions cytoplasmiques sont plus grandes que celles de la
plupart des autres récepteurs immunitaires de la famille des Ig, et contiennent un domaine
juxtamembranaire ainsi qu’un domaine B30.2 appelé aussi PRYSPRY (a I'exception de BTN3A2)
(Figure 9). Malgré leur forte homologie et le partage du domaine B30.2, chaque B30.2 semble
avoir évolué indépendamment pour développer une forte affinité a un ligand spécifique. De ce
fait, les BTN remplissent diverses fonctions qui découlent de la liaison de leurs ligands dans le
domaine B30.2. Par exemple, la molécule éponyme du groupe, BTN1A1, régule la quantité de
gras contenu dans le lait et est ainsi retrouvée dans les membranes des cellules épithéliales des

glandes mammaires (Ogg SL. et al., 2004).
BTN1A1  BTN2A1 BTN2A2 BTN3A1BTN3A2BTN3A3

IgVv
IgC
domaine

transmembranaire

domaine
B30.2

Figure 9 Structure des butyrophilines (BTN). Les différents membres de la famille des BTN sont tous
composés de deux domaines extracellulaires IgV et I1gC et d’une région transmembranaire. C'est dans
leurs régions intracellulaires que I'on retrouve le domaine B30.2 (excepté sur BTN3A2 qui en est
dépourvu).

Cependant, les BTN sont principalement connues pour leur role d'immunomodulateurs,
notamment via la modulation de I'activité des LT y6 (Harly C. et al., 2012 ; Vantourout P. et al,,
2018 ; Karunakaran MM. et al., 2020). Aussi, leur role de biomarqueur pronostic est de plus en
plus étudié. Une étude a pu mettre en évidence une corrélation entre la surexpression de
BTN2A1 et BTN3A1 et un meilleur infiltrat immunitaire ainsi qu’un meilleur pronostic dans le

contexte de cancer du sein (Ren H. et al., 2021).

B) BTN3A

Les BTN3A regroupent trois isoformes dont le role ne serait pas uniguement de
participer a I'activation des LT y&. En effet, des études ont pu mettre en évidence le role
régulateur voire inhibiteur de la réponse immunitaire T que les BTN3A peuvent mettre en place

(Compte E. et al., 2004 ; Yamashiro H. et al., 2010). Par exemple, des cellules exprimant les
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BTN3A ont pu diminuer la prolifération de LT ainsi que leur production de cytokines de type
Th1 (Cubillos-Ruiz J. et al., 2010). Aussi, lors de I'engagement des BTN3A présents en surface
des monocytes et cellules dendritiques a I'aide d’un anticorps, une régulation des cytokines
pro-inflammatoires produites a pu étre observé, notamment pour I'lL-8 et IL-12 (Simone R. et
al., 2010). Aussi, les BTN3A semble étre liées au CD45 en surface des LT af, leur conférent ainsi
un role de régulateur de la formation des synapses de ces effecteurs (Payne K. et al., 2020).
Ainsi, les fonctions des BTN3A semblent tout de suite plus complexe et tres impliqué dans la

régulation des réponses immunitaires.

Les génes des BTN3A sont exprimés de facon faible mais ubiquitaire, bien que leurs taux
d’expressions varient d’un tissu a I'autre et en fonction du statut néoplasique dudit tissu (Figure
10A). Aussi, la régulation de I'expression de ces génes est encore mal comprise bien que leur
facteur de transcription a été mise en évidence récemment (Dang AT. et al., 2020). Bien que
ces genes semblent étre exprimés de facon corrélée au sein d’un tissu sain, cette corrélation
semble moins franche dans le cadre d’un cancer, laissant supposer que NLC5, le facteur de
transcription identifié comme responsable de la production des BTN3A, pourrait étre complété

ou régulé par un ou plusieurs autres facteurs de transcription (Figure 10B).

La protéine de cette famille qui a recu le plus d’attention ces derniéres années est la
BTN3A1 apres la découverte de son implication clé dans la réactivité des LT Vy9V62 en 2012
(Harly C et al., 2012). Celle-ci est capable de lier un petit métabolite phosphorylé appelé pAg
dans son domaine B30.2. Cette liaison intracellulaire serait alors responsable d’un signal de
type « inside-out » induisant un changement de conformation nécessaire a |'activation TCR-
dépendante des LT Vy9V62. De part cette fonction primordiale de liaison de 'antigene, il était
supposé que BTN3A1 lie directement le TCR des LT Vy9V82. En 2013, une interaction directe
certes faible mais présente avait été rapportée (Vavassori S. et al., 2013). Finalement, cette
hypothese f(t contredite dés I'année suivante par une autre équipe démontrant bien
I'importance de BTN3A1 mais son absence de liaison directe au TCR (Sandstrom A. et al., 2014).
Aucune autre étude a ce jour n'a pu mettre en évidence de liaison directe entre ces deux

molécules et cette hypothese a donc été délaissée.

Les BTN3A regroupent aussi deux autres isoformes: BTN3A2 et BTN3A3.
BTN3A2 est dépourvu de domaine B30.2 et, de fagon intéressante, son expression est
augmentée dans certains cancers tels que les adénocarcinomes pancréatiques, les leucémies
myéloides aigués, les cancers gastriques (Benyamine A. et al., 2016 ; Zhu M. et al., 2017) (Figure
7A). Cette surexpression est méme associée a un bon pronostic dans les cancers de I'ovaire

épithélial (Le Page C. etal., 2012). En plus de son intérét de biomarqueur potentiel dans certains
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cancers susmentionnés, il est supposé que BTN3A2 serait essentiel pour permettre
I'acheminement a la surface de BTN3A1 (Vantourout P. et al., 2018).

Le dernier isoforme de cette molécule est BTN3A3. Cette derniére posséde bien un domaine
B30.2 mais ce dernier présente une mutation en position 351 ou une arginine prend la place
d’une histidine (Sandstrom A. et al., 2014). Cette unique mutation rend impossible la fixation

du pAg sur BTN3A3 qui ne peut donc pas activer les LT Vy9V§2.

A
H @O 0 e ot B0t T o0 WO O et O O oSN e

55
BTNIAL (T)-
5
BTN3AL (N) -
| - 45
BTN3A2 (T}~
BTN3AZ (N) -
3
= e 2 2
1) - = 15

p-value = 3 Sa-220 1 o povalue = 107626268356400e-323 | w | pvalue=0 b
Ro= 088 L R=004 s | =
- -
T g i
= =
g- £ g -
o
g . g
¥ E . .
= " § .
2 ) ‘ s " ' 2 1 4 5 . @ s M 4 2 . M
Iog2(BTNIAT TPM) log2(BTNIAT TPM) log2iBTNIAT TPM) log2(BTNIAT TPM)
Tissus sains Tissus tumaraux

Figure 10 Profil d'expression des BTN3A dans les tissus sains et tumoraux. A) Taux d’expression des
différents génes de BTN3A en fonction de différents tissus tumoraux ou normaux associés. Data issues
de GEPIA et analysées avec Plotly. B) Spearman correlation de I'expression des genes de BTN3A1 avec
BTN3A2 (gauche) ou BTN3A3 (droite), au sein de tissus sains ou tumoraux calculé par GEPIA. (ACC:
Carcinome adenocortical ; BLCA : carcinome urothélial ; BRCA : carcinome invasif du sein; CESC:
carcinome cervical et adenocarcinome endocervical ; CHOL : cholangiocarcinome ; COAD : cancer
colorectal ; DLBC: lymphome diffus a grandes cellules B; ESCA: cancer de l'cesophage; GBM:
glioblastome multiforme ; HNSC : carcinome squameux de la téte et du cou ; KICH : carcinome renal
chromophobe ; KIRC: carcinome rénal a cellules claires; KIRP : carcinome rénal papillaire; LAML :
leucémie myéloide aigue ; LGG : gliome cérébral de bas grade ; LIHC : carcinome hépatocellulaire du
foie; LUAD : adenocarcinome des poumons; LUSC: carcinome squameux du poumon; MESO :
mesotheliome ; OV : carcinome séreux ovarien; PAAD : adenocarcinome pancréatique; PCPG:
phéochromocytomes et paragangliomes; PRAD: adenocarcinome de la prostate; READ:
adenocarcinome du rectum ; SARC : sarcome ; SKCM : mélanome cutané ; STAD : adenocarcinome de
I'estoma ; TGCT : tumeurs des cellules germinales testiculaires ; THCA : carcinome thyroidien ; THYM :
thymome ; UCEC : carcinome de I'endométre ; UCS : carcinosarcome utérin ; UVM : melanome uvéal)
(GEPIA : http://gepia.cancer-pku.cn/index.html ; Plotly : https://plotly.com/).
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On remarque donc ici que les différences entre ces isoformes sont principalement
retrouvées dans leur partie intracellulaire. En effet, les BTN3A possédent 95% d’homologie
dans leur partie extracellulaire ce qui complique leur étude. A ce jour, il n’y a pas d’anticorps
spécifique permettant de les distinguer les uns des autres. Toutefois, il existe des anticorps
dirigés contre les trois isoformes qui permettent de moduler I'activation des LT Vy9V82. Ainsi,
un anticorps agoniste nommeé 20.1 et un antagoniste appelé 103.2 ont pu étre utilisés pour

cette étude (Palakodeti A., et al., 2012).

C) BTN2A

La sous-famille des BTN2A regroupe 2 molécules BTN2A1 et BTN2A2 ainsi qu’un
pseudogene, BTN2A3. Les deux isoformes possedent le domaine B30.2 mais des réles bien
différents. Contrairement aux BTN3A dont I'expression des différents isoformes est corrélée au
sein de tissus sains, I'expression de BTN2A1 et BTN2A2 semblent indépendantes 'une de I'autre
(Figure 11).
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Figure 11 Expression différentielle des BTN2A1 et BTN2A2 au sein des tissus sains et tumoraux. A) Taux
d’expression des différents génes de BTN2A en fonction de différents tissus tumoraux ou normaux
associés. Data issues de GEPIA et analysées avec Plotly. B) Spearman correlation de I'expression des
genes de BTN2A1 et BTN2A2, au sein de tissus sains ou tumoraux calculé par GEPIA.
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BTN2A2 semble jouer plusieurs réles dans différentes conditions. En effet, BTN2A2
jouerait un réle important en ostéoimmunologie puisqu’il est impliqué dans la différentiation
des ostéoclastes (Frech M. et al.,, 2021). Aussi, il a récemment été montré chez la souris
I'importance de btn2a2 sur les ILC2 en tant que forte molécule de costimulation négative pour

réguler I'axe ILC2-LT dans le cadre d’une inflammation (Frech M. et al., 2022).

Dans un premier temps, il a été démontré que BTN2A1 est un ligand de DC-SIGN
(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin aussi connu
sous CD209) présent sur les cellules dendritiques immatures dérivées de monocytes mais ce,
uniquement dans un contexte tumoral (Malchereck G. et al., 2007).

Plus récemment, BTN2A1 recoit une attention toute particuliere par la communauté de
chercheurs car il a pu étre identifié comme étant le contributeur indispensable de I'activation
antigénique des LT Vy9V62 qu’il restait a identifier (Karunakaran MM. et al, 2020 ; Rigau M. et
al., 2020). En effet, BTN2A1 est capable de former un complexe avec BTN3A1 et se lie a la
chaine Vy9 du TCR. Ainsi, Karunakaran et son équipe proposent alors un nouveau modele
d’activation antigénique des LT Vy9V62 : BTN2A1 et BTN3A1 forment des dimeres, puis la
fixation du pAg dans le domaine B30.2 de BTN3A1 permettrait a BTN2A1 de se fixer au TCR.
Contrairement a ce qui pourrait étre attendu par comparaison au mécanisme d’activation d’un
TCR af, les régions CDR du TCR Vy9V82 ne semble pas impliquées dans cette reconnaissance.
Ceci laisse la porte ouverte a la possibilité d’un troisieme parti se liant aux CDR du TCR qu’il

resterait a découvrir (Figure 12).
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Figure 12 Représentation schématique du mécanisme d'activation antigénique des LT Vy9V52 selon les
dernieres avancées (Adapté de Karunakaran NM. et al., 2020).

Page | 31



OBJECTIFS DES TRAVAUX DE RECHERCHE ET
DEMARCHE SCIENTIFIQUE

Page | 32



|.  Objectifs des travaux de recherche

Apres avoir été ignorées pendant plusieurs années, les populations de LT yb ont
finalement vu grandir I'intérét pour leur utilisation dans les immunothérapies antitumorales.
De par ses fonctions particulierement intéressantes, la sous-population de LT Vy9V62 est
notamment au centre des attentions puisqu’elle est impliquée dans plusieurs études cliniques.
Toutefois, le fait de ne pas comprendre pleinement les conditions de leur activation

antigénique freine la mise en place de ces études.

Apres 'identification de I'importance de BTN3A1 dans "activation antigénique des LT
Vy9Vb2, plusieurs équipes ont cherché a mettre en évidence le role des autres isoformes de
BTN3A dans cette activation. Aussi, la question du ligand direct du TCR restait entiére au
commencement de ce travail de these puisque la liaison directe entre BTN3A1 et le TCR n’a pas
pu étre détectée. Le fait de ne pas réussir a cristalliser cette interaction a soulevé plusieurs
questions dont la principale : celle-ci nécessite-t-elle la présence d’un partenaire ? S'agit-il de

BTN3A2, BTN3A3 ou une autre molécule inconnue ?

De plus, la synapse immunologique formée par les LT Vy9V62 n’a pas été étudiée depuis
la mise en évidence de I'implication des BTN et, méme avant cela, seule une étude semblait s’y
étre intéressée (Favier B. et al., 2003). Les synapses formées par les cellules immunitaires
présentent des différences et spécificités entre elles. Comme les LT Vy9V82 partagent des
caractéristiques et récepteurs avec les deux pans de I'immunité, il semblait intéressant de

chercher a observer le type de synapses que ces derniers mettent en place.

Ainsi, I'objectif de ce travail de thése a été de consolider les connaissances sur
I'implications des isoformes de BTN3A dans le contexte de |'activation génique des LT Vy9V62

et plus largement, d’étudier la synapse immunologique formée par ceux-ci.
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II.  Démarche scientifique

Les techniques d’imageries sont parfaitement adaptées a I'étude de distribution
cellulaire de protéines. De fait, le microscope est un systéeme qui permet d’observer a fort
grossissement des objets non visibles a I'ceil nu. Ainsi, cet outil est particulierement intéressant
en biologie. La technique d’imagerie confocale de fluorescence permet d’obtenir des images
de haute résolution. Ces images correspondent a des « coupes optiques » qui peuvent étre
obtenues a différents niveaux dans I"épaisseur de I'échantillon observé. Cette technique
permet d’éliminer les signaux de fluorescence provenant des régions en dehors du plan focal

et ainsi, d’observer 'intérieur ou la membrane d’une cellule, en limitant le parasitage.

Toutefois, méme en ayant de parfaits objectifs, un alignement optimal et de belles
ouvertures numériques, la résolution optique de cette technique est limitée par la diffraction
a environ la moitié de la longueur d’onde de la lumiére utilisée. Afin d’essayer de dépasser cette
limite, plusieurs techniques de super-résolution ont été développées au cours des deux
derniéres décennies. Parmi ces derniéres, la microscopie TIRF (Total Internal Reflection
Fluorescence) ou microscopie a champ évanescent, est une forme de microscopie de
fluorescence ou la lumiere d’excitation est confinée a une petite zone au niveau de l'interface
entre I’échantillon et son support. Ainsi, cette technique présente un grand intérét pour I'étude

de protéines membranaires.

Aussi, les interactions cellule-cellule gouvernent de nombreux processus biologiques
mais ces interactions ont toujours été difficiles a étudier. L'un des principaux outils qui a émergé
pour répondre a ce probleme est |'utilisation de SLB (glass-Supported lipid bilayers) (Dustin M.,
2009). M. Dustin et ses collegues ont développé et adapté cette technique a I'étude de la
synapse immunologique formée entre un LT ap et une cellule présentatrice d’antigene.

Lors de ce travail de thése, j'ai eu l'opportunité de démarrer et d’entretenir une
collaboration avec le Pr. M. Dustin et son équipe de luniversité d’Oxford. Lors de
déplacements, jai notamment pu apprivoiser et utiliser la technique de SLB combiné a
I'utilisation d’un microscope TIRF dans le but d’apporter quelques réponses aux

problématiques de départ.
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Chapitre 1 : Etude et caractérisation d’un anticorps anti-
BTN3A

A) Introduction

Comme énoncé dans le Chapitre 4, le taux de BTN3A en surface des cellules est modifié
en cas de transformation tumorale et notamment augmenté dans plusieurs cancers solides (par
exemple dans les mélanomes, les cancer colorectaux ou encore ovariens) mais aussi
hématologiques (leucémies et lymphomes). Ainsi, I'utilisation d’un anticorps anti-BTN3A va
rendre ces cellules tumorales sensibles a la reconnaissance et I'élimination par les LT Vy9V62.

Fondée notamment sur la base des travaux du Pr. D. Olive, ImCheck Therapeutics
s’adonne tout particulierement au développement de nouveaux thérapeutiques en immuno-
oncologie ciblant différentes BTN ou BTNL. En I'occurrence, ils ont pu développer un anticorps
anti-BTN3A capable d’activer les LT Vy9V82. Il sagit ici de I'anticorps ICTO1 qui fait désormais
I'objet d’une étude clinique de phase I/lla nommée EVICTION (NCT04243499).

Lors du début de mon contrat, I'étude de cet anticorps était déja trés avancée tant in
vitro qu’in vivo. Pour essayer d’apporter des informations physiologiques concernant cet outil,
je me suis intéressée a la clearance de cet anticorps a la surface des cellules cibles. En effet,
bien que les BTN3A soient exprimées de fagon relativement faible a la surface des cellules, cette
expression reste ubiquitaire et de fait, la quantité d’anticorps injecté ne correspondra pas a la
quantité d’anticorps a la zone d’intérét. Aussi, une fois 'anticorps fixé a sa cible, reste la

guestion du délai avant élimination par la cellule tumorale.
B) Meéthodologie
1. Culture cellulaire

Différentes lignées cellulaires tumorales ont été utilisées dans cette étude afin
d’étendre I'observation a différents types tumoraux : les lignées cellulaires PC3 (cancer de la
prostate), SKOV3 (cancer de [lovaire), U87 (glioblastome), LN18 (gliome), KHOS
(ostéosarcome), HT29 (cancer colorectal). Ces derniéres ont toutes été cultivées en milieu

adapté et utilisées avant 15 passages.

Les LT Vy9V&2 utilisés sont issus du sang de donneurs sain obtenu a I'EFS (établissement
francais du sang). Une fois les PBMC isolées par gradient de densité, les cellules sont mises en

plaque a raison de 1.10° cellules par puits et traité avec de I'lL-2 et du BrHPP (Bromohydrine
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Pyrophosphate) qui est un analogue de synthése de I'IPP. Les cellules sont ensuite placées a
incubation et supplémentées en IL-2 aprés 4 jours. 21 jours apres la stimulation, un contrdle de
la pureté de la population est réalisé par marquage en cytométrie en flux a I'aide d’anticorps
anti-CD3 et anti-V2. Seules les populations ayant une pureté en LT Vy9V62 supérieure a 85%
sont conservée. A la suite de cette amplification spécifique, ces populations peuvent étre

amplifiées de facon non spécifique par activation PHA-feeders.

Pour ce faire, les LT Vy9V82 sont mis en petite flasque a raison de 0,3.10° cellules par flasque.
Des cellules nourriciéres (dite feeders) sont ajoutées apres avoir été irradiées a 5Gy, il s’agit
d’un mélange de PBMC issus de 3 donneurs différents ainsi que de deux lignées de B.EBV (LB
transformés avec I'Epstein-Barr Virus). Enfin, de la PHA est ajoutée et les cellules sont cultivées
pendant 21 jours avant de pouvoir étre utilisées. La aussi, une vérification de la pureté est
effectuée.

Les LT Vy9V62 utilisés ici ont subi seulement une amplification spécifique ou alors une seule

amplification non-spécifique avant leurs utilisations.

2. Cytométrie en flux

Différents tests de réactivité des LT Vy9V52 ont été réalisés. Pour ce faire, différent
types de cellules tumorales sont mis en coculture pendant 4h avec des LT Vy9V582 en ratio
effecteurs:cibles de 1:1. Un anticorps anti-CD107a est ajouté au moment de la coculture avec
de I'annexine pour identifier les LT Vy9V&2 ayant dégranulés. Une fois cette coculture terminée,
un marquage avec un anticorps anti-V62 est effectué. Les cellules sont analysées par
cytométrie en flux a I'aide d’un Accuri C6+ puis les résultats ainsi obtenus sont analysés grace

au logiciel FlowJo V10 puis GraphPad Prism 9.

3. Sphéroides

Pour former des sphéroides, des microplagues 96 puits spécifiques ont été utilisées.
Ces derniéres sont dites ULA (ultra-low attachment surface) ce qui permet de forcer
I'adhérence des cellules entre-elles plutdt que sur la plaque. Des cellules SKOV3 ont été
utilisées seules ou mélangées avec des HFF-2, une lignée de fibroblastes humains non
transformés, en ratio 2:1. Elles sont ensuite marquées au eFluor-670 et enfin 1,5.10% cellules
sont déposées par puits et placées a incubation. Les sphéroides sont cultivés comme tel
pendant 7 jours durant lesquels le milieu de culture est régulierement remplacé. Des tests de
réactivité et sensibilisation sont alors réalisés.
Pour ce faire, les sphéroides sont traités, ou non, pendant 24h a I'aide de I'anticorps ICTO1 ou
de zolédronate, un agent pharmaceutique permettant de bloquer la voie de synthése des

mévalonates et ainsi augmenter la quantité d’IPP au sein des cellules. Les sphéroides sont
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ensuite délicatement rincés. Des LT Vy9V62 sont marqués a 'aide de CellTrace calcein green
avant d’étre ajouté aux sphéroides dans un ratio effecteurs:cibles de 10:1. La coculture est
maintenue a incubation pendant 6h avant fixation a I'aide d’un tampon de fixation pendant 1h

a 4°C puis perméabilisation a 'aide de PBS-Triton 2% sur la nuit a 4°C.
4. Microscopie

Pour identifier une potentielle internalisation de I'anticorps par les cellules tumorales, des
cellules SKOV3 ont été déposées dans une plaque Ibidi 8 puits puis traitées avec I'anticorps
ICTO1. Un anticorps secondaire est utilisé tout de suite aprés ou 16h plus tard afin de détecter
ICTO1. Pour pouvoir situer I'emplacement de I'anticorps au sein de la cellule, des marquages
des membranes a I'aide de WGA, ainsi que du noyau avec du Hoechst et des lysosomes avec
du Lysotracker sont réalisés. Les cellules sont ensuite observées a I'aide d’un microscope

confocal Nikon Al et les images sont ensuite analysées grace au logiciel Fiji.

C) Principaux résultats

Dans un premier temps, une étude de sensibilisation a été réalisé pour déterminer
combien de temps apreés traitement avec I'ICTO1 les cellules restent sensibles aux LT Vy9Vd2.
Pour ce faire, aprés un traitement d’une heure a I'lICTO1, des SKOV3 et PC3 ont été lavées et
mises en coculture avec des LT Vy9V82 apres différents temps de culture (Figure 13A).

En I'absence d’une quelconque stimulation, les LT Vy9V&2 ne sont pas capables de s’activer
seuls face aux PC3 ni aux SKOV3. L'utilisation d’un traitement a I'ICTO1 préalable a la coculture
permet de sensibiliser ces deux types cellulaires a I'action des LT Vy9V62 de fagon importante
(~70%). Celle-ci semble stable pendant 2h avant de commencer a décroitre. Toutefois, une
certaine sensibilisation reste détectable 24h aprés traitement puisque, par exemple, 40% des
LT Vy9V82 s’activent face aux cellules PC3 dans cette condition. L'intérét de I'utilisation d’ICTO1
ayant déja été prouvé par les équipes d’ImCheck Therapeutics sur des tumeurs liquides, la
guestion s’est posée pour les tumeurs solides. Une variété de lignées tumorales a donc été
testée ici (Figure 13B). On observe une disparité de sensibilisation a I'action des LT Vy9Vb62 en
fonction de la lignée tumorale observée. Par exemple, bien que face aux SKOV3 les LT Vy9Vb2
s’activent a hauteur de 65%, on ne retrouve pas une aussi bonne sensibilisation avec des
cellules HT29 (~20%). Cependant, dans tous les cas on peut voir qu’un nouvel ajout d’ICTO1 au
moment de la coculture rétablit le niveau maximal d’activation observé. Ainsi, on peut se

demander si I'anticorps se fait internaliser puis éliminer par les cellules cibles.

Page | 38



A z

5 100+

; - PC3

(]

= 80+ -o- SKOV3

=]

=

£ 604 \H

E i

£ 40 \"‘H"\

'_E

D : o

2 20- ™~

,;‘? 1

: O v T T T T T T T

2 nomAbO 1 2 4 8 16 24

time after washing mAb (hour)
B
= 100+
a
Y B& none
&:; 80= l b Bl 7oledronate
i W (CTO1 t=0h
5 60+ i
2 I 1CTO1 t=4h
m = = :
s 40- B ICTO1 t=4h +
= [ ICTO1 t=24h
é 20 [ 1CTO1 t=24h +
5 i 1]
a
;“é Om - L = 1 i 1 ? a 1
PC3 sKQV3 us? LN18 KHOS HT29 LesGe

Figure 13 La sensibilisation induite par ICTO1 est stable pendant plusieurs heures avant de décroitre,
mais peut étre rétablie. A) PC3 et SKOV3 ont été traité a I'ICT01 (10ug/mL) pendant 1h avant d’étre lavé
et placé a I'incubateur pendant différents temps. Une coculture de 4h en ratio E:C de 1:1 est réalisé
avec des LT Vy9V62 en présence d’anticorps anti-CD107a. B) Différentes lignées tumorales ont été traité
avec ICTO1 (10ug/mL) pendant 1h puis mise en coculture avec des LT Vy9V62 0, 4 ou 24h plus tard. Les
conditions « + » correspondent a un nouvel ajout d'ICTO1 au moment de la coculture. Moyennes + SD,
n=4
Pour répondre a cette question, des SKOV3 ont été traitées avec ICTO1 puis marquées
et, grace a différents marquages, sa localisation a pu étre établie (Figure 14). Immédiatement
aprés la sensibilisation, on retrouve quelques spots au niveau de la membrane des SKOV3,
indiquant bien un marquage des BTN3A par cet anticorps. Aussi, ces molécules ont un faible
taux d’expression, ce qui peut expliquer la petite quantité de marquage visible. Lorsque |'on
observe les cellules 16h apres traitement, on retrouve de I’anticorps au niveau de la membrane,
mais surtout en intracellulaire, au niveau des lysosomes puisqu’on observe une colocalisation
entre les deux marquages. Par conséquent, on peut supposer que la diminution de la
sensibilisation induite par ICTO1 peut venir du simple renouvellement des molécules cibles en

surface.

Aussi, le but était d’évaluer 'intérét de l'utilisation d’ICTO1 dans le contexte d’une
tumeur solide. Il semblait donc important d’essayer de s’affranchir de la culture 2D comme

réalisée précédemment. Pour ce faire, une culture 3D a été mise en place afin de déterminer
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Figure 14 ICTO1 est internalisé et détruit dans les lysosomes. Des SKOV3 sont déposées en plaque IBIDI
8 puits et traité a I'ICTO1 (10ug/mL) pendant 1h avant lavage. Ensuite, elles sont perméabilisées puis les
membranes sont marquées a I'aide de WGA, les noyaux avec du Hoechst et un anticorps secondaire est
utilisé pour détecter ICTO1 soit (A) immédiatement apres traitement, soit (B) apres 16h d’incubation.
Les cellules sont observées au microscope confocal Nikon Al. Images représentatives de 2 expériences
indépendantes, n>20 cellules par condition.

le potentiel de sensibilisation et pénétration des LT Vy9V62 au sein de la masse tumorale. Des
sphéroides de cellules tumorales SKOV3 mélangées ou non a des fibroblastes non transformés
ont été réalisés. Ces derniers ont ensuite été traité a I'lCT01 pendant 24h avant d’étre lavé et
mis en contact avec des LT Vy9V62 pendant 6h (Figure 15). Les sphéroides uniquement
composés de cellules tumorales correspondent a un contexte idéal ou il n’y aurait pas
d’inquiétude a avoir pour les cellules normales adjacentes. Dans cette situation, un traitement
a I'lCTO1 permet aux LT Vy9Vb2 de venir a bout de la masse tumorale démontrant ainsi qu’une
sensibilisation est possible dans un contexte 3D (Figure 15A). Toutefois, ceci ne correspond pas
a la réalité d’un microenvironnement tumoral, c’est pourquoi, dans le but de complexifier le
modele d’étude, un ajout de fibroblastes non transformés a été réalisé. En I'absence de
traitement préalable, les LT Vy9V82 ne réussissent pas a pénétrer le sphéroide (Figure 15B). En
revanche, apres traitement a I'ICT01, les SKOV3 sont bien sensibilisées et les LT Vy9V62 sont

alors capables de pénétrer le sphéroide et fracturer la masse tumorale (Figure 15C).

