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inhibiteur de tyrosine kinase

souris KO pour « Inductible T cell kinase »
Inhibiteur de tyrosine kinase de deuxieme génération
killer cell immunoglobulin-like receptor
Kruppel-like factor

antigenes associés aux leucémies
lymphocyte B

lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
lymphocytic choriomeningitis virus
leucémie myéloide chronique

leucémie myéloide chronique en phase chronique
lymphocyte T

lymphocytes T régulateurs

mucosa associated invariant T
mitogen-activated protein
méthylcholanthrene

myeloid-derived suppressor cells

mean fluorescence intensity

MHC class | polypeptide-related sequence A
myélome multiple

major molecular remission

molecular response

major histocompatibility complex classl-related protein 1
natural killer

phase accélérée

pathogen associated molecular patterns
phase blastique

peripheral blood mononuclear cell

phase chronique

polymerase chain reaction

programmed cell death 1

programmed death-ligand 1

chromosome Philadelphie

promyelocytic leukemia zinc finger protein
phorbol 12-Myristate 13-Acetate
polynucléaire neutrophile

réponse cytogénétique complete

réponses cytogénétiques majeures

relapse free survival

resting lymphocyte kinase
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SEM
SLAM
SI

SP
TAM
T-box
TCR
Tec
TFR
Th
TRAIL
Trm
TIL
TNF
VEGF
VM
WT1

standard error of the mean

signaling lymphocytic activation molecule
systéme immunitaire

simple positif

tumor-associated macrophage

T-box expressed in T cells

T cell receptor

tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma
treatment-free remission

T helper

tumour necrosis-factor-related apoptosis
tissue resident memory T-cell
lymphocytes infiltrant la tumeur

tumor necrosis factor

vascular endothelial growth factor

virtual memory

Wilms tumour 1
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AVANT-PROPOS

Une nouvelle approche thérapeutique du cancer a pris son essor depuis quelques années :
I’'immunothérapie. L’évolution de nos connaissances fondamentales sur 1’immunologie des
tumeurs a en effet permis de développer différentes stratégies permettant de promouvoir la
reconnaissance et la destruction des cellules tumorales par le SI (pour systeme immunitaire)
plutét que de s’attaquer directement aux cellules tumorales a I’instar de la chimiothérapie

conventionnelle.

De nombreuses pistes restent a explorer pour agir sur le Sl et améliorer les réponses
antitumorales. L’approfondissement de nos connaissances sur les mécanismes
d’immunosurveillance permet d’identifier les effecteurs de I’immunité antitumorale et des

biomarqueurs prédictifs du succes des stratégies d’immuno-intervention.

La plupart des approches d’immunothérapies développées ces derniéres années ont attrait
au ciblage des lymphocytes T (LT) conventionnels CD8 et CD4 qui reconnaissent des peptides
antigéniques présentés respectivement par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe I et de classe Il. Cependant, les LT non conventionnels
tels que les iINKT (invariant natural killer T), MAIT (mucosa associated invariant T), et LT-
vd sont également impliqués dans I’immunosurveillance antitumorale. Mais les stratégies de
valorisation de leurs propriétés antitumorales restent a ce jour encore peu explorées. Les sous
types lymphocytaires T non conventionnels sont pour certains d’entre eux bien décrits a la fois
chez I’Homme, la Souris, ou dans d’autres espéces, tandis que pour d’autres 1’existence

d’équivalent humain reste en suspens.

Ce travail de thése d’université s’inscrit dans une continuité avec de précédents travaux
menes au sein du laboratoire auxquels j’ai pu participer, notamment en tant que stagiaire de

master Il durant mon année recherche. En effet, mon laboratoire d’accueil a décrit de maniére
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princeps en 2015 un nouveau sous type de LT non conventionnels ou T innés au sein du
compartiment des LT CD8 mémoires périphériques, les cellules T CD8" TCR-af* (pour T cell
receptor) Eomes™ (pour Eomesodermin) KIR/ NKG2A* (pour killer cell immunoglobulin-like
receptor), comme potentiel équivalent humain de LT dénommés « innate memory » (IM)
identifiés chez la souris au début des années 2000 (Jacomet et al., 2015) (Annexe 1). Pour cela,
nous avons étudié chez I’Homme adulte, dans le sang périphérique, les LT CD8 exprimant des
marqueurs phénotypiques de cellules « natural killer » (NK) : les LT CD8 KIR/NKG2A*
(représentant dans notre étude 7,5% des LT CD8 totaux). Les récepteurs KIR appartiennent a
la superfamille des immunoglobulines ; ils reconnaissent les molécules de classe | du CMH et
peuvent ainsi réguler I’activation des cellules NK de maniére positive ou négative. La molécule
NKG2A est un récepteur des cellules NK inhibiteur qui appartient a la superfamille des lectines

et qui a pour ligand la molécule HLA-E (molécule non polymorphique du CMH de classe I).

Nous avons montré que ce contingent LT CD8 KIR/NKG2A™ concentre, par rapport au
compartiment des LT CD8 KIR/NKG2A", I’expression du facteur de transcription Eomes
responsable chez la Souris de la différenciation des LT IM. Nous avons ensuite étudié les
propriétés fonctionnelles non dépendantes de I’activation du TCR ou innate-like des cellules T
CD8 Eomes™ KIR/NKG2A", a savoir la sécrétion d’interféron-gamma (IFN-y) en réponse a
une stimulation de type innate-like (stimulation par la combinaison des cytokines pro-
inflammatoires IL-12+1L-18) et leur activité cytolytique dans un systéme de cytotoxicité
redirigée dépendante de CD16 et de cytotoxicité dirigée contre une cible naturelle des cellules
NK, les cellules K562 (absence d’expression des molécules de classe I du CMH). Nous avons
montré que ces fonctions innate-like (ou NK-like) sont tres significativement associées au
phénotype Eomes™ KIR/NKG2A™ au sein du compartiment des LT CD8 périphériques. De plus,
nous avons mis en évidence que le contingent T CD8 Eomes® KIR/NKG2A™ avait un

phénotype de mémoire effecteur avec différenciation terminale (EMRA) : CD45RA* CCR7"
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CD57". Nous avons par ailleurs observé que 60% des LT CD8 Eomes® KIR/NKG2A*
coexpriment le facteur de transcription T-bet, qui est, a I’instar d’Eomes, un facteur de
transcription de la famille T-box (T-box expressed in T cells) impliqué dans ’activation et la
differenciation des LT CD8 en cellules effectrices et en cellules mémoires. Pour démontrer que
le phénotype mémoire était acquis indépendamment de la rencontre d’un antigene étranger,
soit I’appartenance a la catégorie des LT innés (caractérisés par un phénotype mémoire sans
experience antigénique), nous avons étudié ce contingent dans un systeme deépourvu de
stimulation antigénique exogéne : le sang de cordon placentaire. Nous avons, dans ce contexte,
observé la présence de LT CD8 Eomes™ KIR/NKG2A* (0,7 a 1,7% des LT CD8 versus 2,5%
en périphérie chez 1’adulte), avec sur le plan fonctionnel une capacité de sécrétion de I’'IFN-y
en réponse a une stimulation de type IL12+IL-18 et a une stimulation de type PMA (phorbol
12-myristate 13-acetate)-ionomycin responsable d’une activation polyclonale des LT. Etant
donné la relation, chez la Souris, entre la sécrétion d’IL-4 par les NKT exprimant le facteur de
transcription PLZF (pour promyelocytic leukemia zinc finger protein) notamment les INKT et
la génération des LT CD8 IM, nous avons recherché et décrit une corrélation entre la fréquence
des LT CD8" KIR/NKG2A™" exprimant Eomes et la fréquence des cellules CD3* exprimant
PLZF, évoquant ainsi une possible implication chez I’Homme également des LT PLZF* dans

la genese des LT CD8 mémoires possédant un phénotype et des fonctions de LT innés.

Gréace a des études menées a la fois en situation physiologique et pathologique, notre objectif
général a été, par la suite, de progresser dans la caractérisation chez I’Homme de cette
population T mémoire non conventionnelle ou « innate-like » constituée par les LT CD8
Eomes™ KIR/NKG2A*. Nous nous sommes en particulier attachés a 1’étude du potentiel
d’effecteur antitumoral de ces cellules que nous avons finalement dénommees « LT CD8

innés ».
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PREAMBULE GENERAL

Nous avons donc précédemment montré chez le sujet sain que les LT CD8 innés possédaient
des fonctions NK-like compatibles avec un potentiel role d’effecteur de I’'immunité
antitumorale. Ainsi, nous émettons 1’hypothese que ce nouveau contingent cellulaire T inné est
impliqué dans I’immunosurveillance antitumorale chez 1I’Homme. Comme modéle
physiopathologique, nous avons choisi la leucémie myéloide chronique (LMC) car il s’agit par

de multiples aspects d’une pathologie « modéle » en cancérologie :

- un évenement oncogénique caracteéristique facilement indentifiable et mesurable est a
I’origine de la pathogénie de cette hémopathie: la formation du chromosome
Philadelphie au sein de CSH (pour cellules souches hématopoiétiques) conduisant sur

le plan moléculaire a la formation de 1’oncogéne de fusion BCR-ABL1,

- la prise en charge thérapeutique repose sur une thérapie ciblée, non curative, constituée
par les ITK (pour inhibiteurs de tyrosine kinase), qui permettent de maintenir la maladie
en PC (pour phase chronique) et d’obtenir, en fonction des patients, des réponses

moléculaires plus ou moins profondes,

- la capacité du Sl a participer au contrdle de la maladie est étayée par plusieurs

arguments expérimentaux que nous développerons,

- et enfin, certains patients sont en situation de rémission durable apres arrét de leur ITK
en dépit de la persistance d’une maladie résiduelle (compartiment des cellules souches
leucémiques au sein de la niche hématopoiétique) ; cela conduit a émettre 1’hypothése
d’un contréle du clone leucémique résiduel par le Sl résultant d’un état de restauration

d’immunosurveillance chez ces patients.

Nous proposons dans ce travail de thése de déterminer la place des LT CD8 innés dans le

contrdle de la LMC.

Au cours de la premiere partie de notre travail, nous avons étudié les LT CD8 innés au
diagnostic de la LMC et chez les patients en rémission sous traitement par ITK,
comparativement a des témoins sains. Les données expérimentales précédemment acquises par

notre laboratoire avec un autre contingent T inné, les iINKT, nous ont conduits a postuler que
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les LT CD8 innés presenteraient des défaillances numeériques et/ou fonctionnelles chez les
patients au diagnostic de la LMC en PC (LMC-PC) et que ces dernieres seraient au moins
partiellement restaurées chez les patients qui répondent de maniére satisfaisante au traitement
(obtention d’une RCyC (pour rémission cytogénétiqgue compléte) ou d’une MMR (pour

rémission moléculaire majeure ou major molecular remission).

Nous avons donc evalué le statut quantitatif et qualitatif des LT CD8 innés au diagnostic,
analysé leur devenir sous traitement par ITK et recherché une association entre restauration
numeérique et/ou fonctionnelle de ce contingent et I’obtention d’une rémission sous ITK. Notre
objectif ultime était de démontrer leur role d’effecteur de I’immunité anti-leucémique au cours

de la LMC.

La possibilité d’arréter le traitement par ITK de maniére durable chez un grand nombre de
patients représente la prochaine révolution attendue dans la LMC. En effet, une faible
proportion de patients (moins de 10%) est a ce jour en situation de maintien d’une rémission
prolongée apres arrét du traitement, que I’on dénomme généralement TFR (pour treatment-free
remission). L’arrét du traitement par ITK offre I’opportunité d’étudier 1’effet net du Sl sur la
maladie résiduelle. A I’heure actuelle, nous disposons d’arguments indirects suggérant son
implication dans le succés d’arrét des ITK. Identifier et caractériser les cellules immunitaires
impliquées dans le contréle de la maladie aprés suspension du traitement par ITK représentent
un enjeu majeur pour la communauté scientifique et les patients, des stratégies d’immuno-
intervention permettant de les cibler et de les valoriser pourraient en découler. Aucune
corrélation entre succes d’arrét du traitement par ITK et le statut numérique et/ou fonctionnel
des LT CD4 ou CD8 n’a pu étre établie. Ainsi, en nous appuyant sur une cohorte de patients
en TFR prolongée, nous avons, au cours de la seconde partie de ce travail de these, recherché
un lien entre les parameétres numériques et fonctionnels des LT CD8 innés et le succes d’arrét

du traitement par ITK.
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Enfin, dans la troisieme partie et derniére partie de ce travail de thése, nous avons poursuivi
la caractérisation phénotypique et fonctionnelle des LT CD8 innés en situation physiologique,
émis des hypothéses sur leur mode de différenciation, et analysé leur statut dans d’autres

maladies oncologiques.
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INTRODUCTION GENERALE

PARTIE I - IMMUNOSURVEILLANCE ET
IMMUNOEDITION DES CANCERS

I. Principe de Pimmunosurveillance antitumorale et la théorie des 3 E

La découverte de I’immunité antitumorale remonte au XI1Xeme siecle lorsque William
Coley a observé chez des patients présentant un épisode infectieux aigu une régression
simultanée de leurs pathologies tumorales (Coley, 1991). Il a été montré par la suite que
I’injection d’inocula bactériens & des souris permettait de stimuler les défenses immunitaires
de I’hote qui, a leur tour, limitaient la progression tumorale. En 1909, Paul Ehrlich formule
I’hypothése que le Sl de 1’h6te peut reconnaitre et détruire des cellules tumorales et prévenir
dans certains cas le développement de cancers, sans toutefois avoir la capacité de le démontrer
avec les moyens techniques de 1’époque (Ehrlich, 1909). L’efficacité d’une vaccination avec
des extraits de tumeurs contre des sarcomes permet dans les années 1950 a Gross et Foley de
démontrer de maniére princeps I’existence d’une immunité antitumorale (Foley, 1953; Gross,
1943). Ce n’est, cependant, que dans les années 1970, que Frank MacFarlane Burnet émet
I’hypothese que les effecteurs du Sl sont capables de reconnaitre des néo-antigénes présentés
par les cellules cancéreuses et d’éradiquer celles-ci au fur et a mesure qu’elles se développent ;
il formule ainsi la théorie de I’'immunosurveillance (Burnet Fm, 1970). Le fait qu’une tumeur
devienne cliniqguement décelable implique par conséquent un échappement a la réponse
immunitaire antitumorale. Shankaran et al. ont ainsi proposé en 2001 que la pression exercée
par le SI s’accompagne de la sélection progressive de clones tumoraux résistants ; ¢’est ainsi
que la théorie de I’ « édition immunologique des tumeurs ou immunoédition » ou « tumor
immunoediting » est née (Shankaran et al., 2001). Dunn et al. ont finalement proposé que

I’immunosurveillance est un processus dynamique constitué de trois phases successives : 1) la
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phase d’élimination au cours de laquelle les cellules tumorales sont éliminées par les cellules
NK, les LT CD8 et CD4, permettant dans certains cas d’éliminer des tumeurs avant qu’elles ne
deviennent décelables, 2) la phase d’équilibre entre les cellules immunitaires et les cellules
tumorales au cours de laquelle la réponse immunitaire antitumorale exerce une pression de
sélection sur les cellules tumorales ; le SI sculpte alors la tumeur qui devient progressivement
insensible au SI. C’est la phase d’immunoédition, 3) la phase d’échappement qui aboutit a

I’apparition d’une tumeur cliniquement décelable (Dunn et al., 2002).