Les fibroblastes semblent tout de méme fournir une certaine protection aux cellules
tumorales puisqu’une grande fraction du sphéroide reste intacte aprés la coculture. Toutefois,
comme observé sur les cultures 2D précédentes, un nouvel ajout d’ICTO1 au moment de la
coculture a permis de détériorer encore plus le sphéroide et de I'éliminer presque
completement (Figure 15D). Aussi, un contréle de la sensibilisation induite par ICTO1 sur des
fibroblastes non transformés a été réalisé en cytométrie en flux (Figure 15E). En effet, comme

mentionné précédemment, les molécules de BTN3A sont exprimées de fagon ubiquitaire, et
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sont donc présentes en surface de cellules saines. Il semblait donc important de vérifier que
I'anticorps ICTO1 ne sensibilise pas les cellules saines que les tumorales. C’'est en effet le cas
puisque sur des SKOV3, un traitement a I'ICTO1 induit une réactivité de 75% des LT Vy9V62,
tandis que sur des fibroblastes, moins de 20% d’entre eux s’activent. Aussi, on peut observer
gue méme en coculture 2D la présence de fibroblastes protége les cellules tumorales puisque

dans cette condition, il n’y a plus que 30% des LT Vy9V62 qui vont s’activer.
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Figure 15 Un traitement a I'lCTO1 permet de sensibiliser les cellules tumorales a I'action des LT Vy9Vvé62
lors de cultures 3D. Des SKOV3 ont été mise en culture en microplague pour sphéroide seules (A) ou en
ratio 2:1 avec des HFF2 aprés marquage au eFluor670 pendant 7 jours. Les sphéroides ont été traité (A,
C, D) ou non (B) a I'lCTO1 (10ug/mL) pendant 24h avant d’étre lavés puis mis en coculture avec des LT
Vy9VE2 préalablement marqués au CellTrace Calceine green pendant 6h. (D) Un nouvel ajout d'ICTO1 a
été effectué lors de la coculture. (E) Des LT Vy9V52 ont été mis en coculture avec des SKOV3 seules, des
fibroblastes ou un mélange des deux (en ration 2:1) dans un ratio effecteurs:cibles de 1:1. Les cellules
cibles ont été préalablement traitées ou non au zolédronate (20uM sur la nuit) ou a I'lCT01 (10pg/mL
pendant 1h). Moyenne + SD, n=3

Page | 41



D) Conclusion

Pour contribuer a I’étude d’ICTO1, un anticorps anti-BTN3A activateur des LT Vy9Vb2,
des expériences ont été menées pour valider son utilisation thérapeutique dans le contexte de
tumeurs solides. Celles-ci ont permis de mettre en évidence I'efficacité d’ICTO1 pour sensibiliser
des tumeurs auparavant ignorées par les LT Vy9V82. Bien que I'anticorps semble subir une
internalisation puis étre détruit dans les lysosomes des cellules cibles, ceci peut tout a fait
correspondre au simple renouvellement des BTN3A. De plus, ICTO1 ne semble pas perturber
I"'expression de la molécule cible en surface puisque les cellules tumorales restent sensibilisées
al'action des LT Vy9V&2 24h post-traitement et lavages. Aussi, I'utilisation de cet anticorps dans
le cadre de tumeurs solides semble tout a fait indiquée puisqu’un traitement a ICTO1 a permis
a des LT Vy9V82 de pénétrer une masse solide formée par des cellules tumorales et des
fibroblastes. Cette preuve de concept in vitro a pu étre complétée par une collegue qui a évalué
I'efficacité d’ICTO1 in vivo dans différents modeéles de tumeurs solides impliquants des souris
immunodéficientes. Notamment, ces expériences ont montré que |'utilisation d’ICTO1 comme
traitement sur des souris greffées de tumeurs ovariennes, augmente la survie de ces souris.
Ces données tres encourageantes ont pu compléter les résultats déja solides obtenus par
ImCheck Therapeutics et faire I'objet d’'une publication prouvant I'efficacité d’ICTO1 aussi sur

les premiers patients inclus dans I'essai clinique en cours (De Gassart A. et al., 2021).
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Chapitre 2 : Caractérisation de la synapse immunologique
des LT Vy9V62

A) Introduction

Les LT Vy9V82 sont les LT y& majoritaires retrouvés dans le sang périphérique d’un
adulte sain et présentent de nombreuses fonctions anti-tumorales, ce qui fait d’eux de tres
bons candidats pour le développement d'immunothérapies. Ainsi, leurs fonctions ont été tres
étudiées ces deux derniéres décennies par de nombreuses équipes de recherche et des essais
cliniques les impliquants ont été lancés (pour des exemples récents mais non exhaustifs voir
Kakimi K. et al., 2020 ; Lin M. et al., 2020 ; Xu Y. et al., 2021). Toutefois, il semble nécessaire de
continuer des études fondamentales de cette population puisque ses mécanismes d’activation

sont encore mal connus a I’échelle moléculaire.

Bien que la reconnaissance de leurs cibles ne passe pas par un complexe CMH-peptide,
les LT Vy9V82 ont tout de méme besoin d’un contact cellulaire pour s‘activer. Il y a une dizaine
d’années, I'implication cruciale de BTN3A1 dans cette réactivité antigénique a été mise en
évidence (Harly C. et al., 2012). Malgré tout, aucune liaison directe de BTN3A1 au TCR n’a pu
étre identifié jusqu’ici et le mécanisme d’activation des LT Vy9V482 restait donc un mystere. Ce
n'est que tres récemment que la pieéce manquante au puzzle a pu étre identifiée : il s’agit de
BTN2A1, capable de lier directement le TCR des LT Vy9V62 (Karunakaran MM. et al., 2020 ;
Rigau M. et al., 2020). Aussi, cette population présente de nombreux récepteurs de type NK a
sa surface, agissant comme corécepteurs activateurs ou inhibiteurs. Sachant que les synapses
immunologiques formées par les LT et par les NK peuvent parfois différer, il semble intéressant
de se poser la question du type de synapse formée par les LT Vy9V62. En effet, la formation
d’une synapse fonctionnelle est la premiere étape que les effecteurs doivent réussir pour

délivrer leurs fonctions.

Le but de cette étude a donc été d’apporter quelques précisions quant a la formation
de la synapse immunologique des LT Vy9V62 et les mécanismes d’activation antigénique

nécessaire a leur activation.
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B) Meéthodologie
1. Culture cellulaire

Pour réaliser cette étude, des populations de LT Vy9V52 ayant subi deux ou trois
stimulations non-spécifiques aprés une amplification spécifique, issus de plusieurs donneurs

sains ont été utilisés (protocoles pages 36-37).

Des cellules HEK 293 ont été utilisées natives (WT) ou modifiées par CRISPR-Cas9 pour

ne plus exprimer les trois isoformes de BTN3A (KO).

2. Proximity Ligation Assay (PLA)

Des HEK293 ont été cotransfectées de facon transitoire a I'aide de JetPEl (Polyplus) pour
exprimer BTN3A1 flag et BTN2A1 _myc. Apres 36h, les cellules sont mises en plaque IBIDI 8
puits revétue de fibronectine et ensuite traité ou non sur la nuit a I'aide de Zolédronate (30
UM). Ensuite, les cellules sont fixées a I'aide de PBS - 4% PFA pendant 10 minutes a température
ambiante, puis perméabilisées a I'aide de tampon de perméabilisation. Les molécules d’intérét
sont marquées a |'aide d’anticorps anti-myc et anti-flag puis le PLA est réalisé grace au kit
Duolink (Sigma) et selon les instructions. Les signaux de PLA ont été révélés a I'aide du composé
de détection Duolink in situ reagents orange. Les noyaux sont marqués a |'aide de Hoechst
33342 et les images sont prises a I'aide d’un microscope confocal Nikon Al. L’analyse a été faite
grace au logiciel Fiji en utilisant le « spot detector » pour dénombrer les noyaux et les signaux
PLA sur chaque image. Ensuite, le ratio du nombre de signaux PLA / nombres de noyaux a été

calculé pour chagque image.

3. Conjuguas

Des HEK293 KO pour les BTN3A ont été transfectées pour exprimer BTN2A1 _YFP et
BTN3A1 mCherry a l'aide de JetPrime (Polyplus) puis mises en plaque IBIDI 8 puits. Ces
dernieres ont été sensibilisées ou non a I'action des LT Vy9V562 par zolédronate (30 uM sur la
nuit) ou via I'anticorps 20.1 (1 pg/mL pendant 1h). Un blocage de I'action des LT Vy9V62 est
réalisé en ajoutant I'anticorps 103.2 (10 pg/mL pendant 1h) a des cellules ayant été traitées au
zolédronate. Des LT Vy9V62 préalablement marqués a I'aide d’un anticorps anti- V62 ont été
ajoutés afin d’observer la formation de conjuguas. Aprés 20 minutes de coculture, les cellules
sont fixées a 'aide de PBS - 4% PFA. Les images sont prises a I'aide d’'un microscope confocal

Nikon Al puis analysées a |'aide de Fiji.
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4. Vidéo-imagerie

Des HEK293 ont été transfectées pour exprimer BTN3A1_GFP de facon stable. Celles-ci
sont mises en plaque IBIDI 8 puits et sont sensibilisées ou non a 'action des LT Vy9V62 a l'aide
de zolédronate (30uM) ou de I'anticorps 20.1 (1ug/mL). Des LT Vy9VE2 ont été marqué au Fura-
2m sous agitation pendant 45 minutes a l'obscurité et ajouté au dernier moment avant
imagerie. Un microscope widefield Leica DMI 6000B est utilisé pour prendre des images toutes
les 10 secondes, pendant environ 25 minutes. Les données ainsi obtenues sont analysées a

I'aide du logiciel Imaris.

5. Glass-Supported Lipid Bilayer (SLB)

Des protéines chimériques (Figure schéma) ont été synthétisées par Evitria. A réception,
les protéines ont été purifiées par FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) puis leur intégrité
et pureté ont été mesurées par Nanodrop. Ensuite, ces protéines ont été marquées a 'aide de
Maleimide Dye (Thermofisher) sur leur Cysteine libre puis dyalisées sur la nuit. Une vérification
du ratio fluorophore:protéine a été effectuée pour étre siir de pouvoir comparer les conditions
entre-elles. Une calibration est ensuite nécessaire pour déterminer la quantité de protéine a
utiliser dans une bicouche. Pour ce faire, des bicouches lipidiques sont réalisées dans les
mémes conditions que les conditions test mais sur des billes, afin de pouvoir les analyser au
cytometre en flux. Les BTN étant exprimées en faible quantité a la surface des cellules, une
concentration de 100 molécules par um? est choisie. Différentes concentrations (en pg/mL) de
protéines sont ajoutées aux billes, puis la fluorescence observées corrigée par le ratio de
fluorophore:protéine permet de déterminer la quantité en pL de protéines a utiliser par SLB.
Pour réaliser I'expérience, les SLB sont réalisés sur lame de verre montée de Sticky Slide VI 0.4
(IBIDI). Les lames de verre sont préalablement passées au four a plasma pour nettoyer la
surface avant de coller la partie supérieure. Pour éviter les fuites, les lames une fois montées
sont laissées a température ambiante pendant une nuit. Un mélange de DOPC—12,5% NTA est
effectué puis déposé sur la lame pendant 15 minutes avant de retirer I'excédent. Les protéines
souhaitées sont ajoutées a la bonne concentration (la plupart du temps, 100 molécules/ um?)
par simple dépot a température ambiante pendant 20 minutes avant, la encore, de retirer
I'excédent. Les LT Vy9V62 sont ajoutés pendant différents temps avant de fixer le systeme ou
alors, au moment de l"acquisition pour les imager vivants. Les acquisitions se font au

microscope Olympus TIRF IX83 et sont analysées grace a FlJI.
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Figure 16 Représentation schématique des BTN chimériques utilisées et d'une SLB. A) Les protéines
synthétisées possedent les domaines extramembranaires des BTN (composé d’un domaine IgV et d'un
IgC), accolés a deux tag Histidine succéssifs séparés entre-eux par une Cystéine libre. B) Représentation
schématique d’une SLB : bicouche lipidique composées de DOPC-12,5% NTA apposée sur une lame de
verre ou les protéines choisies sont ancrées grace au résidut de Nickel des NTA.
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C) Principaux résultats

Dans un premier temps, il s'agissait d’évaluer la validité du modele d’étude choisi, a
savoir "utilisation de HEK293 modifiées ou non pour leur expression des genes de BTN3A. Pour
ce faire, une observation des conjuguas formés en microscopie puis une évaluation de
I'activation des LT Vy9V82 dans ces conditions a été réalisée (Figure 17). Il n’existe pas a ce jour
d’anticorps suffisamment spécifique pour distinguer les différentes isoformes de BTN3A entre-
elles. Pour identifier les isoformes présentes au niveau de la zone d’interaction avec le LT
Vy9VE2, des isoformes taguées ont été transfecté dans des HEK293. Apres avoir été mise en
contact avec des LT Vy9V62 pendant 20 minutes, les cellules sont fixées puis analysées au

microscope confocal.

En I’absence de traitement des HEK, peu de conjuguats sont observables ce qui corréle
avec le test de dégranulation en cytométrie en flux, montrant peu d’activation dans cette
condition (Figure 17A et data non montrée). En étudiant la moyenne de fluorescence de chaque
isoforme le long d’une ligne traversant les conjuguats au niveau du contact cellulaire, on peut
observer un recrutement de BTN2A1 mais pas de BTN3A1 dans cette condition. Toutefois,
lorsque I'on traite les cellules HEK 293 avec un anticorps anti-BTN3A activateur des LT Vy9V62
(appelé 20.1) ou avec du zolédronate, est recrutement de BTN3A1 au niveau de la zone
d’interaction est maintenant détectable. De facon intéressante, "utilisation d’un anticorps
inhibiteur (appelé 103.2) aprés traitement au zolédronate ne permet pas ce recrutement de
BTN3A1 au niveau du LT Vy9V562. Dans un second temps, cette expérience met aussi en
évidence la quantité impressionnante de TCR présent a la surface des LT Vy9V&2 puisque le

marquage des TCR V62 ressemble ici a un marquage de membrane.

De la méme facon, la localisation de BTN3A2 a été étudiée dans les mémes conditions
(Figure 17B). Cependant, dans ce contexte de surexpression au sein de HEK293, la localisation
de cette isoforme est ressortie majoritairement intracellulaire et ne semble donc pas impliquée
dans la synapse des LT Vy9V&2. On retrouve dans cette expérience le recrutement de BTN3A1
alazone d’interaction avec le LT Vy9V2 de facon dépendante de la présence des pAg, ou forcé

par la présence d’un anticorps.
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Figure 17 BTN2A1 et BTN3A1 se regroupent au niveau de la Sl dans des conditions propices a I’activation
des LT Vy9V82. A) Des HEK293 ont été transfectées afin d’exprimer BTN2A1 YFP & BTN3A1_mCherry.
Apres 20 minutes de coculture avec des LT Vy9V82 préalablement marqués avec un anticorps anti-Vo2,
les cellules sont fixées puis les conjuguas formés sont observés au microscope confocal Nikon Al. Les
images sont analysées grace a FlJl et I'intensité de chaque de chaque pixels le long d’une ligne traversant
la zone de contact en son centre est analysée. B) La méme expérience est réalisée sur des cellules HEK
293 transfectées avec BTN3A1 _GFP et BTN3A2_mCherry. Images représentatives de 3 expériences
indépendantes, n215 par condition.
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Cherchant a vérifier I'apparente absence de corrélation entre le positionnement de
BTN2A1 et BTN3A1 dans des conditions non activatrices, des tests de PLA ont été réalisés. Cette
techniqgue permet de mettre en évidence la proximité de deux protéines grace a deux
marquages successifs et I'utilisation d’anticorps porteurs d’oligonucléotides complémentaires.
Lorsque les deux molécules d’intérét sont suffisamment proches, les oligos s’hybrident puis
subissent des cycles d’hybridation puis d’amplification afin d’étre détectés par une sonde
fluorescente. Pour ce faire, des cellules HEK293 ont été transfectées de fagon a exprimer des
isoformes de BTN3A1 et BTN2A1 taguées. En 'absence de traitement des cellules, les HEK
présentent peu de signaux de PLA, indiquant ainsi que BTN2A1 et BTN3A1 ne sont que peu en
contact. Dans un contexte favorisant I'activation des LT Vy9V&2, induit ici par I'utilisation de
zolédronate, on observe une nette augmentation du rapprochement entre BTN2A1 et BTN3A1

(+45%).
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Figure 18 BTN2A1 et BTN3A1 interagissent ensemble dans des conditions activatrices des LT Vy9Vé2.
Des HEK293 ont été transfectées pour exprimer BTN2A1 _myc & BTN3A1 flag puis sont traitées ou non
a l'aide de zolédronate. Apres fixation et perméabilisation, un marquage a I'aide d’anticorps anti-myc et
anti-flag est réalisé puis le PLA est effectué en suivant le protocole du kit Duolink PLUS MINUS Orange
et les noyaux sont marqués avec du Hoechst. A) Ratio de signal PLA détecté par cellule selon les
conditions. Mann et Whitney, ****p<0,001 et B) exemple représentatif d'images obtenues lors de n=3

expériences indépendantes.

Dans un effort de confirmation du recrutement de BTN3A1l dans des conditions
activatrices observé précédemment, des HEK transfectées stablement pour exprimer BTN3A1-
GFP ont été filmé lors de coculture avec des LT Vy9Vd2. Pour suivre I'état d’activation des
effecteurs, ces derniers ont été marqués au Fura-2m, permettant de suivre la concentration
plasmique en Ca?* (Figure 19). En effet, dans le cadre d’une activation d’un LT, on observe une
augmentation de la concentration en Ca%* dans le cytoplasme. Le Fura-2m permet de suivre

cette concentration dans le temps de fagon visuelle et quantifiable.
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On observe gu’en I'absence de traitement, les LT Vy9V62 ne s’activent pas face aux HEK
puisqu’ils ne montrent pas de variation de concentration en Ca?*. Dans cette condition, on
n’observe peu de mouvement de BTN3A1-GFP et celle-ci n’est pas polarisée au niveau de la
zone de contact ce qui semble confirmer son absence de recrutement a la synapse dans cette
condition. Toutefois, un traitement des HEK de facon a les rendre sensibles a I'action des LT
Vy9Vb62 — que ce soit via I'utilisation d’une drogue telle que le zolédronate ou d’un anticorps
comme le 20.1 — permet I'induction d’une augmentation de Ca?* intracellulaire, et donc
I'activation de LT Vy9Vd2. De facon intéressante, le marquage de BTN3A1l nous permet de
suivre ses mouvements dans la membrane des cellules et nous permet donc ici de visualiser le
recrutement de BTN3A1 a la synapse. En effet, BTN3A1 semble étre attirée au niveau de la zone
de contact avec le LT Vy9V62 et continu de le « suivre » lors de ses déplacements le long de Ia

membrane de la cellule cible.
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Figure 19 BTN3A1 est recrutée a la Sl uniguement dans des conditions permettant I'activation des LT
Vy9Vb2. Des HEK293 transfectées stablement pour exprimer BTN3A1 GFP sont mise en plaque IBIDI
puis traitées avec du zolédronate + I'anticorps 103.2 ou avec l'anticorps 20.1. Des LT Vy9V62 sont
marqués a I'aide de Fura-2m et ajoutés aux cellules au moment de I'acquisition. Des images sont prises
toutes les 10 secondes pendant environ 25 minutes pour suivre (A) le positionnement de BTN3A1, ainsi
que (B) le flux calcique des LT Vy9V62 (moyenne de n>20 cellules par condition, représentatif de n=3
expériences différentes).
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Afin d’améliorer la résolution d’observation de la synapse des LT Vy9Vb2 dans le but
d’observer le placement des BTN dans la synapse, un autre systéme a été utilisé. Pour simplifier
le systeme et s’affranchir de ses complexités, la technique de SLB a été utilisée. Celle-ci nous
permet de recréer une bicouche lipidique synthétique dont on contréle la composition
lipidique, mais aussi et surtout la composition protéique. Etant déposées sur une lame de verre,
les SLB peuvent étre observées facilement au microscope mais de ce fait, les protéines ajoutées
a la bicouche ne peuvent contenir que leurs portions extra-membranaires. Aussi, ce systéme
permet de marquer chaque isoforme de facon différente, et ainsi de s’affranchir du probléme
de I'absence d’anticorps isoforme-spécifique.

Dans un premier temps, une observation générale de la capacité des LT Vy9V52 a former une
Sl fonctionnelle dans ces conditions a été vérifié (Figure 20A). Pour ce faire, des SLB contenant
du UCHT1 afin de stimuler les LT Vy9V&2, mais aussi ICAM-1 et CD58 afin de visualiser les
anneaux concentriques d’une Sl cytotoxique mature ont été utilisé. Apres dépot des LT Vy9V62
sur la surface, des images sont enregistrées au microscope TIRF. Des 5 minutes apres leurs

dépots, des synapses matures sont observables, validant ainsi les conditions d’observation.
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Figure 20 Les LT Vy9V82 forment des Sl en "ceil-de-boeuf" pour lesquelles la présence de BTN2A1
permet leurs maturations. Des SLB contenant UCHT1, ICAM-1 et CD58 sont réalisées puis des LT Vy9V2
sont ajoutés pendant 15 minutes avant fixation. Un marquage de l'actine est réalisé grace a de la
phalloidine (A). Des SLB contenant UCHT1, ICAM-1 et BTN2A1 ou BTN3A1 sont réalisées puis des LT
Vy9VE62 préalablement marqués avec un anticorps anti-V62 et des images sont prises a I'aide d’un
microscope Olympus TIRF aprés 15 minutes de contact. La position de chaque molécule dans la Sl est
déterminée sous FlJI (Radial profile). (B) La position moyenne a travers les échantillons et (C) un exemple
représentatif de chaque condition. n=3 expériences indépendantes lors desquelles minimum 10 images
(regroupant 24 cellules) par condition ont été prises.

Ensuite, le placement de BTN2A1 et de BTN3A1 au sein de la synapse a été observé
séparément mais toujours en présence d’"UCHT1 afin de faciliter la formation des SI, et d'ICAM-
1 pour visualiser le pSMAC (Figure 20B et C). Tout d’abord, pour les SLB contenant BTN2A1, on
observe des synapses matures puisque les TCR sont bien regroupés au cSMAC et un anneau
d’ICAM-1 est aussi observable. Aussi, et de facon remarquable, le placement de BTN2A1 est
toujours corrélé a celui du TCR Vy9Vd2. De facon opposée, en présence de BTN3A1 sans
BTN2A1, les LT Vy9V62 semblent ne pas atteindre la maturation de leurs synapses puisque la

position des TCR n’est pas entierement centrale. Aussi, le positionnement de BTN3A1, bien que
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visiblement recruté au niveau de la synapse, ne correspond pas a celui du TCR. Pour vérifier
cette observation, des LT Vy9V562 ont été fixées sur des SLB contenant UCHT1, ICAM-1 et
BTN3A1 aprés 10 minutes de contact afin de les visualiser au TIRF-SIM. Ce microscope permet
d’atteindre une résolution axiale jusqu’a 90nm et 150nm latérale. Ces images confirment la
proximité de BTN3A1 avec le TCR au centre de la synapse, mais surtout I'absence de contact

entre ces deux molécules dans ces conditions (Figure 21).

Figure 21 En I'absence de signaux d'activation complémentaires, BTN3A1 n'est pas capable de lier le
TCR des LT Vy9V82. La Sl formée entre un LT Vy9V62 et une SLB contenant UCHT1, ICAM-1 et BTN3A1
est observée au microscope TIRF-SIM. Vert : TCR ; rouge : BTN3A1

Auvu des premiéres expériences, une interaction entre BTN2A1 et le TCR des LT Vy9V§2
semble spontanée et donc possible en I'absence de de signaux d’activation. Pour vérifier cette
hypothese, les protéines synthétisées pour leur intégration dans les SLB ont été ici utilisées
comme des anticorps pour marquer les LT Vy9V82. Celles-ci sont constituées des fragments
extra-membranaires des BTN accolés a deux tag Histidine, séparés par une Cystéine libre,
servant d’ancrage a un fluorophore (Figure 16). Des LT Vy9V&2, ainsi que des LT af, ont été
marqués avec protéines de syntheése puis analysés par cytométrie en flux (Figure 22). Ni
BTN2A1 ni aucune des isoformes de BTN3A ne semblent capables de se fixer aux LT af. En
revanche, BTN2A1 se fixent trés bien aux LT Vy9V562. De facon remarquable, l'intensité de
marquage de BTN2A1 correle a celle du marquage de TCR réalisé avec un anticorps anti-V52.
Ainsi, méme sous forme de monomeére et en I'absence de signal d’activation, BTN2A1 semble

capable de se fixer au TCR des LT Vy9V562. Le marquage n’est pas aussi clair pour les BTN3A qui
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semblent accrocher plus facilement les LT Vy9V82 que des LT af3, mais pas de facon aussi
franche que BTN2A1.
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Figure 22 Un monomere de BTN2A1 est suffisant pour fixer des LT Vy9V62 de fagcon TCR-dépendante.
Les monomeres de protéines synthétisées pour I'ancrage dans les SLB sont utilisées comme des
anticorps de marquage. (A) Comparaison du marquage obtenu pour chaque BTN sur des LT Vy9V62 ou
des LT aP et (B) corrélation de I'intensité de marquage obtenu avec BTN2A1 sur des LT Vy9Vo2.

Le positionnement indépendant des deux BTN responsables de |'activation antigénique
des LT Vy9V562 ayant été établi, un contrdle de la capacité des LT Vy9V562 a délivrer leur fonction
cytotoxique sur ces SLB a été réalisé par marquage de la perforine relarguée sur les bicouches
(Figure 23A). Pour cela, le systeme a été fixé apres 15 minutes de contact avec des bicouches
contenant 'une ou l'autre des BTN ou une combinaison de deux d’entre-elles avant marquage
de la perforine. Pour éviter de fausser les analyses, UCHT1 a été remplacé par CD58,
permettant ainsi de favoriser I'adhésion des LT Vy9V62 sur les SLB sans fournir de signal
d’activation supplémentaire. Dans ces conditions, lorsqu’une seule isoforme de BTN est
présente dans la bicouche, on peut voir que seul BTN2A1 est capable d’induire une
dégranulation de perforine de facon significative. Aussi, de facon intéressante, la combinaison
de BTN2A1 avec BTN3A1 potentialise fortement la dégranulation des LT Vy9Vb2. Au vu de la
forte homologie entre les isoformes BTN3A dans leurs régions extracellulaires et I'absence de
la région intracellulaire dans ce systeme pour les différencier, nous pourrions supposer que la
substitution de BTN3A1 par BTN3A3 ou BTN3A2 conduirait au méme résultat. Pourtant, ce n’est
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pas le cas puisque la combinaison de BTN2A1 avec BTN3A3 n’induit pas de relargage de

perforine par les LT Vy9Vb2.
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Figure 23 BTN2A1 seul induit un relargage de perforine par les LT Vy9V62 mais la présence de BTN3A1
potentialise son action, de fagcon ZAP70-indépendante. Des SLB contenant ICAM-1, CD58 et une ou
plusieurs BTN ont été réalisées. Des LT Vy9V2 préalablement marqué a I'aide d’une anticorps anti-V2
sont déposés soit (A) pendant 15 minutes avant fixation puis marquage de la perforine relarguée sur les
SLB; soit (B) pendant 5 ou 15 minutes avant marquage de ZAP70 phosphorylé. Lintensité de
fluorescence par cellule est normalisée par rapport a la condition contréle. Mann et Whitney, **p<0,01,
**** p<0,001, n=3 expériences indépendantes

De facon cohérente avec les précédents résultats, on observe bien une phosphorylation
rapide de ZAP70 lorsque les LT Vy9V52 sont déposés sur des SLB contenant BTN2A1, mais une
absence de phosphorylation en réponse a des SLB contenant I'une ou I'autre des isoformes de
BTN3A (Figure 23B). Cependant, et de fagon intéressante, la présence de BTN3A1 additionnée
a celle de BTN2A1, ne semble pas avoir d'impact sur le niveau de phosphorylation de ZAP70 ou

la durée de celle-ci.

Toutefois, I'absence de la région intracellulaire des BTN empéche I'ajout de pAg et ne
correspond donc pas tout a fait a une condition activatrice des LT Vy9V562. Pour vérifier le
placement de BTN2A1 et BTN3A1 en condition activatrice, des SLB contenant CD58, ICAM-1,
BTN2A1 et BTN3A1 ont été traités ou non a 'aide de I'anticorps 20.1, activateur des LT Vy9V52
(Figure 24). En I'absence de ce signal activateur, BTN2A1 semble interagir avec le TCR puisque
leurs positions au sein de la zone de contact sont corrélées. Toutefois, ce n’est pas le cas de
BTN3A1 dont le positionnement semble indépendant de celui du TCR en I'absence de signaux

d’activation.
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Figure 24 BTN2A1 est colocalisé au TCR des LT Vy9V82 de fagcon constitutive tandis que BTN3A1l
nécessite un signal d'activation. Des SLB contenant CD58, ICAM-1, BTN2A1 et BTN3A1 ont été réalisées
puis prétraitées ou non a I'aide de I'anticorps 20.1. Des LT Vy9V562 préalablement marqués a l'aide d’un
anticorps anti- V62 ont été ajouté et imagés aprés 15 minutes de contact. (A) Exemples d’images
obtenues et (B) calcul du coefficient de Pearson (PCC) mettant en évidence la corrélation ou non entre
les protéines d’intéréts. Mann et Whitney ****p<0,001, n=3 expériences indépendantes

Pris dans leur ensemble, ces résultats indiquent qu’en présence de signaux d’activation
antigénique, les LT Vy9V62 forment des synapses classiques dites en « ceil-de-boeuf » afin de

délivrer leur fonction de cytotoxicité.

En outre, il a été reporté précédemment que les LT Vy9V62 sont capables de s’activer
en |'absence de signaux TCR-dépendants grace a leur récepteur NKG2D. Dans un effort
d’observation du type de synapse formé par les LT Vy9V82 dans ces conditions, des SLB ne
contenant aucune BTN mais MICA ont été produites (Figure 25). Une vérification de I'activation
des LT Vy9V62 par marquage de la perforine relarguée a été faite en parallele. Dans ces
conditions, les LT Vy9V&2 sont bel et bien capables d’exercer leur capacité cytotoxique puisque
de la perforine est détectée dés 5 minutes apres leur contact avec la bicouche, et en quantité
croissante en fonction du temps. Cependant, on remarque ici que les LT Vy9V62 forment un
autre type de synapse que celui précédemment observé. En effet, les TCR ne se regroupent pas
de facon centrale dans la zone de contact. Au contraire, on observe ici une synapse
multicentrique, plus largement observée entre un LT CD4* et une cellule présentatrice

d’antigéne, ou bien formée par des Jurkats.
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Figure 25 Les LT Vy9V&2 forment des synapses multifocales en I'absence de signaux TCR. Des SLB
contenant UCHT1, ICAM-1 et MICA ont été réalisées. Des LT Vy9V62 préalablement marqués avec un
anticorps anti-V62 sont déposés puis le systeme est fixé aprés 5, 10 ou 15 minutes de contact. A)
Exemple d'images obtenues apres Sminutes de contact et B) marquage de la perforine relarguée sur
les membranes. Moyennes + SD, Mann et Whitney ***p<0,005, ****p<0,001
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D) Conclusion

Bien que les synapses immunologiques soient étudiées depuis de nombreuses années,
une seule étude ne s’était jusqu’a lors portée sur celles formées par les LT Vy9V82 (Favier B. et
al., 2003). Lors de notre étude, nous avons pu mettre en évidence deux types de synapses
distincts utilisés par ces cellules en fonction du type de signaux d’activation recus. En effet, dans
le cadre d’une activation antigénique, on observe la formation de Sl classique dite en « ceil-de-
boeuf » tandis qu’en I'absence de signaux impliquant le TCR, des synapses multicentriques sont

observables.

Grace a la combinaison de techniques de biochimies et de microscopie de pointe, nous
observons la Sl d’un LT Vy9V62 en haute résolution. Ceci nous a permis de mettre en évidence
la capacité de ces cellules a mettre en place deux types de synapse différente en fonction des
signaux regus. Aussi, nous pouvons confirmer les études récentes avancant BTN2A1 comme le
ligand du TCR (Karunakaran MM. et al., 2020 ; Rigau M. et al., 2020) et I'absence de liaison
directe entre le TCR et BTN3Al. Toutefois, contrairement au modele de reconnaissance
antigénique proposé par Karunakaran et collegues, nous ne mettons pas en évidence la
formation d’hétéromeres entre BTN2A1 et BTN3Al en surface de cellules ou sur des
membranes synthétiques en condition non-activatrice pour les LT Vy9Vb2. En effet, dans des
conditions « basales » BTN2A1 et BTN3A1 ne semblent pas s’associer de facon significative. En
effet, cette association n’est pas observable sur des membranes synthétiques. Cependant, il
est compliqué de tirer des conclusions la-dessus puisque les SLB ont le défaut de ne pas pouvoir
contenir les régions intramembranaires des protéines et il est tout a fait envisageable que ces
deux protéines se lient dans leurs régions intramembranaires. Malgré tout, s’appuyer sur les
expériences de PLA est possible, et I'interaction entre BTN2A1 et BTN3A1 semble se faire en

grande majorité en condition activatrice pour les LT Vy9V52.

Dans cette étude nous mettons en évidence la grande affinité de BTN2A1 pour le TCR
Vy9VE2. Effectivement, BTN2A1 est capable de se lier au TCR des LT Vy9V52 en I'absence de
signaux d’activation. Surtout, un monomere des domaines extramembranaires de BTN2A1 est

suffisant pour marquer des LT Vy9V62 en cytométrie en flux.

Ainsi, nous proposons un autre modele d’activation antigénique des LT Vy9Vbd2 que
celui récemment proposé ou BTN2A1 se lie au TCR sans induire d’activation significative en

I'absence de BTN3A1, qui agit alors comme un senseur de stresse primordiale.
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E) Article

Une fraction des résultats obtenus a pu étre intégrée dans une publication réalisée en
majorité au sein d’'ImCheck Therapeutics (ci-apres), tandis qu’une autre publication regroupant

la majorité des résultats présentés ici est en cours de rédaction.

Page | 59



Cell Reports

BTN2A1, an immune checkpoint targeting Vy9Vo2 T
cell cytotoxicity against malignant cells

Graphical abstract

vyava2 T Cell

IFNgTNFa ... Degranulation
. .
o (0]e) % °
o) L4 o
Qo
Oo

=7 AntiBTN2A1
/ mAbs
3A1 . 2A1
( f Lysis
aso z
Cancer cell

:m.i
a2 2A1 3A1 2A1/ 3A1 2A2
) |
)

| ] l

ER

Highlights
e BTN2A1 expression in cancer cells correlates with Vy9Vo2
T cell cytotoxicity

e BTN2AT1 interacts with BTN3A1/3A2/3A3, leading to
enhanced plasma membrane export

e B30.2 domains of both BTN3A1 and BTN2A1 are required for
pAg responsiveness

e Anti-BTN2A1 mAbs blocking Vy9V32TCR binding antagonize
Vy9Va2 T cell cytotoxicity

) Cano et al., 2021, Cell Reports 36, 109359
itz July 13, 2021 © 2021 The Authors.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2021.109359

Authors

Carla E. Cano, Christine Pasero,
Aude De Gassart, ..., Antoine Briantais,
Anne Charlotte le Floch, Daniel Olive

Correspondence

carla.cano@imcheck.fr (C.E.C.),
daniel.olive@inserm.fr (D.O.)

In brief

Cano et al. show that targeting BTN2A1
with mAbs allows modulation of Vy9V32
T cell cytotoxicity against primary cancer
cells. BTN2A1 expression correlates with
antitumoral Vy9V32 T cell responses.
BTN2A1 export at the plasma membrane
is strongly enhanced by interaction with
BTN3A1, and this interaction is enhanced
by amino-biphosphonate treatment.

¢? CellPress



Cell Reports ¢ CellPress

OPEN ACCESS

BTN2A1, an immune checkpoint targeting Vy9Vo62
T cell cytotoxicity against malignant cells

Carla E. Cano,"-®* Christine Pasero,' Aude De Gassart," Clement Kerneur, Mélanie Gabriac,' Marie Fullana,’
Emilie Granarolo,” René Hoet,' Emmanuel Scotet,?2 Chirine Rafia,’-2® Thomas Hermman,* Caroline Imbert,>
Laurent Gorvel,®> Norbert Vey,® Antoine Briantais,> Anne Charlotte le Floch,> and Daniel Olive3-6.7-*

1ImCheck Therapeutics, 31 Joseph Aiguier, 13009 Marseille, France

2Université de Nantes, INSERM, CNRS, CRCINA, 44000 Nantes, France

3LabEx IGO “Immunotherapy, Graft, Oncology,” Nantes 44000, France

4Institute for Virology and Immunobiology, University of Wiirzburg, 97078 Wiirzburg, Germany

5Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM), INSERM U1068, 13009 Marseille, France

8Institut Paoli-Calmettes, 13009 Marseille, France

7Aix-Marseille Université UM105, CNRS UMR 7258, 13009 Marseille, France

8Lead contact

*Correspondence: carla.cano@imcheck.fr (C.E.C.), daniel.olive@inserm.fr (D.0O.)

https://doi.org/10.1016/j.celrep.2021.109359

SUMMARY

The anti-tumor response of Vy9Vo2 T cells requires the sensing of accumulated phosphoantigens (pAgs)
bound intracellularly to butyrophilin 3A1 (BTN3A1). In this study, we show that butyrophilin 2A1 (BTN2A1)
is required for BTN3A-mediated Vy9Vo2 T cell cytotoxicity against cancer cells, and that expression of the
BTN2A1/BTN3A1 complex is sufficient to trigger Vy9Vd2 TCR activation. Also, BTN2A1 interacts with all iso-
forms of BTN3A (BTN3A1, BTN3A2, BTN3A3), which appears to be a rate-limiting factor to BTN2A1 export to
the plasma membrane. BTN2A1/BTN3A1 interaction is enhanced by pAgs and, strikingly, B30.2 domains of
both proteins are required for pAg responsiveness. BTN2A1 expression in cancer cells correlates with bi-
sphosphonate-induced Vy9Vo2 T cell cytotoxicity. VyY9Vo2 T cell killing of cancer cells is modulated by
anti-BTN2A1 monoclonal antibodies (mAbs), whose action relies on the inhibition of BTN2A1 binding to
the VyY9V32TCR. This demonstrates the potential of BTN2A1 as a therapeutic target and adds to the emerging

butyrophilin-family cooperation pathway in yd T cell activation.

INTRODUCTION

Unraveling the essential components of yd T cell-mediated anti-
tumor responses is critical for understanding yd T cells and their
use as novel therapies. Unlike conventional aff T cells, which
carry TCRs encoded by the TRA and TRB gene loci, y3 T cells
do not require antigen presentation by the major histocompati-
bility complex (MHC). Instead, they respond to a variety of stimuli
binding directly to their TCR, whose reactivities are determined
by the different TRG and TRD gene loci used to produce the
TCR (Adams et al., 2015). The predominant v3 T cells in the pe-
ripheral blood are Vy9V32 T cells. These cells represent 1%-—
10% of circulating T cells in healthy individuals, and they are acti-
vated by intracellular phosphoantigens (pAgs) from malignant or
bacterial origins (Morita et al., 2007). pAgs are pyrophosphory-
lated intermediates from the isoprenoid mevalonate and non-
mevalonate biosynthetic pathways found in vertebrates and
bacteria, respectively (Heuston et al., 2012; Tanaka et al.,
1995). Both pathways produce distinct pAg intermediates, which
differ in their ability to stimulate Vy9V32 T cells; for example, (E)-
4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl diphosphate (HMBPP) from the
bacterial pathway is 10,000-fold more potent than isopentenyl

Gheck for
Updates

diphosphate (IPP) from the vertebrate pathway (Amslinger
et al., 2007; Eberl et al., 2003). Despite this difference in sensi-
tivity, Vy9Va2 T cells activate in response to IPP accumulated
in certain primary cancers and cancer cell lines, such as human
B cell lymphoma Daudi cells (Gober et al., 2003; Vantourout
et al.,, 2009). This innate pAg-dependent anti-cancer activity
can be exploited and amplified by a variety of methods.
Amino-bisphosphonates (ABPs), such as zoledronate, and alkyl-
amines specifically activate Vy9Va2 T cells by inhibition of the
IPP metabolizing enzyme, farnesyl diphosphate synthase
(FDPS), thus increasing intracellular IPP levels (Gober et al.,
2003; Lietal., 2009; Thompson et al., 2006). Alternative methods
are based on previous discovery that butyrophilin 3A1 (BTN3A1)
is mandatory for pAgs Vy9Vd2 T cell activation (Harly et al.,
2012). Butyrophilins are a family of transmembrane (TM) proteins
of which 8 (BTN1A1, BTN2A1/2A2, BTN3A1/3A2/3A3, MOG,
and BTNL2) are located in the major histocompatibility complex
(MHC) class | region of human chromosome 6. They are
structurally similar to the B7 family, possessing immunoglobulin
(Ig)C-IgV extracellular domains, a single-pass TM domain, a jux-
tamembrane (JTM) domain, and, in most members, an intracel-
lular B30.2 domain (Blazquez et al., 2018; Rhodes et al., 2001).
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Of note, no orthologs of BTN2A1 and the BTN3A isoforms exist in
rodents, consistent with the absence of pAg signaling in murine
cell lines (Harly et al., 2012). The noncompeting anti-BTN3A
monoclonal antibodies 103.2 and 20.1 bind to the highly
conserved IgV domains of all three BTN3A isoforms (Palakodeti
et al., 2012), causing either a decrease or increase of Vy9V32
T cell activation, respectively (Harly et al., 2012; Starick et al.,
2017). These monoclonal antibodies (mAbs) have been instru-
mental in Vy9Vd2 T cell-based therapies (Benyamine et al.,
2016) and mechanistic research into BTN3A and Vy9Vad2 T cell
activation (Blazquez et al., 2018; Gu et al., 2017, 2018; Harly
et al., 2012; Palakodeti et al., 2012; Starick et al., 2017; Wang
et al.,, 2019; Yang et al., 2019). Among the BTN3A isoforms,
BTN3A1 is unique in that its intracellular B30.2 domain binds
pAgs (Compte et al., 2004; Sandstrom et al., 2014), while its
intracellular JTM domain performs a critical function in BTN3A
homodimerization and heterodimerization via predicted coiled-
coil structures that also act as rods for correct B30.2 domain
spacing (Peigné et al., 2017; Wang et al., 2019). Conformational
changes in the JTM domain, induced by pAgs binding at the
B30.2 domain, are involved in T cell activation (Yang et al., 2019).

Further information on the mechanism of pAg activation of
Vy9Vd2 T cells was obtained from studies using transgenic hu-
man and mouse reporter cells expressing a Vy9Vvd2 TCR.
Studies from such murine reporter cells have shown that pAg
activation is critically dependent on BTN3A1 expression in
APCs (tumor or infected cells) and not in effector cells (Harly
et al., 2012). In addition, studies from human cells showed that
both cell-to-cell contact and the Vy9V32 TCR are required for
Vy9Va2 T cell activation (Morita et al., 1995; Wang et al., 2010).
However, scarce evidence exists to suggest that BTN3A1
directly interacts with the Vy9V52 TCR (Harly et al., 2012; Sand-
strom et al., 2014). Indeed, previous studies have shown that
BTN3A1 transfection alone failed to enable pAg reactivity, unless
cells also contained human chromosome 6 (Riafo et al., 2014).
Recently, BTN2A has emerged as the factor previously located
on Chr6 and was reported to bind the Vy9Vd2 TCR (Karunakaran
etal., 2020; Rigau et al., 2020). Two BTN2A genes exist, BTN2A1
and BTN2A2, both located within a cluster that encompasses the
BTN3A locus, and both encoding proteins containing a B30.2
domain (Rhodes et al., 2001). BTN2A1 directly binds the Vy9
chain, and mutagenesis and structure modeling approaches
mapped this interaction to the germline-encoded region be-
tween CDR2 and CDR3 of the Vy9 chain (Karunakaran et al.,
2020; Rigau et al., 2020). However, the B30.2 domain of
BTN2A1 was not found to bind IPP (Rigau et al., 2020).-

In this study, we showed that BTN2A1 is a limiting factor for
both pAg-driven vd T cell cytotoxicity against cancer cells and
BTN3A1 export to the plasma membrane. Using fluorescence
resonance energy transfer (FRET) and proximity ligation assay
(PLA) approaches, we demonstrated that BTN3A1/BTN2A1
interaction is enhanced by pAgs, emphasizing that crosstalk be-
tween BTN3A1 and BTN2A1 is essential for pAg-induced
Vy9Va2 T cell cytotoxicity against tumor cells. Interestingly,
BTN2A2 was found insufficient for enabling Vy9Vd2 T cell func-
tions. Additionally, we developed anti-BTN2A1 mAbs and elabo-
rated a proof-of-concept of their ability to modulate Vy9V32
T cell degranulation and cancer cell killing. Finally, we estab-
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lished a correlation between BTN2A1 expression in cancer cells
and the bisphosphonate-induced Vy9Vs2 T cell response.

RESULTS

BTN2A expression at the plasma membrane of target
cells is required to trigger Vy9V52 T cell cytotoxicity

To assess whether BTN2A expression at the plasma membrane
was required to trigger Vy9V32 T cell cytotoxicity against cancer
cells, CRISPR-Cas9-mediated inactivation of BTN2A1/2A2 iso-
forms was performed in Daudi (B lymphoblast) and K562
(chronic myelogenous leukemia) cell lines to generate BTN2A
knockout (BTN2AKO) cells. The absence of both BTN2A iso-
forms in Daudi and K562 BTN2AKO cells was confirmed by
flow cytometry (Figure 1A). As expected, endogenous BTN3A
expression was detected in BTN2AKO and control cells trans-
duced with an irrelevant CRISPR (Irr-CRISPR). BTN2AKO cells
were co-cultured with Vy9Vd2 T cells expanded from healthy
donor peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), with or
without bacterial or synthetic pAgs (HMBPP and bromohydrin
pyrophosphate [BrHPP], respectively), zoledronate, or BTN3A
agonist mAb 20.1, then Vy9Vd2 T cell degranulation (extracel-
lular CD107 expression) and intracellular tumor necrosis factor
(TNF)-o. and interferon (IFN)y were assessed. As expected, co-
culture of Vy9Vd2 T cells with control cells (Irr-CRISP) expressing
BTN2A led to Vy9Vd2 T cell degranulation as well as IFNy and
TNF-a production in all conditions (Figures 1B-1D). In contrast,
both Vy9V32 T cell effector functions were totally impaired in
co-cultures with BTN2AKO cells, whatever the stimuli (Figures
1B-1D). Basal Vy9V32 T cell degranulation and cytokine produc-
tion were also impaired in co-cultures with BTN2AKO cells (Fig-
ures 1B-1D). Consistently, in co-cultures with Vy9Vva2 T cells,
apoptosis of BTN2AKO cells was significantly lower as
compared to their wild-type counterpart (Figure S1). These re-
sults show that BTN2A expression in target cancer cells is
required to trigger Vy9Vd2 T cell cytotoxicity.

BTN3A1 requires BTN2A1, but not BTN2A2, expression
in target cells to trigger human Vy9V32 T cell
cytotoxicity

Two different BTN2A isoforms exist in humans (2A1/2A2). In or-
der to determine the involvement of these isoforms in triggering
Vy9Vd2 T cell cytotoxicity, each isoform was reconstituted in
HEK293T cells devoid of both BTN2A isoforms (BTN2AKO) using
lentiviral transduction (Figures 2A, 2B, and S2). After restoring
BTN2A isoforms in BTN2AKO cells (BTN2AKO+2A1, BTN2A-
KO+2A2, and BTN2AKO+2A1+2A2), Vy9Vd2 T cell degranula-
tion was assessed with or without zoledronate. As shown in
Figure 2C, restoration of BTN2A1 expression in BTN2KO target
cells was sufficient to trigger Vy9Vd2 T cell degranulation. No
such effect was observed when BTN2A2 alone was restored in
BTN2AKO target cells. Although BTN2A2 expression at the
plasma membrane was lower compared to BTN2A1 (Figure S2B),
both BTN2A isoforms were readily detectable at higher levels
than wild-type HEK293T cells, which precludes that lower
BTN2A2 expression could explain its inability to trigger Vy9Vs2
T cell degranulation. When compared to BTN2A1 alone, no addi-
tional/synergistic effect on Vy9Vd2 T cell degranulation was
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observed when both isoforms were re-introduced in target
BTN2KO cells (Figure 2C). Results show that only BTN2A1
expression in target cells is required for Vy9Vd2 T cell
cytotoxicity.

BTN2A1 and BTN3A1 collaborate for plasma membrane
export and Vy9Vo2 T cell cytotoxicity

It was previously shown that BTN3A1 export to the plasma mem-
brane is tightly regulated and enhanced by BTN3A2 expression
(Vantourout et al., 2018). We sought to determine whether
BTN2A1 action on Vy9Vd2 T cell cytotoxicity was dependent on
plasma membrane exposure. Hence, we quantified the number
of BTN2A1 and BTN3A molecules exposed at the plasma mem-
brane and after membrane permeabilization (intracellular stain-
ing) in BTN2AKO/BTN3AKO cells in which BTN2A1 and all
BTN3A isoforms were expressed alone or in combination. As
shown in Figure 2D, reconstitution of BTN2A1 or either BTN3A
isoform alone led to a heterogeneous expression pattern at the
plasma membrane that contrasted to reconstitution of BTN2A1
along with either BTN3A isoform that led to more homogeneous
staining profiles and higher mean fluorescence intensities
(MFls) for both proteins. Plasma membrane exposure, as de-
picted by the ratio between extracellular and intracellular relative
number of BTN molecules per cell, showed that a lower BTN2A1
extracellular/intracellular ratio was strongly enhanced by
BTN3A1 co-expression, and to a lesser extent by BTN3A2 and
BTN3AS (Figures 2E and S2C). Conversely, BTN2A1 co-expres-

sion led to enhanced plasma membrane
expression of BTN3A2 and BTN3A3 (Fig-
ure 2F). Consistent with this observation,
BTN2AKO Daudi cells displayed fewer
BTN3A molecules compared to their Irr-
CRISPR counterpart (Figure S2E). We
then assessed the ability of each
BTN2A1/BTN3A combination to trigger
Vy9Vd2 T cell degranulation (Figures 2G and S2D) and found
that only the BTN2A1/BTN3A1 combination allowed responsive-
ness to zoledronate. These results indicate that BTN2A1 and
BTN3AT1 trafficking to the plasma membrane are linked, and
that BTN2A1 is mandatory for BTN3A1-mediated pAg sensing
by Vy9Va2 T cells.

BTN2A1 and BTN3A1 interaction is enhanced by pAgs

To determine whether BTN2A1 and BTN3A1 form protein com-
plexes, we performed co-immunoprecipitation (co-IP) experi-
ments after BTN2AKO/3AKO HEK293T cell transfection with
Myc-tagged BTN2A1, GFP-tagged BTN3AT1, or both. As shown
in Figure 3A (and Figure S3A), Myc-BTN2A1 was detected after
GFP-BTN3A1 immunoprecipitation in cells expressing both
tagged proteins, but not in their mock controls. Flow cytometry
assessment of the FRET signal was used to assess homomeric
and heteromeric interactions between different BTN2A and
BTN3A isoforms in live cells (Figures 3B and S3B). A positive
FRET signal indicated that BTN2A1 and BTN2A2 were able to
form homodimers, as well as all BTN3A isoforms. However,
only BTN2A1 was found to interact with all BTN3A isoforms. In
contrast, BTN2A2 interacted with BTN3A1 only. No interaction
between BTN2A1 and BTN2A2 was observed. To identify
BTN2A1/2A2 protein domains involved in interactions with
BTN3A1, FRET experiments using wild-type BTN3A1 and
different BTN2A1 or BTN2A2 mutated domains (ectodomain
[EC], B30.2, JTM, TM) were tested. As observed in Figures 3C
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and S3C, regarding the BTN2A1/BTN3A1 complex (black bars),
replacement of the BTN2A1 EC (2A1-mEC) disrupted interaction
with BTN3A1, whereas for BTN2A2 (yellow bars), deletion of the
BTN2A2 B30.2 domain prevented interaction with BTN3A1.

Treatment with zoledronate enhances BTN2A1/BTN3A1 inter-
action observed by FRET (Figure 3D). Zoledronate-dependent
enhancement relies on the BTN3A1 B30.2 domain. In line with
data shown in Figures 3C and S3D, deletion of the B30.2 do-
mains of BTN3A1 did not prevent the interaction with BTN2A1.
However, and more surprisingly, deletion of the B30.2 domain
of BTN2A1 abolished zoledronate-induced degranulation of
Vy9Vd2 T cells to the same extent as did deletion of the
BTN3A1 B30.2 domain (Figures 3E and S3E).

Because co-IP and FRET do not allow to restrict the analysis of
interactions to the plasma membrane, we used microscopy-
based PLA to interrogate BTN2A1/BTN3A1 interaction at the
plasma membrane. Quantification of molecules proximity was
performed at steady state or after treatment with zoledronate.
As shown in Figures 3F, S3F, and S3G, the PLA approach
confirmed BTN2A1/BTN3A1 interaction and its enhancement
by zoledronate at the plasma membrane. Altogether, these
data show that BTN2A1 and BTN3A1 interact through their
ECs. Moreover, BTN2A1/BTN3A1 interaction appeared to be
enhanced by zoledronate treatment.

Ectopic expression of BTN2A1 and BTN3A1 in murine
target cells empowers murine T cells with Vy9V32TCR
responsiveness

It was previously shown that BTN3A1 alone was insufficient to
restore pAg-mediated activation through the human Vy9V32
MOP TCR expressed in a murine T cell hybridoma (Riafo
etal., 2014; Starick et al., 2017). To test whether ectopic expres-
sion of human BTN2A1 in murine fibroblasts was able to drive
Vy9V32TCR responsiveness, the murine Vy9V32 MOP TCR re-
porter T cell hybridoma was co-cultured with mouse NIH-3T3 fi-
broblasts transfected with both BTN2A isoforms, alone or in
combination with BTN3A isoforms with or without HMBPP treat-
ment (Figures 4A and S4). Consistently with results obtained in
the human setting, only concomitant expression of BTN2A1
and BTN3A1 allowed HMBPP responsiveness of murine
Vy9V32 MOP TCR reporter cells, as assessed by mouse inter-
leukin (mlIL)-2 secretion measured by ELISA. BTN2A1/BTN3A1
expression in NIH-3T3 cells granted dose-dependent activation
of murine Vy9V32 MOP TCR reporter cells by HMBPP and anti-
BTN3A agonist 20.1 mAbs (Figures 4B and 4C). Moreover,
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increasing concentrations of an anti-BTN3A antagonist mAb
(103.2) inhibit HMBPP-driven mIL-2 production (Figure 4D). As
in assays with HEK cells, B30.2 domains of BTN2A1 and
BTN3A1 were required for HMIBPP responsiveness in the murine
setting (Figures S4B-S4D). Altogether, these results show that
ectopic expression of BTN2A1 and BTN3A1 in murine target
cells is required and sufficient to empower murine T cells with
Vy9Vd2 TCR responsiveness to pAgs.

Vy9V32 T cell function can be modulated using anti-
BTN2A1 mAbs

Vy9Vd2 T cell anti-tumor activity involves degranulation and
release of perforin and granzyme, as well as cytokine secretion,
resulting in cancer cell killing. To determine whether BTN2A1 tar-
geting was suitable to modulate Vy9V32 T cell anti-tumor re-
sponses, we generated seven anti-BTN2A1 mAbs. Two of these
mAbs shared identical VH/VL sequences (8.15 and 8.16, data
not shown). Binding of anti-BTN2A1 mAbs in cellulo on HEK
BTN2AKO+2A1 cells and affinity as assessed by biolayer inter-
ferometry (BLI) are shown in Figures S5A and S5B. BLI-based
binning assays identified three different epitope bins covered
by our anti-BTN2A1 mAbs (Figure S5C). Furthermore, we tested
the effect of anti-BTN2A1 mAbs on Vy9V32 T cell degranulation
against Daudi cells with or without zoledronate or anti-BTN3A
agonist mAb 20.1 (Figure 5A). As expected, in co-cultures with
Daudi cells alone, the mean (+SEM) of basal Vy9Vd2 T cell
degranulation was 23.1% + 5.84% CD107* cells. These results
remained unchanged in the presence of isotype controls
(23.1% +5.42% and 24.9% + 5.6% for IgG1 and IgG2a, respec-
tively), and they were enhanced by the addition of mAb 20.1
(71.8% = 4.7%). Zoledronate led to up to a 3-fold increase of
Vy9Vs2 T cell degranulation against Daudi cells in all control con-
ditions (p < 0.05) but did not add to mAb 20.1 stimulation. Strik-
ingly, six out of seven anti-BTN2A1 mAbs, namely clones 4.15,
8.15, 8.16, 7.28, 7.48, and 5.28, significantly inhibited basal
Vy9Va2 T cell degranulation against Daudi cells up to 17-fold,
and all of these clones but the 7.28 were able to inhibit Vy9V32
T cell degranulation against Daudi cells in the presence of
zoledronate or mAb 20.1 (Figure 5A). To determine whether
anti-BTN2A1 mAbs modulated cancer cell killing induced by zo-
ledronate and anti-BTN3A agonist 20.1, Vy9Vd2 T cells were co-
cultured with HL-60 cells in the presence of zoledronate or 20.1
mAb with or without anti-BTN2A1 mAbs. Apoptosis inhibition
was estimated by flow cytometry analysis of caspase-3/7 cleav-
age in HL-60 cells. Consistent with Vy9V32 T cell degranulation,

Figure 2. BTN2A1 and BTN3A1 expression in target cells allows triggering of human Vy9V32 T cell cytotoxicity

HEK293T cells transduced with an irrelevant CRISPR (Irr-CRISPR) guide or a guide targeting both BTN2A isoforms (BTN2AKO) (A and B) or guides targeting all
BTN2A and BTN3A isoforms (BTN2AKO/3AKO) (D-F); BTN2AKO cells were transduced with lentiviruses encoding BTN2A1 (+2A1), BTN2A2 (+2A2), or both
(+2A1/2A2, A, B, and C), and BTN2AKO/3AKO cells were transduced with lentiviruses encoding BTN2A1 (+2A1) or each BTN3A isoform alone or (D and F) in
combination with BTN2A1, or with an empty lentiviral vector (mock), as indicated. (A and D) BTN2A1 and BTN3A expression were assessed by flow cytometry (D)
and the ratio of extracellular/intracellular BTN2A1 or BTN3A molecule numbers was calculated after quantification using a CellQuant assay (E and F, respectively)
using 7.48 (an anti-BTN2A antibody generated in this study, the properties of which are described elsewhere in this manuscript) and 103.2 mAbs, respectively.
*p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.000, by two-tailed unpaired t test. (C and G) Vy9V32 T cells expanded from healthy donor PBMCs (n = 2) were co-
cultured with BTN2AKO cells (E:T ratio of 1:1) transduced with an empty pLV vector (mock), or the indicated BTN2A or 3A isoform combinations with or without
addition of zoledronate (50 uM), as indicated, and Vy9V32 T cell degranulation (%CD107* cells) was assessed after 4 h by flow cytometry. (C) Chart illustrates
correlation between Vy9Va2 T cell degranulation (%CD107ab* cells, y axis) and the number of BTN2A molecules (as assessed with 7.48; x axis). Linear regression
was used to calculate the correlation between %CD107* cells and the number of BTN2A molecules. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. Statistics in
(E) are compared to +2A1 cells. See also Figure S2.
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Figure 4. BTN2A1 and BTN3A1 expression in cognate cells is necessary and sufficient to empower murine T cells with Vy9V32TCR
responsiveness to phosphoantigens

(A) 53/4 mouse T cell hybridoma expressing TCRVy9V32 MOP was co-cultured overnight (ratio 1:1) with NIH-3T3 murine fibroblasts transfected with the indicated
BTNS3A- or BTN2A-encoding plasmids, with or without HMBPP (10 uM); (B and C) or with plasmids encoding BTN2A1 and BTN3A1, with increasing doses of
HMBPP or anti-BTN3 agonist 20.1 mAb, respectively; and (D) or in the presence of HMBPP and increasing doses of anti-BTN3A antagonist 103.2 mAb. Secreted
mIL-2 was measured by ELISA and used as a readout in all panels. See also Figure S4.

anti-BTN2A1 mAbs abrogated zoledronate and anti-BTN3A  Anti-BTN2A1 antagonist mAb inhibits cytotoxic function
20.1-induced apoptosis with different efficiencies (Figure 5B). of activated Vy9V32 T cells
For each anti-BTN2A1 clone, the level of apoptosis inhibition af- 3D spheroids were used to assess the ability of the anti-BTN2A1
ter zoledronate and 20.1 treatment were correlated (Figure 5C).  7.48 antagonistic mAb to inhibit Vy9V32 T cell killing of cancers
Anti-BTN2A1 mAbs inhibited perforin and granzyme B release  cells. Spheroids derived from the endometrial cancer cell line
in the same settings (Figure S5D). The anti-BTN2A1 7.48 mAb  Ishikawa were cultured with Vy9V32 T cells from different healthy
was the clone with the strongest inhibitory potential. Increasing  donors and treated with anti-BTN3A alone (20.1) or in combina-
concentrations of anti-BTN2A1 7.48 abrogated Vy9V32 T cellre-  tion with the anti-BTN2A1 7.48 antagonistic mAb. Apoptosis of
sponses against Daudi cells in the presence of HMBPP or 20.1in  Ishikawa cells within spheroids was evaluated by caspase-3/7
terms of degranulation (Figure 5D; half-maximal inhibitory con-  flow cytometry. Ishikawa cell spheroid apoptosis and release
centration [ICs0] = 0.067 and 0.056 pg/mL, respectively), TNF-oo  of perforin and granzyme B were observed in the presence of
(Figure 5E, IC50 = 0.094 and 0.082 ng/mL), and IFNy (Figure 5F,  anti-BTN3A (20.1) and 3T cells (Figures 6A, 6B, and S6A-
ICs50 = 0.114 and 0.13 pg/mL) secretion. S6C). However, apoptosis and perforin/granzyme B release
Anti-BTN2A1 7.48 was able to inhibit HMBPP-induced mIL-2  were inhibited when spheroid co-cultures were treated concom-
secretion in mouse Vy9Vd2 MOP TCR reporter cells co-cultured itantly with mAb 7.48. These results show that anti-BTN2A1
with BTN2A1/BTN3A1-expressing NIH 3T3 cells (Figures S5E  antagonist mAb 7.48 inhibits cytotoxic function of activated
and S5F). A concentration of 10 pg/mL anti-BTN2A1 7.48 mAb 3T cells in conditions closer to the tumor setting.
led to a strong inhibition of mIL-2 production. Although high con- To determine whether BTN2A1 targeting by a mAb allowed
centrations of HMBPP were used to trigger activation, mIL-2  modulation of Vy9V32 T cell cytotoxicity against primary cancer
production remained very low in the presence of 7.48 mAb (Fig-  cells, we assessed the ability of anti-BTN2A1 7.48 mAb to modu-
ure S5E). Reciprocally, in this setting anti-BTN2A1 7.48 inhibited  late a Vy9Vd2 T cell cytotoxic response against primary acute
mIL-2 production in a dose-dependent manner (Figure S5F). myelocytic leukemia (AML) blasts in terms of degranulation,

Figure 3. BTN2A1 and BTN3A1 protein interactions

(A) BTN2AKO/BTN3AKO HEK293T cells were transfected with the indicated plasmids (bottom table), before cell lysis and immunoprecipitation (IPP) with anti-
GFP (targeting 3A1-GFP fusion) antibody and western blotting with anti-myc (for 2A1-myc fusion, top image) or anti-GFP (bottom image).