Il.  Arguments expérimentaux et observationnels cliniques en faveur de
la théorie de Pimmunosurveillance et de Pimmunoédition des

cancers

.1 Chez la Souris

A partir des années 1990, la théorie de I’immunosurveillance est étayée chez la Souris par
la constitution de modeles déficients pour certaines cytokines ou effecteurs du Sl : les tumeurs
apparaissent beaucoup plus fréquemment chez les souris immunodéficientes que chez les souris
immunocompétentes (Girardi et al., 2001; Shankaran et al., 2001; Smyth et al., 2001; Van den
Broek et al., 1996). A titre d’exemple, I’équipe de Shankaran et al. a démontré dans un modéle
de sarcomes induit chez la souris par un carcinogéne, le MCA (pour méthylcholanthrene)
(Shankaran et al., 2001), une incidence tumorale significativement plus élevée chez les souris
immunodéficientes en LB et LT (souris RAG-27"(géne activant la recombinaison V(D)J)), en
récepteur de I’IFN-y (souris IFNGRI7) ou en STAT1, comparativement aux souris
immunocompétentes (souris sauvages de fond génétique C57BL/6). Ces résultats démontrent
ainsi de maniére expérimentale la réalité du principe de I’immunosurveillance, ainsi que le role
des effecteurs de I'immunité adaptative et de I’IFN-y dans le cancer. Les auteurs ont ensuite
réalisé des expériences de transfert secondaire de tumeurs générées par le MCA a des souris

receveuses immunocompétentes et ont testé I’immunogénicité des sarcomes induits en
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présence ou non d’un Sl adaptatif (souris RAG-27). Chez les souris immunodéficientes, on
assiste au développement de sarcomes induits par le MCA ayant une forte immunogénicité qui
sont spontanément rejetés lorsqu’ils sont transplantés chez un animal immunocompétent. En
revanche, chez les souris immunocompétentes, la pression de sélection exercée par le Sl
conduit au développement de sarcomes de faible immunogenicité qui résistent a la réponse
antitumorale aprés transplantation chez des souris immunocompétentes. Ces travaux ont ainsi
montré de maniére princeps que les processus tumoraux sont modelés par la présence du SI.
Le concept d’immunoédition des cancers suggere la possibilité que le SI a un impact sur le

génome et le transcriptome des tumeurs au cours du processus de développement tumoral.

1.2. Chez I’Homme
Chez I’Homme, différents arguments expérimentaux et observationnels cliniques

soutiennent la théorie de I’'immunosurveillance tels que :

- le fait que les pathologies cancéreuses soient plus fréquentes chez les sujets
immunodéprimés ; en effet, une prédisposition a la survenue de cancers a été décrite
dés les années 1970 chez des sujets ayant un déficit immunitaire, qu’il soit primaire
(origine génétique) ou secondaire (traitements immunosuppresseurs) (Gatti and Ra,
1971, Starzl et al., 1970). Ces cancers peuvent étre viro-induits, comme par exemple le
sarcome de Kaposi par le virus HHV8, ou non viro-induits comme dans le cas des
patients transplantés chez lesquels la prévalence des cancers du poumon, du colon, du
pancréas, et de mélanomes est augmentée par rapport a la population générale (Dunn et
al., 2002).

- lefficacité de stratégies thérapeutiques anticancéreuses visant a booster le Sl par
I’emploi de I’IFN-a. ou de I’IL-2 dans le mélanome, ou 1’allogreffe de CSH reposant
sur I’effet GVL (pour graft versus leukemia) utilisée dans le traitement de certaines

hémopathies malignes,

- lamise en évidence d’un infiltrat de cellules lymphoides (LT et cellules NK) au sein de
certaines tumeurs. Dans de nombreux cancers, une corrélation positive entre la densité

des TIL (pour lymphocytes infiltrant la tumeur) et la survie du patient a été décrite

20



illustrant le role protecteur du Sl vis-a-vis des processus cancéreux (Tosolini et al.,
2011).

- etenfin par I’identification par 1’équipe de Thierry Boon dans les années 1990 des génes

codant des antigénes tumoraux reconnus par les LT (cf. ci-apres).

Chez I’Homme, le phénomene d’immunoédition a été illustré récemment par les travaux de
Swanton et al. (Rosenthal et al., 2019). Les auteurs ont pratiqué une analyse génomique et
transcriptomique de 64 tumeurs et 164 zones tumorales de cancers bronchiques non a petites
cellules traités par chirurgie. Leurs résultats montrent un lien entre la charge mutationnelle de
la tumeur (nombre élevé de mutations dans les cellules tumorales) et I’importance de
I’infiltration de cette derniere par les effecteurs du Sl, indiquant comme chez la Souris qu’une
forte immunogénicité induite par mutations génétiques facilite la mise en place d’une réponse
immunitaire. De maniere intéressante, le microenvironnement immunitaire varie
considérablement entre les patients, mais également parfois entre différentes zones au sein de
la méme tumeur. Un phénomene de régulation négative de la transcription de genes codant
pour des néoantigénes susceptibles d’étre présentés aux LT via les molécules du CMH a été
mis en évidence, la perte d’expression de néo-antigénes favorisant un échappement tumoral a
la destruction par le SI. Sur le plan génomique, des anomalies touchant des régions codant des
néoantigénes ou des protéines impliquées dans la présentation antigénique ont été décrites. Il a
aussi été mis en évidence des modifications épigénétiques a I’origine d’une inhibition de la
transcription de génes codant des néoantigénes (hyperméthylation de leur promoteur).
L’ensemble de ces données montre que 1I’immunoédition conditionne par des mécanismes

génétiques et épigénétiques 1’évolution des cellules constitutives d’une tumeur.
1. Les antigenes tumoraux chez I’Homme

L’équipe de Thierry Boon a Bruxelles a démontré en 1991 I’existence d’antigénes tumoraux
reconnus de maniére spécifique par des LT entrainant leur prolifération et leur différenciation

en CTL (pour cytotoxic lymphocyte T) (van der Bruggen et al., 1991). Leurs travaux realisés a
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partir de cultures mixtes de cellules de mélanome humain et de lymphocytes périphériques du
méme sujet ont permis d’identifier les genes MAGE (pour melanoma antigen). Au cours de
cette culture mixte, les lymphocytes capables de reconnaitre les antigénes tumoraux proliférent
et se différencient en CTL qui sont clonés, puis utilisés pour sélectionner des sous-populations
de cellules tumorales dont les génomes sont ensuite comparés. Avec la méme stratégie d’autres
genes codant des antigenes dits « de tumeur » ont été découverts par la suite (pour revue (Finn,
2017). lls codent pour des protéines qui sont dégradées et présentées sous forme de peptides a
la surface de la cellule par I’intermédiaire des molécules de classe | du CMH. Un peptide est
dit antigénique s’il est reconnu par 1’organisme comme étranger et, immunogene si sa
reconnaissance par des LT spécifiques aboutit a une réponse efficace. Il existe plusieurs
catégories d’antigénes de tumeur mais aucune classification n’est véritablement satisfaisante.
IIs peuvent étre spécifiques des cellules tumorales ou simplement associés aux tumeurs.
Lorsque I’expression d’un antigéne est partagée par différents types histologiques de cancers,

on parle d’antigénes « publics » (pour revue (Vigneron, 2015) (cf. Figure 1) :

- IIs peuvent étre le produit d’un geéne normalement présent dans le génome, mais qui ne
s’exprime pas dans les cellules normales adultes. C’est le cas de la famille des genes
MAGE, BAGE (pour bladder antigen), GAGE (pour gastric antigen), RAGE (pour
renal antigen) ou encore de I’a-feetoprotéine. Aucune expression des génes MAGE
n’est décelable dans les tissus normaux, a I’exception des testicules et du placenta, mais

75 % des mélanomes expriment au moins un des quatre genes MAGE.

- lls peuvent étre le produit de génes normaux surexprimés ou exprimés de maniére
aberrante. Une seule copie du proto-oncogéne HER-2/neu est présente dans les cellules
normales, mais le géne est amplifié dans certaines cellules tumorales. La protéine HER-
2/neu, a peine décelable en immunohistochimie dans les tissus adultes, est surexprimée

dans environ 40 % des cancers du sein et de ’ovaire.

- lls peuvent étre induits par des modifications post traductionnelles telle qu’une

altération de la glycosylation ; par exemple, une glycosylation anormale de la mucine
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MUC1 engendre des déterminants antigeniques nouveaux dans les tumeurs mammaires,

de I’ovaire ou du pancréas.

- Comme nous I’avons déja évoqué, une mutation ponctuelle peut également conduire a
une protéine anormale donnant naissance a un peptide antigénique. Des oncogénes (ras)
ou des génes suppresseurs (p53) mutés peuvent ainsi se révéler a la fois oncogéniques
et antigéniques. Par exemple, dans 50 % des cancers du cbOlon et 90 % des
adénocarcinomes pancréatiques, les mutations de ras codent une protéine p21ras,
connue pour son antigénicité. De la méme maniere, la translocation (9;22) observée
dans la LMC qui aboutit a la fusion des genes BCR (pour breakpoint cluster region) et
ABL1(Abelson) est responsable de 1’expression d’une protéine chimérique. La portion

de cette protéine qui correspond a I’endroit de la fusion BCR-ABL est antigénique.

a Antigens: high tumour specificity b Antigens: low tumour specificity
Mutation Tumour-specific expression Tissue-specific expression Overexpression
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Figure 1 : Les différentes classes d’antigénes tumoraux reconnus par les LT (Coulie et al., 2014).

a. Les antigénes hautement spécifiques des cellules tumorales. Certains antigénes sont générés par
mutations génétiques ponctuelles. Les génes de type cancer « germeline » s’expriment a la suite d’'une
déméthylation dans les cellules tumorales et les cellules germinales mais dans le cas des cellules
germinales il n’y a pas de présentation par les molécules HLA (pour human leucocyte antigen). b. Les
antigénes associés aux tumeurs (faible spécificité). Il peut s’agir de I'expression d’'un antigéne issu de
la traduction d’un géne spécifique d'un tissu, en l'occurrence des mélanocytes. L’amplification de
l'expression d’une protéine, ERBBz peut également entrainer la mise en place d’'une réponse
immunitaire antitumorale dirigée contre cette derniére. NB : seules les molécules HLA de classe | sont
représentées, mais les molécules HLA de classe Il peuvent également présenter des peptides
antigéniques tumoraux aux LT CD4.

- Une autre catégorie est représentée par les antigenes dérivés d’agents pathogénes,
notamment de certains virus comme les virus d’Epstein-Barr (EBV), de I’hépatite B ou

papillomavirus. Ces derniers jouent un rdle initiateur de la cancérogenése.
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Plus récemment, il a été rapporté que certaines voies de morts cellulaires étaient plus
« immunogéniques » que d’autres (Inoue and K, 2014; Yatim et al., 2015). Les DC (pour
dendritic cells ou cellules dendritiques) une fois activees, apres mort cellulaire, par des stimuli
inflammatoires et les antigenes présents a la surface des débris cellulaires sont capables a leur
tour d’activer les LT CD8 par mécanisme de présentation croisée ou cross-presentation. Ce
dernier représente la capacité des DC a présenter a leur surface, dans le contexte des molécules
du CMH de classe I, des antigenes captés dans le milieu extracellulaire. Yatim et al. ont montré
que I’activation de certaines voies de signalisation au sein des cellules en voie de nécrose ou
d’apoptose (RIPK1 et NF-kB) conditionne le potentiel de présentation croisée des DC et donc

de recrutement du S| adaptatif.

IV. Role des effecteurs de I’immunité innée dans la réponse immunitaire

antitumorale

La réponse immunitaire innée représente la premiére ligne de défense antitumorale. Elle est
caractérisée par une réponse rapide et par une reconnaissance non spécifique. Elle comprend

d’une part des facteurs :

- solubles tels que les protéines du complément et différentes cytokines. L’IFN-y joue un
role clé par son action antitumorale directe (stimulation de la mort cellulaire, effet
antiprolifératif), ainsi que par sa capacité a potentialiser la présentation antigénique des
DC en augmentant 1’expression des molécules du CMH a leur surface et ainsi a activer

les effecteurs de I’'immunité adaptative (Ling and Lu, 2018),

- cellulaires tels que les cellules tueuses (les polynucléaires neutrophiles (PNN) et les
cellules NK) et les phagocytes (les macrophages et les DC qui jouent un role
prépondérant dans I’induction de la réponse immunitaire adaptative en présentant

I’antigéne aux LB et LT).
V.1 Les DC
Les DC jouent un r6le crucial et complexe dans la réponse immunitaire antitumorale. Elles

ont la capacite de capturer des antigénes provenant de lysats, de fragments ou de corps
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apoptotiques de cellules tumorales, de s’activer et de migrer vers les organes lymphoides
secondaires. Les DC matures expriment a leur surface une densité élevée de molécules de
costimulation telles que CD40 et CD80/86 (famille B7). Elles vont attirer les LT vers les

organes lymphoides secondaires a I’aide de chimiokines et vont leur présenter 1’antigéne (cf.

Figure 2).
KEY
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Figure 2 : Les DC et immunité antitumorale T CD8 (Gardner A and Ruffell B, 2016).

Les DC conventionnelles (ou myéloides) sont nécessaires a la génération d’'une réponse T
antitumorale. (1) L’expansion des progéniteurs des DC a lieu dans la moelle osseuse sous le contrble
du ligand de FLT3 (pour FMS-related tyrosine kinase 3). Les progéniteurs des DC se différencient en
DC immatures au sein des tissus ; elles captent les antigénes mais sont incapables de stimuler les LT
(2) l'activation et la maturation des DC dépend des DAMP (pour damage associated molecular patterns)
libérés par les cellules nécrotiques et/ou des interférons de type | libérés par les cellules du
microenvironnement tumoral. (3) les DC matures exprimant CCR7 migrent vers le ganglion et vont
déclencher (4) I'activation des LT CD8 (5) qui migrent ensuite vers le site tumoral, et qui en fonction de
la vascularisation et de l'organisation du stroma tumoral parviennent a exercer leur activité de
cytotolytique vis-a-vis des cellules tumorales (6) les DC localisées sur le site tumoral peuvent moduler
la réponse antitumorale effectrice des LT en sécrétant diverses cytokines notamment I'IL-12. En
conditions idéales la réponse T effectrice permet la libération de nouveaux antigénes tumoraux, de
DAMP et de cytokines pro-inflammatoires, entrainant ainsi une amplification de la réponse immunitaire
antitumorale.

Les LT CD4 ou CD8 reconnaissent les antigénes tumoraux présentés a la surface des DC,
respectivement par les molécules du CMH de classe Il et I. La plupart des cellules présentent
des antigénes endogeénes via les molécules du CMH de classe | ; la présentation via les

molécules de classe Il quant a elle est exclusivement réalisée par les CPA (pour cellules
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présentatrices d’antigénes) (macrophages, LB, DC) et permet la présentation d’antigénes
captés dans le milieu extracellulaire. Les DC sont les cellules spécialisées dans la présentation
antigénique. Grace au phénomene de présentation croisée, elles ont la capacité de présenter aux
LT CD8 des antigenes exogeénes. L’interaction du TCR avec le complexe CMH-peptide n’est
pas suffisante pour déclencher I’activation des LT CD8, ce premier signal devant étre
accompagneé de deux autres signaux : I’interaction de différentes molécules de costimulation
exprimées a la surface des DC matures et des LT (= 2°™ signal) et la stimulation par des

cytokines pro-inflammatoires (=3°™ signal) (Summers deLuca and Gommerman JI, 2012).

Le niveau d’expression des molécules de costimulation a la surface des DC dépend de leur

état de maturation. La maturation des DC est favorisée par :

I’engagement de CD40 avec CD40L exprimés par les LT activés. La signalisation via
CDA40 entraine une augmentation de 1’expression des molécules du CMH de classe 11 et
de celle des molécules de costimulation CD80/86 ainsi qu’une sécrétion d’IL-12
responsable de la polarisation des LT CD4 vers un profil de type T helper (Th) 1
(sécrétion d’IFN-y) (Ma and Clark, 2009).

- la présence des signaux DAMP (pour damage associated molecular pattern) qui sont
reconnus par des récepteurs spécifiques comme les récepteurs Toll-like (pour toll-like
receptors) ou les récepteurs des protéines de choc thermique (pour heat shock protein)
(Bonifaz et al., 2002; Dudek et al., 2013; Gabrilovich, 2004; Harding et al., 1992).