(B-D) Fluorescence resonance energy transfer (FRET) assays assessing homodimeric and heterodimeric interactions between different BTN2A and BTN3A
isoforms (B), wild-type BTN3A1 with different BTN2A1 or BTN2A2 domain shuffled constructs (C, and see Figure S1B), and impact of zoledronate treatment (20 or
100 pM, overnight [O/N]) and of B30.2 domain shuffling on BTN2A1/BTN3A1 dimer formation (D).

(E) Expanded Vy9V32 T cells (n = 3) were co-cultured, in the presence or absence of zoledronate (50 pm), with BTN2AKO/3AKO cells (1:1) transfected with: (i) wild-
type BTN3A1-YFP/wild-type BTN2A1-CFP, or (i) wild-type BTN2A1-CFP/B30.2-deleted (DB30.2) BTN3A1-YFP, or (i) wild-type BTN3A1-YFP/BTN2A1-B30.2
deleted (DB30.2)-CFP fusion constructs. Percentages of CD107* Vy9Vd2 T cells were assessed after 4h of co-cultures. A one-way ANOVA test was used for
comparison. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.0001.

(F) (left) Number of PLA signal per cell on WT HEK-293T transiently transfected with tagged BTN3A1 and BTN2A1 plasmids. Mann-Whitney: ***p < 0.001.
(right).Representative images on untreated cells (top) or cells treated with zoledronate (bottom) for 4 h. Scale bar: 20 pm.

See also Figures S3 and S4.
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Figure 5. Vy9V32 T cell function can be modulated using an anti-BTN2A1 mAb
(A) Vy9Vd2 T cell degranulation against Daudi cells with or without zoledronate, and with or without the indicated anti-BTN3A (20.1 and 103.2) and anti-BTN2A1
mAbs. **¥p < 0.05, *#p < 0,01, ==###EEEG < 0,005, **+####5 < 0,0001 compared to control IgG against Daudi alone, + zoledronate, or +20.1, respectively,

using one way-ANOVA with a Holm-Sidak comparison test.

(B) VY9Va2 T cells were co-cultured with HL-60 cells (the E:T ratio is 5:1) in the presence of zoledronate (50 pM) or 20.1 mAb (10 ug/mL) with or without anti-BTN2A
mAbs or control IgG1 (10 pg/mL). Apoptosis inhibition was estimated by flow cytometry analysis of caspase-3/7 cleavage in HL-60 cells. *p < 0.05, **p < 0.01,

1 < 0.001, ***p < 0.0001, by one-way ANOVA test.

(C) Correlation between HL-60 apoptosis inhibition by anti-BTN2A 7.48 mAb upon zoledronate (x axis) and 20.1 mAb (y axis) treatment. 95% confidence interval

of the best-fit nonlinear exponential regression is depicted by the dotted line.

(D-F) Vy9Vd2 T cell degranulation (D) and TNF-a (E) and IFNY (F) secretion against Daudi cells in the presence of HMBPP (top) or anti-BTN3A agonist 20.1 (bottom)
without anti-BTN2A 7.48 (10 ng/mL); data were normalized to baseline (HMBPP or 20.1 without antibody).

See also Figure S5.

cytokine production, perforin/granzyme B release, and cell
killing. As shown in Figures 6C, 6D, and S6D-S6I, anti-BTN2A1
7.48 mAb was able to efficiently inhibit Vy9V32 T cell degranula-
tion, TNF-a/IFNy production, perforin/granzyme B release, as
well as killing of primary AML blasts, even after 20.1 and zoledr-
onate activation.

BTN2A1 expression at the plasma membrane correlates
with Vy9V32 T cell responsiveness to pAgs

To determine whether Vy9Vd2 T cell cytotoxicity was dependent
on the number of BTN2A1 molecules available at the plasma
membrane of target cells, Vy9V32 T cell degranulation against
eight different cancer cell lines (HL-60, Daudi, A549, PCS3,

8 Cell Reports 36, 109359, July 13, 2021

HCT116, MDA-MB-231, K562, and Panc-1) was assessed with
or without zoledronate using flow cytometry (Figures 6E and
6F). Linear regression was used to determine the correlation be-
tween the number of BTN2A1 molecules in target cells and the
percentage of CD107* Vy9V32 T cells. No significant correlation
was observed when looking at basal degranulation against the
indicated cancer cell lines (Figure 6E). In contrast, zoledronate-
induced Vy9Vd2 T cell degranulation was significantly correlated
with the number of BTN2A1 molecules in target cells (Figure 6F).
Moreover, BTN2A1 expression and caspase-3/7 cleavage after
co-culture with Vy9Va2 T cells in presence of zoledronate and
20.1 mAb were assessed on 10 primary AML blast samples using
flow cytometry (Figures 6G and 6H). AML blasts presenting the
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higher plasma membrane expression of BTN2A1 underwent
significantly more Vy9Vd2 T cell-induced apoptosis than did
those expressing low levels of BTN2A1. Hence, BTN2A1 expres-
sion is associated with Vy9V32 T cell cytotoxicity against both
cancer cell lines and primary AML.

Anti-BTN2A1 antagonist mAbs inhibit BTN2A1/Vy9V52
TCR interaction

We sought to determine the effect of the different anti-BTN2A1
mAbs on BTN2A1/BTN3A1 interaction by using FRET. To this
end, BTN2AKO/BTN3AKO HEK293T cells were transfected to ex-
press CFP/YFP-fusion BTN2A1 and BTN3A1 proteins and incu-
bated with growing concentrations of different anti-BTN2A1
mAbs. Figure 7A shows that different anti-BTN2A1 clones had
different impacts on BTN3A1/2A1 interaction. Strikingly, some
Vy9Vd2 T cell antagonists were found to increase BTN2A1/
BTN3A1 FRET signal (8.15 and 7.28), whereas others (4.15,
7.48, and 5.28) decreased it. Interestingly, the anti-BTN3A antag-
onist 103.2 also mildly increased the BTN2A1/BTN3A1 dimer for-
mation, whereas the 20.1 clone showed no effect.

Finally, we investigated whether the activity of our Vy9Vs2
T cell antagonist anti-BTN2A1 mAbs was due to an inhibitory ef-
fect on the interaction between BTN2A1 and Vy9V32 TCR. We
assessed the specific binding of Vy9Vvd2 TCR G115 to HEK-
BTN2AKO+2A1 cells and not to HEK-BTN2AKO cells (Figure 7B).
Then, we determined whether anti-BTN2A1 mAbs impaired
Vy9Vd2 TCR G115 binding to the plasma membrane of HEK-
BTN2AKO+2A1 cells. To this end, HEK-BTN2AKO+2A1 cells
were pre-incubated with a saturating concentration of our antag-
onist anti-BTN2A1 antibodies (7.48, 7.28, 4.15, 5.28, 8.15) and
the neutral clone (8.33) prior to incubation with Alexa Fluor 647
(AF647)-conjugated recombinant Vy9Vd2 TCR G115, and
Vy9Vd2 TCR binding was assessed by flow cytometry. As shown
in Figure 7C, while the neutral (8.33) and weak inhibitor (7.28) did
not affect Vy9Vd2 TCR binding to BTN2A1, our stronger inhibi-
tors, namely, 7.48, 4.15, 5.28, and 8.15, completely abolished
BTN2A1/Vy9V32 TCR interaction. Similar results were obtained
when looking at the binding of Vy9V32 TCR G115 tetramers to
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Daudi cells in the presence of our anti-BTN2A1 mAbs (Figures
S7A and S7B), and when using ELISA to assess Vy9Vd2 TCR-
Fc binding to BTN2A1-His, and the competition of anti-BTN2A
mAbs for this binding (Figures S7C and S7D).

Hence, these data show that blocking Vy9V32 TCR binding is
associated with the antagonist effect of our anti-BTN2A1 mAbs,
and that disruption of the BTN2A1/BTN3A1 dimer is not the only
possible way to modulate Vy9V32 T cell function.

DISCUSSION

In this study, we demonstrate that the interaction between
BTN3A1 and BTN2A1, but not BTN2A2, is essential for the
cytotoxic response of primary Vy9Vd2 T cells against cancer
cells. These properties were identified not only in transfected
models but also in primary human tumors. A link between
BTN2A1 expression and pAgs triggering of Vy9Vad2 T cells
was also demonstrated. At the molecular level, BTN3A1 and
BTN2A1 form complexes at the plasma membrane. Their co-
expression is critical for BTN2A1 export to the plasma mem-
brane, and BTN2A1 can also interact and enhance plasma
membrane exposure of BTN3A2 and BTN3A3 to a lesser
extent. Interestingly, BTN2A1, but not BTN2A2, interacted
with BTN3A2 and BTN3AS. The interaction between BTN3A1
and BTN2A1 involves at least two major mechanisms. First,
the extracellular domains of BTN2A1 were critical to its interac-
tion with BTN3A1, as shown in FRET experiments using domain
shuffled BTN2A1 constructs. In addition, pAgs were an impor-
tant factor to elicit a high level of complex formation, plasma
membrane export, and function.

Despite compelling data demonstrating immunoregulatory
properties of BTN2A2 in rodents (Sarter et al., 2016), we did
not identify a crucial function in human Vy9Va2 T cells. The gen-
eration of a panel of anti-BTN2A1 mAbs allowed us to further
decipher the interactions and functions of BTN2A1 and
BTN3A1, with the discovery of antagonistic mAbs that inhibit
Vy9Vd2 T cell cytotoxicity upon treatment with zoledronate or
activating anti-BTN3A mAb.

Figure 6. Anti-BTN2A1 antagonistic mAb inhibits the cytotoxic function of activated Vy9Vs2 T cells

(A) Ishikawa cells were cultured for 7 days to obtain spheroids. CellTrace Violet (CTV)-stained Vy9Vd2 T cells were then added to the spheroids under the following
conditions: ydT cells alone, y3T cells + migG1, ydT cells + 7.48, v3T cells + 20.1, or y3T cells + 7.48 and 20.1. After overnight culture with caspase-3/7 staining,
spheroids were dissociated and processed for flow cytometry following the displayed gating strategy.

(B) Bar chart represents the percentage of caspase-3/7* Ishikawa cells after culture conditions detailed in (A). *p < 0.05. n = 4 Vy9V32 T cells donors.

(C) Bar charts represent the fraction of CD107ab*, TNF-o.*, and IFNy* Vy9V32 T cells (n = 3) after a 4-h co-culture (E:T ratio of 1:1) with primary AML blasts (n = 6)
either with isotype control or anti-BTN2A1 7.48 mAb and/or anti-BTN3A 20.1 (10 ug/mL).

(D) Results from three independent experiments are depicted and expressed as mean + SEM. Caspase-3/7 expression is shown on primary AML blasts (n = 12)
after coculture for 3 h 30 min with Vy9Vd2 T cells (n = 3) with an E:T ratio of 15:1. Cells were treated with isotype control or anti-BTN2A1 7.48 mAb and/or anti-
BTN3A 20.1 (10 pg/mL).

(C and D) AML blasts were preincubated overnight in medium. Results from six independent experiments are depicted, expressed as mean + SEM, by non-
parametric paired ANOVA repeated-measures test with a Bonferonni post hoc test. ***p < 0.001.

(E and F) Fraction of CD107* Vy9Vd2 T cells triggered by the indicated cancer cell lines was assessed by flow cytometry. Graphs illustrate correlation between
Vy9V32 T cell degranulation (%CD107™ cells, y axis) against the indicated cancer cell lines, in the absence or presence of zoledronate (50 uM, G and H,
respectively), and the number of BTN2A molecules (as assessed with 7.48; x axis). Linear regression was used to calculate the correlation between %CD107*
cells and the number of BTN2A molecules. Results from two separate experiments were merged through normalization to the K562 cell line, present in both
experiments.

(G and H) Caspase-3/7 expression on primary AML blasts (n = 10) after a coculture for 3 h 30 min with Vy9Va2 T cells (E:T ratio of 15:1). Cells were treated with anti-
BTN3A 20.1 agonist (10 ng/mL) with and without zoledronate, as indicated. The BTN2A1 expression was assessed by flow cytometry analysis and expressed as
median fluorescence intensity (MFI). The statistical significance was established using the Mann-Whitney test. “p < 0.05.

See also Figure S6.
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Figure 7. Anti-BTN2A1 mAbs inhibit recombinant Vy9V52 TCR binding to BTN2A1
(A) BTN2AKO/3AKO HEK293T cells were transfected with vectors encoding BTN2A1-CFP and BTN3A1-YPF, treated for 6 h with cycloheximide and bafilomycin
to prevent dimer trafficking, and incubated with increasing concentrations (0—-10 png/mL) of the indicated mAbs. Graph shows the percentage of BTN2A1/BTN3A1

FRET" cells for each condition.

(B) Binding curves of recombinant Vy9V32 TCR to HEK-BTN2AKO+2A1 and HEK-BTN2AKO cells.
(C) Binding curves of recombinant Vy9V32 TCR to HEK-BTN2AKO+2A1 cells, following saturation with a panel of anti-BTN2A antibodies compared to isotype

control (black).
See also Figure S7.

Using flow cytometry-based FRET experiments, we have
shown that BTN2A1 was associated with BTN3A1 and to a lesser
extent with BTN3A2 and BTN3A3. We have shown that interac-
tion with BTN2A1 is the limiting factor for plasma membrane
export of BTN3A2 and BTN3A3, which in turn regulate BTN3A1
trafficking (Vantourout et al., 2018), thus allowing Vy9Va2 T cell
activation. Consistently, the level of BTN2A1 expression at the
plasma membrane in different cancer cell lines is correlated to
the potency of Vy9Vd2 T cell degranulation against these cells
(Figure 6F). In addition, primary AML blasts with high BTN2A1
expression underwent significantly more apoptosis in co-cul-
tures with Vy9Vad2 T cells (Figures 6G and 6H). The initial exper-
iments from Vantourout et al. (2018) could not address the
involvement of BTN2A1 in BTN3A plasma membrane export
since their BTN3AKO HEK cells expressed BTN2A1. In our ex-
periments, not only could BTN2A1 enhance the export of all
BTN3A isoforms to the plasma membrane, but also BTN3A2
and BTN3AS3 isoforms reciprocally enhanced the plasma
membrane exposure of BTN2A1. Reciprocally, the three
BTNB3A isoforms are limiting factors for BTN2A1 expression at
the plasma membrane. These results suggest that changes in
the expression of any of the three isoforms of BTN3A could
have a consequence on BTN2A1 extracellular expression and,
thus, an indirect impact on Vy9V32 T cell cytotoxicity.

Another key demonstration in this study is the impact of pAgs
in BTN3A1/BTN2A1 interaction. Indeed, zoledronate treatment
enhances the interaction between BTN3A1 and BTN2A1. This ef-
fect, as expected, was totally prevented by the deletion of the
BTN3A1 B30.2 domain, whereas the deletion of the B30.2
domain of BTN2A1 did not (data not shown). This latter observa-
tion is in line with data from Rigau et al. (2020) showing the
absence of pAgs binding to the BTN2A1 B30.2 domain. One
could predict that, similar to during amino bisphosphonate treat-
ment, an IPP intracellular increase during pathologic conditions
such as malignant transformation or infection will enhance
BTN3A1/BTN2A1 interaction at the plasma membrane. Whether
pAg levels also increase the formation of multimers including
BTN3A1, BTN2A1, and other BTN3As remains to be demon-
strated (Dustin et al., 2019). Unexpectedly, deletion of the
B30.2 domain of BTN2A1 was as deleterious to zoledronate-
induced Vy9Vd2 T cell degranulation as was deletion of the
BTN3A1 B30.2 domain (Figure 3E). Although the BTN2A1
B30.2 domain does directly bind to pAgs (Rigau et al., 2020), it
is possible that it participates in the formation of an asymmetrical
pocket along with the BTN3A1 B30.2 domain, as shown by Yang
et al. (2019) for BTN3A1 homodimers.

The literature available since 2010 has shown that BTN2A2
has an immune function. First, murine BTN2A2-Fc chimeric
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protein was shown to inhibit the proliferation of CD4* and CD8*
T cells (Smith et al., 2010). In addition, BTN2A2-Fc on activated
murine T cells was able to inhibit TCR signaling and promoted
in vitro generation of CD4*CD25" Foxp3* T cells (Ammann
et al.,, 2013). Later, Sarter et al. (2016) generated Btn2a2-KO
mice and showed that BTN2A2 expression, mainly on antigen-
presenting cells (APCs), might negatively regulate immune func-
tions, presumably T cell functions, which were hypothetically
associated with inhibitory signals controlling T cell anti-tumor re-
sponses. Altogether, these data using different in vitro and in vivo
experimental settings demonstrated the role of BTN2A2 in im-
munomodulation, mainly via T cell regulation in mice. Vy9V32
T cells are not present in rodents (Karunakaran et al., 2014).
Data shown herein demonstrate that BTN2A2 is not required
for Vy9Vd2 T cell function in humans (Figure 3). Whether
BTN2A2 functions outside the Vy9Vd2 T cell compartment
relying on other immune cells remains to be explored. Among
the surprising observations regarding BTN2A2, we found that
BTN2A2 did possess the ability to interact with BTN3A1 (Fig-
ure 6), yet it was unable to elicit Vy9Vd2 T cell degranulation.
Whether BTN2A2 might interfere with BTN3A1/BTN2A1 interac-
tion, compete for it, and thus have an indirect regulatory role on
Vy9Va2 T cells function might be of interest to study in both solid
tumors and infected cells.

Until 2020, our knowledge on BTN2A1 functions did not
involve Vy9V32 T cells, except for our publication in 2014 (Riano
et al., 2014) indicating that genetic elements located in chromo-
some 6 were mandatory for Vy9Vd2 TCR triggering. Most of the
studies analyzing gene polymorphisms and genome-wide asso-
ciation studies (GWASSs) indicated that BTN2A1 could be
involved in multiple human diseases. Without being exhaustive,
several compelling studies have suggested that BTN2A1 gene
polymorphisms might be associated with multiple human dis-
eases, including myocardial infarction, metabolic syndrome, hy-
pertension, dyslipidemia, and hepatitis C (Yamada et al., 2011)
(Ampuero et al., 2015; Fujimaki et al., 2011; Horibe et al., 2011;
Murakata et al., 2014; Oguri et al., 2011). At present, although ev-
idence is available on the involvement of Vy9Va2 T cells in infec-
tious diseases and cancer, their role in other human diseases is
yet to be demonstrated. A careful study of BTN2A1 in these pa-
tient cohorts is important, and our anti-BTN2A1 mAbs could be
valuable tools to provide a better understanding on the role of
BTN2A1. Another consideration is the role of BTN2A1 in other
cells types, including immune cells and somatic tissues.
Currently, data on BTN2A1 protein expression are scarce, and
although we have observed that in cancer patients T cells might
express BTN2A1 (D.O., data not shown), a more comprehensive
analysis of BTN2A1 expression in cancer and other pathologies
is needed.

Our observations with BTN2A1 domain shuffling are consis-
tent with nuclear magnetic resonance (NMR) data from Karuna-
karan et al. (2020) showing direct interaction of BTN2A1-V and
BTN3A1-V domains, together with the knowledge of BTN2A1
interaction with the Vy9 chain TCR, a model can be proposed.
In this model, BTN2A1 would elicit the first contact between
the target cell and Vy9V32 T cells, and drags along BTN3A1 to
the immunological synapse, which in turn would transduce
pAg signals from inside-out of the target cell to be exposed to
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the Vy9V32 T cells, hence activating them. However, in such a
model there are several questions unsolved, including the exis-
tence and identity of the partner for BTN3A1 on the Vy9V32
T cell side. Moreover, Vantourout et al. (2009) showed that
BTN3A2 was also essential for BTN3A1 export to the plasma
membrane, and we found that BTN2A1 can also interact with
BTN3A2 and BTN3AS3. Hence, the actual composition and stoi-
chiometry of BTN2A1- and BTN3A1-containing complexes at
the plasma membrane, as well as the kinetics of the formations
of such complexes during the immunological synapse between
Vy9Vd2 T cells and target cells, remain to be elucidated.

We generated BTN2A1 mAbs displaying variable ability to pre-
vent Vy9Va2 T cell function against various tumor cell lines and
primary leukemias. As was the case for anti-BTN3A 20.1 and
103.2 mAbs, once again mAbs proved to be valuable tools for
addressing the cytotoxic function of Vy9Vd2 T cells. This is an
important observation, since it will help understanding the mech-
anisms of recognition of different cancers, in addition to what we
have already found in leukemias and pancreatic ductal adeno-
carcinoma (PDAC) (Benyamine et al., 2016, 2017). We will be
able to tackle the mechanisms of recognition of cancer cells by
Vy9Vd2 T cells and specifically the role of BTN2A1 in different tu-
mor types. In addition, this will allow us to show whether BTN2A1
is readily present on the tumor cell surface in tissues.

The inhibitory effects of our anti-BTN2A1 mAbs are seen using
either amino bisphosphonate or anti-BTN3A activating mAb.
Hence, inhibitory anti-BTN2A1 mAbs alter these two different im-
mune responses to both intracellular pAgs in tumor cells or direct
triggering with agonistic anti-BTN3A 20.1 mAb. Based on the
recent observations (Rigau et al., 2020), we tested different hy-
potheses. One hypothesis would be that the inhibitory anti-
BTN2A1 mAbs prevent BTN2A1 interaction with the Vy9 chain
and consequently prevent Vy9Va2 T cell activation. To test this
hypothesis, we used soluble recombinant Vy9V32 TCR and as-
sessed the eventual blocking effect of our mAbs on TCR binding
to BTN2A1 at the membrane of BTN2A1-expressing cells. Our
stronger antagonist anti-BTN2A1 mAb prevented Vy9Vd2 TCR
binding. Another mechanism of action has been evoked for
anti-BTN2A1 mAb activity involving the ability to disrupt
BTN3A1/BTN2A1 complexes and consequently interfere with
Vy9V32 T cell activation. Among our seven different anti-
BTN2A1 mAbs, some were able to enhance BTN3A1/BTN2A1
interaction whereas others prevented it. Hence, although we
cannot rule out that modulation of the interaction between
BTN2A1 and BTN3A1 could impact Vy9Vd2 T cell activation,
our data and recent studies indicate that other mechanisms
might be at work. Hitherto, no ligand of BTN3A1 has been iden-
tified, although we have observed low-affinity binders of
BTN3A1-Fc recombinant protein in various cells types (Compte
etal., 2004; Vyborova et al., 2020), including Vy9Va32 T cells (C.1.,
data not shown). We hypothesize that blocking anti-BTN2A1
mAbs might alter the binding of the BTN3A1/BTN2A1 complexes
to a putative BTN3A1 ligand whether linked to the TCR or
to another molecule. Herein, we have discussed the use of inhib-
iting BTN2A1 antibodies in an oncology setting as tools to under-
stand the role of BTN2A1 in the Vy9Vd2 T cell anti-tumor
response. For therapeutic applications, it would be interesting
to investigate these inhibitory BTN2A1 antibodies in an
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autoimmune setting, since Vy9Vd2 T cells have been reported to
be dysregulated is several autoimmune diseases (Bank, 2020).

In summary, we have shown a complex set of interactions be-
tween BTN2A1 and BTN3A molecules, modulated by pAgs and
critical for their exposure to the plasma membrane. We demon-
strated the impact of these interactions on Vy9Va2 T cell cyto-
toxicity against malignant cells, including primary human tumors,
involving BTN2A1 but not BTN2A2. In addition, anti-BTN2A1
mADbs were generated that allowed us to understand the function
of Vy9Va2 T cells and the mechanism of action of their anti-tumor
responses.
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Antibodies

Mouse c-myc 9E10 Invitrogen Cat#MA1-980

anti-GFP antibody Sigma Aldrich Cat#11814460001; RRID:AB_390913
anti-BTN2A mAb (clones 7.48, 7.28, PCT/EP2018/075689 N/A

8.15, 8.16, 4.15, 5.28 and 8.33)
Anti-CD107(a)

Anti-CD107(b)

Rabbit anti-flag

anti-BTN3A1 20.1 mAb

anti-BTN3A1 103.2 mAb

PE Fab’2 Goat anti Human IgG (H+L)
anti-human Fc-HRP

anti-His-HRP

Mouse anti-human CD107a IGG1

Mouse anti-human anti-CD107b IGG1

Cytofix/Cytoperm
Mouse anti-human anti-perforin IGG2B
Mouse anti-human anti-granzyme B IGG1

Mouse anti-human IFNy IGG1
Mouse anti-human TNFa IGG1
Mouse anti-human IGG1

Mouse anti-human CD3 IGG1
Mouse anti-human TCR V32 IGG1

BD biosciences
BD biosciences
Sigma Aldrich

UMR 599 INSERM, Centre de
Recherche en Cancérologie de
Marseille. (Compte et al., 2004)

UMR 599 INSERM, Centre de
Recherche en Cancérologie de
Marseille. (Compte et al., 2004)

Jackson Immunoresearch
Biorad

Biorad

BD BIOSCIENCES

BD BIOSCIENCES

BD BIOSCIENCES
BD BIOSCIENCES
BD BIOSCIENCES

MILTENYI BIOTEC
MILTENYI BIOTEC
MILTENYI BIOTEC
BECKMAN COULTER
BIOLEGEND

Cat#560949; RRID:AB_396134
Cat#555804; RRID:AB_396138
Cat#Millipore F7425; RRID:AB_439687
N/A

N/A

Cat#109-116-088; RRID: AB_2337676
Cat#AHP1323P; RRID AB_877442
Cat#MA1-135; RRID: AB_2610638

Cat# 555800; batch 9311781; clone H4A3;
RRID:AB_396134

Cat# 555804; batch 9207143; clone H4B4;
RRID:AB_396138

Cat# 554714
Cat#563764; clone 3G9; RRID:AB_2738411

Cat# 566996; clone 4B2G4;
RRID:AB_2869996

Cat# 130-113-493; RRID: AB_2733589
Cat# 130-118-974; RRID: AB_2751595
Cat# 130-106-545; RRID: AB_2733683
Cat#B49204; batch 200030; clone UCHT1

Cat#331422; batch B281873; clone B6;
RRID: AB_2687328

Biological samples

Blood samples from healthy volunteers

Blood samples from acute
myeloid leukemia patients

Local Blood Bank-Etablissement Francais
du Sang (EFS)-Marseille-France

Institut Paoli Calmettes, Marseille, France

https://dondesang.efs.sante.fr/

https://www.institutpaolicalmettes.fr/

Chemicals, peptides, and recombinant proteins

Recombinant human IL-2

Zoledronic acid monohydrate

Phorbol 12-myristate 13-acetate
lonomycine

HMBPP

BTN2A1-Fc fusion protein

AF647 labeling kit

DSB-X Biotin Protein Labeling Kit
Recombinant human BTN2A1-His protein

Novartis (Proleukin)
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

R&D Systems
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
R&D Systems

N/A

SML0223; CAS: 165800-06-6
Cat#P8139-1MG
Cat#l0634-1MG

Cat#95098

Cat# 9058-BT

Cat# A20186

Cat# D20655
Cat#9058-BT-050
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Critical commercial assays

LentiX concentrator Takara Bio Cat#631232
Pierce BCA Protein Assay Kit ThermoFisher Scientific Cat# 23225
Protein G chromatography column GE Healthcare Cat#17-0618-01
GolgiStop protein transport inhibitor BD BIOSCIENCES Cat# 554724
CellQuant calibrator kit Biocytex Cat# 7208
Duolink kit PLA Sigma Aldrich Cat# DU0O92007
Mouse IL-2 ELISA kit Invitrogen Cat#88-7024-88
CellTrace Violet Invitrogen Cat#C34557
CellEvent Caspase-3/7 Reagent green Invitrogen Cat#C10423

Protein A chromatography column
Cell Proliferation Dye eFluor 670
CellEvent caspase —3/7 Green

GE Healthcare
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

GE17-0402-01
Cat# 65-0840-90
Cat# C10423

Experimental models: Cell lines

HL-60 (promyelocytic leukemia)

Raji (Burkitt’s lymphoma)

Daudi (B lymphoblast)

K562 (chronic myelogenous leukemia)
HCT116 (colorectal carcinoma)

PC83 (prostate adenocarcinoma)
Panc-1 (pancreas adenocarcinoma)
MDA-MB-231 (breast carcinoma)
HEK293T (human embryonic kidney)
A549 (lung adenocarcinoma)

Mouse fibroblast cell line NIH 3T3

53/4 hybridoma cells expressing
the human Vy9Vs2 TCR

ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
INSERM UMR 599, UniversitédelaMé

diterrané e, Cancer and Immunology Institute

of Marseille, IFR 137, Marseille, France
INSERM UMR 599, UniversitédelaMé
diterrané e, Cancer and Immunology
Institute of Marseille, IFR 137, Marseille,
France (Starick et al., 2017)

ATCC® CCL-240
ATCC® CCL-86
ATCC® CCL-213
ATCC® CCL-243
ATCC® CCL-247
ATCC® CRL-1435
ATCC® CRL-1469
ATCC® HTB-26
ATCC® CRL-1573
ATCC® CCL-185
ATCC® CRL-1658
N/A

HEK293T BTN2AKO This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO/BTN3AKO This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO +2A1 This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO +2A2 This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO/BTN3AKO +2A1 This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO/BTN3AKO +3A1 This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO/BTN3AKO +3A2 This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO/BTN3AKO +3A3 This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO/BTN3AKO +2A1+3A1 This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO/BTN3AKO +2A1+3A2 This manuscript N/A
HEK293T BTN2AKO/BTN3AKO +2A1+3A3 This manuscript N/A
Ishikawa endometrial adenocarcinoma cell line Dr. J. Downward laboratory at N/A
the Francis Crick Institute
Chinese hamster ovary cells ECACC 85050302
Recombinant Vy9V32 TCR (clone G115,) with This manuscript N/A

a C-terminal Fc-tag on the Vy9 chain
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Oligonucleotides

TagManAssay_BTN3A1 Probe
TagManAssay_BTN3A2 Probe
TagManAssay_BTN3A3 Probe
TagManAssay_TBP Probe

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

Hs01063368_m1
Hs00389328_m1
Hs00757230_m1
Hs00427620_m1

Recombinant DNA

lentiCRISPR-v2 vector
pMD2.G expression vector
psPAX2 expression vector

Addgene
Addgene
Addgene

RRID: Addgene_52961
RRID: Addgene_12259
RRID: Addgene_12260

pLV-EF1a-puro vector Custom DNA Constructs N/A

BTN2A guide 44 lentiviral vector (BTN2A1/A2 This manuscript N/A

(exon3) specific sgRNA CACCGACA

GTGTGGAGGGACCCCTA

pcDNA3.1_eCFP-eYFP (eCFP-YFP fusion Custom, GeneArt N/A

cloned BamH1/Not1 into pcDNA3.1-Zeo)

pcDNAB.1_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_eYFP Custom, GeneArt N/A
pLV-BTN2A1-myc Custom, GeneArt N/A
pcDNASB.1_BTN3A1_link_eYFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN3A1_link_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN3A1_link_eGFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1-BTN3A1_DeltaB30.2_YFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN3A2_link_eYFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN3A2_link_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN3A3_link_eYFP Custom, GeneArt N/A
pcDNA3.1_BTN3A3_link_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN2A1_link_eYFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN2A1_link_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAB.1_BTN2A1_deltaB30.2_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNA3.1_BTN2A1_JTM-BTLA_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN2A1_EC-BTLA_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNA3.1_BTN2A1_JTM-BTLA_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN2A2_link_eYFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN2A2_link_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN2A1_JTM-BTN2A2_eCFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAB.1_BTN2A2_deltaB30.2_eYFP Custom, GeneArt N/A
pcDNA3.1_BTN2A2_JTM-BTLA_eYFP Custom, GeneArt N/A
pcDNA3.1_BTN2A2_JTM-BTN2A1_eYFP Custom, GeneArt N/A
pcDNAS.1_BTN2A2_JTM-BTLA_eYFP Custom, GeneArt N/A
pcDNA3.1_BTN2A2_EC-BTLA_eYFP Custom, GeneArt N/A
pLV-BTN2A1-wt (BTN2A1 optimized from ... Custom, GeneArt N/A
pLV-BTN2A2-wt Custom, GeneArt N/A
pLenti_BTN3A1-MycDDK Origene RC216344L3
pLenti_BTN3A2-MycDDK Origene RC201183L3
pLenti_BTN3A3-MycDDK Origene RC220673
Software and algorithms

FlowJo 10.5.3 software FlowJo LLC https://www.flowjo.com/solutions/flowjo
ImageJ ImagedJ https://imagej.net/
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GraphPad Prism 8.0.1 GraphPad Inc https://www.graphpad.com/
scientific-software/prism/

Other

Turbofect reagent ThermoFisher Scientific Cat#R0531

TagMan Fast Advanced Master Mix ThermoFisher Scientific 4444557

Hoechst 33342 ThermoFisher Scientific Cat#H3570

LIVE/DEAD fixable aqua dead cell stain ThermoFisher Scientific Cat# L34966

RESOURCE AVAILABILITY

Lead contact
Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead contact, Carla
Cano (carla.cano@imcheck.fr)

Materials availability
All anti-BTN2A antibodies generated in this study are available from the Lead Contact with a completed Materials Transfer
Agreement.