Dans des conditions de microenvironnement pro-inflammatoire et de maturation optimale,
les DC sont capables d’activer de maniére efficace des LT CD8 naifs. En revanche, si
I’engagement des molécules de costimulation ou la densité de molécules du CMH a leur surface
font défaut, les DC sont a I’origine d’un état de tolérance vis-a-vis des cellules tumorales (DC
tolérogenes). En cas d’anomalies de différenciation des DC, on assiste & une accumulation de
DC immatures au détriment des cellules matures ; ce phénomeéne a été décrit dans de nombreux
cancers chez I’Homme (Almand et al., 2000; Della Bella et al., 2003; Hoffmann, Thomas K;

Labidy-Galy et al.; Mohty et al., 2001).
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V.2 Les cellules NK

Les cellules NK ont été historiquement classees dans la catégorie des effecteurs du Sl inné
(Cerwenka and Lanier, 2001). Plus récemment, elles ont été rattachées a la catégorie émergente
des ILC (pour innate lymphoid cells) qui partagent de nombreuses caractéristiques
fonctionnelles avec les LT CD4 mais qui se distinguent, entre autres, par I’absence de
réarrangement des récepteurs a I’antigéne dépendant du gene RAG (Artis D and Spits H, 2015).
Les cellules NK représentent 5 a 15% des lymphocytes sanguins circulants chez 1’adulte sain
et peuvent étre décelées a des fréquences variables dans les tissus périphériques, tels que le
poumon et le foie (Cerwenka and Lanier, 2001). Chez I’homme, on distingue en périphérie

deux sous populations :

- lescellules NK CD56""9" CD16" caractérisées par leur capacité de production de grande

quantité de cytokines,
- et les cellules NK CD56%™ CD16" caractérisées par un fort potentiel cytotoxique.

Les cellules NK constituent une premiere ligne de défense contre les cellules infectées ou
tumorales. La distinction entre cellules saines et cellules transformées se fait via ’intégration
de signaux en provenance des cellules cibles et recus par les cellules NK par I’intermédiaire de

leurs récepteurs de surface qui peuvent étre activateurs ou inhibiteurs.

Les récepteurs activateurs sont : CD16, NKG2D, les NCR (pour natural cytotox receptors),
les KIR activateurs (par exemple KIR2DS, KIR3DS), CD226 (ou DNAM-1) et les récepteurs
de la famille SLAM (pour signaling lymphocytic activation molecule). Le récepteur NKG2D
posséde comme ligand des protéines de stress, comme par exemple MICA (pour MHC class |
polypeptide-related sequence A). Les KIR reconnaissent les molécules de classe | du CMH a
la surface des cellules cibles comme évoqué ci-avant. Certains auteurs ont montré que le niveau
d’expression des récepteurs activateurs NKp30 et NKG2D par les cellules NK localisées dans
les ganglions métastatiques est inversement corrélé au développement de métastases a distance

(Messaoudene M et al., 2014).
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Les récepteurs inhibiteurs sont: NKG2A, les KIR inhibiteurs, TIGIT (pour T-cell
immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM domains), CD96, PD-1 (pour programmed
cell death 1), CTLA-4 (pour cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4), LAG-3 (pour
lymphocyte-activation gene 3), VISTA (pour V-domain immunoglobulin suppressor of T cell
activation) et TIM-3 (pour T-cell immunoglobulin and mucin domain-3) (Pahl J and Cerwenka

A, 2017).

En dehors de cette balance de signaux activateurs et inhibiteurs, la puissance de la réponse
effectrice des NK dépend également de leur « priming », c¢’est-a-dire de leur stimulation par
des cytokines comme I’1L-15, I’1L-12, I’1L-18, I’l1L-21 ou I’1L-13 ou par la reconnaissance de
séquences propres aux microorganismes dénommées PAMP (pour pathogen associated

molecular patterns).
Il existe deux modes d’activation des cellules NK :

- le « missing-self recognition » : la diminution ou la perte d’expression des molécules
du CMH de classe | par les cellules infectées ou tumorales entrainent leur destruction
(Vivier E et al., 2008),

- P’«induced-self recognition » : I’expression de molécules de stress par les cellules
tumorales et leur engagement a des récepteurs activateurs présents a la surface des
cellules NK entrainent la destruction des cellules tumorales. A titre d’exemple, les
molécules MICA et MICB exprimées par de nombreuses cellules tumorales sont des
ligands du récepteur activateur NKG2D.

Aprés activation (cf. Figure 3), les cellules NK liberent, au niveau de la synapse
immunologique, par exocytose de leurs granules cytoplasmiques préformés, des protéines
cytotoxiques (perforine et granzymes) (Krzewski and Strominger, 2008). L’apoptose des
cellules cibles peut étre également induites via 1’expression du ligand de FAS (Fas-L) et de
TRAIL (pour tumor necrosis-factor-related apoptosis-inducing ligand) exprimes par les
cellules NK. Ces derniéres ont également la capacité de détruire les cellules tumorales via leur

expression du récepteur FcyRIIla/CD16 responsable de la cytotoxicité dépendante des
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anticorps (AC) (ou ADCC pour antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). Dans des
conditions optimales pro-inflammatoires, les cytokines activatrices (IL-15, 1L-18, IFN-a, IL-
2) produites par les DC et les LT CD4 amplifient le potentiel cytotoxique des cellules NK. Les
cellules NK exercent, de plus, un réle pivot entre immunité innée et adaptative via leur
sécrétion d’IFN-y qui potentialise 1’expression des molécules du CMH de classe | a la surface
des cellules stressées, infectées ou tumorales et de classe Il a la surface des monocytes,

macrophages et DC (Vivier E et al., 2008).

Les cellules NK jouent ainsi un réle important dans 1I’immunosurveillance antitumorale.
Leur implication dans le rejet de tumeurs hématopoiétiques transplantées ou chimio-induites a
été demontrée dans de nombreux modeles murins, dans lesquels les cellules NK préviennent la
croissance tumorale et participent a la mise en place des réponses immunitaires innées et
adaptatives (Cerwenka and Lanier, 2001; Diefenbach A et al., 2001; Kelly Jm et al., 2002).
Chez I’Homme, une association entre une activité cytolytique NK détériorée et une
augmentation de I’incidence des cancers a été décrite (Imai K et al., 2000). De plus, de
nombreuses thérapeutiques employées chez I’Homme sont basées sur le potentiel antitumoral
des cellules NK tels que 1’effet GVL de I’allogreffe de CSH (Ruggeri L et al., 2002), I’activité
des AC monoclonaux tels que le rituximab (anti-CD20), le cetuximab (anti-EGFR pour
epidermal growth factor receptor), ou le trastuzumab (anti-HER2/neu) (Kirkwood et al., 2012).
Plusieurs travaux ont rapporté une association entre la réponse clinique a une immunothérapie
basée sur un AC monoclonal et le potentiel d’activation, de cytotoxicité et d’infiltration de la
tumeur par les cellules NK dans différents types de cancer (Arnould L et al., 2006; Marechal
Retal., 2010; Veeramani S et al., 2011). Les cellules NK exercent des fonctions antitumorales
directes et contribuent a la mise en place de I’immunité antitumorale des LT. Il a été montré
dans des modéles murins qu’ils stimulent le recrutement de DC et de LT CD4 T-Bet" sur le site

tumoral, la production de TNF-o (pour tumour necrosis factor) et d’IFN-y par les TIL,
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I’acquisition d’un phénotype mémoire par les LT effecteurs, tandis qu’ils répriment
I’expression du récepteur inhibiteur PD-1 par les TIL CD8 (Bi and Tian, 2019). Barry et al.
ont rapporté chez I’Homme une association entre la fréquence des cellules NK infiltrant la
tumeur et la réponse clinique ainsi que la survie globale a une immunothérapie ciblant PD-1

(Barry Kc et al., 2018).

Dans le contexte d’échappement tumoral (cf. Figure 3), leur activité est inhibée par un exces
de signaux inhibiteurs en provenance des cellules tumorales. Les LTreg (pour lymphocytes T
régulateurs), les cellules myéloides suppressives (pour myeloid-derived suppressor cells ou
MDSC) et les macrophages de type 2 sécrétent des facteurs immunosuppresseurs (TGF- (pour
transforming growth factor)), IL-10, PGE2 (pour prostaglandin E2), VEGF (pour vascular
endothelial growth factor), NOS (pour nitric oxide) et ROS (pour reactive oxygen species)
responsables de la mise en place d’un microenvironnement qui réprime la réponse immunitaire
antitumorale effectrice des cellules NK. Les cellules cancéreuses ont également la capacité
d’excréter des ligands activateurs sous forme soluble, qui leur permettent de détourner I’activité

cytotoxique des cellules NK (Pahl J and Cerwenka A, 2017).
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Figure 3 : Régulation de la cytotoxicité des cellules NK en situation d’immunosurveillance
antitumorale et d’échappement tumoral (Pahl J and Cerwenka A, 2017).

Les récepteurs de cellules NK activateurs (vert) ou inhibiteurs (rouge) interagissent avec des ligands
activateurs (vert) ou inhibiteurs (rouge) a la surface des cellules cancéreuses. En présence d’'un
excédent de signaux activateurs, les cellules NK éradiquent leur cible via i) la libération de
perforine/granzyme, ii) 'expression de Fas-L et de TRAIL a leur surface, iii) par ADCC médiée par leur
récepteur CD16/FcyRllla. Dans le contexte d’'un microenvironnement pro-inflammatoire, les cytokines
activatrices IL-15, IL-18, IFN-a ou IL-2 produites par les DC et les LT CD4 stimulent la cytotoxicité des
cellules NK. Dans le microenvironnement tumoral, I'activité des cellules NK est inhibée par un excédent
de ligands inhibiteurs exprimés par les cellules tumorales. La constitution dun milieu
immunosuppresseur est basée sur la libération de TGF-B, d’IL-10, de PGE2, de VEGF, de NOS et de
ROS produits par les LTreg, les MDSC, les M®2 (pour macrophages M2). La sécrétion par les cellules
tumorales de ligands activateurs solubles détourne [I'activation des cellules NK et favorise
I'échappement tumoral.

V. Priming et activation des LT au cours de la réponse immunitaire

antitumorale

V.1 Introduction
Les LT specifiques d’antigénes tumoraux sont des acteurs clés de I’immunité antitumorale.
La reponse immunitaire adaptative se développe plus lentement (en moyenne une semaine) que
la réponse immunitaire innée mais se caractérise par une reconnaissance et une réponse

spécifique a 1’antigéne et par une mémoire immunologique.
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Apreés leur interaction avec les DC et leur activation au niveau des zones T des ganglions,
les LT CD8 spécifiques de I’antigéne se différencient en CTL qui circulent dans 1’organisme
jusqu’au site tumoral. 1ls sont attirés vers le tissu transforme via la libération de chimiokines
pro-inflammatoires. 1l est important que les CTL puissent infiltrer la tumeur pour entrainer la

lyse des cellules tumorales qui repose sur deux mécanismes :

- la voie perforine-granzymes (dépendante du calcium) responsable d’une mort par

apoptose via I’activation de la voie des caspases,

- la voie Fas/Fas-L (indépendante du calcium) responsable de la formation d’un
complexe nommé DISC (pour death inducing signaling complex), aboutissant in fine a

I’apoptose par libération du Cytochrome-C par la mitochondrie.

Les LT CD8 effecteurs produisent aussi différentes cytokines aprés activation : I’'lFN-y, le
TNF-a, et I’'IL-2.

La reconnaissance spécifique par un LT CD4 naif via son TCR d’un complexe peptide-
CMH de classe 11 entraine sous 1’effet de I’'TL-12 la génération de lymphocytes Thl effecteurs.
Le lymphocyte Thl activé sécréte de nombreuses cytokines, notamment de 1’IL-2, qui
contribuent a la prolifération et la différenciation des LT CD8. Les lymphocytes Thl activés
favorisent aussi la maturation des CPA via I’engagement de CD40L et sécrétent de I’IFN-y qui
contribue au maintien d’un environnement pro-inflammatoire. En contexte cytokinique pro-
inflammatoire, les DC matures sont capables d’activer directement des LT CD8 naifs. Il a été
rapporté dans le cas du mélanome une activité cytotoxique des LT CD4 vis-a-vis des cellules
tumorales exprimant les molécules du CMH de classe Il (expression secondaire a une

exposition a I’'IFN-y) (Kreiter et al., 2015).

V.2. Role essentiel des LT mémoires dans I’immunité antitumorale
En présence des lymphocytes Th, les LT CD8 se différencient en LT mémoires de type

mémoires effecteurs et mémoires centraux. En fonction de leur stade de maturation, on
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distingue plusieurs populations de LT CD8 dont les caractéristiques phénotypiques et

fonctionnelles sont différentes :

- les LT CD8 naifs CD45RA" (isoforme de la phosphatase membranaire CD45 régulant
la signalisation en aval du TCR), CCR7" (récepteur aux chimiokines orientant vers les
organes lymphoides secondaires) et CD62L" (molécule d’adhésion de type L-sélectine

responsable de I’adressage au niveau des veines endothéliales hautes),

- les LT effecteurs CD45RA", caractérisés par la génération des granules lytiques remplis
de perforine et granzymes, la sécrétion d’IFN-y et de TNF-a, et leur phénotype CCR7

CD62L" (perte de la capacité de migration vers les organes lymphoides secondaires),

- les LT mémoires effecteurs (CD45RA", CD45R0O", CCR7-, CD62L"), caractérisés par
des propriétés voisines des LT effecteurs mais possédant une durée de vie plus longue
(prolifération homeostasique). Localisés dans la rate, le sang et les tissus non
lymphoides (peau, muqueuses), ils répondent tres rapidement (en moyenne un a deux

jours) a I’occasion d’une nouvelle rencontre de 1’antigéne,

- les LT mémoire centraux (CD45RA", CD45R0O*, CCR7*, CD62L"), de tres longue
durée de vie constituant un pool de réserve de cellules mémoires. Leur prolifération

homéostasique dépend de 1’1L-7, de I’IL-15 et des lymphocytes Th.

Apres administration d’une thérapie antitumorale curative, il a été décrit qu’une souris
donnée pouvait devenir réfractaire a un rechallenge avec la méme tumeur. Ce résultat suggére

le développement d’une réponse mémoire vis-a-vis des antigénes tumoraux.

Le «priming » des cellules T naives a lieu dans le territoire de drainage lymphatique
correspondant a la localisation carcinologique ou dans les structures lymphoides tertiaires en
cas de tumeurs solides (Dieu-Nosjean Mc et al., 2016). Aprés sélection et amplification clonale,
les LT CD8 spécifiques de différents épitopes antigéniques se différencient en LT cytotoxiques
effecteurs et mémoires. Des modéles tumoraux expérimentaux montrent que les TIL CD4 et
CD8 possédent un phénotype mémoire, soit associé a un phénotype activé (HLA-DR, Ki67),
soit a un phénotype « exhausted » caractérise par 1’expression des récepteurs de costimulation

négative PD-1, TIM-3, ou LAG-3. L’exposition prolongée a un antigéne entraine 1’expression
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de ces récepteurs régulateurs inhibiteurs qui répriment les fonctions effectrices des LT.
Récemment, dans des modeles murins d’infection virale chronique (Angelosanto Jm et al.,
2012; Michael A. Paley et al., 2012) et de tumeurs génerées par des inhibiteurs de la voie des
MAP (pour mitogen-activated protein ) dénommés MEKi (pour inhibitors of the MAP kinase
pathway), certains auteurs ont suggéré 1’existence d’une premiere étape de différenciation
dénommée «short term memory cell » (T-Bet® Eomes'™ PD-1'"") qui précéderait la
prolifération et la différenciation en LT effecteurs (T-bet” Eomes™) et en LT mémoires
(mémaoires effectrices et mémoire centrales) (cf. Figure 4). En cas d’exposition prolongée a

I’antigéne, deux types de contingents de LT effecteurs en exhaustion ont été observés :

- les « freshly exhausted effector T cells » qui expriment PD-1 & un niveau intermédiaire
(PD-1™) ; il existe une possibilité de réactivation de cette population en cas
d’administration d’une immunothérapie avec un AC bloquant I’interaction PD-1/PD-

L1 (pour programmed death-ligand 1),

- les « hyperexhausted effector T cells » qui expriment fortement PD-1 (PD-1"9") ainsi
que d’autres marqueurs d’exhaustion tels que LAG-3, TIM-3, ou TIGIT ; cet état ne
peut étre reversé par I’administration d’une immunothérapie avec un AC bloquant
I’interaction PD-1/PD-L1 (cf. Figure 4).
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Figure 4 : Les stades de différenciation des LT CD8 au cours de la réponse immunitaire

antitumorale (Chen and Mellman, 2017).