Data and code availability

o All data reported in this paper will be shared by the lead contact upon request.
® This study did not generate any unique code.
® Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is available from the lead contact upon request

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Cell lines

HL-60 (promyelocytic leukemia), Raiji (Burkitt’s lymphoma), Daudi (B lymphoblast) and K562 (chronic myelogenous leukemia) cells
were cultured in RPMI 1640 Glutamax medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 1% Na-Pyruvate. HCT116
(colorectal carcinoma) were cultured in McCoy’s medium supplemented with 10% FBS, 1% Na-Pyruvate. PC3 (prostate adenocar-
cinoma), Panc-1 (pancreas adenocarcinoma), MDA-MB-231 (breast carcinoma), HEK293T (human embryonic kidney) and its deriv-
atives were cultured in DMEM Glutamax medium supplemented with 10% FBS, 1% Na-Pyruvate. A549 (lung adenocarcinoma) cells
were cultured in Ham’s F12/Kaighn’s 10% FCS, 1% Na-Pyruvate. The Ishikawa endometrial adenocarcinoma cell line was kindly
provided by Dr. J. Downward laboratory at the Francis Crick Institute and cultured according to their recommendations. 53/4 hybrid-
oma cells expressing the human Vy9V32 TCR were kindly provided by the research group of Professor Dr. Thomas Herrmann- Insti-
tute of Virology and Immunobiology- University of Wiirzburg and prepared as previously described (Starick et al., 2017).

Primary cell cultures
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained by centrifugation on density gradient (Eurobio) of whole blood from
healthy volunteers (HV) provided by the local Blood Bank (Etablissement Francais du Sang (EFS)).

Heparinized blood from 12 acute myeloid leukemia (AML) patients (8 men and 4 women) were obtained from the Department of
Hematology (Pl Pr. N. Vey, Institut Paoli Calmettes, Marseille, France). The patient’s age ranged between 31 and 90 years (mean
age + SD: 58,8 + 16,7 years). Under the French-American-British (FAB) classification patients belonged to subtypes M1 to M6 as
follows: 3 patients to subtype M1, one patient to subtype M2, 3 patients to subtype M4, 4 patients to subtype M5 and one patient
to subtype M6. Written informed consent was obtained from all donors in accordance with the Declaration of Helsinki, and the
research was approved by the local institutional review boards of the Institut Paoli Calmettes (N° ID IPC1996).

All cell culture media were obtained from Life Technologies.

METHOD DETAILS
Lentiviral transduction and CRISPR-Cas9-mediated BTN2A knockout

For generation of lentiviral particles, HEK293T cells were transfected with pMD2.G, psPAX2 and pLV lentiviral expression vector,
which was either empty or encoding the indicated gene of interest, using TurboFect reagent (ThermoFisher) according to
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manufacturer’s instructions. Transfection medium was replaced by OptiMEM™ (ThermoFisher) after 24h. Culture supernatant
containing lentiviral particles was collected after 24 hr and 48 hr, and concentrated LentiX concentrator (Takara) following man-
ufacturer’s instructions. For HEK-BTN2A overexpressing transductants, wild-type human BTN2A1 or BTN2A2 were cloned into
pLV-EF1a-puro vector using BamHI/Sall restriction sites. For all transductions, HEK293T cells were seeded in 12-wells plates
(2.5x10° cells/well), and 25 L of concentrated lentiviral particles were added to the culture. After 24 hr, cells were washed twice
in complete medium, and cultured in their regular culture medium for 48 hr. For BTN2A gene inactivation, optimized CRISPR target
sequences targeting both BTN2A isoforms (guide 44, sequence available upon request) were cloned into the lentiCRISPR-v2 vec-
tor (Addgene #52961). BTN2AKO cells were obtained by transduction of the indicated cell lines with the above-mentioned lentiviral
guide 44 vector. BTN2AKO/3AKO HEK293T cells were obtained by transducing HEK293T BTN3AKO (described in Blazquez et al.
manuscript in preparation) with BTN2A guide 44 lentiviral vector. For selection of HEK293T transductants, 1 ng/mL puromycin was
added to the culture medium.

Co-immunoprecipitation and immunoblot analysis

BTN2AKO/BTN3AKO HEK293T cells were co-transfected with with pcDNA3-Zeo vectors encoding BTN3A1-GFP, BTN2A1-myc or
BTN3A1-GFP + BTN2A1-myc using Lipofectamine 2000 from Thermofisher® in OptiMEM medium from GIBCO® according to man-
ufacturer’s instructions. After 48 hr, cells were lysed in 50mM Tris 1M pH 7.4, 150mM NaCl,5mM EDTA, 1% NP-40, 1%, containing
protease inhibitors cocktail (MERCK®). After centrifugation 10 min at 13.000 rpm at 4°C, protein content in lysate supernatants were
quantified using Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher). Samples were brought to a concentration of 1 ug/uL in lysis buffer, and
then incubated with the indicated antibodies overnight at 4°C. Next day, immunocomplexes were captured on protein G (GE Health-
care) for 45 minutes on rotary shaker at 4°C. Beads were washed five times in lysis buffer, and proteins were eluted in 4 X laemmli
buffer (Biorad) with B-Mercaptoethanol (Euromedex) for 5 minutes at 95°C and on an 4%-15% SDS-PAGE (Biorad), before Western
Bloting with the indicated mAbs. Mouse c-myc 9E10 was from Invitrogen® and anti-GFP antibody from ROCHE®. Whole cell lysates
(input) were used to check for transfection efficiency.

Functional assay on Vy9V32 T cells

Purified Vy9Vd2 T cells from expanded healthy volunteers PBMCs (in presence of 1 ng/mL zoledronate, 200 Ul/mL rhIL-2 for 12-
14 days) and cultured overnight in rhIL-2 (200 Ul/mL) prior to stimulation. Then, Vy9V32 T cells were co-cultured at 37°C with the
indicated target cell lines (effector: target (E:T) ratio 1:1) with or without 10 ng/mL purified anti-BTN2A1 mAb or 1 or 10 png/mL
20.1, or Zoledronate (10 uM), as indicated. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, 20 ng/mL) with ionomycine (1 pg/mL) were
used as positive control for Vy9Vs2 T cell activation. Vy9Vd2 T cell degranulation was assessed after 4 hr incubation in presence
of GolgiStop (BD Biosciences) and soluble CD107(a+b)-FITC. For assessment of perforin/granzyme B release, experiment was per-
formed in the absence of GolgiStop. After 4 hr, cells were collected, fixed in PBS 2% paraformaldehyde and analyzed on a CytoFlex
LX (Beckman Coulter) using FlowJo 10.5.3 software (FlowJo). Degranulation was determined by the percentage of CD107ab + cells
among V32 T cells (defined as CD3+ PanydTCR+).

Quantification of BTN2A and BTN3A expression at the plasma membrane

The number of BTN2A and BTN3A molecules displayed at the plasma membrane of the indicated cells was assessed using the Cell-
Quant calibrator kit (Biocytex) according to manufacturer’s instructions. Briefly, cells were stained with primary antibodies (10 pg/mL
or as indicated otherwise) for 30 min at 4°C, with or without permeabilization using CytoFix/Cytoperm kit according to manufacturer’s
instructions (BD Biosciences), then staining was detected using PE-conjugated goat anti-mouse probe (Jackson Immunoresearch),
which was previously incubated with CellQuant beads. Cells were fixed using Cytofix (BD Bioscience) and analyzed by flow cytom-
etry (Cytoflex S, Beckman Coulter). Bead counts were analyzed by linear regression to obtain a calibration curve, depicting mean
fluorescence intensity (MFI) correlation to the number of molecules displayed at the plasma membrane. Ratio between extracel-
lular/intracellular number of molecules was calculated as an indicator of plasma membrane export. For evaluating the eventual cor-
relation between BTN expression in target cells and Vy9Va2 T cell degranulation, BTN quantification and degranulation assays were
run simultaneously. Results were analyzed with linear regression between the percentage of CD107ab+ cells and the number of BTN
molecules. Pearson correlation test was calculated for each graph. To merge results from two independent experiments, K562 cells
were assessed twice and used as « reference cell line » for normalization (results for K562 cells were considered equal to 1). Then,
results for each cell line was compared to K562 using « Cell / K562 value ».

Fluorescence resonance energy transfer (FRET) experiments

For eCFP or eYFP constructs, cDNA was synthesized (GeneArt) and cloned into pCDN3.1-Zeo+ backbone (Invitrogen™). A 39 aa
linker was included between BTN3A/2A C-terminal end and -eXFP molecule in order to provide with flexibility and not interfere
with molecule function. The reference sequence for BTN3A1 was the NM_007048, for BTN3A2, the reference coding sequence
was the NM_001197246 and NM_006994 for BTN3AS3. For BTN2A1 and BTN2A2, the reference sequences were NM_007049.5
and NM_006995.5 respectively. eCFP-eYFP fusion protein sequences (€CFP linked to eYFP by a 14 aa linker) were kindly provided
by Pascal Schneider and Cristian Smulski (Lausanne; Switzerland). HEK293T cells were transiently transfected with eCFP and eYFP
fusion proteins using lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen™) according to manufacturer’s instruction and analyzed by Flow
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Cytometry 20-24 h post-transfection using a MacsQuant VYB Analyzer (Miltenyi™) or CytoFLEX (Beckman Coulter). eYFP signal was
recorded using the 488 nm laser with a 525/50 filter, eCFP signal was recorded using the 405 nm laser with a 450/50 filter and FRET
signal was recorded using the 405 nm laser with a 525/50 filter. Careful removal of background signals in the FRET channel is
achieved using a FRET gate whose shape is function of the eYFP to eCFP ratio. Co-transfection of equal amounts of eCFP and
eYFP is used to establish the background FRET levels whereas transfection of an eCFP—-eYFP fusion protein serves to define
FRET-positive cells according to Banning et al. (Banning et al., 2010). Signals obtained in the FRET channel with the experimental
sample can, therefore, only be interpreted as bona fide FRET for cells expressing equal amount of the eYFP- and eCFP-fusion part-
ners (i.e., for cells falling into gate of ratio 1:1). To achieve this, for each combination tested, plasmid DNA were titrated in order to
determine the DNA quantity leading to 1:1 protein expression. For shuffling experiments, reference wild-type sequences of
BTN2A1, BTN2A2 and BTN3A1 cDNAs were analyzed using InterProScan protein analysis tool (EMBL-EBI, UK) in order to identify
the B30.2, transmembrane (TM) and ectodomain (EC) of each protein. Juxtamembrane (JTM) region was defined as the sequence
between the end of the TM region and the DVVLD, which was considered as the equivalent of the DVILD motif in BTN3A1(Peigné
et al., 2017). In all shuffled constructs but the DB30.2 (in which the whole B30.2 domain was deleted), the indicated domains
were replaced by their equivalent in the BTLA cDNA. All BTN2A1 shuffled constructs contained a C-terminal linker followed by
eCFP, whereas all BTN2A2 and BTN3A1 shuffled constructs bared C-terminal linker followed by eYFP. Sequences are available
upon request. For assessment of the impact of anti-BTN2A mAbs on BTN2A1/BTN3A1 complex, cells were transfected concomi-
tantly with BTN2A1-eCFP and BTN3A1-eYFP and treated with cycloheximide (10 pg/mL, Sigma) and bafilomycin A1 (0.1 uM, Inviv-
ogen) for 6 hr, then incubated with the indicated concentrations of anti-BTN2A and anti-BTN3A mAbs.

Proximity ligation assay (PLA)

HEK293T cells were co-transfected with plasmids encoding BTN2A1-myc and BTN3A1-flag using the JetPEI (Polyplus, lllkirch,
France). After 36h, cells were plated on Ibidi® p-Slide 8 well previously coated with human fibronectin (MerkTM, Darmstadt, Ger-
many). Cells were then treated with 30 pM zoledronate overnight. Cells were fixed in 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA) for 10 minutes at RT, then permeabilized using permeabilization buffer (eBioscience). BTN2A1 and
BTN3A1 were labeled with a mouse anti-myc (eBioscience, clone 9E10) and a rabbit anti-flag (Abcam), respectively. PLA was per-
formed by using the Duolink kit according to manufacturer’s instructions (Sigma), using the MINUS Mouse and PLUS Rabbit com-
ponents. PLA signals were then revealed using Duolink in situ detection reagents orange. Hoechst 33342 (ThermoFisher) was added
to the wells to stain nuclei. Imaging was performed with a Nikon A1, 60x objective, N.A 1.4 (Nikon®, Minato-ku, Tokyo, Japan) and
their analysis was performed with Imaged software as follow: nuclei and PLA signal spots were counted per image using the spot
detector function. The number of PLA signal spots / number of nuclei was calculated for each image.

Murine Vy9V32 TCR reporter assays

Vy9V3d2 TCR (MOP) expressing 53/4 hybridoma cells were generated as reported earlier (Li et al., 2009; Starick et al., 2017). For
assessment of the ability BTN2A isoforms to allow Vy9Vd2 TCR responsiveness in a fully murine setting, the mouse fibroblast cell
line NIH 3T3 was transiently transfected with the indicated eCFP and eYFP fusion BTN3A and BTN2A isoforms using Lipofectamine
LTX & PLUS Reagent kit (Invitrogen™) according to manufacturer’s instructions. After 24 hr, 10° transfected cells were analyzed by
flow cytometry for BTN3A and BTN2A expression. Then, 5x10* transfected NIH 3T3 cells were co-cultured with 5x10% 53/4 Vy9V52
TCR MOP reporter cells overnight, in presence of indicated stimuli (10 uM HMBPP, 10 ng/mL 20.1 or 103.2 mAb). In all experiments,
Raji cells co-cultured with 53/4 hybridoma cells expressing the human MOP Vy9V32 TCR in presence of 10pM HMBPP, 10 uM or
100 uM Zoledronate were used as positive control (data not shown). 53/4 Vy9Vd2 TCR MOP reporter cells activation was measured
by quantitation of mouse IL-2 secreted in co-culture supernatants by ELISA (Invitrogen #88-7024-88) as per manufacturer’s protocol.

Anti-BTN2A1 mAb generation

Mouse anti-human BTN2A1 antibodies were generated by mouse immunization using recombinant human BTN2A1-Fc fusion protein
(R&D Systems). Mice were bled after 21 days and mice displaying the highest BTN2A1-specific antibodies titer were euthanized.
Splenic B cells were isolated via positive selection and underwent PEG-induced fusion to myeloma cells for hybridoma generation
and cloned in HAT. Anti-BTN2A1 clones 7.48, 7.28, 8.15, 8.16, 4.15, 5.28 and 8.33 were described in patent PCT/EP2018/075689. VH
and VL sequences of 8.15 and 8.16 were identical (data not shown).

Vy9Vd2 T cell cytotoxic activity using the Ishikawa spheroid model

To form spheroids, 3x104 Ishikawa cells were plated in low-attachment U-bottom plates (Costar) in cell culture media containing
10% Fetal Bovine Serum (FBS). Cells were incubated for 7 days at 37°C and 5% CO,. Spheroids were then used for functional assay.
To discriminate expanded Vy9Va2 T cells from Ishikawa cells, Vy9Vd2 T cells from 4 different donors were stained using CellTrace
Violet (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. 2x10* Vy9Va2 T cells were added to the spheroid culture following
different conditions: spheroids alone, 3T cells, 3T cells + IgG1 isotype (10 ng/mL), 3T cells + anti-BTN3A1 20.1 mAb (10 pg/mL),
3T cells + anti-BTN2A1 7.48 mAb (10 ng/mL) or 3T cells + 20.1 + 7.48 mAbs. Spheroids and Vy9V32 T cells were co-cultured over-
night in the presence of CellEvent Caspase-3/7 Reagent green (4 uM), a dye labeling apoptotic cells. Spheroids and Vy9Va2 T cells
were then dissociated by pipetting to obtain a suspension of cells. Caspase 3/7 positivity was then assessed by flow cytometry
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(FACS Canto Il, Becton Dickinson, FACS Diva software), analyzed using FlowJo X software, and plotted using the GraphPad Prism
software. Spheroids alone were used to assess the percentage of apoptotic cells in normal conditions and were used to normalize the
results obtained in presence of Vy9V32 T cells. For Vy9Vd2 T cell perforin and granzyme-B staining, 15x1 0* expanded Vy9Va2 T cells
were co-cultured with one spheroid following the conditions described above. Vy9V32 T cells were resuspended and washed in PBS,
strained over a 40 uM filter and stained for FACS for 20 min at 4°C in the dark. Antibodies used were FITC-conjugated anti-human
TCRg/d (REA591, Miltenyi Biotec), BV421 anti- human CD3 (SK7, BD Biosciences) for extracellular staining and a viability marker
(LIVE/DEAD Aqua, Life Technologies). After a Fixation/permeabilization for 20 at 4°C using Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences)
and washes in Permwash buffer (BD Bioscience), Vy9Vd2 T cells were stained intracellularly for 20 min at 4°C in the dark. Antibodies
used were PE-conjugated anti-Human Perforin (3G9, BD Biosciences) and PECF594 conjugated anti-human Granzyme-B (GB11, BD
Biosciences) for intra-cellular staining. Samples were assessed using FACS LSR2 (Becton Dickinson), analyzed using FlowJo X soft-
ware, and plotted using the GraphPad Prism software.

Recombinant Vy9V32 TCR production and competitive binding assay

A recombinant Vy9V32 TCR (clone G115) (Allison et al., 2001) with a C-terminal Fc-tag on the Vy9 chain was produced in CHO cells,
then purified using protein A column chromatography followed by buffer-exchange into PBS, then conjugated to AF647 fluorochrome
(Thermofisher) following manufacturer’s instructions. In some experiments Vy9V32 TCR-Fc were biotinylated using protein labeling
kit following manufacturer’s instructions (Thermofisher). Biotinylated proteins were then tetramerized with streptavidin-APC (Bio-
legend) at 4:1 molar ratio by adding the streptavidin over 10 times intervals to maximize tetramer formation. Cells were incubated
with human Fc Block (Miltenyi Biotec) and then saturated with anti-BTN2A1 mAbs or isotype control (10 ug/mL) for 1 hr at 4°C. Cells
were then washed and stained with the indicated concentrations of recombinant Vy9V32 TCR-Fc-AF647 or tetrameric Vy9Vs2 TCR-
Fc at 10 ng/ml for 1 additional hour. After new wash, AF647 mean fluorescence intensity (MFI) was assessed by flow cytometry. For
ELISA assay, recombinant human BTN2A1-His protein (R&D Systems) was coated (1 pg/mL) overnight at 4°C in Maxisorb 96-well
plates (Nunc). Wells were washed 3-times in PBS, then saturated for 2h at RT in PBS-BSA 5%, and for 1 h at RT with the indicated
anti-BTN2A mAbs or mouse IgG1 (2 ng/mL). Wells were washed 3-times before incubation with the indicated concentrations of
Vy9Vd2 TCR-Fc for 1 h at RT, and further 3 washes in PBS. Vy9V32 TCR-Fc binding was revealed with anti-human Fc-HRP (Thermo-
fisher) with TMB substrate. For coating control, an anti-His-HRP (Biorad) was used.

Assessments of antibody affinity toward BTN2A1

Antibody affinity toward BTN2A1 protein was conducted at using Biolayer Interferometry (BLI) technology on Octet Red96 platform
(Fortebio/PALL). Recombinant human BTN2A1-His protein was used as analytes, and anti-murine Fc AMC Sensors (Fortebio/PALL).
For affinity assessments, the antibody of interest was diluted in kinetic Buffer (1X, ForteBio/PALL) and loaded on the sensor with a
loading target level of around 1 nm. Experiments were conducted at +30°C under shaking conditions (1000 rpm). A standard 5 steps
protocol was used: (i)loading step: capture of the antibody (ligand) on the sensors, (ii) equilibration step (Baseline) in kinetics buffer
10X, (iii) association step: dipping of sensors into the analyte, (iv) dissociation step: dipping of sensors into Kinetics Buffer 10X, and (v)
regeneration. For the first run, the standard working concentration ranged from 200 nM to 3.125 nM with 2 dilution. When necessary,
for the second run, working concentrations were adjusted (from 80 nM to 1.25 nM).

Epitope binning assays

Epitope binning assays were also conducted using the same BLI platform. All antibodies were diluted at a concentration of 10 pg/mL
in Kinetic buffer (Fortebio/PALL) and were tested in a pairwise combinatorial manner against their target (BTN2A1). The « in-tandem »
format was used for this assay. Before proceeding to binning experiment on BTN2A1 antigen, antigen binding to the antibodies was
confirmed following the capture on HIS1K biosensors. For this kinetic screening, the loading of BTN2A1 on HIS1K (signal intensity: 1
nm) was followed by an association step for 3 min, then by a dissociation step of 3 min. Then, the antigen (BTN2A1-His) was immo-
bilized on the biosensor (anti-Penta-His HIS1K biosensor #18-0038, Fortebio/PALL) and presented to the 2 competing antibodies in
consecutive steps, as follows: baseline, antigen capture, baseline, saturating antibody, baseline, competing antibody, regeneration.

Quantitative PCR

Relative BTN3A1, BTN3A2 and BTN3A3 expression in HEK BTN2AKO cells and derived transductants were measured by quantita-
tive real-time PCR using Fast Advanced TagMan Master Mix and TagMan™ probes (ThermoFisher Scientific), according to the man-
ufacturer’s protocol (ThermoFisher Scientific). TBP housekeeping gene was assessed for normalization. The gPCR was performed
on QuantStudio 5 Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific) analyzed with QuantStudio 5 Real-Time PCR Software.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

All statistics and graphs were calculated and depicted using GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad, Inc). See figure legends for details on
statistical tests.
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LT Vy9VO2 et immunothérapies

Les LT Vy9V62 font partie des cellules dites de I'immunité transitionnelle et possedent
ainsi des caractéristiques de I'immunité Innée et de I'immunité adaptative. Le partage de ces
deux facettes leurs conférent des fonctions particuliéerement intéressantes pour défendre
I'organisme face au développement de tumeurs (Deng J. et Yin H., 2022). Plusieurs
immunothérapies tant actives que passives ont été testées lors d’essais cliniques impliquant
des LT y6 depuis maintenant une vingtaine d’années (pour une revue récente listant ces essais,
voir Sebestyen Z. et al., 2020). Les résultats obtenus, bien qu’encourageants, n’ont pas été a la

hauteur des attentes escomptées et restent insuffisants.

On note toutefois que les essais conduits jusqu’a lors reposent majoritairement soit sur

I'injection de molécules activatrices, soit sur le transfert de cellules autologues apres
amplification ex vivo (Hoeres T. et al., 2018). Or, sachant que la reconnaissance des LT Vy9V62
est indépendante des molécules du CMH, le risque de GVHD n’est pas un frein et des transferts
de LT Vy9Vo2 allogéniques sont envisageables. Ainsi, la création d’une banque de LT Vy9V&2
issus de différents donneurs sains est envisageable et permettrait de disposer d’une grande
quantité de cellules saines prétes a étre utilisées. En effet, un transfert autologue suggere
I"utilisation de cellules que I'on peut supposer non optimales voire affaiblies, dépendamment
de I'état du patient et des potentiels traitements recus en amont. Un transfert allogénique de
LT Vy9V42 permettrait de dépasser cette complication.
Bien s(r, il faut prendre en compte que le risque de rejet du greffon n’est pas inexistant.
Cependant, I'élaboration de ce type de banque de LT Vy9V&2 permettrait la création de
« divisions » en fonctions des haplotypes de CMH les plus courants, ce qui limiterait le risque
de rejet. Le role des ligands KIR dans les rejets de greffe étant de plus en plus démontré, il
semblerait intéressant d’inclure aussi ce phénotypage (Dhuyser A. et al., 2022 ; Kawahara Y. et
al., 2022). Une premiere étude de cas démontre la faisabilité et les bons résultats obtenus grace
a untransfert adoptif de LT Vy9Vd2 allogéniques chez un patient atteint de cholangiocarcinome
(Alnaggar M. et al., 2019).

Aussi, la création d'une banque de LT Vy9V82 permettrait de les modifier
génétiguement afin d’améliorer leur arsenal pour combattre les tumeurs solides. Certains
évaluent par exemple I'efficacité de CAR-T porté par des LT y& pour améliorer leurs réactivité
(Johannal. et al,, 2021 ; Nashimoto KP., et al., 2022).

Toutefois, la plus grande faiblesse des LT Vy9V2 pour combattre les tumeurs solides reste leur

propre nature : celle d’étre circulant. Cette population n’est tout simplement pas équipée
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génétiguement parlant pour résider au sein d’un tissu. Il est alors tres intéressant de
s'intéresser au programme génétique conduisant a la résidence de population spécifique au
sein des tissus. L’identification du, ou plus probablement, des facteurs de transcription
responsable pour la résidence au sein des tissus permettrait d’induire et d’activer ces facteurs
dans des LT Vy9V&62 (Rafia C. et al, 2020). Tres récemment, une équipe a réussi a caractériser
et induire un programme de résidence tissulaire dans des LT Vy9V62 dans le contexte

d’hépatocarcinome (Zakeri N. et al., 2022), prouvant ainsi |a faisabilité et I'intérét de cette idée.

Dans un second temps, d’autres approches commencent a voir le jour dans le but de
faciliter la pénétration des LT y& du patient dans la tumeur. Ces immunothérapies actives se
basent notamment sur "utilisation d’anticorps, bispécifiques ou non, activateurs ou inhibiteurs.
En effet, des anticorps bispécifiques engageant les LT (BiTEs) dirigés contre le CD3 et un
antigéne de tumeur ont été développés et présentent une certaine efficacité clinique (Horn L.
et al., 2017 ; Kantarjian H. et al., 2017 ; Robinson H. et al., 2018 ; Einsele H. et al., 2020). Plus
récemment, des BiTEs dirigés contre le TCR des LT Vy9V62 et le récepteur du facteur de
croissance EGFR ont été développé dans le but de recruter ces effecteurs au site tumoral et de
les activer (de Bruin R., et al., 2017). Une entreprise spécialisée dans le développement de
bispécifiques activateurs des LT Vy9V82 a d’ailleurs été créée pour donner suite a ces résultats
encourageants, et deux essais cliniques sont en cours (NCT04887259 débuté en 2021 et
NCT05369000 débuté en 2022).

Comme mentionné dans ce manuscrit, un premier anticorps activateur des LT Vy9V§2
est en cours de test (De Gassart A., et al., 2021 ; NCT04243499). Celui-ci semble prometteur
puisque lors de ces premiers tests, aucune toxicité n’a été observée et une certaine efficacité
a déja pu étre observée. Notamment, lors d’un essai de combinaison avec un anticorps anti-
PD1, un patient atteint de mélanome métastatique présentait une métastase cérébrale qui a
entierement disparu apres traitement et de facon stable pour le moment. Précédemment,
I"utilisation d’un anticorps anti-CTLA4 chez des patients atteints de mélanome avait pu mettre
en évidence qu’un tel traitement permettait 'augmentation de la proportion de LT Vy9V62 au
site de la tumeur, mais pas des LT y& non V82* (Wistuba-Hamprecht K. et al., 2016). Ceci nous
permet de supposer que les LT Vb2* et V62  présentent des mécanismes de régulations
différents, et ne sont donc pas sensibles de la méme maniére au anticorps anti-ICP. Ainsi, une
combinaison entre un anticorps anti-ICP et un anticorps activateur des LT Vy9V62 semble étre

une idée pertinente et efficace.
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Précédemment envisagé uniquement dans le contréle des populations de LT af,
I"utilisation d’anticorps anti-ICP semble alors trés intéressante aussi sur des populations y§, tant
pour faciliter I'activation des LT Vy9V82 que pour inhiber les LT V81 pro-tumoraux. Une
entreprise s’attele justement au développement d’un anticorps dirigé contre les LT V61 pro-
tumoraux et bien que l'étude soit encore préclinique, il sera intéressant de suivre le

développement de ce type de molécules (PureTech, News release avril 2021).

Les résultats obtenus par ces diverses immunothérapies impliquant les LT Vy9V82 sont
trés encourageants mais non suffisants pour les patients. En effet, une limitation des effets
observés chez les patients comparés a ceux attendus peut — en partie — venir du fait que les
études menées en laboratoire reposent sur l'utilisation de LT Vy9V82 issus de donneurs sains.
Chez un patient atteint de cancer, on peut facilement envisager que le systeme immunitaire ne
soit pas dans la plus grande forme. Aussi, on ne peut négliger I'impact du microenvironnement
tumoral immunosuppresseur sur des populations probablement déja affaibli. Une meilleure
compréhension de ces environnements et de leurs effets est indispensable pour I'amélioration

des immunothérapies futures.

Par conséquent, envisager des combinaisons diverses de ces immunothérapies pourrait
permettre d’atteindre plus facilement des réponses complétes. La création d’une banque de
LT Vy9V62 allogéniques modifié ou non, permettrait dans un premier temps de disposer
d’effecteurs puissants. Ensuite, et surtout de facon personnalisable, I'addition de molécules
thérapeutiques telles qu’un anticorps activateur, une cytokine ou encore un anticorps

suppresseur des populations pro-tumorales faciliterait leur action.
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Butyrophilines et synapse des LT Vy9Vb2

Lors de ce travail de thése, nous avons pu fournir les premiéeres images permettant de
visualiser les synapses formées par les LT Vy9V82. Le fait que cette population utilise tant un
TCR que des récepteurs NK rend cette formation particulierement intéressante. En effet, il
semblerait que les LT Vy9Vd2 soient capables de former des synapses multicentriques en
I"absence de signal TCR fort. Celles-ci sont fonctionnelles et permettent la dégranulation des LT
Vy9V62. Ceci est en accord avec la littérature puisqu’une activation TCR-indépendante et
NKG2D-dépendante des LT Vy9V82 avaient pu étre mise en évidence (Qin G. et al., 2009).