Dans ce modéle, les tumeurs sont générées par un inhibiteur de la voie des MAP (« mitogen-activated
protein ») dénommé MEK:i (pour inhibitor of the MAP kinase pathway).

Chez I’Homme, différents travaux ont également montré que les TIL possédaient un
phénotype de type mémoire (Fang L etal., 2013; Gros et al., 2014; Wang Qj et al., 2012; ZHOU
et al., 2011). Parmi ces études, celle de Gros et al. a documenté qu’une proportion élevée de
TIL de type effecteur mémoire CD62L"CD45RO" exprimaient fortement PD-1 ainsi que

d’autres marqueurs d’activation et d’exhaustion.

VI. Meécanismes d’échappement des cancers a la réponse immunitaire

antitumorale

De nombreux mécanismes sont a I’origine d’une résistance des cellules tumorales vis-a-vis

du SI, tels que (pour revue (Zitvogel et al., 2006)) :

- la réduction de 1’expression des molécules du CMH de classe | par les cellules
tumorales ou le défaut d’apprétement des antigénes tumoraux (mutations des génes du
CMH-I, des transporteurs TAP (pour transporter associated with antigen processing),

ou de certaines sous-unités du protéasome) (cf. Figure 5),
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- la faible immunogénicité des antigénes tumoraux assimilés a des antigénes du soi,

- le développement de mécanismes permettant d’échapper a la lyse par les CTL, par
exemple, par diminution d’expression ou mutations des récepteurs médiant la mort
cellulaire, par méthylation ou mutations du gene codant pour la caspase-8, par
hyperpression de FLIP (pour caspase-8(FLICE)-like inhibitory protein), ou encore par
I’augmentation de 1’expression de molécules de co-stimulation inhibitrices telle que de

PD-L1 par les cellules tumorales (cf. Figure 5),

- la promotion d’un environnement immunosuppressif comprenant la production locale
de I’enzyme IDO (pour indoleamine 2,3 —dioxygenase) qui catabolise le tryptophane et
bloque ainsi la prolifération des LT CD8, I’expression par les cellules tumorales du
FAS-L entrainant la lyse des CTL antitumoraux, la sécrétion dans le
microenvironnement tumoral de différents facteurs tels que VEGF, IL-6, IL-10 et TGF-
B qui bloquent la différenciation, la maturation et les fonctions des DC. Les DC peuvent
alors dans ce contexte exercer des propriétés immunosuppressives et favoriser la
différenciation des LT CD4 en LTreg CD4" CD25" Foxp3™ D’autres contingents
cellulaires, tels que les macrophages M2 et les MDSC, peuvent contribuer a I’inhiber
la réponse antitumorale. Leur production de TGF-f et d’IL-10 favorise une polarisation

des LT CD4 en Th2 sécréteurs de cytokines anti-inflammatoires.

(i) Loss of antigenicity (ii) Loss of immunogenicity (iii) Immunosuppressive
microenvironment
O ive leukocytes (e.g., h ) @ Antigenic tumor cell
@ Antitumor leukocytes (e.g., effector T cells) @ Poorly antigenic tumor cell
[ ] lecule (e.g., PD-11)

Figure 5 : Mécanismes d’échappement des tumeurs au Sl (Beatty Gl and Gladney WI, 2015).

Les tumeurs cliniquement apparentes développent des mécanismes leur permettant d’échapper au
contréle du Sl. Durant ce processus, les cellules cancéreuses peuvent étre sélectionnées par : (i) perte
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d’antigénicité, (i) perte dimmunogénicité, (iii) en orchestrant la mise en place d’'un environnement
immunosuppressif.

Les cellules tumorales résistantes vont étre progressivement sélectionnées. Comme évoqué
précédemment un épuisement clonal par stimulation antigenique prolongee est également

responsable d’une anergie des LT effecteurs.

En examinant les biopsies tumorales de patients naifs de traitement, on distingue
schématiquement trois profils immunitaires prédictifs de la réponse a une immunothérapie
ciblant la voie PD-1/PD-L1: «immune-inflamed », « immune-excluded », et « immune-

desert ».

- Le phénotype « immune inflamed » est caractérisé par une infiltration par des LT CD4
et CD8 a proximite des cellules tumorales, et I’expression d’ARNm de cytokines pro-
inflammatoires et effectrices par les LT CD4 et CD8 attestant de la mise en place d’une

réponse immunitaire antitumorale,

- Le phénotype « immune-excluded » est caractérisé par la présence de contingents
cellulaires du Sl sans pénétration au sein du parenchyme tumoral, ’infiltrat restant

localisé dans le stroma tumoral.

- Le phénotype « immune-desert » est caractérisé par une quasi-absence de CTL reflétant

I’absence probable de réponse immunitaire antitumorale pré-existante

Les phénotypes « immune-excluded » et « immune-desert » peuvent étre considérés comme

des tumeurs dites « non inflammées ».
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Figure 6 : Les stratégies thérapeutiques pouvant influer sur le cycle de 'immunité antitumorale
(Chen Ds and Mellman [, 2013).

La figure illustre des exemples de thérapeutiques ciblant sur les différentes étapes du « cycle » de
limmunité antitumorale. Les protocoles de vaccinations agissent sur le stade de la présentation
antigénique aux cellules T (étape 2), les thérapies anti-CTLA-4 influent sur le « priming » et I'activation
des LT (étape 3), les molécules anti-PD-1/PD-L1 favorisent la phase effectrice cytolytique des LT (étape
7). Les traitements antitumoraux conventionnels, tels que la chimiothérapie, la radiothérapie ou les
thérapies ciblées, peuvent promouvoir I'apparition de cibles antigéniques exprimées par les cellules
cancéreuses (relargage d’antigénes tumoraux = étape 1). Les inhibiteurs du VEGF peuvent faciliter
linfiltration des LT au contact de la tumeur (étape 5). GM-CSF : granulocyte macrophage colony-
stimulating factor ; CAR : chimeric antigen receptor.

A chaque étape du «cycle» de I'immunité antitumorale (cf. Figure 6) entrent en
compétition des facteurs stimulateurs versus inhibiteurs. La chimiothérapie, la radiothérapie et
les thérapies ciblées peuvent favoriser la libération d’antigénes tumoraux (étape 1). Les
inhibiteurs du VEGF peuvent faciliter I’infiltration de la tumeur par les LT (étape 5). C’est a
partir des différents points de contrble de chaque étape que différentes stratégies
d’immunothérapies ont été développées : les protocoles de vaccinations agissent sur la
présentation antigenique (étape 1), les anti-CTLA-4 agissent au niveau du « priming » des LT
(étape 3) tandis que les AC ciblant la voie PD-1/PD-L1 agissent au niveau de la réponse

effectrice (étape 7). 1l existe une régulation spatio-temporelle des molécules de costimulation.
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Figure 7 : Les multiples facteurs influencant la mise en place d’'une immunité protectrice versus
un état de tolérance du Sl au cours des cancers (Chen and Mellman, 2017).

L'immunité antitumorale est influencée par de multiples facteurs cellulaires et moléculaires dont
agissent pour promouvoir une réponse effectrice T (en bleu), tandis que d’autres favorisent la mise en
place d’un état de tolérance (en rouge). Le développement d’'une tumeur de phénotype plus ou moins
inflammeé résulte de I'intégration d’'un ensemble de facteurs intrinséques et extrinséques. CAF : cancer-
associated fibroblastes ; TLR : toll-like receptor.

Selon Chen et al., en dehors des propriétés intrinseques liées a la tumeur et a la réponse
immunitaire mise en place, entrent également en jeu dans le processus de défense antitumoral
des facteurs liés a I’hote tels que son age, ses caractéristiques genétiques, son microbiote
intestinal, ses antécédents infectieux, et son exposition a des facteurs exogenes tels que des

drogues immunomodulatrices/immunosuppressives (cf. Figure 7) (Chen and Mellman, 2017).

Concernant les effecteurs du Sl, d’autres populations cellulaires impliquées dans I’'immunité
anti-cancéreuse ont été decrites et se trouvent a I’interface entre immunité innée et adaptative :
les LT innés tels que les NKT et les LT-yd. Nous allons a présent nous focaliser sur leur

description.
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PARTIE II - LES LYMPHOCYTES T NON
CONVENTIONNELS

I. Introduction

Il a été décrit au cours de ces trente derniéres années des populations de LT dits non
conventionnels ou innés. lls possedent comme les LT conventionnels un TCR issu du
réarrangement des genes codant les domaines V, D, J des chaines o/f ou y/6 du TCR et sont
dotés de fonctions innées : délai de réponse court (cf. Figure 8) sans rencontre préalable d’un
antigéne étranger, capacité de production de cytokines et de fonction cytotoxique pouvant étre
mises en jeu indépendamment d’une stimulation via leur TCR. Ils sont capables, a I’instar des
cellules NK, de répondre a des stimuli pro-inflammatoires tels que les combinaisons d’IL-12,

d’IL-18 et d’interférons de type I tel que I’lFN-a..

|
]

) _ I
Unconventional T cells I
]

]

i

I

MHC-restricted T cells

T cell number and function
(log scale)

1] 10 2010 10 20
Time after infection (d) Time after re-infection (d)

Figure 8 : Délai de réponse primaire et secondaire & une stimulation infectieuse des LT
conventionnels versus non conventionnels (Godfrey et al., 2015).

La partie droite du graphique représente la réponse primaire a I'infection et la partie gauche la réponse
a l'occasion d’'une deuxiéme stimulation (réponse mémoire).

Ces populations de LT non conventionnels TCR-aff ou TCR-yd se distinguent également
des LT conventionnels par les caractéristiques suivantes :

- une reconnaissance antigénique non restreinte pas les molécules du CMH classique ; ils
reconnaissent des molécules présentatrices d’antigénes non polymorphiques codés par
des genes situés dans le locus des molécules du CMH (HLA-E, HFE, H2-M3 et H2-
Q9) ou en dehors de ce dernier (CD1a, CD1b, CD1c, CD1d et MR1).
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- une reconnaissance possible d’antigénes de nature non peptidique,

- une proportion plus importante de LT susceptibles de répondre a un antigene donné

chez un individu naif que celle des LT conventionnels (cf. Figure 9),

- une diversité de répertoire TCR plus restreinte, pouvant dans certains cas correspondre

a répertoire invariant ou semi-invariant,

- une localisation préférentielle en dehors des tissus lymphoides.

Table 1 Characteristics of MHC-restricted as compared to unconventional T cell responses

MHC-restricted T cells Unconventional T cells
Precursor frequency Low (~1-10 per million) Higher (~10-2 x 10° per million)
Time to effector function in vive Days to weeks Hours to days
Memaory response Yes (highly durable) Controversial
Antigen-presenting molecule polymorphism Very high Low (functionally monomorphic)
Inter-individual TCR diversity Very high Varies for each subset (Species-wide TCR patterns known)
Population response to antigen Private (individuals respond differently) Public (most individuals in a species typically respond similarly)

In general, the key differences in the patterns of MHC-restricted and unconventional T cells relate to the initial number of antigen-specific populations, the timing of
the response, the role of memory T cells and the extent to which individuals in an outbred population respond to the same kinds of antigens.

Figure 9 : Caractéristiques des LT conventionnels (« MHC-restricted T cells ») versus celles des
LT non conventionnels (Godfrey et al., 2015).

Les points clés qui différencient les LT conventionnels des LT non conventionnels sont : la richesse
numeérique a I'état basal en cellules spécifiques de I'antigéne, le délai de réponse, et le type de réponse
mise en place selon les individus vis-a-vis d’un antigéne donné.

Les populations T non conventionnelles ou innées exercent des fonctions critiques dans
I’initiation des réponses immunitaires en jouant un role protecteur avant que I’immunité
adaptative soit établie. Ces dernieres peuvent étre divisées en sous-groupes en fonction de leurs
molécules de restriction : les LT-y3, les NKT, les MAIT, les LT restreints par les molécules du
CMH de classe Ib et les LT restreints par les molécules CD1a, b et ¢ (Godfrey et al., 2018) (cf.
Figure 10). Les LT innés sont impliqués dans I’immunité anti-infectieuse et antitumorale mais
¢galement dans 1’homéostasie et les mécanismes de réparation tissulaire. A titre d’exemple,
les INKT et les LT-yd jouent un réle non redondant dans la biologie du tissu adipeux au sein
duquel ils exercent une activité anti-inflammatoire et participent aux mécanismes de

thermorégulation et a 1’équilibre métabolique de 1’organisme (LaMarche et al., 2018).
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Figure 10 : Les différentes populations de LT innés en fonction de leurs molécules de restriction
(Godfrey et al., 2018).

1, « H2-M3 et Qa-2 restricted T-cells » sont identifiés chez la souris ; 2, séquences TCR humaines ; 3,
illustration des LT-yd humains.

Il. Le gradient d’« innateness » des LT

L’équipe de Gutierrez-Arcelys a récemment mené des travaux visant a décrypter les
caractéristiques transcriptomiques conférant aux cellules iINKT, MAIT, et LT-yd (V31 et V§2)
leurs fonctions de type «innate » (Gutierrez-Arcelus M et al., 2019). Les populations LT
innées représentent environ 10 a 20% des LT chez I’Homme (cf. Figure 11a) et sont capables
a I’instar des cellules NK de produire de grande quantité d’IFN-y en réponse a une stimulation
indépendante du TCR du type de celle constituée par la combinaison de cytokines pro-

inflammatoires I1-12+1L-18 +/- IFN-a (cf. Figure 11b).
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Figure 11 : Les LT innés chez ’'Homme (Gutierrez-Arcelus M et al., 2019).

(a) Analyse en cytométrie en flux de leur fréquence au sein des LT totaux (n=101 donneurs sains) ; le
groupe combiné inclut les iNKT, MAIT, et les LT V1 et 82. (b) Analyse en cytométrie en flux de leur
capacité de production d’IFN-y (marquage intra-cellulaire) en réponse a une stimulation de type innée
(cytokines).

Les analyses en « single cell RNAseq » couplées a des expériences fonctionnelles montrent
que le statut « innate » est caractérisé par : i) la présence d’ARNm (pour acide ribonucléique
messager) préformés responsables des fonctions effectrices immédiates, ii) un potentiel
prolifératif inférieur a celui des LT conventionnels. En effet, la transcription des ARNm reliés
aux fonctions effectrices (production de cytokines notamment d’IFN-y, production de
chimiokines, expression de I’arsenal cytotoxique et de molécules antioxydantes de la voie des
pentoses phosphate) est priorisée par rapport a I’expression des génes du complexe

ribosomique (cf. Figure 12).
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Figure 12 : Les LT innés ont un potentiel d’expression de I'IFN-y accru et un potentiel de
prolifération réduit (Gutierrez-Arcelus M et al., 2019).

Expression des ARNm de I'lFN-y (a) et des ARNm ribosomaux (qPCR du précurseur 47S RNA) (b), a
I'état basal, par les LT conventionnels CD4/CD8, les MAIT, les iNKT, les LT Vy1 et Vy2 et, les cellules
NK.
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Le caractere « adaptiveness » a, quant a lui, pour signature transcriptomique une forte
expression des acteurs de la machinerie transcriptionnelle conférant ainsi un haut potentiel de
prolifération aux LT conventionnels CD4 et CD8. Les travaux de cette équipe révelent enfin
I’existence d’un gradient continu d’« innateness » au sein duquel se répartissent les différents
contingents de LT innés entre les LT adaptatifs CD4/CD8 d’un c6té et les cellules NK de

I’autre : les MAIT, les iNKT, puis les LT-yd.