Toutefois, I'activation antigénique des LT Vy9V562 reste un mécanisme complexe dont
qguelques points restent a élucider. Alors que l'identification de I'implication des pAgs a été mise
en évidence dés les années 90s (Tanaka Y. et al., 1994), et celle de BTN3A1 au début des années
2010 (Harly C. et al., 2012), les recherches continuent pour identifier les pieces manquantes.
Récemment l'identification de BTN2A1 comme ligand du TCR Vy9V&2 a permis une nouvelle
avancée vers la résolution complete de ce mécanisme (Karunakaran MM. et al., 2020 ; Rigau
M. et al., 2020). Ces équipes ont alors proposé un mécanisme d’activation antigénique dans
lequel BTN2A1 et BTN3A1l forment des hétéromeéres qui, en présence de pAg sont alors
capables de lier le TCR Vy9V&2 et d’induire une activation des lymphocytes, potentiellement
grace a un recrutement d’un ligand putatif des CDR du TCR encore inconnu aujourd’hui.
Cependant, cela ne correspond pas entiérement a ce que nous avons pu observer lors de cette

étude.

Lors de ce travail de these, nous avons pu mettre en évidence que la liaison de BTN2A1
avec le TCR des LT Vy9Vd2 ainsi que l'initiation de la formation de la synapse immunologique,
ne nécessite pas la présence de pAg ni celle de BTN3A1. En I'absence de BTN2A1, BTN3A1 n'est
pas suffisant pour induire la formation d’une synapse fonctionnelle, ce qui permet de confirmer
une nouvelle fois la non-liaison entre BTN3A1 et le TCR Vy9V562 puisque la signalisation du TCR
est moteur de l'initiation d’une SI. Toutefois, on a pu observer la formation de cluster de
BTN3A1 au sein des SLB et proches du TCR, mais non colocalisés. Ceci suggére la présence d’un
récepteur spécifique a la surface des LT Vy9Vd2 restant en proximité des TCR, et ainsi la
possibilité que BTN3A1 agisse en corécepteur primordial. Aussi, I'ajout de BTN3A1 dans un
systeme minimaliste comme les SLB potentialise le relargage de perforine, sans pour autant
augmenter la phosphorylation de ZAP70. On peut alors supposer que BTN3A1 agisse sur les LT
Vy9VE2 comme le fait CD28 pour les LT af, en renforcant la signalisation TCR mais ce, en aval
de ZAP70.
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Le recrutement de BTN3A1 dans ces conditions est plus lent que celui de BTN2A1, et
laisse ainsi penser une affinité plus faible pour son récepteur. Cependant, ces conditions ne
permettent pas d’inclure de pAg. On peut ainsi supposer que la liaison du pAg dans la poche du
domaine B30.2 induit un signal de type «inside-out» induisant un changement de
conformation de BTN3A1, ce qui lui permettrait alors de se lier a son récepteur. L'utilisation
d’anticorps activateurs tel que 20.1 induits probablement un démasquage de I"épitope de

BTN3A1 nécessaire a cette fixation.

Mais qu’en est-il des autres isoformes de BTN3A ? Sont-elles impliquées dans la
formation de la synapse immunologique ? De précédents travaux ont pu montrer I'importance
de BTN3A2 pour I'acheminement a la membrane de BTN3A1 (Vantourout P. et al., 2018). Il est
a noter que les BTN ne présentent pas de peptide signal pour permettre leur adressage a la
membrane (Rhodes D. et al., 2016). Ainsi, il est tout a fait possible d’envisager la nécessité des
BTN3A de se dimériser entre les différentes isoformes pour faciliter ce recrutement a la
membrane. De plus, au vu de leur forte homologie dans leurs régions extra-membranaires, on
pourrait penser qu’une substitution de BTN3A1 par BTN3A3 voire BTN3A2 serait envisageable.
Cependant, lors de cette étude, nous avons pu observer une absence de formation de synapse
en réalisant cette substitution. Enfin, alors méme qu’un recrutement de BTN3A1 a la zone de
contact était visible, un tel recrutement de BTN3A2 ou BTN3A3 n’a pas pu étre observé,

renforcant ainsi I'idée d’un corécepteur spécifique de BTN3A1 en surface des LT Vy9V52.

Aussi, nous avons pu effectivement observer un recrutement de BTN3A1 au niveau de
la zone de contact avec le LT Vy9V562 en présence de pAg. Ce recrutement avait pu étre observé
par une autre équipe (Vyborova A., et al., 2020). Lorsque I'on augmente la résolution, on peut
Voir que ce recrutement se fait au niveau de BTN2A1 et du TCR, indiquant son recrutement au
niveau du cSMAC et confirmant ainsi son importance dans |'activation des LT Vy9Vd2. Ce
recrutement de BTN3Al1l dépendant de la présence de pAg confirme la différence de
temporalité de liaison entre les BTN impliquées. Aussi, une diminution de réactivité des LT
Vy9VE2 a pu étre observée lorsque les cellules cibles présentent BTN2A1 tronqué de son
domaine B30.2 (Cano C. et al, 2021), alors méme que ce dernier est incapable de fixer les pAg.
On peut alors supposer que ce domaine B30.2 sert au recrutement de BTN3A1 lorsque celui-ci

présente un pAg dans sa poche B30.2.

Certaines équipes ont pu suggérer la formation d’hétéromeéres entre BTN2A1 et
BTN3A1 en absence de pAg, et nous avons pu aussi visualiser un léger signal PLA dans ces
conditions. Cependant, ces observations reposent sur des systemes figés a un temps T, et il est
toujours tres compliqué d’interpréter des données de colocalisations. Il serait intéressant de

vérifier la durée et la force de ces interactions pour en confirmer I'existence. En effet, il convient
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de se rappeler que les molécules sont en mouvements permanent et, a I'exception de
molécules mutuellement exclusives, deux molécules données se retrouveront proches l'une de
I'autre a un moment donné, sans pour autant forcément interagir entre elles. De la méme
facon, I'lPP — pAg principal des cellules humaines — est présent dans toutes les cellules, il n’est
donc pas impossible qu’une certaine portion soit piégée par le domaine B30.2 de BTN3A1 au
sein d’une cellule saine. Le stress induit par une infection ou une transformation cellulaire est
responsable de I'augmentation de la quantité de pAg dans les cellules, induisant alors un plus
grand nombre d’hétéromeres de BTN3A1-BTN2A1 en surface ce qui sera ensuite « capté » par
les LT Vy9Vé2.

Par conséqguent, un autre mécanisme d’activation antigénique des LT Vy9V&2 peut étre
proposé pour correspondre aux observations faites. Dans un premier temps, BTN2A1 se lie au
TCR des LT Vy9V82 de facon constitutive et induit 'initiation d’une synapse immunologique.
Dans un second temps, et seulement en présence d’une forte concentration en pAg, BTN3A1
se rapproche conséquemment voire interagit avec BTN2A1, permettant ainsi le rapprochement

d’un potentiel corécepteur et ainsi, la stabilisation de la synapse (Figure 26).

homéostasie ? activation
Tvyove2\\ 4\ .
corécepteur? w9 1 vs2
o B DINZAL
® O 4 ]
cellule "normale" cellule transformée ou infectée

Figure 26 Mécanisme d'activation antigénique des LT Vy9V82 proposé.
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LT Vy9V62 au sein du microenvironnement tumoral

Comme décrit précédemment, les LT Vy9Vd2 présentent de grand intérét pour le
développement d’immunothérapies antitumorales. Toutefois, les quelques essais cliniques
réalisés a ce jour présentent des résultats limités en termes d’efficacité, notamment dans le
contexte de certaines tumeurs solides (Castiglione F. et al., 2008 ; Ma C. et al., 2012). Cette
dichotomie peut suggérer I'existence de populations de LT Vy9V62 dotées de fonctions
suppressives ou pro-tumorales ; ou bien la possibilité des LT Vy9V62 d’étre polarisé en fonction
de leurs environnements. De précédents résultats obtenus dans I'équipe et comparable a la
littérature (Dunne MR. et al., 2011) ont pu montrer que les LT Vy9V&2 retrouvés dans le sang
périphérique de donneur sain présentent un profil de type Th1, suggérant ainsi I'absence de
sous-population pro-tumorales. De ce fait, une meilleure connaissance de la plasticité possible
des LT Vy9V82 et une compréhension des mécanismes impliqués semblent nécessaire pour

une meilleure utilisation des LT Vy9V62 en immunothérapies.

Le TGF-B est 'une des cytokines immunorégulatrices les plus puissantes, et I'une des
plus représentée au sein des micro-environnements tumoraux (Akhurst RJ. Et Hata A., 2012).
Son impact, bien décrit sur des LT aff, commence a étre étudié chez les LT Vy9V82. Notamment,
une action positive de la présence de TGF-f lors de I'expansion in vitro de LT Vy9V62 a pu étre
mis en évidence (Beatson RE., et al., 2021). Ceci présente un potentiel intérét pour le
développement d’une banque de LT Vy9V62 dans le but de transfert adoptif. Toutefois, une
question différente est posée ici. En effet, il s’agit ici de déterminer I'impact du TGF-B sur les LT
Vy9V&2 circulants, arrivant potentiellement sur le lieu d’'une tumeur solide. Que se passerait-il

alors ?

Pour répondre a cette question, des LT Vy9V&2 isolés du sang de donneurs sains ont
été cultivés en présence de TGF-B puis différents tests ont été conduits afin de déterminer
I'impact de celle-ci sur cette population. Ceci nous a permis de mettre en évidence la perte
d’efficacité des LT Vy9V82 en présence de TGF-B mais surtout, de mettre en évidence un parti
du mécanisme impliqué. En effet, une grande diminution des capacités de réactivité et
cytotoxicité des LT Vy9V5O2 a pu étre observée, ainsi qu’'une modification phénotypique. Lors
de cette étude, nous avons pu montrer que ces effets sont régis au niveau transcriptionnel. De
plus, le TGF-B ralentit fortement le fonctionnement de ces cellules en atténuant leurs capacités

métaboliques.
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Abstract

Despite significant advances, the eradication of cancer remains a clinical
challenge which justifies the urgent exploration of additional therapeutic
strategies such as immunotherapies. Human peripheral Vy9Vo2 T cells represent
an attractive candidate subset for designing safe, feasible and effective adoptive
T cell transfer-based therapies. However, following their infiltration within
tumors, Y0 T cells are exposed to various regulating constituents and signals from
the tumor microenvironment (TME), which severely alter their antitumor
functions. Here, we show that TGF-B, whose elevated production in some solid
tumors is linked to a poor prognosis, interferes with the antigenic activation of
human Vy9V32 T cells in vitro. This regulatory cytokine strongly impairs their
cytolytic activity, which is accompanied by the induction of particular phenotypic,
transcriptomic and metabolic changes. Collectively, these observations provide
informations for better understanding and targeting the impact of TME
components toregulate the antitumor activity of human T cell effectors.



Introduction

In the wake of revolutionary cancer immunotherapies, adoptive transfer
strategies harnessing effector functions of particular immune cell subsets have
been proposed. Among the most attractive candidates, human peripheral Vy9Vs2
T lymphocytes, which represent 1 to 10% of blood CD3- T lymphocytes in healthy
adults, contribute to host defenses against various infections and malignancies'”.
These conserved and non-alloreactive unconventional T Iymphocytes are
selectively activated in a TCR/CD3-dependent but MHC-independent, manner by
non-peptidic small metabolites of isoprenoid synthesis pathways called PAg
(phosphoantigen), such as IPP (isopentenyl pyrophosphate). This peculiar and
exquisitely specific stress sensing process, which remains ill defined, also
involves BTN (butyrophilin)2A/BTN3A, which are expressed at the surface of
target cells 7. The sensitization of target cells with elevated pinocytic activity by
pharmacological NBP (amino-bisphosphonate) compounds, such as Zoledronate,
which inhibit a key IPP-degrading enzyme of the mammalian mevalonate
pathway, upregulate the reactivity of VyY9V82 T lymphocytes®. This Self-targeted
reactivity process needs to be tightly controlled by a set of molecules, such as NK
(natural killer) receptors, adhesion molecules, Toll-like receptors or immune
checkpoint inhibitors. The activating NKG2D (natural killer group 2, member D)
receptor is expressed by cytotoxic immune cell subsets, including Vy9Vo2 T
lymphocytes. Once engaged by stress-induced determinants that are barely, if
not, expressed by healthy cells, these receptors play a key role in sustaining
TCR/CD3-induced reactivities and subsequent antitumor functions, such as
perforin/granzyme-mediated cytolysis. Vy9V42 T cells integrate activation and
inhibition signals to deliver, or not, rapid and strong functional responses, such
as proliferation, cytolysis and cytokines (i.e. TNF (tumor necrosis factor)-o, IFN
(interferon)-y) release’.

Importantly, VY9V382 T lymphocytes sense and eliminate a broad range of human
circulating and solid tumor cells. The range of tumor cell lines detected by
VyOVs2 T cells, which was initially restricted to circulating tumors (e.g.
hematopoietic tumors), has been next extended to various solid tumors (e.g. renal
cancer and colon carcinomas)’. The development of clinical grade synthetic
agonist molecules such as NBP, PAg or anti-BTN3A agonist antibodies enabled
the implementation of passive or active Vy9Vo2 T cell immunotherapies with
modest therapeutic effects’. However, while several groups initially reported
tumor infiltration by human yd T cells, additional work evidenced that some
tumor-associated y8 T cells display pro-tumor functions'®"'. This result highlights
the role played by the TME (tumor microenvironment) on tumor-infiltrated y6 T
cells in fostering immune escape. Among TME factors, TGF-B (transforming
growth factor-f), a highly conserved multi-functional cytokine, is secreted by
different cell types (e.g. lymphocytes, macrophages) and regulates various
biological functions of tumor and T cells"*". Indeed, different studies have shown
its strong suppressive activity within solid tumors by inducing death or
converting effector T cells into T helper 17 or T regulatory lymphocytes.



On the basis of the strong and well described impact of TGF-$ on antitumor aff T
cells reactivities, we investigated its influence on the human effector Vy9OVo2 T
cell subset. Our results evidenced that antitumor functions of Vy9Vo2 T cells are
greatly impaired by TGF-B. More importantly, they demonstrate that this
impairment is not only profound, as it affects the transcriptome and the
metabolism of VY9V32 T lymphocytes, but also long lasting.



Materials & Methods

Reagents, human Vy9Vé2 T and primary tumor cells

Human Vy9V32 T lymphocytes were amplified from PBMC (peripheral blood
mononuclear cells) obtained from healthy donor blood samples provided by the
Etablissement Francais du Sang (EFS, Nantes, France) and after Ficoll density
centrifugation (Eurobio). For specific ex vivo expansions of peripheral allogeneic
human Vy9Vé2 T lymphocytes, PBMCs were incubated with 3 uM of BrHPP
(bromohydrin pyrophosphate), kindly provided by Innate Pharma (Marseille,
France) in RPMI medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum, 2 mM L-glutamine, 10 mg/mL streptomycin, 100 IU/mL penicillin, and
100 IU/mL human recombinant IL-2 (Proleukin, Novartis). After 4 days, cell
cultures were supplemented with 300 IU/mL IL-2. On day 21, the purity of
cultures was checked by flow cytometry and the population with a purity >90%
were conserved. Human primary GBM (Glioblastoma Multiforme) cultures were
obtained after mechanical dissociation of surgical resection tumor samples from
patients. All procedures involving human patients were performed in accordance
with the ethical standards of the ethic national research committee and with the
1964 Helsinki declaration and its later amendments or comparable ethical
standards. Informed consent was obtained from all individual patients included
in this study. Primary cultures were established and stored at —180°C. Cell-
frozen vials were grown in defined medium [DMEM/Ham F12 (Gibco), 2 mmol/L
l-glutamine (Gibco), N2- and B27-supplement (Gibco), 2 pg/mL heparin (Sigma
Aldrich), 20 ng/mL EGF and 25 ng/mL bFGF (Peprotech), and 100 IU/mL
penicillin and 100 mg/mL streptomycin (Gibco)] at 37°C in a humidified
atmosphere with 5% CO, All experiments were performed with GBM cells in
culture for less than 3 months and cells were routinely checked for mycoplasma
contamination. Recombinant human transforming growth factor Bl (premium
grade, Miltenyi Biotec) was diluted and used at the indicated concentrations.

Flow cytometry

Human Vy9V32 T lymphocytes were stained with FITC-labeled anti-human TCR
Vo2 mAb (#IMMU389, Beckman Coulter) and APC-labeled anti-human CD3e¢
mAb #UCHTI, Beckman Coulter), to check the purity of the populations. Human
Vy9Vs2 T lymphocytes were phenotyped using PE-labeled anti-NKG2A (#7199,
Beckman Coulter), PE-labeled anti-NKG2D (#ON72, Beckman Coulter), PE-
labeled anti-CD85j/ILT2 (#HP-F1 Beckman Coulter), APC-labeled anti-ICAM1
(#HASS, Biolegend), Acquisition was performed using an Accuri C6 PLUS flow
cytometer (BD Biosciences) and the collected events were analyzed using FlowJo
software (Treestar).

Functional assays in vitro

For CD107a surface mobilization assays, primary human GBM cells or cell lines
were sensitized, or not, with various quantities of Zoledronate (Zometa, Sigma)
overnight before incubation with human Vy9V562 T lymphocytes (effector to target
ratio 1:1). Cocultures were performed in RPMI medium containing 5 uM
monensin (Sigma) and Alexa Fluor 647-labeled anti-human CD107a mAb



(#H4 A3, Biolegend). After 4 h, human Vy9V32 T lymphocytes were collected and
stained with a FITC-labeled anti-human TCR V62 mAb (#IMMU2389, Beckman
Coulter) and analyzed by flow cytometry. To perform cytotoxic assays, tumor cells
were previously treated with Zol overnight and then incubated with *'Cr (75
pCi/lO(’ cells) for 1 h. After washes, cells were cocultured with human Vy9Vé2 T
lymphocytes (effector to target ratio 10:1) for 4 h. The activity of “Cr released in
supernatants was measured using a MicroBeta counter (Perkin Elmer). Specific
target cell lysis was calculated as follows: % Lysis=((Experimental release-
Spontaneous release)/(Maximum release-Spontaneous release)) x 100. Spontaneous
and maximum release values were obtained by adding culture medium or 1%
Triton X—100, respectively, to *'Cr-labeled target cells in the absence of human
Vy9Vé2 T lymphocytes.

Transcriptional analyses

Briefly, RNA from dry pellets of VY9V82 T lymphocytes was extracted and
purified using the NucleoSpin RNA plus isolation kit from Macherey-Nagel.
DGE-sequencing was performed by the BIRD core facility and data were
analyzed using R programming languages and tools.

Metabolic analyses

Mitochondrial oxygen consumption (OCR) and extracellular acidification rate
(ECAR) were measured in non-buffered medium containing 0.2 mM cystine
supplemented with glucose (5 mM), pyruvate (1 mM), and glutamine (2 mM)
using an XF24 Analyzer (SeaHorse Bioscience). Specific mitochondrial
respiration in the presence of a stimulus (BrHPP, PMA-ionomycin) was
calculated as follows: difference between the mean of the 3 values of OCR in the
absence of substrate and the mean of the 4 values of OCR after injection of the
substrate. Briefly, VyY9Vd2 T lymphocytes are washed in the analysis medium
and plated at 8 x 10:cells per well using Cell-Tak at 22,4 ug/mL. The plate is then
placed at 37°C to equilibrate for 1h prior to starting the analysis. First, points of
measurement are taken every 10 minutes. After 3 cycles, BrHPP is next injected
and 3 measures are taken rapidly, every 3 min, followed by 5 cycles of 10 min.
PMA-ionomycin is then injected and the same protocol of measurement is applied
than after BrHPP. Analysis of the obtained values is performed using Wave 2.6
(Agilent) software.

Statistical analyses

Data are expressed as mean + SD and were analyzed using GraphPad Prism 6.0
software (GraphPad Software). Two-way ANOVA and Mann & Whitney tests
were calculated to assess or not for significant differences.



Results

Elevated levels of TGF-Btranscripts are detected in human brain tumors
with a poor prognosis

The abundance of TGF-f transcripts was analyzed within human tumors, such as
brain tumors, using GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis,
http://gepia.cancer-pku.cn/) which is an interactive web-based tool developed to
deliver fast and customizable functionalities based on TCGA and GTEx data'.
These in silico transcriptomic analyses evidenced high quantities of TGF-f
transcripts in Glioblastoma (GBM) and Low-Grade Gliomas (LGG), as compared
to normal brain tissues (Figure IA and IB). GEPIA also provides interactive
functions such as correlation and patient survival analyses. Interestingly, these
analyses revealed that increased abundance of TGF-f transcripts in brain tumors
is correlated to a dismal prognosis (i.e. overall and disease-free survivals) of these
brain tumor patients (Figure 1C). These analyses indicate that elevated levels of
TGF-B transcripts are produced in human brain cancers with poor prognosis.
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Figure 1. High levels of TGF-B transcripts are present in human brain tumors with poor
prognosis. (A) The abundance of TGF-f transcripts across multiple cancers and the normal tissues
associated was analyzed by matching TCGA normal and GTEx data. A particular interest was taken upon
brain tumors (B). (C) Survival curves (Disease free, leftr; Overall, right) for levels (low, blue; high, red) of
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TGFB1 transcripts analyzed for GBM and LGG (Kaplan-Meier). Data were obtained from GEPIA
(http://gepia.cancer-pku.cn/).

TGF-Binhibits the antitumor cytotoxic reactivity of human VAVR T cells
Considering elevated levels of TGF-B transcripts in brain human tumors with a
dismal prognosis and the role of Vy9V82 T cells against GBM cells"™", we
investigated the inhibitory effect induced by TGF-B. ’'Cr-release assays
performed using Raji and GBM primo-culture showed that zoledronate-induced
cytolytic activities were inhibited in the presence of TGF- (Figure 2A). Vy9Vo52
T cells which have been pre-incubated for 3 days with TGF-f (10 ng/mL)
expressed significantly reduced levels of T cell surface-translocated CD107a
when activated by increasing doses of anti-CD3 antibody, as compared to control
conditions (untreated). Importantly, both natural and zoledronate induced-
reactivities (CD107a) of TGF-B-treated Vy9Vd2 T cells against tumor cells from
ovarian cancer (SKOV3) and GBM primo-cultures (GBM-1), were significantly
reduced, as compared to control conditions (untreated) (Figure 2B).
Interestingly, strong antigenic activation conditions (zoledronate, 10 uM) reduced
the intensity of this inhibition.

A

100 00
O untreated O3 untreated

80 . TGF- 0 . - TGF

Lysis
Lysis

- untreated 3 SKOV3 = GBM-1
- TGF-f CRL T

untreat
- TGE

% CD107a’ cells (among V&2")

om [\ ] 1 10
S o = I K o
OKT3 (ug/mL) 9 g > ¢ &

° L] O untreated
-w id
Wi P e - =29 = @ % am oy o TGFp+
. L i)
.

RFI
o
o

e38e

T T T T T T T
TCR NKG2A NKG2D T2 ICAM1 TRAIL FASL

© untreated
® TGFp+



http://gepia.cancer-pku.cn/

Figure 2. TGF-Binhibits both antitumor cytotoxicity and antigenic activation of human V)V T
cells. PBL-derived Vy9V32 T cells were pretreated or not with TGF-B (10 ng/mL) for 3 days. (A) Anti-tumor
cytotoxic reactivities of TGF-fB-treated (closed) vs untreated (open) Vy9V32 T lymphocytes against human
tumor cells (Raji, left; GBM-1, right) using *'Cr release assays. Target cells have been pretreated, or not,
with zoledronate (Zol) at 5 and 50 uM. Results are expressed as % of cytotoxicity (mean + SD). (B) and (C)
Frequency of CD107a" cells among TGF-B-treated (closed) vs untreated (open) TCRV32" lymphocytes (%)
after stimulation with increasing concentrations of anti-CD3e mAb (OKT3) (B) or zoledronate (Zol)-treated,
or not, human SKOV3 (left) or GBM-1 (right) tumor cells (C). E/T ratio 1. Positive control: BrHPP (3 uM).
n>5, mean + SD. (D) and (E) Expression levels of activation-related molecules (TCR, NKG2A, NKG2D,
ICAM1, TRAIL, FASL) (D) and cytolytic (Perforin, Granzyme B) molecules (E) by TGF-B-treated (closed) vs
untreated (open) TCRV32" lymphocytes measured by flow cytometry. RFI: Relative Fluorescence Intensity.
Mann-Whitney *p<0,05 ; **p<0,01 ; ****p<0,001.

In an effort to provide mechanistic explanation(s) for this diminished activation
potential and antitumor reactivity, the levels of expression of key selected surface
molecules were analyzed and compared by flow cytometry with a focus on
markers playing a role in the antitumor reactivity such as TCR, ICAM-1,
activatory (NKG2D) or inhibitory (i.e. CD94/NKG2A; ILT2) NK receptors as well
as cytolytic pathways associated molecules (i.e. perforin (perf), granzyme B
(GmzB), Fas Ligand (FASL), TRAIL)) (Figure 2C). The most striking effect of
this TGF-f exposure was the strongly reduced expression of the activating
receptor NKG2D, the cell adhesion molecule ICAM-1 and perforin/granzyme B
which all represent key mediators of major antitumor cytolytic activities. TGF -
exposure did not significantly affect the expression of TCR, FASL and TRAIL
molecules and slightly affected the expression of inhibitory receptors. Following
dose-responses analyses to determine optimal TGF-B concentrations for inducing
a significant reduction of NKG2D expression (Supplemental Figure SIA), the
kinetics of effects induced by TGF-B were established, at the protein level, by
measuring the levels of expression of NKG2D at different time-points following
addition of TGF-B (Supplemental Figure SI1IB). The expression of NKG2D
remained stable for about 4 h in the presence of TGF-B and started to decrease
after 8 h by reaching its lowest expression levels between 24 h and 72 h.
Interestingly, next experiments showed that, following exposure to TGF-p for
different durations and washes, the impact of this cytokine on NKG2D
expression was lasting for days, with a partial restoration of initial expression
levels 5 days after withdrawing TGF-B (Supplemental Figure S1C).

From these observations, the impact of TGF-B on antitumor functions of Vy9Va2
T lymphocytes was next assessed in vitro. The intracellular levels of expression of
cytolytic molecules from TGF-B-treated and untreated Vy9Vo2 T cells were
measured and compared (Figure 2D). These analyses focused on
perforin/granzyme B, which constitute the major pathway implicated in the
antitumor cytolytic activity of Vy9Voe2 T cells. TGF-B-treated VyOVd2 T cells
expressed significantly lower levels of perforin and granzyme B, as compared to
untreated conditions (Relative Fluorescence Intensity (RF1)=20 % and 50 %,
respectively). Taken together, these results show that TGF-p significantly
inhibits the antigenic reactivity as well as the antitumor cytolytic potential and
activity of human Vy9Vé2 T cells.



The transcriptome of human Vy9Vé2 T cells is significantly modified
upon TGF-f exposure

To check whether inhibition of the antitumor Vy9Vo2 T cells reactivity induced
by TGF-B could also be linked to transcriptome modifications, comparative DGE -
seq analyses from bulk RNA-seq data have been performed. RNA samples were
prepared from PBL-derived Vy9Vd2 T cells exposed, or not, for 3 days to TGF-B in
vitro. Exploratory analyses were performed on more than 10.000 genes across the
samples. Multiple differentially expressed genes were found between TGF-j-
treated and -untreated groups (Figure 3A). Interestingly, MA plot analysis,
which represents log fold-change versus mean expression of genes between TGF-
B treated and non-treated Vy9Vd2 T cells, shows that well-expressed down-
regulated genes mainly encode for surface-bound receptors such as NCR3/NKP30
or inflammatory factors such as CCL3/MIP1-a, LT (lymphotoxin) A/TNF-J,
LTB/TNF-C. Conversely, these analyses did not evidence strong a up-regulation
of well-expressed genes following TGF- exposure. As confirmed by functional
heat maps (Figure 3B), the expression of several genes related to either
transcription, activation or metabolic functions was significantly affected (up-
regulation, red; down-regulation, blue) upon TGF-B exposure. This cytokine
diminished the expression levels of important genes related to effector functions
such as CD40LG or CXCR6 described to regulate tissue trafficking of T
lymphocytes (Figure 3C).

These analyses show that the TGF-f induces the establishment of a particular
transcriptional program in exposed Vy9Vd2 T cells which could be distinguished
from regulatory or exhausted T cell signatures'’.
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Figure 3: TGF-B exposure impacts the transcriptome of human VPV T cells. Human PBL-
expanded Vy9V32 T cells were pretreated, or not, with TGF-f (10 ng/mL) for 3 days prior to RNA extraction.
Comparative DGE-seq analysis was performed on bulk RNA-seq samples and data were analyzed using R
software. MA plot (A) and heat maps (B) and (C) representing genes (indicated functions) that have been
retrieved as differentially expressed following TGF-f exposure (+) or not (-). Colored scale, fold change
expression. Down, down-regulated genes (blue); Up, upregulated genes (red).