Dans une premiére partie, nous décrirons les iINKT, les LT-yd et les MAIT et leur
implication dans I’immunité antitumorale puis nous présenterons notre population d’intérét, les

LT CD8 « innate memory ».

I11. Définition et activité antitumorale des différentes populations de LT
INnés
1.1, LesiNKT

111.1.1. Définition

Les NKT sont des LT non conventionnels restreints par la molécule du CMH de classe |
non classique CD1d qui présente des antigenes non peptidiques : des glycolipides. Les NKT

sont diviseés en deux groupes :

- les NKT de type I ou iNKT possédant un TCR invariant : la chaine a de leur TCR est
issue du réarrangement Vo24-Jul8 chez I’Homme et Val4-Jal8 chez la Souris
(Berzins et al., 2011; Rossjohn J et al., 2012),

- les NKT de type Il qui présentent une diversité de répertoire de la chaine o de leur TCR.

Nous ne décrirons ici que les iNKT reconnus comme archétype des LT-af3 innés. lls
constituent une population de LT inneés tres conservée chez I’Homme et la Souris. Les iINKT,
comme leur nom I’indique, possedent des marqueurs T comprenant le complexe CD3 et un
TCR-af}, et expriment des récepteurs de cellules NK (par exemple CD161, CD56, CD16,
NKG2A et NKG2D chez I’Homme et NK1.1, CD122, NKG2A chez la Souris). lls présentent

un phénotype de cellule activée/mémaoire (CD45RO*, CD62L" chez I’Homme ; CD44* CD62L"
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chez la Souris) et expriment la molécule CD122 (chaine  du récepteur de I’IL-2 et de I’IL-15).
Chez I’Homme, les iNKT sont CD4*, CD8" ou doubles négatifs (DN), tandis qu’ils sont CD4*
ou DN chez la souris (Berzins et al., 2011; Matsuda JI et al., 2008). Ils sont présents dans
differents organes tels que la rate, la moelle osseuse, les poumons et les ganglions lymphatiques
mais s’accumulent surtout dans le foie et I’omentum. Leur fréquence dans le sang humain est
tres faible et peut varier entre individus d’un facteur 1000, allant de 0,001% a 1% (Berzins et

al., 2011).

111.1.2. Sélection et maturation

Leur différenciation thymique est régulée par de nombreux facteurs intrinseques et
extrinséques. lls sont sélectionnés positivement par des interactions avec des thymocytes
doubles positifs (DP) qui expriment CD1d et un lipide endogéne non identifié. La molécule
CD1d joue ainsi un réle dans leur activation mais également dans leur ontogénie. Leur sélection
se distingue également de celle des LT conventionnels par la nécessité de mise en jeu de la voie
SLAM-R/SAP/Fyn (récepteurs de la famille SLAM (pour signaling lymphocyte activation
molecule) ; SAP (pour SLAM associated protein)) (Savage Ak et al., 2008; Verykokakis et al.,
2010). Leur développement dépend des facteurs de transcription ERG2 (pour early growth
factor 2) et PLZF (Shissler Sc and Tj, 2019) mais aussi de I’TL-15. Les souris déficientes en

IL-15 ou en récepteur de 1’IL-15 sont en effet dépourvues d’iNKT.

Chez la Souris, aprées sélection positive, les INKT expriment CD69 (marqueur d’activation
précoce) et passent par quatre stades de maturation au cours desquels ils acquiérent I’expression

de CD44 et de NK1.1 tandis qu’ils perdent celle de CD24 (Godfrey Di and Sp, 2007).

Chez I’homme, a la sortie du thymus, ils sont CD4" CD161" et terminent leur maturation en

périphérie devenant alors CD161" (Berzins Sp et al., 2005).
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111.1.3. Activation et fonctions

Leur mode d’activation est double, soit TCR-dépendant via la présentation de ligands

naturels ou synthétiques de CD1d, soit TCR-indépendant (cytokine-dépendant) (cf. Figure 13).

Exogenous or IL-17
Endogenous )
ligand ... Granzyme B

TCR J=

receptors

Figure 13 : Mécanisme d’activation des iNKT (Godfrey et al., 2018).

Les iNKT peuvent étre activés via : i) la reconnaissance d’un ligand endogéne ou exogéne présenté
par la molécule CD1d, ii) une combinaison de cytokines pro-inflammatoires (IL-12+IL-18) ou iii) les
deux.

I11.1.3.1. Activation des iINKT TCR-dépendante

Les iINKT reconnaissent des antigenes glycolipidiques présentés par CD1d grace a ses deux
poches hydrophobes. La molécule CD1d est une glycoprotéine transmembranaire apparentée
aux molécules du CMH de classe | présente a la surface des DC, des monocytes, des
macrophages et des LB et LT et capable de présenter aux iNKT des ligands endogenes ou

exogenes (Ly and Moody, 2014).

L’agalactosylcéramide (aGC) est le ligand expérimental le plus couramment utilisé pour
étudier les iNKT ; il s’agit d’un glycosphingolipide extrait des éponges marines (Kawano T et
al., 1997). En 2000, 1’équipe de Kronenberg a développé un tétramére constitué de quatre
molécules CD1d chargées avec I’aGC permettant d’identifier en cytométrie en flux (CMF) les
INKT (Matsuda JI et al., 2000). Plusieurs analogues de 1’aGC ont éte synthétisés tels que
I’OCH induisant préférentiellement une sécrétion d’IL-4 tandis que 1I’a-C-GalCer induit plut6t

une sécrétion d’IFN-y (Li et al., 2009).
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En 2004, le groupe d’Albert Bendelac a découvert un ligand naturel endogene capable de
stimuler les iNKT : I’iGb3 (isoglobotrihexosylceramide) (Zhou D et al., 2004). Une étude
réalisée par Brennan et al. en 2011 présente le B-D-Glucopyranosylcéramide comme un

candidat sérieux pour la sélection des cellules INKT dans le thymus (Brennan Pj et al., 2011).

111.1.3.2. Activation des iINKT dépendante des cytokines

Une stimulation par I’IL-12 et I’'IL-18 déclenche leur production d’IFN-y (Leite-De-Moraes
Mc et al., 1999; Matsuda JI et al., 2008). lIs peuvent également étre activés par les interférons
de type | (Wesley Jd et al., 2008), I’'IL-33 (Bourgeois E et al., 2009), I’l1L-1p et I’'1L-23 (Paget

Cetal., 2012).

L’activation des iNKT conduit a leur prolifération et a leur sécrétion rapide et massive d’ un
large spectre de cytokines (IL-4, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IFN-
Y, TNF-0, TGF-B). Les iNKT possédent également des fonctions cytotoxiques grace a

I’expression de la perforine, de granzyme, et de FAS-L (Takeda K et al., 2000).

On distingue plusieurs sous-populations en fonction de leur profil cytokinique et

transcriptionnel (Kim et al., 2015; Lee et al., 2013b) :

- les iNKT1 qui un profil Thl : production d’IFN-y et expression de T-bet,
- lesiNKT2 qui ont profil Th2 : production d’TL-4 et forte expression de PLZF et GATA3

mais non expression de T-bet,

- les iINKT17 qui ont un profil Th17 : production d’IL-17 et expression de RORyt (pour

RAR-related orphan nuclear / ROR) mais non expression de T-bet,

- les iINKT de type «follicular helper T » présentes dans les centres germinatifs :
production d’IL-21 et expression de Bcl6 et CXCR5 (Chang Pp et al., 2011),

- les INKT10 de type régulateur : production de TGF-B et d’IL-10 et caractérises par la
perte d’expression de PLZF (Lynch L et al., 2015).

Le spectre d'action attribué a ces cellules est ainsi particulierement large. Ils ont un réle
régulateur, ils modulent les réponses immunitaires en produisant de grande quantité de

cytokines en influencant a la fois leurs versants innés et adaptatifs. Ils sont impliqués dans
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I’activation des cellules NK, des macrophages, des cellules B, des cellules T conventionnelles,
dans la maturation des DC, et interagissent avec les LTreg (CD4* CD25%) (Fuijii et al., 2013;
La Cava A et al., 2006). De ce fait, les INKT jouent un rdle dans I’'immunosurveillance
antitumorale, I’'immunité anti-infectieuse (anti-bactérienne et anti-virale) et la régulation de
I’autoimmunité (Berzins et al., 2011). Comme évoqué ci-avant, ils participent également a
I’homéostasie de certains tissus tels que le tissu adipeux et la peau. Les travaux de H. Tanno et
al. ont récemment illustré via un modé¢le murin de souris déficientes en iNKT (souris Ja18KO
(pour knock-out)) que ces derniers jouaient un role bénéfique dans le processus de cicatrisation
cutanée en prévenant I’instauration d’une réponse inflammatoire chronique médiée par les

PNN (Tanno H et al., 2017).

Récemment, une autre propriété fonctionnelle leur a été attribuée chez la Souris ; il s’agit
de leur contribution & la génération des LT CD8 IM (pour innate memory) via leur sécrétion

d’IL-4 (Weinreich et al., 2010a).

111.1.4. Réle des iNKT dans I’immunosurveillance antitumorale

Dans de nombreux cancers chez 1’Homme, une corrélation entre la survie globale et le statut
fonctionnel des iINKT (sang périphérique et site tumoral) a été mise en évidence (Fujii Si and
K, 2019). Le role des iNKT dans I’immunosurveillance antitumorale est démontré par les
modeles murins déficients en iNKT (CD1d KO, Ja18KO). Chez la souris Ja18KO, on observe
un développement accéléré des tumeurs induites par le MCA comparativement aux souris
sauvages, et il a été mis en évidence une activité cytolytique directe des iINKT vis-a-vis des
cellules cancéreuses (Smyth Mj et al., 2000). Wingender et al. ont également observé in vivo
un potentiel de cytotoxicité des INKT vis-a-vis de cellules tumorales cibles exprimant la
molécule CD1d (Wingender G et al., 2010). Dans d’autres mod¢les murins, leur implication
dans I’'immunité antitumorale n’est pas liée a un effet cytolytique mais a leur capacité

d’immunorégulation : inhibition des TAM (pour tumor-associated macrophage) (Song L etal.,
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2009) ou potentialisation de I’activité antitumorale des cellules NK via leur grande production
d’IFN-y (Fujii S et al., 2002).

En thérapeutique, des stratégies basées sur I’administration de DC CD1d" chargées d’aGC
ont été testées dans plusieurs cancers (pulmonaire, téte et cou, myélome multiple, mélanome)
(Fujii Si and K, 2019) avec une bonne tolérance et des réponses cliniques favorables dans
certains cas. Deux études basées sur la technologie d’ingénierie des LT exprimant a leur surface
un CAR (pour chimeric antigen receptor) dirigé contre un marqueur de surface exprimé par
les cellules tumorales (CAR T-cells), évaluent I’effet d’un CAR-INKT pour le traitement de
neuroblastome (NCT03294954) et d’un CD19-CAR-aNKT allogénique pour traiter des

lymphomes en rechute ou réfractaires (NCT03774654).

11.2. Les LT-yo

111.2.1. Phénotype des LT-yd

Les LT-yd possédent un TCR composé des chaines y et & dont la diversité de répertoire est
moindre que celle des LT TCR-ap. Chez I’Homme, les LT-yd exprimés présentent des
réarrangements privilégiés comme Vy9 avec V62 (TVy962) ou comme celui des chaines Vy2,
Vv3, Vy4, Vy5, Vy8 avec la chaine V1. Leur TCR a une structure de type « immunoglobulin-
like » (Allison Tj et al., 2001; Li H et al., 1998) suggérant un mode de reconnaissance de
I’antigene différent des LT TCR-af. La majorité des LT-yd ne sont pas restreints par les
molécules du CMH (Chien Yh et al., 2014; Vantourout P and Hayday A, 2013). lls expriment
rarement les corécepteurs CD4 et CD8. lls représentent environ 0,5 a 10 % des lymphocytes
circulants chez I’Homme et la Souris avec des sous populations aux caractéristiques distinctes
chez ’Homme et la Souris. Chez I’adulte sain, les LT-yd VY982 sont majoritairement présents
dans la circulation sanguine, tandis que les TVS81 ont une fréquence accrue dans la peau et

I’intestin.
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Les LT-yd V952 sont activés par des métabolites dénommés « phosphoantigenes » dont la
structure est liée a celle des précurseurs de la voie de synthése des isoprénoides, tels que
I’isopentenyl-pyrophosphate (IPP), le farnésyl-pyrophosphate ou des analogues synthétiques
tels que le bromohydrine-pyrophosphate (BrHPP) (Boutin and Scotet, 2018). Les
phosphoantigenes peuvent étre exprimés par des cellules infectées ou tumorales ou, produits
par des pathogénes intracellulaires tels que Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
leprae, Listeria sp., Plasmodium sp ainsi que d’autres bactéries telle que Escherichia Coli.
Plusieurs travaux ont montré que 1’activation des LT-yd Vy952 par les phosphoantigenes
implique les butyrophilines, telle que la butyrophiline 3A1 (BTN3A1) (Boutin and Scotet,
2018; Rhodes et al., 2015; Sandstrom A et al., 2014; Vavassori S et al., 2013). Les
butyrophilines appartiennent a la superfamille des immunoglobulines et sont apparentées a la
famille des molécules de co-stimulation CD80/86. A titre d’exemple, les phosphoantigénes
présents au sein d’une cellule cancéreuse ou infectée activent un domaine intracellulaire de la
BTN3AL (B30.2) qu’elle soit localisée au niveau de la membrane cellulaire ou au niveau du
réticulum endoplasmique, puis entrainent une modification de conformation de cette derniere
et ainsi sa visibilité et sa reconnaissance a la surface cellulaire par le TCR des LT-yd Vy9Vé2
(Boutin and Scotet, 2018). Notons que la reconnaissance des butyrophilines par le TCR des
LT-yd ne se fait pas via les régions CDR3, mais met dans la plupart des cas en jeu une région
situee dans la troisieme région charpente (FR (pour framework) 3) de Vy4. Cette région
dénommee HV4, également présente dans les domaines VP des chaines f du TCR, est
impliquée dans la reconnaissance des superantigénes viraux ou bactériens. En d’autres termes,
la reconnaissance des butyrophilines par les LT-yd ressemble a celle d’un superantigéne,

indépendamment de la spécificité du TCR.
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Les TVd1 humains reconnaissent d’autres ligands cellulaires tels que les protéines du CMH
« class I-like » : EPCR (pour endothelial protein C receptor), CD1c, Cd1ld, MICA et ULBP

(pour UL16-binding proteins) (Godfrey et al., 2015).

111.2.2. Fonction des LT-yd

Les TVY962 reconnaissent des phosphoantigénes d’origine microbienne et jouent un role
dans I’immunité anti-infectieuse bactérienne et parasitaire. Leur capacité effectrice résulte de
I’intégration d’un ensemble de signaux : reconnaissance d’un phosphoantigene, et interaction
de récepteurs NK-like activateurs ou inhibiteurs avec leurs ligands. Aprés stimulation
antigénique, ils sécrétent de grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires, telles que
I’'IFN-y et le TNF-a, surexpriment le récepteur de I’'IL-2 et se différencient en cellules

cytotoxiques (expression de la perforine et de granzymes A/B) (Godfrey et al., 2015).

La démonstration de leur implication dans I’immunosurveillance antitumorale provient de
I’étude de souris déficientes en LT-yd qui présentent une incidence significativement
augmentée de tumeurs chimioinduites comparativement aux souris sauvages (Gao Y et al.,
2003; Girardi et al., 2001). Chez I’Homme, il a été montré in vitro que les TVy952 et les TVS1
avaient la capacité de reconnaitre et de lyser des cellules tumorales (Bouet-Toussaint F et al.,

2008; Cordova A et al., 2012; Correia Dv et al., 2011; Corvaisier M et al., 2005).

Une association entre le statut des LT-yd et la survie globale des patients a été recherchée
dans de nombreux cancers avec des résultats contradictoires. Dans le cadre de greffes de moelle
allogénique de CSH pour leucémies aigiies myéloides ou lymphoblastiques, une association
entre la survie globale et la survie sans progression a été mise en évidence (Godder Kt et al.,
2007; Lamb Ls et al., 1996), tandis que chez des patients pris en charge pour des cancers de
vessie, colo-rectaux et du sein, un effet négatif a été rapporté. Prés d’une vingtaine d’essais
cliniques ont éetudié le potentiel anti-tumoral des TVy952 dans différents cancers. L’effet

thérapeutique attendu est base sur une expansion des TVy942 induite in vitro ou ex vivo par les
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aminobiphosphonates, tel que le zoledronate, qui induisent une accumulation de métabolites
de type IPP. Les auteurs de ces différents essais rapportent une bonne tolérance, néanmoins il
n’y a pas eu de bénefice clinique observé dans la majorité des cas (Godfrey et al., 2018). Plus
récemment, Chauvin et al. ont rapporté une élimination spontanée par des TVy9Vd2
allogéniques de cellules de glioblastomes mésenchymateux humains a la fois in vitro (cultures
simpliquant un engagement du TCR indépendamment d’une spécificité de répertoire et

dépendant de I’activation du récepteur activateur NKG2D (Chauvin C et al., 2019).

11.3. Les MAIT

Les MAIT ont été décrits de maniere princeps en 2003 par une équipe francaise (Treiner E
et al., 2003). Chez I’Homme, ils sont fortement représentés dans le sang (1 a 10% des LT), le
foie (20% a 40%), le poumon et la lamina propria de I’intestin (Dusseaux M et al., 2011; Martin
E etal., 2009). A I’instar des iNKT, les MAIT possedent un TCR semi-invariant, précisément
Va7.2-Ja33/12/20 associés a VB2 ou VB13. Chez I’Homme, ils sont majoritairement CD8" (70-
90%), 10 a 20 % étant doubles négatifs et il existe une population minoritaire CD4". lls
possédent un phénotype mémoire effecteur (CD45RO* CCR7- CD62L'°) et expriment CD161,
CD26, CCR5, IL18Ra, CCR6 ainsi que les facteurs de transcription PLZF, RORyT, et T-bet.
Leur développement et leurs fonctions dépendent de la molécule non polymorphique du CMH
de classe Ib dénommée MR1 (pour major histocompatibility complex class I-related protein).
Leur TCR a la particularité de reconnaitre des métabolites dérivés des précurseurs de la voie
de biosynthese de la vitamine B2 (riboflavine) présentés via la molécule MR1. La synthese de
ces métabolites est 1’apanage des bactéries et des levures, conférant ainsi aux MAIT des
fonctions anti-infectieuses. Deux dérivés du précurseur de la vitamine B2 dénommé 5-A-RU
(pour 5-amino-ribityl uracil) ont été identifiés comme puissants agonistes de MR1 : le 5-OE-
RU et le 5-OP-RU. Ainsi, le TCR des MAIT reconnait des complexes MR1:5-OP-RU via la

région CDR3 de sa chaine a (pour revue (Legoux F et al., 2020)). L’existence d’un lien étroit

52



entre la biologie des MAIT et le microbiote avait été évoqué en 2003 compte tenu de la mise
en évidence de leur absence, dans le sang périphérique, chez les souris élevées en conditions
stériles (Treiner et al 2003). Les mécanismes qui sous-tendent cette connexion se précisent au
fil du temps, Legoux et al. ont montré en 2019 que les métabolites dérives de la riboflavine
produits par le microbiote intestinal contrélaient, aprés circulation dans 1’organisme, le
développement intra-thymique des MAIT (Legoux F et al., 2019). Selon Legoux et al., les
signaux émanant du microbiote impactent leur développement thymique mais aussi leur

expansion en périphérie et leurs fonctions au sein de certains organes (Legoux F et al., 2020).

Il existe deux modes d’activation des MAIT. L un est dépendant de la reconnaissance par
leur TCR de métabolites microbiens issus de la voie de synthése de la vitamine B2. L’autre
dépend d’une stimulation par des cytokines telles que I’'lL-12, I’IL-18, I’IL-15 ou les
interférons de type I, permettant ainsi une activation indépendante du TCR, en cas d’infection
virale par exemple. Apres activation, ils produisent des cytokines pro-inflammatoires de profil
Th1/Th17 telles que I’'IFN-y, le TNF-a, I’IL-17 et I’'lL-22, et sont capables d’exercer une
activité cytolytique directe via leur expression de la perforine et de granzyme. Ils possedent
aussi des fonctions d’immunorégulation via leur interaction avec les DC, les LB, et les cellules
NK. Il a été montré qu’ils jouent un rble dans la cicatrisation cutanée. Une implication
potentielle dans 1’homéostasie des épithéliums en lien avec un dialogue avec le microbiote
local a aussi été évoquée (Legoux F et al., 2020).

Etant donné leur abondance dans le foie, leur r6le dans les processus tumoraux impliquant
le foie a été étudié. Une étude a rapporté une altération de la capacité de sécrétion de I’IFN-y
des MAIT isolés a partir de localisations métastatiques hépatiques (Shaler Cr et al., 2017). Une
autre équipe a montré qu’une réduction de la fréquence des MAIT était corrélée a un pronostic

sombre dans le contexte de carcinomes hépatocellulaires (Zheng et al., 2017).
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11.4. Les LT CD8 mémoires non conventionnels

111.4.1. Différenciation des LT CD8 en cellules mémoires : les voies alternatives

Aprés une stimulation antigénique, les LT CD8 naifs peuvent se différencier en LT CD8
effecteurs a courte durée de vie ou en cellules mémoires a longue durée de vie. Chez I’ Homme

et la Souris, de nombreux sous type ont éte decrits (cf. Figure 14).

TABLE 1 | Memory CD8T cell subsets

Subset Phenotype Function Location/Trafficking  Transcription factors References
Tem CCR72/CDB2Lle ++ Cytotoxicity Circulation Thet" (30, 37-44)
Cxacriicpzrie +- Proliferation Blimp4Mi/D2nl/STATAN
D127
CD27~/CD45RA™ (humans)
Tem CCR7N/cDp2LN +— Cytotoxicity Circulation Thet® (30, 37-39, 42-49)
Cxacr1'9/co27h ++ Proliferation Lymph nodes Eomes"?' /TCF1 =l
e brl STAT3N/DaN
CD27+/CDA5RA™ (humans)
Temra (humans) CCR7-/CD27—/CD45RAT ++ Cytotoxicity Circulation (44)
cpiare +— Proliferation
Trm CDBAN/CD103N/CD4gaN Sensing and alarm Tissusa rasident KLF2—/10/Fpmes—/10 (33, 43, 50-60)
(depending on tissue) + proliferation Theto/TCF{ 10 )
CXCRAN/KLRG1/CCRTI/ Hobit/Blimp1 M
coe2Lo, cpqz7h
Cx3Crilo/int
Tpm CCR7+/—/CDB2L+/~/CD127h + Cytotoxicity Circulation Thet*/— (43, 81, 62)
Cxacriint/cpg7hi + Proliferation Tissue trafficking
Lymph nodes
Others cD27P/CcD43e ++ Cytotoxicity Tissue trafficking Thetl/Fomeslo (32, 62)
KLRGAM, CD127k0 +— Proliferation

Figure 14 : Les différentes populations de LT CD8 mémoires chez ’lHomme et la Souris (Martin
and Badovinac, 2018).

Tem : effector memory ; Tcm : central memory ; Temra : Tem with a terminally differentiated subset that
expresses CD45RA ; Trm : tissue resident memory ; Tpm= Cx3Crl (fractalkine receptor) peripheral
memory T cells.

Au début des années 2000, il a été montré chez la Souris que les LT CD8 naifs peuvent
également acquérir le phénotype et la fonction de cellules mémoires en I’absence de contact et
de reconnaissance d’un antigéne étranger ; on parle alors d’« antigen-inexperienced memory
phenotype T-cells » (Jameson et al., 2015; Lee et al., 2011; White Jt et al., 2017). Le facteur de
transcription Eomes de la famille T-box joue un réle central dans 1’acquisition du phénotype
mémoire et dans les fonctions des « antigen-inexperienced memory phenotype T-cells » et leur
permet de répondre efficacement a 1’1L-15 qui joue un role crucial dans leur maintien de leurs

fonctions.
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Il a tout d’abord été observé chez la souris que des LT CD8 naifs pouvaient acquérir dans
le contexte d’une lymphopénie, un phénotype meémoire, indépendamment de la rencontre d’un
antigene étranger. La génération de ce contingent dénommé « lymphopenia-induced innate
memory T-cell » repose sur un mécanisme de prolifération homéostatique en réponse a des
cytokines, notamment a I’IL-7 (transfert de LT CD8 naifs dans des hdtes immunodéficients par
modification génétique ou irradiation). Les « lymphopenia-induced innate memory T-cells »
ont un phénotype : CD44" CD122" CD49d'*" contrairement aux LT mémoires conventionnels
qui expriment fortement CD49d (= intégrine 04) (Goldrath Aw et al., 2000, 2004; Kieper and

Jameson, 1999).

Par la suite, d’autres « antigen-inexperienced memory phenotype T-cells » ont, par la suite,
été décrits en condition physiologique chez des hdtes immunocompétents (Martinet et al.,

2015) :

- des LT-ap CD8SP (pour simple positif) naifs ont la capacité d’acquérir un phénotype
mémoire au cours de leur processus de différenciation thymique : les LT CD8 IM
(pour innate memory)

- des LT-ap CD8SP naifs ont la capacité d’acquérir un phénotype mémoire en périphérie
en réponse a une stimulation cytokinique : les LT CD8 VM (pour virtual memory)

111.4.2. Mise en évidence chez la souris des LT CD8 IM

111.4.2.1. Découverte des LT CD8 IM chez les souris déficientes en Itk ou RIk

Les LT CD8 IM ont été décrits de maniére princeps au début des années 2000 chez des
souris rendues génétiquement déficientes par recombinaison homologue () en tyrosine kinase
de la famille Tec (pour tyrosine kinase expressed in hepatocellular carcinoma) : Itk”" (pour
inductible T cell kinase) et/ou RIk™ (pour resting lymphocyte kinase) (Atherly Lo et al., 2006;
Broussard C et al., 2006; Hu et al., 2007). Les tyrosines kinase Itk et RIk interviennent dans la
transduction du signal en aval du TCR (Andreotti et al., 2010; Prince Al et al., 2009). Les souris

ltk”- et RIk”" présentent des anomalies importantes comprenant un blocage de la différenciation
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des LT CD4 et CDS8 conventionnels au profit de 1’émergence de LT CD8 caractérisés par
’expression d’un phénotype mémoire (CD44"M CD122" CD24"° CXCR3*) dés le stade
thymique (donc indépendamment d’une stimulation antigénique exogene) et, des
caractéristiques phénotypiques (NK1.1* et CD69") et fonctionnelles (capacité de production
rapide d’IFN-y ex vivo en réponse a des stimuli innés) de cellules NK. Cette population qui a
ainsi été dénommee LT CD8 IM (Atherly Lo et al., 2006; Broussard C et al., 2006; Liao and
Littman, 1995; Schaeffer Em et al., 2000) (cf.Figure 15) exprime fortement le facteur Eomes
qui fait figure de véritable signature fonctionnelle des LT IM chez la souris (Gordon et al.,
2011). Les LT CD8 IM expriment également des marqueurs d’activation tels que CD25 (la
chaine a du récepteur de I’IL-2), et IL-4 Ra. (la chaine o du récepteur de 1’IL-4) (Weinreich et

al., 2010a).

Figure 15 : Lymphocyte T CD8* TCR-af* « innate memory » (Lee et al., 2011).

lls expriment le facteur de transcription Eomes, des marqueurs mémoires (CD44, CD122, CXCR 3),
des marqueurs de cellules NK comme NK1.1, et la chaine a du récepteur de I'lL-4 et produisent I'lFN-
Y en réponse a une stimulation innée.

111.4.2.2. Ontogénie des LT CD8 IM

La différenciation des LT CD8 IM a lieu dans le thymus. A la différence des LT
conventionnels CD4 et CD8 qui sont selectionnes positivement par 1’épithélium thymique, les
LT CD8 IM, selon les travaux de Broussard et al., seraient sélectionnés par des molécules du
CMH de classe | (dont un tiers seraient non classiques) présentées par des cellules d’origine

hématopoiétique.
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L’expression d’Eomes est un événement critique de la différenciation des LT CD8 IM. En
effet, chez les souris Itk”, les LT CD8 IM expriment tous et de maniére homogéne Eomes,
tandis qu’en 1’absence d’Eomes, ils ne sont pas décelables. Eomes controle I’expression du
récepteur de I’IL-15 qui est un événement critique pour leur différenciation, leur sortie du
thymus et leur maintien en périphérie. En effet, les LT CD8 IM sont absents chez les souris Itk
1L-157 (Atherly Lo et al., 2006; Prince et al., 2014). Eomes cible également I’expression de
Bcl2 qui est un facteur critique pour la génération des LT CD8 mémoires a longue duree de vie
par opposition aux cellules effectrices (Zhou et al., 2010). T-bet, un autre facteur de
transcription de type T-box, partenaire habituel d’Eomes dans le compartiment mémoire, est
tres faiblement exprimé par les LT CD8 IM thymiques tandis que les cellules « antigen-
inexperienced memory phenotype T-cells », lesquelles se différencient en périphérie, expriment

a la fois Eomes et T-bet (Hu et al., 2007; Weinreich et al., 2010a).

Le développement des LT CD8 IM dépend de deux principales cytokines : I’IL-15, comme
nous 1’avons déja évoqué et I’IL-4 produite par des INKT PLZF*, des NKT-yd PLZF* ou des
LT CD4 PLZF" selon le contexte (Lee et al., 2011). Dans les modéles murins Itk”-ou RIk™, il
a ¢té montré que 1’absence d’IL-4, de PLZF ou d’iNKT entrainait la disparition des LT CD8
IM (Verykokakis et al., 2010; Weinreich et al., 2010a). Il faut noter que la maturation des
iNKT est perturbée chez les souris Itk”, leur nombre étant diminué et seule une faible
proportion d’entre eux présentant un phénotype mature (NK1.1", CD122"). La maturation des
NKT-yd, une population particuliére de LT identifiés chez la souris, ne semble pas en revanche
nécessiter la mise en jeu des Tec kinases (pour revue (Andreotti et al., 2010). Les NKT-yd
partagent certaines propriétés avec les iINKT : leur localisation préférentielle splénique et
hépatique, leur production d’IL-4 et d’IFN-y, un phénotype activé et leur developpement

dépendant de PLZF et de SAP. Il a été montré dans le modeéle murin Itk”-que ’expansion des
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LT CDS8 IM résulte de la régulation positive de la sécrétion d’IL-4 produite par les NKT-yd

(Weinreich et al., 2010b).

111.4.2.3. Mise en évidence des LT CD8 IM dans d’autres souches murines

Par la suite, des LT CD8 IM ont été mises en évidence dans d’autres modéles transgéniques
murins ; il s’agit de souris déficientes en : KIf2 (pour kruppel-like factor), molécule impliquée
dans la régulation de la migration des LT, en 1d3 (pour inhibitor of DNA binding 3), molécule
impliquée dans la prolifération et la différenciation cellulaire, ou en CBP (pour C-AMP
response element-binding protein), une histone acétyl-transférase de nombreux facteurs
transcriptionnels des LT (Verykokakis et al., 2010; Weinreich et al., 2010a). Comme nous
I’avons déja évoqué, la génération des LT CD8 IM dans ces modéles KIf27-, 1d37-, CBP” n’est
pas due a I’absence d’expression de ces génes mais a I’amplification de I’expression de 1’IL-4
produite par des cellules exprimant PLZF : les INKT et/ou les NKT-yo (Lee et al., 2011,
Weinreich et al., 2010b). Dans ces modeles, le phénotype des LT CD8 IM est remarquablement

identique : CD44" CD122" CXCR3" IL-4R-o" et Eomes".