TGF-Balters the metabolic functions of VAV T cells

A growing number of studies shows that TME can alter the functions of
infiltrating T cell effectors by affecting their metabolic activity'™"”. To further
investigate the existence of similar effects induced upon TGF-f exposure of
human Vy9Vo2 T cells which was suggested by our transcriptome analyses, the
energy metabolism was measured and compared in different conditions through
real-time live cell analysis using Seahorse Extracellular Flux analyzer that
enables direct quantification of mitochondrial respiration and glycolysis. y& T
cells were monitored at a resting state and after specific antigenic (BrHPP) or
non-specific (PMA+ionomycin) activations (Figure 4). In resting conditions,
VyOVs2 T cells exposed to TGF-B (closed symbols) showed a weaker oxygen
consumption (OCR, oxygen consumption rate) and media acidification rate
(ECAR, extracellular acidification rate), as compared to their untreated
counterparts. As expected, both specific and non-specific activations increased
ECAR and OCR levels of control Vy9Vo2 T cells (untreated). However, a strong
specific antigenic activation (BrHPP, 3 uM) of TGF-B-exposed Vy9V32 T cells
induced barely detectable, if any, increase of ECAR or OCR metabolic activities.
Moreover, upon exposure to TGF-, OCR and ECAR levels were significantly
lower in VY9V32 T cells, as compared to untreated y0 T lymphocytes. Non-specific
activation increased these metabolic levels without reducing these differences
between these exposure conditions. Taken together, these results show that TGF -
B, which is produced in various TME of solid tumors, strongly impairs the
metabolism of human Vy9V62 T cells by both reducing their mitochondrial
respiration and their glycolytic activity which are key parameters for antitumor
functions™.
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Figure 4. TGF-f alters the metabolism of VAV T cells. VY9V32 T cells were pretreated (closed
symbols) or not (open symbols) with TGF-f3 (10 ng/mL) for 3 days. Metabolic activities of T lymphocytes were
measured using Seahorse XF8. (A-D) Detection of mitochondrial oxygen consumption rate (OCR) and
extracellular acidification rate (ECAR) were performed at resting state, after BrHPP stimulation or PMA-
ionomycin injection as described in the Materials and Methods Section. Rates were calculated as follows:
difference between the mean of the 3 values in the absence of substrate and the mean of the 4 values after
injection of the substrate, as well as a ratio of the 2 for each condition (B). (E) and (F) Cell death induced by
TGF-B added within the media of Vy9V32 T cells was measured by measuring fluorescent non-viable cells
following 7-AAD staining after the indicated culture timepoints days of culture. n=6, mean * SD. Mann-
Whitney *p<0,05 ; **p<0,01
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Discussion

Our results indicate that TGF-3, whose transcription is detected at high levels in
brain tumors with a poor prognosis, interferes with the antigenic activation of
human Vy9V32 T cells in vitro. Importantly, they show that this tumor-produced
regulatory cytokine strongly impairs their antitumor cytolytic reactivity, through
multiple phenotypic, transcriptomic changes as well as metabolic alterations.
Regarding tumor surveillance, the immune system orchestrates with broad
molecular and cellular networks for sensing and eliminating tumor cells.
Numerous studies focused on innate-like T cell subsets including y0 T cells, and
particularly on non-alloreactive peripheral human VYy9Vd2 T cells which
represent promising effector candidates for designing novel immunotherapies.
The implication of VY9V32 T cells in antitumor immune response is supported by
the identification of tumor-infiltrated y0 T cells, which might be considered as a a
prognosis tool for some oncological indications®*. However, the clinical efficacy of
VyOVs2 T cell-based therapies is still disappointing. Although their conserved
and MHC-independent specificity is expected to overcome issues related to
antigen presentation and recognition, their efficacy against solid tumors remains
limited and hampered by various immunological, biochemical and tumor-linked
constraints. Once T cells have successfully reached and infiltrated the tumors,
they need to evolve within a strong immunoregulatory environment that aims at
both taming their antitumor functions and promoting tumor development.

The TME is a complex network constituted by cancer-associated fibroblasts,
myofibroblasts, extracellular matrix, immune/inflammatory cells, blood, and
vascular networks as well as signaling components including cytokines,
chemokines and growth factors. Previous studies have shown the particular
sensitivity of VyYOV3d2 T cells to two TME-produced immunosuppressive factors:
PGE2 and TGF-B”*. PGE2 potently suppresses the proliferation, cytokine
production, and cytotoxic capacity of y8 T cells. TGF-B, a secreted dimeric
multifunctional cytokine that signals via specific receptors on plasma
membranes, contributes to cancer progression by its ability to promote epithelial-
to-mesenchymal transition of cancer cells, angiogenesis, and immune evasion®.
Our results show that TGF-B exposure severely impacts the cytolytic activity of
human Vy9Va2 T cells. Interestingly, this inhibition was durable in vitro (up to 3
days) and reversible in the absence of the cytokine. TGF- exposure reduces the
expression of lytic molecules (e.g. perforin, granzyme B), as well as surface
molecules mediating this antitumor reactivity such as NKG2D. NKG2D has been
extensively described as a key receptor for sustaining the reactivity of some
lymphoid subsets, including human Vy9V382 T cells, against several tumor cells.
Supporting this observation, we previously evidenced the major role played by
NKG2D for the elimination of human mesenchymal GBM tumor cells by
allogeneic human Vy9V382 T cells'® which can infiltrate GBM™. Therefore, in such
pathological contexts, one could expect that NKG2D-controled antitumor T cell
reactivities would be altered by TGF-B whose transcription is elevated in brain

27,28
tumors .



Some studies have reported opposite effects of this cytokine in which the
antitumor activity of TGF-B-conditioned Vy9Vd2 T cells is potentiated and could
be used for improving their efficacy in adoptive transfer therapies®””. These
results highlight the complex pleiotropic effects of some regulatory cytokines on
effector T cells, according to the context of exposure (e.g. sensitization of resting
T cells vs conditioning for amplification) which might introduce several different
parameters such as the cellular environment, the kinetics as well as the
differentiation status/plasticity of T cells. As indicated here, TGF - does not only
directly inhibit the antitumor reactivity of infiltrated Vy9Vo62 T cells but can also
induce specific modifications of their transcriptional program and phenotype.
Comparative RNA-seq analysis performed on resting Vy9Vo2 T cells exposed to
TGF-f, did not show any polarization towards Th17 (e.g. STAT3, IL-22), Th9 (e.g.
IRF4, IL-9) or regulatory (e.g. FoxP3) functional profiles. The lack of TGF-B-
induced regulatory functions was also confirmed in T cell proliferation assays in
vitro (CR & ES, data not shown). TGF-B exposure affects the expression of genes
either implicated in lymphocyte activation processes (down-regulation) or
particular metabolic pathways, such as pyrimidine and cytidine catabolism (up-
regulation). Both glycolysis and mitochondrial respiration, which are key
metabolic anti-tumor effector pathways’ are strongly abated upon cytokine
exposure. This plunges TGF-B-exposed Vy9Vo2 T cells in a hypoxia-like-induced
state through raising their activation threshold, thus leading to a dramatic
reduced reactivity against tumor cells.

Altogether, these results indicate that TGF-f, a cytokine that is frequently and
massively produced in the TME of several solid tumors, can act as a potent
taming cytokine on resting PBL-expanded human Vy9V382 T cells, at different
levels. It does not only directly target the key NKG2D axis, to inhibit the
antitumor cytolytic activity but also affects their transcriptional and metabolic
program to reduce their functional activity. This should be taken in account for
designing improved Vy9Vd2-based cancer immunotherapies, by proposing
genome editing technologies (e.g. CRISPR-Cas9) for preparing engineered
Vy9Vs2 T cells that can effectively counter tumor escape promoted by TME-
derived factors™.
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Supplemental Figure S1. (A) Normalized expression of NKG2D measured by flow cytometry at the surface of human
Vy9VS2 T cells incubated for 3 days with indicated increasing doses of recombinant human TGF-B. (B) Kinetics of
expression of NKG2D expressed at the surface of human Vy9V32 T cells at different time-points, following
addition of TGF-B (10 ng/mL). Cell surface stainings were measured by flow cytometry. (C) NKG2D expression at the
surface of human Vy9V42 T cells incubated with recombinant human TGF-f (10 ng/mL) at the indicated time-points (ctrl,
negative control). NKG2D expression levels were next measured and normalized, at the indicated time-points after
washing the cells. n>5 Mann-Whitney tests *p<0.05; **p<0.01.



B) Equiper les LT Vy9V62 pour renforcer leurs fonctions face aux tumeurs solides

Comme mentionné précédemment, les LT Vy9V52 présentent de grandes fonctions
antitumorales. Cependant, ces derniéres ont du mal a étre exploitées pleinement une fois les
LT Vy9Vb2 arrivés au site tumoral. Il convient alors de se souvenir qu’il s’agit d’une population
circulante et non résidente de tissu. Ainsi, bien que cette population agisse comme une
sentinelle, une fois le lieu de la tumeur atteint, cette derniére ne survit probablement pas
longuement ou n’est pas en mesure de développer son plein potentiel. De ce fait, proposer de

nouvelles modifications in vitro semble nécessaire pour faciliter I'action des LT Vy9V52.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Despite recent significant progress in cancer immunotherapies based on adoptive
cell transfer(s)(ACT), the eradication of cancers still represents a major clinical chal-
lenge. In particular, the efficacy of current ACT-based therapies against solid tumors
is dramatically reduced by physical barriers that prevent tumor infiltration of adop-
tively transferred effectors, and the tumor environment that suppress their anti-tumor
functions. Novel immunotherapeutic strategies are thus needed to circumvent these
issues. Human peripheral blood Vy9V82 T cells, a non-alloreactive innate-like T lym-
phocyte subset, recently proved to be a promising anti-tumor effector subset for ACT-
based immunotherapies. Furthermore, new cell engineering tools that leverage the
potential of CRISPR/Cas technology open astounding opportunities to optimize their
anti-tumor effector functions. In this review, we present the current ACT strategies
based on engineered T cells and their limitations. We then discuss the potential of en-
gineered Vy9V52 T cell to overcome these limitations and improve ACT-based cancer

immunotherapies.

KEYWORDS
ACT, CART cells, CRISPR, engineering, solid tumor, Vy9V82 T cells

uncontrollably, destroy adjacent tissues, and eventually spread
into other organs‘1 Because of the difficulty to establish diagnosis
at early stages, cancer eradication is very challenging. Standard

Cancer, a general term used to describe a large group of life-threat-
ening malignancies, represented the second leading cause of death
in the world in 2018, according to the World Health Organization.
Cancer cells can establish and develop in almost any organ or tis-
sue of every individual. Solid tumors, which represent more than
90% of adult cancers, correspond to masses of cancer cells deeply
enmeshed with tissues of origin (eg, lung, breast, prostate, colon,
bladder). Liquid tumors such as lymphomas and leukemias develop
in body fluids (eg, blood). Physiologically speaking, abnormal cells

with somatic mutations and aberrant/dysregulated pathways grow

This article is part of a series of reviews covering y3 T cells appearing in Volume 298 of
Immunological Reviews.

© 2020 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd

treatments to cure cancer are based on chemotherapy or radiother-
apy, but their poor specificity for cancer cells induces a substantial
toxicity. Furthermore, because of inter-individual variability and
tumor heterogeneity, the outcomes of these treatments are often
unpredictable.

A major recent advance of biomedical research is a better un-
derstanding of key roles played by the immune system in tumor sur-
veillance, and the mechanisms developed by tumor cells to evade
this surveillance and hack immune pathways to promote tumorigen-
esis.? Accordingly, novel strategies have emerged over the last de-
cades that aim at enhancing, complementing, or restoring the ability
of patient's immunity to generate specific and efficient responses,

Immunological Reviews. 2020;00:1-17.
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by overcoming evading strategies established by tumors. The most
widely proposed strategies include immune checkpoint block-
ades, cancer vaccines, cytokine administrations, and adoptive cell
transfers (ACT).> These strategies have been used in clinical trials
across a broad range of cancers, and gave some encouraging results.
However, a significant number of patients still do not efficiently
respond to these treatments, and many of them even experience
immune-related adverse events. Improved or novel strategies that
take advantage of beneficial effects of immune cells while alleviating
their potentially deleterious effects are thus urgently needed.

T cell-based ACT constitutes an important therapeutic line to
treat advanced and metastatic cancers that become resistant to
conventional therapies. This approach is particularly promising given
the potential of T cells to specifically target tumors. This strategy
involves intravenous administration(s) of autologous or allogeneic
tumor-specific T cytotoxic cells, whose primary objective is to de-
tect and eradicate tumor cells. Adoptively transferred T cells can be
engineered to improve their direct anti-tumor function by increasing
their recognition of the tumors, their trafficking to the tumor site,
and their resistance to the suppressing effect of the tumor micro-
environment.”® Moreover, adoptively transferred T cells can be en-
gineered as “armored” T cells, to harness the endogenous immune
system in mounting an effective anti-tumor response, generally
through local delivery of molecules within the tumor.”

In this review, we present the current T cell-based ACT strate-
gies, their limitations, and the solutions currently proposed to cir-
cumvent these limitations through genetic engineering of adoptively
transferred T cells. In particular, we discuss the unique functional
features of human Vy9V82 T cells, a promising immune effector sub-
set that can circumvent some of the key issues encountered by T cell
effectors currently used in ATC strategies, and is newly targeted in
some cancer therapies. Finally, we propose some strategies based on
complex engineering of Vy9V82 T cells, to overcome the remaining
limitations and improve cancer immunotherapies.

2 | TUMOR-SPECIFIC EFFECTORS FOR
CANCER IMMUNOTHERAPIES

2.1 | Tumor antigens

A major challenge in the design of T cell-based ACT strategies is to
identify antigens expressed by tumor cells that could be targeted
by adoptively transferred T cells.X® Tumor antigens can be classified
into two main groups: (a) tumor-specific antigens that are expressed
exclusively on tumor cells (eg, neoantigens), and can arise from mu-
tations, aberrant post-translational modifications, altered antigen
processing or presentation, or other processes; (b) tumor-associated
antigens that are expressed at low levels on normal tissues but are
overexpressed on tumor cells.’® The targeting of tumor-specific an-
tigens by adoptively transferred T cells is expected to achieve the
most specific and significant efficacy, but their elevated individual

specificity reduces the clinical scope of this strategy. On the other

hand, tumor-associated antigens are often shared between patients.
However, low level of expression of tumor-associated antigens by

normal tissues can result in significant toxicities due to targeting of

1113 \which can have catastrophic effects such as the

14,15 16

normal tissues,
cytokine release syndrome and encephalopathy syndrome.
The discovery of new tumor-associated antigens using novel large-
scale screening approaches might help design more efficient and
safer T cell-based ACT strategies in the future.1©

Importantly, the efficacy of T cell-based ACT strategies critically
depends on the high expression of the targeted antigen(s) by tumor
cells. However, expression of tumor antigens can be variegated,
and tumor cells often experience antigen downregulation or loss
following treatment by antigen-specific T cells, leading to immune
evasion and cancer relapse.“’18 This is particularly problematic for
solid tumors, which are highly heterogeneous, and particularly prone
to mutations and selection of antigen-negative variants.*”?° To miti-
gate these issues and improve the safety and efficacy of T cell-based
ACT, combinations of tumor-associated antigens can be targeted by
adoptively transferred T cells, either using multiple anti-tumor ef-

fectors,?122

or effectors engineered with multiple tumor-specific
receptors (NCT03241940)% or multispecific receptors (eg, bivalent

or trivalent chimeric antigen receptors)?*?” For a review, see Ref. 28.

2.2 | Tumor cell targeting by natural and
engineered conventional T lymphocyte effectors

Most current ACT strategies aim to target tumor cells by using conven-
tional af T lymphocytes. These cells are either natural tumor-specific
(ie, isolation from tumor tissues or tumor-draining lymph nodes) or ef-
fectors engineered with tumor-specific receptor T cells, either natural
TCR? or chimeric antigen receptors (CAR).%® Although the use of nat-
ural tumor-specific T cells has demonstrated some success, it remains
a highly personalized and cost-ineffective therapy. Manufacturing au-
tologous T cells engineered with tumor-specific receptors could repre-
sent a more streamlined alternative strategy.®*

Most CAR constructions combine selected tumor antigen-bind-
ing ectodomains from antibodies linked to various intracellular sig-
naling domains (eg, CD3), which enables the recognition and killing
of tumor cells in an MHC-independent and antibody-like manner.
Alternatively, CAR can be engineered using TCR recognition domains
to target tumor antigens.>?> The MHC-independent recognition of
tumor antigens by traditional CAR confers key advantages to CAR T
cell-based immunotherapeutical strategies over strategies based on
TCR. CAR can be designed and used independently of MHC restric-
tions; thus, CAR T cells whose endogenous TCR and MHC-I mole-
cules have been ablated to prevent, respectively, graft versus host
disease and graft rejection can be used as an “off-the-shelf” ther-
apeutical product (NCT03166878).%% Furthermore, CAR-mediated
tumor recognition bypasses MHC downregulation by tumor cells,
a common mechanism used by tumors to escape detection by T
cells. Finally, whereas strategies based on TCR rely on the existence

of natural anti-tumor reactivities and thus might depend on tumor
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immunogenicity, strategies based on CAR are applicable to virtually
any tumor antigen. One major downside of CAR-mediated tumor
recognition is that native tumor antigens have to be expressed at the
cell surface in order to engage CAR. However, only about 1% of total
cellular proteins are actually expressed on the cell surface; thus, a
huge number of potential tumor antigens are not detected by CAR
T cells. On the other hand, TCR expressed by conventional CD8* T
cells recognize peptides presented by MHC class | molecules, which
reflect the whole protein content of a cell, both from the cell sur-
face and from the cytosol. In addition, important issues such as CAR

t,24%¢ suboptimal CAR signaling,®” or

degradation upon engagemen
tonic CAR signaling that lead to T cell dysfunction®® still limit the
anti-tumor function of CAR T cells, as well as their expansion and
persistence. Nonetheless, ACT based on CAR T cells targeting the
pan-B-cell marker CD19 have shown unprecedented response rates

12133940 although less than

in treating refractory B cell malignancy,
50% of patients achieve long-term disease control.**%? Continuous
and rapid improvements in the design of CAR should improve an-
ti-tumor function of CAR T cells in vivo in a close future.

Although T cell- and in particular CAR T cell-based ACT ap-
proaches represent promising strategies against cancers, the appli-
cation of these strategies is currently limited to a small number of
malignancies for which antigens are well characterized. Furthermore,
despite unprecedented success in some B-cell malignancy, many
cancer patients that receive ACT based on conventional T cells fail
to achieve complete responses, suffer frequent relapses, or develop
potentially life-threatening toxicities. Novel and broadly applicable
strategies are thus urgently needed to improve the efficacy and
specificity of tumor targeting by T cells used in ACT. Finally, the ef-
ficacy of current T cell-based ACT therapies against solid tumors
remains severely impaired, and most patients with solid tumors
show no significant benefit from CAR T cell therapy.“’42 Additional
improvements are thus needed to tackle issues such as T cell traf-
ficking to the tumor, long-term persistence, and maintenance of an-

ti-tumor function, in order to achieve tumor eradication.

2.3 | Tumor cell sensing and elimination by human
Vy9Ve2 T cells

The immune system orchestrates with broad complementary molec-
ular and cellular networks, which act to sense and eliminate exoge-
nous and endogenous threats (eg, infections, cancers). An increasing
number of studies focus on a particular class of T lymphocytes that
share phenotypical and functional characteristics with both innate
and adaptive immune systems. These cells have been identified as

n o«

“transitional immunity,” “unconventional,” or “innate-like” T cell ef-
fectors. The best described cell subsets falling at this interface are
invariant natural killer T (iNKT), mucosal-associated invariant T
(MAIT), and y8 T cells, which express a heterodimeric TCR composed
of y and & chains associated with the CD3 signaling complex.*3*

In humans, y8 T cells are distributed into four main subsets, iden-

tified according to the expression of TCR & chain variable segments,

Immunological Reviews
V81h, V62, V83", and V85" populations. Following thymic selection,
most y8 T cells emigrate with a preferential tropism for particular tis-

sues/organs, through yet unclear mechanisms. As a typical example,
human Vy9Vd2 T cells* preferentially colonize the peripheral blood
and represent about 5%-10% of the peripheral CD3" and 80% of v8 T
lymphocytes of healthy adults. Vy9V52 T cells, which embody proto-
typical immune sensors of cellular stress, are activated under various
pathological contexts including infections and cancers.*® The antigenic
activation of Vy9V82 T cells is contact- and TCR-dependent. It is im-
portant to note that this antigenic activation is not restricted by con-
ventional MHC class | or Il molecules. This key feature minimizes the
risk of any alloreactive incident during allogeneic Vy9V82 T cell thera-
pies (eg, graft versus host disease). The antigenic activation of Vy9V52
T cells is based on the sensing of expression of small phosphorylated
carbohydrate metabolites named phosphoantigens (PAg). These com-
pounds (eg, isopentenyl pyrophosphate) are produced by endogenous
(MEV mammalian mevalonate) or exogenous (MEP microbial) path-
ways, and their expression levels are frequently altered in particular
pathological situations such as cancer. Accordingly, pharmacological
compounds that either inhibit the synthesis (ie, statins) or the deg-
radation (ie, aminobisphosphonates, alkylamines) of PAg in mamma-
lian cells can respectively block, or induce, the antigenic activation of
Vy9Vs2 T cells.*® Recent studies showed the contribution of BTN2/3
butyrophilins (BTN) expressed by target cells in this process.*’-°
Importantly, the self-reactivity of Vy9V82 T cells is carefully controlled
by different pathways such as adhesion molecules (eg, CD54), and
activating (eg, NKG2D) or inhibiting (eg, CD94/NKG2A) natural killer
cell receptors. Numerous V52 T cell dysfunctions in cancer indications
(eg, hyporeactivity, exhaustion) are associated with altered expression
profiles of these molecules by Vy9V82 T or target cells.* Following
this exquisite sensing process, Vy9V62 T cells rapidly deliver strong
functional responses including cytolysis implicating several distinct
cell death-inducing pathways (eg, granzyme B/perforin, TRAIL (tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand), and Fas-FasL), and
pro-inflammatory Th1 cytokine (eg, TNF (tumor necrosis factor)-a,
IFN (interferon)-y) release. Such key anti-tumor functions make human
Vy9Va2 T cells the most promising effector subset, as compared to
conventional lymphocytes, for designing novel cancer immunothera-
pies (Figure 1).5%53

A set of compelling in vitro studies evidence a natural reactivity
of human Vy9V82 T cells against a broad range of human tumor cell
lines and normal cells infected by viruses, parasites, and bacteria.”* The
range of tumor cell lines detected by Vy9V82 T cells, initially restricted
to liquid tumors (eg, hematopoietic tumors), was next extended to sev-
eral solid tumors (eg, renal and colon carcinomas). This landscape was
further modified by the identification of aminobisphosphonates (eg,
pamidronate, zoledronate), synthetic PAg (eg, BrHPP, BromoHydrin
PyroPhosphate), and anti-CD277 (BTN3A) agonist antibodies that help
sensitizing a broad variety of cells to Vy9Va2 T cell reactivity.47'55'56

The unique combination of phenotypic and functional features
of human Vy9V52 T cells (summarized below), which are only par-
tially shared by other immune cell subsets, makes them ideal effec-

tor cells for cancer immunotherapies:
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FIGURE 1 Compared anti-tumor functions of effector y6 and aff T cells. Both y5 and af T cells display direct and indirect anti-tumor
functions (not represented here). They mainly diverge in the mode of TCR/CD3-driven antigenic activation induced by tumor cells. While
conventional aff T cells detect tumor-peptide antigens tumor presented by restricting MHC class I/Il molecules, y8 T cells can directly

sense and recognize tumor cells expressing a wide range of antigenic structures, conserved or not, from diverse origins (eg, proteins, lipids,
carbohydrates). These two subsets can mediate cell killing using mandatory TCR-induced signals and shared pathways, such as FAS/TRAIL
and granule exocytosis pathways (eg, perforin/granzyme). These effector cells can also target tumor cells through antibody-dependent
cellular cytotoxicity upon treatment with tumor-specific antibodies. (BTN: butyrophilin; PAg: phosphoantigen; TRAIL: tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand)

1. Inter-individual conservation and high frequency in the peripheral 7. “Swiss army knife functions” such as direct and indirect cytotoxic
blood of human adults; activities against tumor cells, through the secretion of lytic mol-
2. Antigenic specificity directed against cell stress-associated mol- ecules and cytokines.

ecules whose expression is frequently dysregulated in cancer
cells;
3. Clinical-grade synthetic agonist molecules, such as aminobispho- 2.4 | Successes and pitfalls of Vy9V62 T cell-based
sphonates and PAg, that specifically induce activation, expansion, cancer immunotherapies
and sensitization of human tumor cells;
4. Easy handling and elevated in/ex vivo expansion index Active immunotherapies involve setting immune responses in can-
5. Absence of alloreactivity (no MHC class I/ Il restriction); cer patients to fight tumor cells. In passive immunotherapies, im-
6. Capacity to reach and infiltrate tumors; mune molecules are given to patients who do not produce them on
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their own (for a recent review on current y& T cell-based ACT clinical
trials, see Ref. 57).

2.4.1 | Activeimmunotherapies

Several strategies were developed to activate Vy9Vé2 T cells in
vivo by administering specific clinical-grade agonist molecules, such
as PAg, aminobisphosphonates, or anti-CD277 agonist antibody
(EVICTION Trial: NCT04243499, ImCheck Therapeutics), together
with pro-proliferating cytokines (eg, IL-2, 1L-15).58 Following initial
encouraging studies, various clinical assays have been conducted in
cancer patients (eg, renal cell carcinoma, bone metastases deriving
from breast or prostate cancers), which demonstrated some thera-
peutic responses, such as stabilized diseases and even partial re-
missions for some patients.>’%? Importantly, the majority of treated
patients in these trials experienced mild side effects (ie, flu-like syn-
drome), likely induced by IL-2, thus highlighting the reduced toxicity
and the safety of these strategies. Some studies, including assays
in monkeys, also pointed out potential issues such as the progres-
sive exhaustion of Vy9V82 T cells (ie, tachyphylaxis), which could
be imputed to altered immune status or inappropriate activation
contexts.®

2.4.2 | Passive immunotherapies
Passive immunotherapies, which are based on ex vivo expansions of
Vy9V82 T cell from peripheral blood and cell transfer(s), have been
tested in solid and liquid cancer indications (eg, renal carcinoma, he-
matological diseases) with a reduced toxicity but modest therapeutic
efficacy.®® It should be underlined that these studies used autolo-
gous Vy9Va2 T cells. Alternatively, new clinical trials are using adop-
tive transfer of expanded allogeneic Vy9V82 T cells, which are devoid
of any alloreactive potential. This approach is tested in lung cancer
patients (NCT03183232). Furthermore, a case report of a patient
with a stage IV cholangiocarcinoma showing recurrent mediastinal
lymph node metastasis after liver transplantation was published.®®
After receiving consecutive infusions of allogeneic Vy9V&2 T cells
expanded from the peripheral blood of a healthy donor, this patient
showed significant tumor regression without evident toxicity.
Possible reasons for the suboptimal anti-tumor efficacy of
Vy9V62 T cell-based ACT include the following:

e suboptimal therapeutic indication and injection routes (eg, can-
cer/stage, therapeutic window, systemic vs localized injections),
which can induce anergy, cell death, weak activations, and/or an
incorrect addressing of Vy9Va2 T cells;

e reduced reactivity of Vy9V82 T cells against fresh tumors, partic-
ularly in vivo due to a reduced expression of adhesion molecules
or antigen components;

e strong immunomodulatory regulation exercised by cellular and/or

molecular TME components (eg, stromal cells, cytokines).

Importantly, Vy9V82 T cell and the unique tumor cell detection
system conferred by their TCR can be incorporated into existing ACT
strategies. The expression of selected wildtype or engineered Vy9V&2
TCR has been set up in conventional aff T lymphocytes by using ret-
roviral transduction approaches.®® The clinical-grade production of
these engineered effectors was recently validated and is currently
being tested in patients with leukemia or multiple myeloma. The re-
verse strategy is also underway to determine the high therapeutic in-
terest of arming v5 T cells with CAR.”7° Those new approaches could
provide a novel way to safely use allogeneic CAR and target trans-
formed cells with low antigen density, which may be ignored by stan-
dard CART cells.?® Finally, natural or engineered Vy9V32 T cells can be
used in combination with natural or engineered conventional T cells to
improve the safety and efficacy of T cell-based ACT.?1:22

The implication of Vy9V82 T cells in anti-tumor immune response
is supported by analyses identifying infiltrating y& T cells, which is
now considered as a favorable prognosis marker for various cancers.
Though promising, particularly in terms of feasibility and safety, the
results of exploratory or early-phase clinical trials also stressed the
urgent need of improving the efficacy of Vy9V82 T cell immunother-
apies in cancer indications.>? The achievement of this ambitious goal
will require a deeper understanding of their activation and regula-

tion processes in cancer patients.

3 | ENGINEERED T CELLS AGAINST SOLID
TUMORS

Although the unique antigenic specificity of human Vy9Vd82 T cells
overcomes major issues related to tumor recognition encountered
by conventional T cells, their clinical efficacy against solid tumors
remains limited by some immunological, logistical, and tumor-linked
constraints (Figure 2). Numerous approaches are considered to solve
these issues, such as the systemic administration of cytokines, an-
tibodies, and pharmacological reagents that have been extensively
discussed elsewhere.”* Here, we focus on T cell engineering strate-
gies that are considered or already in use in ACT based on conven-
tional T cells, and could substantially improve Vy9V82 T cell function
against solid tumors.

3.1 | Improving proliferation and persistence of T
cells by preconditioning approaches

One key determinant of the efficacy of ACT is the functional
phenotype of the effectors used for ACT. This status depends on
the starting material, as well as the manufacturing process of the
T cell product to be administered. Central memory or stem cell
memory T cells have enhanced therapeutic activity due to their in-
creased proliferation potential and long-term persistence in vivo.”?
However, current FDA-approved methods for generating CAR T
cells utilize either anti-CD3 and IL-2, or anti-CD3/CD28 beads,

which can generate T cell effectors with an effector/exhausted
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FIGURE 2 Proposed solutions to improve current ACT in cancer immunotherapies. Several obstacles should be overcome to further
improve cancer ACT, such as effector cell production, physical barriers to tumor infiltration, antigen expression heterogeneities, elevated
levels of molecular and cellular immunosuppressive factors in the TME, and challenging toxicities. To solve those issues, we hereby propose
the creation of banks of allogeneic human Vy9V82 T cells, easily accessible from healthy donor blood and expansible in vitro. Those would
be engineered and reprogrammed to facilitate their homing to the tumor site and become tissue-resident, hereby allowing them to penetrate

the tumor and subsist long enough to deliver their anti-tumor functions

phenotype that show poor persistence in vivo, especially in solid
tumors, and have limited potential to respond to checkpoint block-
ade.”® Therefore, major efforts have been put into developing
preconditioning milieu that would restore or preserve the central
memory or stem cell memory phenotype of adoptively transferred
T cells using cytokines (eg, IL-7, IL-15, IL-21),748% or epigenetic
modifiers.8%52 Similar to ap T cells, anti-tumor functions of Vy9V82
T cells can be substantially enhanced by supplementing the con-

1,8%84 or vitamin

ditioning milieu with cytokines such as IL-15, IL-2
C8 (see Ref. 53 for review on Vy9V82 T cell expansion and precon-
ditioning strategies).

Optimization of the preconditioning milieu used to manufacture
the T cell products used for ACT should thus improve the efficacy
of these treatments. Moreover, advances in identifying signals that

drive T cell differentiation toward different functional phenotypes

should help design preconditioning milieu that guide the differentia-
tion of T cells toward any desired functional phenotype.