Enfin, il faut noter que les LT CD8 IM ont aussi été décrits a 1’état basal dans certaines
souches de souris sauvages a des fréquences plus faibles que chez les souris transgéniques.
Leur frequence est plus élevée chez les souris BALB/c que chez les souris C57BL/6 car les
NKT PLZF* produisant de I’'IL-4 sont physiologiquement abondants chez les souris BALB/c

(Lee etal., 2013b).

Une équipe belge a récemment étudié chez la souris le réle joué par Eomes sur le plan
génetique au cours du processus de maturation des LT CD8 non conventionnels (Istaces et al.,
2019). De manicére intéressante, leurs résultats suggerent qu’Eomes pilote la différenciation des
LT CD8 IM sur la base d’un programme de modifications épigenétiques. Les LT CD8 IM et
les LT CD8 mémoires conventionnels n’ont en commun qu’une partie de leur répertoire

d’enhancers actifs. L’expression d’Eomes au sein des thymocytes CD8 SP entraine une
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reprogrammation qui dépend des enhancers liant le facteur de transcription RUNX3. Eomes
est de plus associé a I’activateur de transcription BRG1 (pour Brahma-related gene-1) dans un
complexe lié a la chromatine et contribue au recrutement de ce facteur de remodelage de la

chromatine.

Miller et al. ont rapporté en mai 2020 leurs travaux testant si le mode de différenciation des
« antigen-inexperienced memory phenotype T-cells » dépendait ou non de la signalisation via
leur TCR (Miller et al., 2020). Les précédents travaux de Broussard et al., et de Schaeffer et
al., suggéraient dans un modele de souris transgénique TCR-anti-H-Y (anti-male) dans un fond
Itk”" que le répertoire des LT CD8 IM n’avait pas de caractére autoréactif (Broussard C et al.,
2006; Schaeffer Em et al., 2000), tandis qu’un mod¢le de souris transgénique TCR-anti-H-Y
dans un fond sauvage n’excluait pas la possibilité que les LT CD8 IM aient un répertoire auto-
réactif (Dhanji et al., 2006). Le fait que la fréquence et le phénotype des « antigen-
inexperienced memory phenotype T-cells » ne soient pas modifiés, ni chez les souris élevées
en conditions stériles, ni chez les souris élevées en conditions stériles et nourries par un régime
alimentaire de base, suggerent que leur processus de différenciation est soit dépendant de la
reconnaissance de ligands endogénes, soit indépendant d’une signalisation médiée par leur
TCR (Jameson et al., 2015; White Jt et al., 2017). Leur étude de la diversité du répertoire TCR
des « antigen-inexperienced memory phenotype T-cells », d’origine ganglionnaire et splénique,
par séquencage a haut débit, chez des souris C57BL/6, montre : i) un répertoire trés distinct des
LT CD8 naifs, ii) un répertoire hautement conservé d’une souris a ’autre ; ces données
suggerent un processus de différenciation impliquant le signal TCR. La réalisation
d’expériences de co-cultures de clones d’ « antigen-inexperienced memory phenotype T-cells »
issus de souris TCRrg (souris exprimant un TCR monoclonal par transfection avec un vecteur
rétroviral) avec des DC spléniques, en présence d’IL-2, puis avec ajout d’un AC bloquant les

molécules du CMH de classe I, leur ont permis de montrer leur potentiel d’activation via la
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présentation de ligands endogenes dans le contexte des molécules du CMH de classe 1. Leur
analyse des « antigen-inexperienced memory phenotype T-cells » au stade thymique (LT CD8
IM) montre que le signal TCR/ligand endogéne est responsable d’une up-régulation d’Eomes
au sein de niches thymiques « privilégiées », révélant ainsi une forte homologie avec la

différenciation intra-thymique des LTreg FoxP3™.

111.4.2.4. Caractéristiques fonctionnelles des LT CD8 IM

Les LT CD8 IM sont capables de sécréter in vitro de I’'IFN-y en réponse a une stimulation
par des cytokines pro-inflammatoires (Jameson et al., 2015). Elles possedent in vivo/ex vivo
des ARNm pré-formés codant pour I’IFN-y en I’absence de stimulation par le TCR, confirmant
ainsi leur appartenance a la catégorie des LT innés (phénotype mémoire active sans expérience
antigénique). Elles pourraient ainsi contribuer a la premiére ligne de défense de 1’organisme au
méme titre que les autres sous-populations LT innées. In vivo, dans un modéle de souris IFN-
v’ trés sensible & la bactérie Listeria monocytogenes, le transfert de LT CD8 IM issus de souris
Itk”” IFN-y*"* confére a I’hdte une protection vis-a-vis de la bactérie via leur production d’IFN-
y en réponse a une injection de lipopolysaccharide (Hu et al., 2007). Comparativement aux LT
CD8 naifs, les LT CD8 IM controlent plus rapidement une infection chronique par LCMV
(pour lymphocytic choriomeningitis virus) via leur capacité de sécrétion rapide de cytokines
(Lee et al., 2015). Leur signification physiologique n’est cependant pas encore totalement
élucidée. Certains auteurs suggeérent qu’elles pourraient jouer un rdle important dans
I’'immunité innée anti-infectieuse en début et en fin de vie, deux périodes de susceptibilité
accrue aux infections (Lambolez et al., 2007; Lee et al., 2009, 2010). Miller et al. ont
récemment documenté de maniére princeps chez la Souris une implication des LT CD8 IM
dans I’immunité antitumorale. Dans un mod¢le d’adénocarcinome de prostate induit par un
oncogeéne, ils ont mis en évidence une infiltration de la tumeur prostatique par les LT CD8 IM

issus de souris donneuses consanguines, les LT CD8 IM représentant 2 a 17% des LT CD8
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infiltrant la tumeur. De maniere intéressante, ils ont observé que la majorité des LT CD8 IM

transférés exprimaient fortement PD-1 (Miller et al., 2020).

111.4.3. Les LT CD8 « Virtual Memory » (VM)

Haluszczak et al. ont apporté la description princeps en 2009 chez la souris C57BL/6 non
immunisée (ou « antigen-inexperienced mice ») de 1’existence en périphérie de LT CD8
spécifiques d’antigénes exogénes, ayant un phénotype similaire a celui des LT CD8 IM
(Eomes" CD44" CD122" CXCR3" CD62LM) mais sans expression de CD49d et produisant
rapidement in vitro I’IFN-y apres une stimulation de type IL-12+1L-18 (Haluszczak et al.,
2009). Elles peuvent ainsi étre classées dans la catégorie des « antigen inexperienced memory
phenotype T-cells ». Selon Haluszczak et al., elles résultent d’une prolifération homéostasique
médiée par des cytokines, ceci a I’image des LT CD8 générés dans un contexte de lymphopénie
(Haluszczak et al., 2009). L’équipe de Jameson a confirmé ces résultats et a dénommé ces
cellules semi-différenciées (CD44"CD49d°) LT CD8 « Virtual memory » (VM) (Akue Ad et
al., 2012). A I’instar des LT CD8 IM, les LT CD8 VM sont absents chez les souris Eomes™,
ce qui fait d’Eomes une signature fonctionnelle majeure a la fois des cellules IM et VM.
L’expression de CD122 a la surface des LT VM est pilotée par Eomes. lls expriment également

la sous-unité a du récepteur de I’'1L-7 et de I’IL-4.

Les LT VM représentent 5a 10% des LT CD8 sanguins et 10 a 20 % des LT CD8 spléniques.
IIs sont générés en périphérie a partir de LT CD8 naifs, I’IL-15 et la signalisation via le TCR
jouant un réle critique dans leur formation. Contrairement aux LT CD8 IM, les LT CD8 VM
ne sont pas dépendants de la voie PLZF/IL-4/NKT. L’exposition a de faibles doses d’IL-15
permettrait leur survie en conditions basales via I’activation de STATS5 et de Bcl2 en aval,
tandis que de fortes doses d’IL-15 activeraient leur prolifération via une activation de la voie
MAP kinase/Akt (Hussain and Quinn, 2019). D’aprés le travail de Martinet et al., les

interférons de type | amplifient la génération des LT VM via deux mécanismes (Martinet et al.,
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2015) : i) leur production en cas d’infection ou de stimulation inflammatoire augmente la
sécrétion d’IL-15 par les CPA, ii) ils induisent une sensibilité accrue a I’IL-15 des LT CD8
VM via I’amplification de leur expression d’Eomes. Une fois généré, il a été montré que I’IL-
4 amplifie le compartiment des LT CD8 VM et régule positivement la signalisation de I’IL-15.
Cette derniere est transprésentée par le récepteur de la chaine a de I’'IL-15 (IL-15Ra) a la
surface des DC CD8a" et le récepteur de la chaine B de I'IL-15 (IL-15RpB ou CD122) a la

surface des LT CD8 VM.

Drobek et al (Drobek A et al., 2018) ont montré que la différenciation des LT CD8 VM se
faisait préférentiellement, d’une part, a partir de cellules T naives au sein desquelles la tyrosine
kinase Lck (pour lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) est pré-couplée au corécepteur
CD8, potentialisant ainsi la signalisation en aval du TCR, et d’autre part de cellules T naives
exprimant des marqueurs associés a une auto-réactivité du TCR tel que CD5 (Quinn et al.,
2018; White et al., 2016). En dépit d’une expression potentielle d’un répertoire TCR auto-
réactif, les LT CD8 VM ne favorisent pas 1I’émergence de pathologies auto-immunes selon les

travaux de Drobek et al. (Drobek A et al., 2018).

Sur le plan fonctionnel, en termes de prolifération, de sécrétion de cytokines, et de
cytotoxiciteé, les LT CD8 VM répondent plus rapidement a une stimulation TCR que les LT
CD8 naifs. La diversité des cytokines produites est en revanche moins diversifiée que celle des
LT CD8 naifs, avec une production majoritaire d’IFN-y et de TNF-a (Quinn et al., 2018). Cette
réactivité des LT CD8 VM, comparable a celle des LT CD8 mémoires conventionnels,
s’explique par le fait que ce contingent est « pré-programmeé » pour entrer en cycle (Lee et al.,
2013a) et possede un profil épigénétique « paramétré » pour initier la transcription de génes
effecteurs cibles (Smith NI et al., 2018). Ces cellules ont également une capacité de réponse a
des stimulations n’engageant pas leur TCR : prolifération in vitro en réponse a 1’'IL-15,

production de cytokines et capacité de cytotoxicité « by stander » via I’expression d’IFN-y, de
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granzyme B et NKG2D en réponse a une stimulation de type IL-12+IL-18 (Akue Ad et al.,
2012; Lee et al., 2013a; White et al., 2016). Quinn et al. ont récemment étudié leur profil
d’expression de différents facteurs de transcription, ce dernier se distingue a la fois des LT
naifs et des LT mémoires conventionnels. Leur signature transcriptomique correspond a
I’expression (Hussain and Quinn, 2019) :

- de facteurs de transcription associés aux cellules NK (par exemple klra-i, et Sipr5),

- de geénes impliqués dans I’expression de cytokines pro-inflammatoires (par exemple
Ifng, Fasl, Tnf)

- d’un arsenal cytotoxique (par exemple Prfl, Gzma)

- d’Eomes et de Runx2 et de génes reliés a la signalisation de 1’IL-15 (par exemple 1115ra
et Bcl2).

Sur le plan fonctionnel, elles conféreraient une protection de 1I’hdte au cours des stades
précoces du développement de 1’organisme en jouant un rdle d’effecteur a la frontiére entre
immunité innée et adaptative. Leur importance dans ’instauration rapide d’une immunité
protectrice vis-a-vis de différents pathogénes viraux, bactériens ou parasitaires a été démontrée
expérimentalement (Lanzer Kg et al., 2018; Lee et al., 2013a; Lin et al., 2019; Rolot et al.,
2018). Lestravaux de Smith et al. (Smith Nl et al., 2018) suggerent de plus que les LT migrants
du thymus sont plus susceptibles de se différencier en LT CD8 VM aux stades précoces de la
vie versus a 1’age adulte et que la rapidité de mise en jeu de leurs fonctions effectrices est

supérieure en période néonatale versus a 1’age adulte.

111.4.4. Existence de LT CDS8 innés chez I’Homme ?

En 2006, Warren et al. ont montreé la présence dans le sang de cordon humain de LT CD8
possédant un phénotype mémoire de type EMRA (CD45RA* CCCR7- CD57%), exprimant les
récepteurs de cellules NK de la famille KIR et capables de synthétiser rapidement I’ IFN-y. Leur
mise en évidence dans le sang placentaire en dehors de tout contexte infectieux ou de

pathologie placentaire, soit en I’absence d’une stimulation antigénique étrangére/exogene,

63



plaide en faveur d’une appartenance de ces LT CD8 KIR" a la catégorie des LT innés (Warren

Hs et al., 2006).

L’¢équipe allemande d’Arndt Borkhardt a pose directement la question chez I’ Homme de
I’existence d’équivalents des LT CD8 IM en I’absence d’Itk. Les auteurs ont décrit chez deux
jeunes sceurs décédées d’un lymphome secondaire & une réponse cellulaire inadaptée a
I’infection par le virus EBV, une mutation a 1I’état homozygote dans le domaine SH2 d’Itk
conduisant a I’absence de la protéine. Le tableau clinique présenté par ces deux enfants issus
d’une famille turque consanguine est proche de celui décrit chez des garcons porteurs de
mutations des genes SAP et XIAP (pour X-linked mamalian inhibitor of apoptosis protein), a
savoir une susceptibilité accrue a ’EBV pouvant entrainer une mononucléose infecticuse
sévere, une lymphoprolifération ou un syndrome hémophagocytaire. Le point commun entre
ces déficits immunitaires primitifs est 1’absence virtuelle d’iNKT. De fagon intéressante, les
auteurs ont décrit, a I’instar des souris déficientes en Itk une surexpression d’Eomes au sein
des LT CD8 : le taux d’ARNm d’Eomes étant multipli¢é d’un facteur de 1000 a 6000,

comparativement aux parents hétérozygotes et a des sujets sains (Huck K et al., 2009).

Les travaux de 1’équipe de Seong Hoe Park suggérent 1’existence de LT CD8 de type IM
chez I’Homme au stade feetal et durant les premiers mois de vie. Les auteurs ont mis en
évidence des LT CD8 Eomes* a des fréquences variables dans le thymus et la rate du feetus,
ainsi que dans le sang de cordon placentaire. Leur étude a montré que ces cellules possédaient
un phénotype naif (CD45RAM CD45R0'), qu’un contingent significatif d’entre elles
exprimait les molécules CD122 et CD161 (équivalent humain de NK1.1), que leur répertoire
TCR était diversifié et qu’elles avaient la capacité de produire ex vivo immédiatement apres

stimulation I’IFN-y (Min et al., 2011).

Bjorkstrom et al. ont caractérisé en 2012 le compartiment des LT CD8 KIR" sanguins et

montré qu’ils possédaient un phénotype mémoire de type EMRA, un répertoire biaisé utilisant
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un nombre plus faible de Vf différents comparativement aux LT CD8 totaux et aux LT CD8

EMRA conventionnels (Bjorkstrom NK et al., 2012).

L’ensemble de ces données constitue des arguments indirects en faveur de I’existence de
LT CD8 innés chez I’Homme. La question du réle physiologique de ces cellules chez I’Homme

reste cependant entiere.

Mon laboratoire d’accueil s’est fixé pour objectif d’identifier chez I’Homme une population
T CD8 ayant des caractéristiques communes avec les « antigen inexperienced memory
phenotype T-cells » décrites chez la souris (LT IM et VM). Ainsi, nous avons mis en évidence,
comme développé en introduction, chez I’Homme a 1’age adulte, dans le sang périphérique,
une sous-population de LT CD8 mémoires exprimant fortement le facteur de transcription
Eomes et possédant des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de LT innés.
Précisément, nous avons identifié un contingent de LT CD8 Eomes* exprimant des récepteurs
de cellules NK de type KIR/NKG2A, capables de produire rapidement I’IFN-y en réponse a
une stimulation n’engageant pas le TCR, telle que la combinaison de cytokines pro-
inflammatoires 1L-12+I1L-18 et, exprimant le marqueur de dégranulation CD107a aprés une
stimulation par un AC agoniste du CD16 (test de cytotoxicité redirigée de type ADCC)
démontrant leur capacité de cytotoxicité naturelle. Nous avons aussi montré qu’elles possedent
un phénotype mémoire de type EMRA. Nous avons, de plus, révélé la présence de cette
population dans le sang de cordon placentaire, renforcant ainsi notre hypothése du caractere
inné de ces cellules compte tenu de leur phénotype mémoire dans un environnement dépourvu
de stimulation antigénique exogene (Jacomet et al., 2015). Notre travail a suscité un
commentaire de Luc Van Kaer qui a précisé que nos données expérimentales étaient jusqu’alors

les plus robustes pour soutenir I’existence de LT CD8 IM/VM chez I’Homme (Kaer, 2015).