3.2 | Addressing Vy9Vé2 T cells to solid tumors

The clinical efficacy of ACT strategies relies on the efficient address-
ing of immune effectors to the tumor. In the case of liquid tumors,
tumor-specific T cells are expected to rapidly meet circulating tumor
cells following intravenous administration. However, most solid can-
cers arise within epithelial layers, and adoptively transferred anti-
tumor T cells are largely excluded from these tissue compartments in
the absence of inflammation. Lymphocyte recruitment and traffick-
ing into solid tumors is a carefully orchestrated process that requires

adhesion to the endothelium, trans-endothelial migration, infiltration
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through extracellular matrix and stroma, and ultimately engraftment
in tumor islets or reorganization in tertiary lymphoid structures.8®
In many cancers, alterations of this process result in reduced T cell
trafficking. Immature and disorganized endothelial cells of the tumor
vasculature often express low levels of adhesion and attraction mol-
ecules. Tumor-derived factors can also render local endothelial cells
unresponsive to inflammatory cytokines that are essential to recruit
immune effectors to tissues. Physical barriers such as the stiff tumor
stroma further hinder the infiltration of T cells in the tumor.6%87
Some in vivo studies have shown that following adoptive
transfer, allogeneic Vy9V82 T cells can reach, infiltrate tumor sites,
and display strong anti-tumor activities.®®8’ However, chemokine
receptors that are essential for the recruitment of lymphocytes
to tumors (eg, CXCR1-3)° are frequently not expressed by most
peripheral blood lymphocytes, including Vy9V82 T cells and most
effectors used in ACT. Several strategies have been proposed to
improve the addressing of adoptively transferred T cells to solid
tumors. Engineering T cells with chemokine receptors and adhe-
sion molecules (eg, CCR2,91'92 CXCR1, and CXCR293)7'8 improves
the addressing of adoptively transferred T cell to some tumors.
However, different tumors express distinct sets of chemokines,
which prevents a broad use of such strategies. T cells have also
been engineered to target cancer-associated components that
hinder T cell trafficking, using CAR designed to specifically target
VEGFR2 that plays vital roles in tumor angiogenesis and growth94
or the fibroblast activation protein that is expressed at the surface
of cancer-associated stromal cells.”® ACT using these effectors led
to the destruction of the tumor vasculature and stroma by CAR T
cells, facilitating tumor infiltration by immune cells. However, the
low expression of the targeted molecules by healthy tissues can
have serious adverse effects.” Alternatively, the direct delivery
of T cells within the tumor showed some success,®**”%? but this
approach cannot be used against metastatic diseases. Defective
infiltration by adoptively transferred anti-tumor T cells is still a
major issue that limits the efficacy of ACT against solid tumors,
and that might not be solved by sole engineering of adoptively
transferred T cells. However, strategies that promote chemokine
expression by tumor cells can be combined with ACT to facili-
tate the infiltration of adoptively transferred T cells. In particular,
chemotherapy drugs that increase expression of the chemokine
CXCL9, CXCL10, and CXCL11 by tumors improve infiltration by
T cells expressing their receptor CXCR3.1%° Oncolytic viruses,
which specifically target cancer cells, can also be used to deliver
chemokine locally within the tumor.1°4192 VEGFC therapy, which
support lymphatic vessel expansion, can further expose tumors
to the circulation and significantly improve lymphocyte trafficking

and anti-tumor reactivities.'%

3.3 | Counteracting the tumor microenvironment

Once adoptively transferred T cells have successfully infiltrated the

tumors, they often encounter a hostile tumor microenvironment

Immunological Reviews
(TME) that suppresses their functions (see Refs. 5,104-106 for re-

views). Major advances in our understanding of the mechanisms em-

ployed by tumors to avoid detection and eradication by endogenous
T cells and promote tumor growth led the development of new strat-
egies to improve resistance of adoptively transferred T cells to the
TME.

Tumor cells can express high levels of ligands for various im-
mune checkpoint receptors (eg, PD-1, CTLA-4, LAG3, TIGIT, VISTA)
whose expression is often induced on T cells by the TME. Activation
of these receptors generally leads T cells into a state exhaustion,
tolerance, or dysfunction.>'%41% Given the success of systemic ad-
ministration of anti-PD1/PDL-1 antibodies in restoring anti-tumor
function of exhausted PD-1* conventional T cells in the cIinic,107
numerous strategies have been developed to block engagement of
the PD-1/PD-L1 pathway in adoptively transferred T cells. T cells
have been engineered to secrete blocking PD-1 scFv antibody within

108,109

the tumor, and express dominant negative PD-1 receptors that

can act as decoy for PD-L1,110112

or chimeric switch receptors that
combine the extracellular portion of PD-1 and the intracellular do-
main of CD28, so as to convert inhibitory signals into costimulatory
ones.!¥115 Such strategies could potentially be used to inhibit any
pathway that blunt the anti-tumor function of Vy9V&2 T cells in the
TME including soluble molecules (eg, soluble MIC-A).11¢ However,
PD-1 expression by Vy9V82 T cells was found to have minimal im-
pact on their anti-tumor function. Additionally, functional activity
of anergic or exhausted PD-1" Vy9V82 T cells identified in multiple
myeloma and follicular lymphoma was not fully restored by PD-1
pathway blockade. 17120

Some cytokines that are critical for the activation, prolifera-
tion, and persistence of Vy9Vd82 T cells (eg, IL-2, IL-15) are pres-
ent in limited amounts within the TME. CAR T cells engineered
to express the yc cytokines IL-7, IL-15, or IL-21, which pro-
mote the generation of central memory or stem cell memory T

121 showed improved expansion and persistence in solid tu-

cells,
mors.}?2124 Furthermore, CAR T cells engineered to express 1L-12
or IL-18, which promote T cell effector functions, demonstrated
improved anti-tumor function against various solid tumors.125127
Importantly, although transgenic expression of one or several cyto-
kines by adoptively transferred T cells has the potential to improve
the anti-tumor function of both adoptively transferred T cells and

endogenous effectors,130

it might also have some adverse effect
and participate in promoting tumor angiogenesis, metastasis, and
immune escape (eg, IL-18%3Y), Alternatively, several strategies have
been considered to increase cytokine signaling without the partic-
ipation of exogenous cytokines. T cells expressing a constitutively

R,132

active IL-7 or a CAR wired directly to cytokine signaling path-

ways that provide signaling in an antigen-dependent manner®®
showed increased activation, proliferation, and persistence in sev-
eral models of solid tumors.

Finally, the limited oxygen and nutrient supply available in the
TME, together with the immunosuppressive tumor-derived metab-
olites, certainly represent the biggest challenge faced by adoptively

transferred T cells in solid tumors.®*3* Metabolic stress induced by
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this environment often results in inhibition of anti-tumor T cell func-
tion, including v T cells (Figure 3).117125135138 Aternatively, it can
promote their differentiation into effector profiles that suppress im-
mune response (eg, T reg) or even promote tumor progression (eg,
Th17).%? Although Vy9V82 T cells expanded from peripheral blood
display a relatively homogeneous cytotoxic pro-inflammatory Thl
profile,140 other y8 T cell subsets can display Th2,141 Th9,142 Th17,143
or Treg-like’** functional profiles. In some pathologies, including
breast and colorectal cancers, IL-17" y5 T cells have even been identi-
fied as major producers of 1L-17.245%7 |t remains unclear whether or
not these profiles originate from distinct y8 T lymphocyte subsets or
whether one y5 T cells subset can adopt various effector profiles in
response to environmental factors (eg, TME). Although the impact of
the TME on adoptively transferred Vy9V82 T cells is not well defined,
Treg-like Vy9V82 T cells were proposed to participate in the immu-
nosuppressive action of the TME either by cell-cell contact through
immune checkpoint blockade via CTLA-4/CD86 and PD-1/PD-L1
interaction, or by releasing soluble molecules.**® Furthermore, be-

cause Vy9Vd2 T cells can adopt a Th17 effector profile upon culture

Soluble factors

B lymphocyte

T lymphocyte
ECM

CAF

Pericyte

Red blood cell

Macrophage

TGF-B

in the presence of IL-1p, IL-6, IL-23, and TGF—[3,143'149 it is conceiv-
able that such process might occur in vivo. A better understanding
of the mechanisms underlying differentiation toward one functional
phenotype or another might help design strategies that counteract
the negative effects induced on Vy9V82 T cell function by the TME.

3.4 | Harnessing endogenous immune cells
Adoptively transferred T cells can also be engineered to help con-
vert so-called “cold tumors” into “hot tumors” that are more im-

munogenic,z'lso'151

and harness the endogenous immune system
in mounting an effective anti-tumor response. These strategies are
particularly relevant for heterogeneous solid tumors that cannot be
eradicated through sole recognition of a limited number of tumor
antigens by adoptively transferred T cells.

The specific targeting and degradation of cancer-associated
components that hinder cell trafficking by adoptively transferred T

cells (eg, VEGFR2,94 fibroblast activation protein95; see Section 3.2)

Effects of the Tumor
Microenvironment on
yoT cells

*PD-1 o
3\ @ VIFN-y
¢NKR 0 ML-17
ﬁ Vveytotoxicity
exhausted yoT cell

FIGURE 3 TME components and their effects on y5 T cells. TME is organized in complex structures including various cancerous

and non-cancerous cell types, such as epithelial cells, cancer cells, immune inflammatory and regulatory cells, endothelial cells, CAF,
ECM, proteases and protease inhibitors, and growth factors, all of which being in a close interaction. The ECM supports and promotes
the tumor development, immune evasion, and its spreading through matrix remodeling and angiogenesis increments (up panel). Several
factors, expressed by different cell components, may contribute to the functional exhaustion of y8 T cells (low panel). Soluble factors (eg,
cytokines) released by CAF, macrophages, dendritic cells, and Tregs coupled with a contact inhibition (ie, inhibitory NKR, PD-1), as well as
hypoxic stress, have been identified as important exhaustion inducers (CAF: cancer-associated fibroblast; ECM: extracellular matrix; pDC:

plasmacytoid dendritic cell; Treg: regulatory T lymphocyte)
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facilitate tumor infiltration of both adoptively transferred T cells
and endogenous immune cells. Alternatively, once infiltrated in the
tumor, adoptively transferred T cells can be used for local delivery of
molecules that degrade the extracellular matrix such as heparinase
that degrade heparan sulfate proteoglycan, an indispensable com-
ponent of the extracellular matrix.>? Adoptively transferred T cells
have also been engineered to produce chemoattractant molecules
that promote tumor infiltration by endogenous tumor-specific T cells
(eg, the CCR7 ligand CCL19,*%2 or CCL5 and CXCL9*3).

Finally, an important strategy to harness endogenous T cells is
by promoting epitope spreading, a phenomenon in which a previ-
ously tolerated antigen becomes targeted by T cells.*>* In practice,
lysis of some tumor cells by adoptively transferred T cells releases
tumor-specific antigens that are processed and presented by APCs
to endogenous naive T cells, thus inducing a secondary immune re-
sponse against the tumor.*>®

The ability of Vy9V82 T cells to promote DC maturation,>¢158

159160 and function as alternative APC¢!

provide B cell help, sug-
gests that they could naturally harness endogenous immune cells
during anti-tumor response in vivo. This process could be enhanced
by engineering adoptively transferred Vy9V82 T cells to secrete sol-
uble mediators that recruit cDC1s to the tumor and promote their
expansion (eg, CCL19, FIt3)1221%2 and maturation (eg, CD40 ago-

nists).125’163’164

cDC1 can subsequently present tumor antigens to
endogenous naive CD4" and CD8" T cells, and prime them for tumor
recognition.'®® Furthermore, mature DCs are a source of cytokines
and chemokine that promote T cell infiltration. Therefore, promot-
ing DC recruitment into the tumor and their maturation indirectly
enhance trafficking of endogenous tumor-specific T cells to the
tumor site. Finally, secretion of molecules counteracting the TME
by adoptively transferred Vy9Vd2 T cells (eg, cytokines, scFv; see
Section 3.3) can also enhance the proliferation, persistence, and an-
ti-tumor function of endogenous TIL. In particular, the secretion of
IL-12 has the potential to stimulate innate immune cells against the
tumor and make them resistant to inhibitory elements of the TME,
including Tregs and myeloid-derived suppressor cells.}¢®

Equipping T cells with various molecules using genetic engineer-
ing can successfully enhance both their direct and indirect anti-tumor
functions. In particular, the expression of combinations of improved
tumor-specific receptors (eg, Vy9V52 TCR) can increase the sensitiv-
ity and specificity of the tumor targeting by adoptively transferred
T cells. Furthermore, their secretion of soluble molecules within the
tumor microenvironment can counteract some of the mechanisms
used by tumor cells to suppress immune cells, harness endogenous
immune cells, and restrain tumor progression. However, important
issues still impede the success of T cell-based ACT against solid tu-
mors. In particular, the trafficking of adoptively transferred T cells
to tumor tissues and their metabolic adaptation to the TME require
complex cellular behaviors that cannot be imprinted by simple ec-
topic expression of natural or engineered structural proteins. Novel
engineering strategies that harness recent technological advances
based on CRISPR/Cas technology, and the increasing knowledge

of the transcriptional mechanisms underlying T cell function and

dysfunction, should help circumvent the remaining challenges faced

by Vy9V82 T cell-based ACT against solid tumors in a close future.

4 | EMERGING AND FUTURE STRATEGIES
IN GENETIC ENGINEERING

4.1 | New designs in genetic engineering

Strategies aiming at stably modifying anti-tumor effectors to im-
prove their performances against cancers have been explored for
decades. These approaches were initially based on the use of recom-
binant viral vectors that target transgenes to non-specific genomic
sites. However, engineering recombinant viral vectors is a lengthy
and costly process, and their random integration into the genome
can produce insertional mutagenesis, overexpression of adjacent
genes, and disruption of genes at the site of integration, potentially
leading to oncogenic transformations. More recently, the discovery
of the CRISPR/Cas9 system167 enabled the development of a broad
array of genome editing tools whose precision and efficacy are being
continuously and rapidly optimized.}*® CRISPR/Cas technology no-
tably allows specific genomic insertions and deletions in human T
cells, thus offering new avenues to genetically engineer improved
anti-tumor effectors.2*¥° |mportantly, CRISPR/Cas-based tech-
nologies do not require the use of viral vectors.”* This technology
thus comes with a reduced cost and improved safety compared with
virus-mediated approaches, and is quickly making its way into the
clinic.1”?

CRISPR/Cas-based technologies allow the precise insertion
of transgenes into given loci, thus avoiding the issues associated
with the random integration of viral vectors. This approach can be
used to engineer T cells equipped with a panel of natural and syn-
thetic structural molecules selected to enhance their performance
against tumors (see Section 3). One major improvement offered
by the CRISPR/Cas technology to the engineering strategies is a
refined control of expression of transgenes. Random integration
by viral vectors or transposons previously led to variegated ex-
pression levels of transgenes that were often extraphysiological,
and sometimes epigenetically silenced. The property of CRISPR/
Cas to precisely insert transgenes into specific genomic loci can
be used to place transgenes under the control of specific regu-
latory elements. This strategy was recently used to improve the
functionality of CAR T cells by inserting the CAR transgene into
the TCR-«a constant locus, so as to place the CAR under transcrip-
tional control of the endogenous TCR regulatory elements.’® This
manipulation resulted in a basal expression level of CAR close to a
physiological level of TCR, as well as a dynamic regulation of CAR
expression that mimicked the one of TCR during T cell activation.
The CAR could thus be effectively internalized and re-expressed
following exposure to antigen, similar to a TCR. Unlike conven-
tionally generated CAR T cells that are chronically activated and
undergo rapid exhaustion, this new generation of CAR T cells pro-
vided sustained anti-tumor function.”® A similar design would



RAFIA ET AL.

likely greatly improve the anti-tumor efficacy of CAR-expressing
Vy9Vs2 T cells.#”7° Progress in our understanding of the molec-
ular mechanisms governing gene regulation will enable the iden-
tification of appropriate insertion loci, so as to obtain specific
patterns of transgene expression.

CRISPR/Cas-based technologies also enable the permanent dele-
tion of specific genomic loci. Such modification could improve the ef-
ficacy of Vy9V82 T cells in allogeneic ACT by preventing expression of
their HLA-I molecules. The HLA-independent antigenic reactivity of
Vy9V&2 T cells renders these effectors safe to use in allogeneic trans-
plant without risking graft versus host disease. However, the presence of
HLA-I proteins on the surface of the transplanted T cells, if mismatched
with the host, can induce their rejection. HLA-I-deficient Vy9V82 T cells
could thus serve as “off-the-shelf” ready-to-use products for ACT. This
strategy is currently being tested in a clinical trial using CAR T cells defi-
cient for the gene encoding the -2 microglobulin, which is required for
MHC class | expression (NCT03166878). CRISPR-mediated gene dele-
tion can also be used to ablate pathways used by tumors to inhibit T cell
function. For example, CAR T cells deleted for the death receptor Fas
were resistant to activation-induced cell death, which improved their
anti-tumor function.}”® Furthermore, conventional T cells with deleted
checkpoint molecules, including PD-1, CTLA-4, or LAG-3, showed in-
creased functionality in ACT in certain cancer models.'>"778 Deletion
of other immune checkpoints such as the adenosine A2 receptor, and
TIM-3 also represents promising approaches for enhancing the potency
of adoptively transferred T cells. 179181 Importantly, some CRISPR/
Cas9-derived approaches now enable the deletion of multiple genes
in one shot.'”® One possible downside to these modifications is that
they could lead to autoimmune responses, similar to anti-PD-1 and an-
ti-PD-L1 treatments.*®2 This issue is particularly important to consider
for Vy9V62 T cells, given their recognition of ubiquitously expressed en-
dogenous ligands. Expression of inhibitory molecules by Vy9V82 T cells
is likely critical to keep in check their natural autoreactivity and maintain
their accurate discrimination between malignant and healthy tissues. It
might thus be relevant to include safeguard mechanisms in the design of
engineered Vy9V52 T cells (eg, suicide gene'®), so as to constrain their
response in case of deleterious autoimmune reaction.

Newly developed screening methods based on CRISPR technol-
ogy considerably accelerated the discovery of new gene-encoded
molecules, natural or synthetic, that have the potential to dramat-
ically improve ACT-based immunotherapy against solid tumors in
the future.*®187 The use of CRISPR technology enables additions
and deletions of multiple gene-encoded molecules to anti-tumor
effectors, which could together improve trafficking to the tumor,
tumor recognition, and anti-tumor effector functions, and over-
come suppressive signals in the TME that lead to cell dysfunction.”

4.2 | Transcriptional reprogramming of T
lymphocytes

Transcriptional programming enables the acquisition of complex cel-

lular behaviors, as it allows the dynamic and coordinated expression

of hundreds or thousands of genes in response to various intrinsic or
extrinsic stimuli. These mechanisms notably enable cells to maintain
their primary functions while adapting their behavior in response to
changes in their environment. The failure of anti-tumor effectors to
adapt to the TME is currently one of the major obstacles of ACT
against solid tumors. It notably leads to their dysfunction, which
can suppress anti-tumor immune responses or promote tumor de-
velopment.* A promising approach to circumvent this issue is to use
transcriptional programming to engineer anti-tumor effectors that
would adapt appropriately to the TME while maintaining efficient
anti-tumor properties.

Transcriptional programming is a complex process involving
many molecular players that successively impose layers of regula-
tion to shape the epigenetic and transcriptional landscape of cells
during development. Recent progress in our understanding of the
molecular mechanisms of transcriptional programming underlying
T cell differentiation led to the identification of key transcriptional
controllers of T cell exhaustion.'°® Manipulating the expression of
some of these factors could improve effector functions of anti-tu-
mor effectors by preventing their TME-induced exhaustion. For ex-
ample, deletion of the NR4 factors or sustained expression of c-Jun
results in improved response of CAR TIL in preclinical mouse models
bearing solid tumors.*®87 Although manipulating these transcrip-
tion factors is a promising strategy for the development of improved
ACT, a better understanding of their molecular mechanism of action
might help apprehend the consequence of such manipulations on
the biology of anti-tumor effectors. In particular, exhaustion-resis-
tant T cells could undergo undesirable TME-induced differentiation
into Tregs or IL-17 producers, which would ultimately be deleterious
for tumor suppression.

Another interesting strategy aims at counteracting the metabolic
reprogramming of TIL induced by the TME and chronic activation,
which is a major determinant that leads to their dysfunction.1¢1%°
Recent work found the transcription factor hypoxia-inducible factor
1 subunit alpha (HIF-1a) contributes to the acquisition by tumor-in-
filtrating natural killer cells of a dysfunctional state similar to T cell
exhaustion. Deletion or inhibition of HIF-1a in mouse natural killer
cells promoted their function against some solid tumors.r” HIF-1a
protein, which is constitutively degraded under normoxia, is sta-
bilized under hypoxic conditions such as in solid tumors. It then
translocates to the nucleus where it notably regulates expression of
genes involved in metabolic adaptation to hypoxia. Although manip-
ulating HIF-1a might improve anti-tumor function of T cells in solid
tumors at short term, it could have deleterious effects in conditions
of chronic hypoxia that are met in the TME. Alternatively, prevent-
ing the downregulation in T cells of ACADVL, an enzyme import-
ant to metabolize very long-chain fatty acids present in some TME,
induced profound metabolic changes that enhanced the fitness of
tumor-specific mouse T cells in the TME, and thus their anti-tumor
function.'”? Metabolic reprogramming of tumor-specific T cells to
enable their use of certain nutrients can thus help sustain their an-
ti-tumor function in the harsh TME. Additionally, this strategy could

enable their consumption of specific nutrients that would otherwise
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promote tumor growth, such as free fatty acids that can promote
Treg survival and accumulation.'?®

Harnessing the natural mechanisms enabling T cells to mount ef-
ficient and sustained responses against solid tumors using transcrip-
tional reprogramming could also improve the function of anti-tumor
effectors in ACT against solid tumors. T cells that naturally reside in
tissues play important functions in local tumor immunosurveillance
and immunity against solid tumors.***%7 In particular, they naturally
express sets of chemokine receptors and adhesion molecules that
enable their infiltration, retention, and function within tissues and,
in some extent, within solid tumors. Importantly, their metabolism
is adapted to a low nutrient, low oxygen, but fatty acid-rich envi-
ronment somewhat shared by tissues and solid tumors.’® The tran-
scriptional mechanisms that imprint these properties in circulating T
cells are starting to be uncovered.*”2°2 This new knowledge could
help design new reprogramming strategies that would considerably
improve the efficacy of engineered tumor-specific T cells against
solid tumors.

Recent modifications to the CRISPR/Cas9 system have pro-
vided effective strategies to manipulate gene expression. These
strategies are based on a mutated form of Cas9 that lacks endo-
nuclease activity but retains the ability to precisely bind specific
DNA sequences through sgRNA targeting (called dead Cas9 or
dCas9).2°% dCas9 has been fused with numerous functional do-
mains that can induce transcriptional or epigenetic changes.168
Combinatorial engineering of dCas9 fusion proteins can fur-

ther leverage the function of multiple effector domains,204205

and include effector modules that respond to various stimuli
206

such as pharmacological agents or environmental cues (eg,

immunlogical Reviews YT saiaiiaz

metabolites, hypoxia). This last feature could notably enable spe-
cific adaptations of tumor-specific effectors to metabolic changes
in the TME during anti-tumor immune response (Figure 4). This
incredibly versatile technology enables the design of dynamic
and tunable synthetic transcriptional controllers that can produce
virtually any pattern of expression, and simultaneously repress
and activate different genes.207 CRISPR/Cas technology can be
further multiplexed to simultaneously modulate the expression of
many genes‘zo8 This technology should enable to write entirely
new transcriptional programs by modifying the genetic, epigene-

209 (Figure 4).

tic, and transcriptional landscapes of cells

In the future, CRISPR/Cas technology could be used to hack pre-
existing transcriptional networks to enable tumor-specific T cells to
infiltrate tissues and tumors and adapt to their environments; inte-
grate synthetic molecules, such as CAR, to natural transcriptional
network to optimize their anti-tumor function; or write new tran-
scriptional programs that use metabolite-responsive synthetic tran-
scription factors to adapt to the TME (Figure 4).

Major advances in our understanding of the molecular mecha-
nisms responsible for the exquisite discrimination by human Vy9V§2
T cells of tumor cells from healthy ones, the transcriptional mecha-
nisms that underlie T cell differentiation into functional or dysfunc-
tional effectors in solid tumors, as well as the potential of CRISPR/
Cas technologies in cellular engineering, hold great promises for the
future of ACT therapies against solid tumors. These will enable the
engineering of human Vy9V&2 T cells endowed with new complex
behaviors optimized to efficiently fight solid tumors while adapting
to the sophisticated mechanisms developed by tumor cells to evade

the immune system.

## TME induce

inactive

Metabolic state 1

metabolite

active

Metabolic state 2

FIGURE 4 Example of synthetic transcriptional network that incorporates endogenous and engineered components to program a
metabolic adaptation to environmental changes. Endogenous components are blue, engineered ones are red. Following environmental
changes, a synthetic metabolite-responsive epigenetic modifier (red circle) opens specific areas of heterochromatin. These epigenetic
changes allow an endogenous transcription factor (blue TF) to regulate expression of new gene targets. Among these, a newly expressed
synthetic transcription factor (TF 2) simultaneously activates and represses expression of different genes (gene sets 1 and 2), which

altogether induce a metabolic adaptation. (TF: transcription factor)
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CONCLUSION

Despite major recent advances, several issues remain regarding the
biology and functions of human immune cell subsets, as well as their
use in cancer immunotherapies. Various limiting factors, including the
reduced trafficking of lymphocytes and the tolerogenic impact of the
tumor environment, have been identified. Among promising effector
cell candidates for ACT therapies, human Vy9V62 T cells represent an
extremely attractive lymphocyte subset that contributes to the sens-
ing and control of tumor development. Since their identification, these
peculiar innate-like effectors have intrigued researchers for shared
reasons of complexity and hardiness. Initial studies highlighted them
as gatekeepers with a natural memory nature, enabling them to react
against infectious and tumoral threats. Accordingly, subsequent analy-
ses showed them as prototypical anti-tumor effectors for designing ef-
ficient active or passive cell immunotherapies, taking advantage of their
easy handling, reduced toxicity, conservation, and broad anti-tumor
reactivity. Furthermore, new cell engineering tools that leverage the
potential of CRISPR/Cas technology open astonishing opportunities to
optimize anti-tumor effector functions of Vy9V82 T cells, and circum-
vent the obstacles encountered in fighting solid tumors. ACT strategies
based on engineered Vy9V52 T cells should be further combined to
complementary approaches aiming at increasing tumor immunogenicity,
improving tumor infiltration, and counteracting the immunosuppressive
effect of the TME. In particular, radiotherapy, chemotherapy, and sys-
temic administration of immunomodulatory drugs such as monoclonal
antibodies targeting checkpoint blockade, and novel approaches such
as epigenetic drugs or oncogenic viruses can substantially enhance the
efficiency of T cell-based ACT, by enhancing the anti-tumor function of
both adoptively transferred T cells and endogenous T cells. These re-
sults should ultimately offer insights into improved therapies aiming at
exploiting reprogrammed “super-effector Vy9V82 T cells” to target can-
cer, control its progression, and enable efficient therapeutic responses.
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Conclusion personnelle

Ces années de these ne peuvent se résumer a I'acquisition de nouvelles compétences
techniques ou un certain nombre de publications. Cette expérience trés intense et riche permet

aussi de s’ouvrir a de nombreux autres aspects de la recherche.

J’ai notamment eu l'opportunité de confirmer mon intérét pour le partage et la
transmission du savoir. Avoir la possibilité de donner des cours a la faculté des sciences a été
une expérience tres enrichissante et m’a permis de confirmer mon attrait pour I'enseignement.
Aussi, participer a I'encadrement de stagiaires et ainsi a leur épanouissement scientifique a été
tres enrichissant tant sur le plan pédagogique qu’humain.

Une autre expérience trés enrichissante a été de pouvoir participer a plusieurs congrés mais
aussi de mettre en place une collaboration avec un laboratoire étranger. Mis a part le fait de
gagner progressivement en confiance lors de mes communications orales, il s’agit aussi de

moments privilégiés de partages, de rencontres et d’apprentissage.

Réaliser une these peut étre drainant mentalement, d’autant plus durant une pandémie. Cette
période a été I'occasion de prise de conscience personnelle et de remise en question pour
beaucoup de doctorants. Dans ces moments, nombreux sont ceux a avoir ressenti un sentiment
d’isolement. C’est alors que participer a la création puis activement dans le bureau d’une
association a été une occasion supplémentaire d’apprendre des autres et d’essayer de créer
une communauté pour les doctorants en Biologie-Santé de Nantes. Cette association m’a
permis d'organiser des événements en contactant des personnes auxquelles je n’aurais jamais
0sé envoyer un email avant. J'ai pris un grand plaisir a rencontrer les nombreuses personnes
impliquées dans ce projet et voir cette association se mettre en place et continuer aujourd’hui

a promouvoir toujours plus de partage — scientifique ou non — entre les doctorants.
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Modalité d’activation antigénique des lymphocytes T Vy9Vd2 humains : réle des

butyrophilines BTN3A et BTN2A1

Mots clés : lymphocyte T Vy9Vd2, synapse immunologique, immunologie moléculaire

Résumé : Les lymphocytes T Vy9Vd2 humains
exercent une immunosurveillance continue pour
détecter et éliminer les cellules cibles
transformées ou infectées. Cette population
d’effecteurs particuliers est activée, de maniere
dépendante du TCR, par des antigénes
phosphorylés non peptidiques dérivés du soi, et
implique les butyrophilines BTN3A1/BTN2A1,
mais pas les molécules du CMH. Bien que le
résultat fonctionnel ne soit pas lié a la formation
d'une synapse immunologique (SI) bien
structurée, c'est la premiere étape que les
cellules doivent franchir. Les S| sont des
jonctions cellulaires spécialisées caractérisées
par une apposition étroite de la membrane de la
cellule immunitaire avec la membrane d'une
autre cellule, une adhésion, une stabilité et une
secrétion dirigée. Ce phénoméne a été
découvert dans les années 70 et plus

réecemment, une variété dans la structure des
S| pour différents types d'interactions entre
cellules immunitaires a été montrée, soulevant
la question de la nature des IS formés pendant
l'activation des lymphocytes T Vy9Vd2. En
combinant la reconstitution biochimique d'une
S| a l'aide de bicouches lipidiques artificielles
supportées par du verre et de la microscopie a
haute résolution, nous avons pu visualiser et
décrire cette synapse. Un intérét tout
particulier a été mis sur le rbéle précis des
butyrophilines BTN2A1, BTN3A1 et de ses
isoformes. En ligne avec les études récentes
des équipes de Willcox & Hermann, montrant
BTN2A1 comme le ligand du TCR Vy9Vé2,
nos résultats proposent une vision plus fine de
ce processus complexe d'activation
antigénique, qui implique BTN2A1 & BTN3AT.

Modality of antigenic activation of human Vy9Vd2 T lymphocytes: role of butyrophilins BTN3A

and BTN2A1

Keywords : Vy9Vd2 T lymphocytes, immune synapse, molecular immunology

Abstract: Human Vy9Vé2 T lymphocytes
enforce a non-stop immunosurveillance to
sense and eliminate transformed or infected
target cells. This peculiar effector subset is

activated, in a TCR-mediated manner, by
Self-derived non-peptidic phosphorylated
antigens, and involves BTN3A1/BTN2A1

butyrophilins, but not MHC molecules. Even if
the functional outcome is uncoupled to the
formation of a well-structured immunological
synapse (IS); it is the first step the cells must
take. IS are specialized cell-cell junctions
characterized by close apposition of the immune
cell membrane with the membrane of another
cell, adhesion, stability and directed secretion.
This phenomenon has been discovered in the
70s and more recently, a variety in the structure

of IS for different types of immune cell
interactions have been shown, raising the
question about the nature of the IS formed
during the activation of Vy9Vd2 T lymphocytes.
Combining biochemical reconstitution of an IS
using glass-supported lipid bilayers with
high-resolution microscopy, we were able to
visualize and describe this synapse. A
particular focus was made on the precise role
of the butyrophilins BTN2A1, BTN3A1 and
isoforms. In line with the recent studies of
Willcox & Hermann’s teams, showing BTN2A1
as the ligand of the Vy9Vd2 TCR, our findings
propose a deeper view of this complex
antigenic activation process, which implicates
BTN2A1 & BTN3AT1.
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