En 2016, ’équipe de Jason T White a postulé que si le contingent T CD3* CD8* CD45RA"

KIR™ Eomes™ que nous avons identifié chez 1’Homme, est bien un équivalent humain des LT
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CD8 VM decrits chez la souris, ils présenteraient des propriétés de répartitions tissulaires et de
fréquence selon 1’dge comparables a celles observées chez la souris. A 1’instar de ce qui a été
décrit chez la souris, leurs résultats montrent que la fréquence de ce contingent est
particulierement élevée au niveau hépatique et corrélée a I’age du sujet (augmentation avec le

vieillissement) (White et al., 2016).
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PARTIE III - LA LEUCEMIE MYELOIDE CHRONIQUE

I. Introduction

La leucémie myéloide chronique (LMC) est une hémopathie maligne intégrée dans la
famille des néoplasies myéloprolifératives comprenant également la thrombocytémie
essentielle, la maladie de Vaquez et la myélofibrose primitive. La LMC-PC se traduit par une
augmentation de la prolifération sans blocage de différenciation des progéniteurs myéloides au
niveau de la moelle osseuse et, a I’hémogramme par une hyperleucocytose a PNN souvent
associée a une basophilie et une éosinophilie, par une myélémie équilibrée et une

thrombocytose modérée (pour revue (Sorel N et al., 2017)).
L’évolution naturelle de la maladie est caractérisée par trois phases successives :

- la PC sur plusieurs années (4-5 ans)
- la phase accélérée (PA) sur quelgues mois (maximum 6-8 mois), inconstante

- la phase de transformation aigiie (ou phase blastique (PB)) caractérisée par la survenue
d’une leucémie aigiie myéloblastique dans 2/3 des cas et lymphoblastique dans 1/3 des

cas.

Dans la grande majorité des cas (95%), le diagnostic est réalisé en PC.

L’incidence est d’environ 800 nouveaux cas par an (0,6 a 1 cas pour 100 000 habitants).
L’¢étiologie de la maladie est inconnue en dehors des rares cas secondaires & une exposition
chronique au benzéne ou aux radiations ionisantes (5% des cas). La maladie peut étre
découverte a tout age et est plus fréquente chez 1’adulte au-dela de 60 ans ; I’a4ge médian au
diagnostic est de 57 ans. La maladie touche discrétement plus les hommes avec un sex ratio de
1,1 a 1,2. Dans la moitie des cas, le diagnostic est réalise devant des anomalies de
I’hémogramme découvertes de maniere fortuite ; dans les autres cas, il s’agit d’un bilan de

splénomégalie, d’asthénie ou plus rarement d’une complication thrombotique inaugurale.
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1. Physiopathologie de la LMC

La LMC est caractérisée par la survenue au sein d’une CSH d’une anomalie cytogénétique
acquise clonale, le chromosome Philadelphie (Ph), résultat d’une translocation réciproque et
équilibrée t(9;22) (gq34;g11). Cette translocation conduit a une fusion entre les genes BCR et

ABL1 (cf. Figure 16) (Sorel N et al., 2017).

Changed chromosome 9

Normal
chromosome 9 Chromosomes break
Changed
chromosome 22
Normal (Philadelphia

chromosome)

% ber-abl

chromosome 22

abl

Figure 16 : Formation du chromosome Philadelphie par translocation réciproque et équilibrée
t(9 ;22) aboutissant sur le plan moléculaire a la formation de 'oncogéne BCR-ABL1.

Le gene ABL1 est un oncogeéne situé sur le bras long du chromosome 9. Il code pour une
tyrosine kinase (TK) impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires : prolifération,
différenciation et migration ; les protéines TK catalysent le transfert d’un phosphate de
I’adénosine triphosphate (ATP) sur le résidu tyrosine d’une protéine. La protéine ABL1
comprend dans sa partie N-terminale, les 2 lobes SH1 du domaine TK et les domaines
régulateurs SH2, SH3. Le domaine SH1 comprend une suite d’hélice a et de feuillets B et est
constitué de trois boucles : la boucle P qui se fixe au groupement phosphate de I’ATP, la boucle
A qui permet I’activation de la protéine et la boucle C qui correspond au site catalytique
assurant la phosphorylation des protéines substrats. La protéine ABL1 est maintenue en

conformation inactive par auto-inhibition, cette auto-inhibition résultant d’interactions fortes
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entre les domaines SH2 et SH3 et le domaine catalytique, ainsi que de I’action du groupement
myristate N-terminal. L’activation de la protéine découle d’un déverrouillage par le groupe
myristoyl, d’un déclampage des domaines SH2 et SH3, suivi d’un changement de conformation
de laboucle A d’activation. Ce dernier entraine 1’autophosphorylation de la tyrosine en position

393 et stabilise la protéine sous forme active.

Le géne BCR est situé sur le bras long du chromosome 22. 1l code pour une protéine
exprimée de facon ubiquitaire dans le cytoplasme des cellules et qui posseéde une activité

sérine/thréonine kinase et une activité GTPase.

Concernant la formation de I’oncogéne de fusion BCR-ABL1, les points de cassure au niveau
du géne ABLL1 se situent entre les exons la etlb. Il existe différents points de cassure sur le
géne BCR a I’origine de la synthése de transcrits de tailles différentes. Dans 95% des cas, le
point de cassure se situe dans la région M-BCR et on observe 2 types d’ARNm BCR-ABL1 :
el3a2 (ou b2a2) ou el4a2 (ou b3a2) selon si le point de cassure se situe dans I’intron 13 ou 14
de BCR. Les deux ARNm codent la méme protéine de fusion de 210 KDa dénommée p210

BCR-ABL1.

Le produit du géne de fusion BCR-ABL1 est une protéine dont I’activité TK dérégulée est
nécessaire et suffisante a la leucémogenese. La protéine TK BCR-ABL1 est localisée dans le
cytoplasme ; elle est caractérisée par la perte de la région N-terminale d’ABL1 et donc de sa
partie inhibitrice, entrainant ainsi 1’activation constitutive de la TK d’ABL1. Cette derniére est
responsable de I’activation de nombreuses voies de signalisation avec pour conséquence : une
prolifération excessive des cellules de la lignée granuleuse (voies RAS, MAP Kkinases,
JAK/STAT, MYC), une diminution de 1’apoptose (voie PI3kinase/AKT) et une perte de
I’adhérence cellulaire au stroma médullaire expliquant la myélémie (phosphorylation

constitutive de la protéine CRKL (pour chicken tumor virus 10 regulator of kinase-like)), et
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enfin une instabilité génétique (dérégulation des protéines participant a la réparation de I’ADN

(pour acide désoxyribonucléique) (Sorel N et al., 2017).
I11. Diagnostic biologique

I11.1. Hémogramme

L’hémogramme montre classiqguement une hyperleucocytose (souvent > 50 giga/L, parfois
beaucoup plus importante) constituée de PNN, de basophiles et d’éosinophiles, accompagnée
d’une myélémie abondante et équilibrée, c’est-a-dire constituée essentiellement de cellules
matures (métamyélocytes, myeélocytes). Un faible pourcentage de blastes circulants est possible
mais il n’y a pas de hiatus leucémique. Le pourcentage de blastes circulants est 1’'un des
parametres entrant dans le calcul des scores pronostiques (Sokal et ELTS (pour eutos long term
survival) (Pfirrmann et al., 2020; Sokal et al., 1984). Une anémie normochrome normocytaire
est possible mais inconstante. Une thrombocytose, en général modérée, est fréquente, parfois

méme isolée.

I11.2.  Myélogramme et analyse cytogenétique
Le prélevement médullaire permet de préciser la phase de la maladie (chronique, accélérée
ou blastique) et de réaliser le caryotype initial. Ce dernier met en évidence le chromosome Ph

dans 95% des cas et permet la recherche d’anomalies cytogénétiques additionnelles.

I11.3.  Biologie moléculaire
Toute suspicion de LMC implique de rechercher un transcrit de fusion BCR-ABL1 dans le
sang par des techniques de biologie moléculaire (polymerase chain reaction ou PCR).
L’identification du type de transcrit permettra le suivi ultérieur de la réponse au traitement. La
maladie résiduelle est exprimée sous forme de ratio (%) : nombre total de copies BCR-ABL1
sur le nombre total de copies du géne de contréle (en France on utilise le géene ABL1) contenu

dans le méme volume échantillon (% BCR-ABL1/ABL1) (Sorel N et al., 2017).
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IV. Scores pronostiques

Le score de Sokal évaluant la probabilité de survie des patients a été établi a I’¢re de
I’HYDREA (Sokal et al., 1984) et est resté valide a I’ére de 1’imatinib ; il est couramment
utilisé. Il prend en compte au diagnostic quatre facteurs pronostiques indépendants : age, taille
de larate, le pourcentage de blastes sanguins et enfin, la numération plaquettaire. Il définit trois
catégories de risque : risque faible (score inférieur a 0,8), risque intermédiaire (score compris
entre 0,8 et 1,2) et risque élevé (score supérieur a 1,2). En 2016, un score évaluant la probabilité
de déces en lien avec la progression de la LMC a été établi a partir d’une vaste cohorte de
patients européens (registre EUTOS (pour european treatment and outcome study), n= 2205
patients) ; il s’agit du score ELTS (pour EUTOS long term survival) (Pfirrmann M et al., 2016).
Les recommandations de ’ELN (pour european leukemia net) publiées en 2020 préconisent
I’utilisation du score ELTS pour évaluer le pronostic au diagnostic de la maladie (Hochhaus et

al., 2020).
V. Traitementdela LMC

V.1 Historique

A partir de 1950, I’administration de traitements cytoréducteurs, busulfan puis hydroxyurée,
a permis de normaliser I’hémogramme mais pas de freiner 1’évolution de la maladie en
leucémie aigiie. A partir des années 1980, 1’allogreffe de CSH est proposée chez les patients
éligibles ayant un donneur ; c’est le seul traitement curatif de la LMC.

Chez les patients LMC-PC, le premier traitement ayant démontré une réelle efficacité
lorsqu’une allogreffe de CSH n’était pas envisageable, est I’'IFN-a (pour interféron a). Ce
dernier permettait d’obtenir chez environ 20% des patients des réponses cytogénétiques
completes ou RCyC (correspondant a 1’absence de détection du chromosome Ph lors de

I’examen médullaire) de longue durée, qui se maintenaient pour certaines, apres 1’arrét du
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traitement (Mahon et al., 2002). L’association d’un analogue nucléosidique de la pyrimidine,
la cytarabine a I’lFN-a a montré par rapport a un traitement par IFN-a seul une amélioration
significative du taux de réponses cytogénétiques majeures (RCyM ; correspondant a 0 a 35%
de cellules Ph* en métaphase) 12 mois post randomisation (41% versus 24%) et de la survie a

3 ans (86% versus 75%) (Guilhot et al., 1997) (cf. Figure 17).
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90 % —| “".‘.

809% I Imatinib
70 % —
60 % —
50 % —

40 % —]

Survie globale

30 9% —| Interféron-o
20 % —
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Années apreés le diagnostic

Figure 17 : Historique des traitements de la LMC (Busulfan, Hydroxuurée, les différents essais
de l'interféron-a, et de I'imatinib) et survie globale des patients (Sorel N et al., 2017).

V.2. Les ITK

En 1998, a été testé un premier ITK, le STI 571 (pour signal transduction inhibitor 571) ou
imatinib mésylate, lequel a montré des résultats spectaculaires dans 1’étude de phase I de
Druker BJ et al. (Druker et al., 2001). L’imatinib cible spécifiquement 1’activit¢ TK de
I’oncoprotéine ABL1, du récepteur c-KIT (récepteur de SCF pour stem cell factor) et du
récepteur du PDGF (pour platelet-derived growth factor). Ce médicament administré par voie
orale agit comme un inhibiteur compétitif de I’ATP en I’empéchant de se fixer au domaine TK
de BCR-ABL1. Dans cette premiere étude de phase | menée chez des patients LMC-PC
résistants ou intolérants a I’IFN-a, les auteurs ont rapporté une bonne tolérance et 1’obtention
de 31% de RCyM et de 13% de RCyC chez les patients recevant une dose > 300 mg par jour
d’imatinib (Druker et al., 2001). En 2003, I’imatinib est test¢ en premiére ligne

comparativement a I’association IFN-a et cytarabine ; avec un suivi médian de 19 mois, le taux
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de RCyC a 18 mois de I’initiation du traitement est trés supérieur dans le bras imatinib versus

le bras de I’association IFN-a et cytarabine (76,2% versus 14,5%) (O’Brien et al., 2003).

Les ITK de deuxieme génération (dasatinib, nilotinib, bosutinib) (ITK-2G) ont été
développés pour les situations d’échec ou d’intolérance a I’imatinib (environ 45% des cas). Les
mutations du domaine TK de BCR-ABL sont I’une des causes de résistance a 1’imatinib et
représentent environ 25% des cas. Les ITK-2G ont ensuite été testés en premiére ligne
comparativement a I’imatinib, et ont montré des réponses moléculaires plus précoces et plus
profondes. Actuellement, en France sont remboursés en premiére intention I’imatinib, le

nilotinib et le bosutinib (Hochhaus et al., 2020).

La survenue d’une mutation de type T315I confére une résistance a tous les ITK sauf au
ponatinib ; cet inhibiteur de troisieme génération est seul a étre efficace car il ne contracte pas

de liaison avec la thréonine en position 315 (O’Hare T et al., 2009).

Grace aux ITK, I’espérance de vie des patients LMC-PC est devenue quasi identique a celle
de la population générale (Hochhaus et al, 2020). Les inhibiteurs de deuxiéme et troisieme
générations doivent étre manipulés avec précaution car ils peuvent entrainer des effets
secondaires graves (complications thrombotiques, hypertension artérielle pulmonaire entre

autres).

Les ITK n’ont pas la capacité d’éradiquer la totalité des cellules leucémiques BCR-ABL".
IIs sont donc en théorie administrés « a vie » avec nécessité d’une bonne observance. Pour les
spécialistes, la prise en charge consiste a optimiser la qualité de vie en adéquation avec
I’efficacité du traitement, a prévenir la survenue de complications, et enfin & accompagner le
patient dans ses projets professionnels (gestion du temps de travail) et personnels (conception,
grossesse). Pour la société, s’ajoute la problématique du colt du traitement par ITK et de la
prise en charge des effets indésirables. Un arrét du traitement par ITK est parfois possible chez

des patients sélectionnés. Ce point sera développé dans le chapitre V1II.5.
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V.3. Les inhibiteurs allostériques

Les inhibiteurs allostériques comme GNF2 et ABLOO01 peuvent se fixer sur le site de
myristoylation et mimer 1’autoinhibition existante dans la protéine ABL non réarrangée.
L’ABLO001 ou asciminib a été testé en phase | (NCT02081378) chez les patients atteints de
LMC et de leucémie aigiie lymphoblastique a chromosome Ph résistants ou intolérants aux ITK
(Hughes Tp et al., 2019). L’étude clinique comprenait plusieurs groupes de traitement dans
lesquels 1’asciminib était testé seul ou en association avec imatinib, nilotinib, ou dasatinib.
L’asciminib a également été testé dans une phase III versus bosutinib chez des patients LMC-
PC résistants ou intolérants a au moins deux ITK (NCT03106779). Une étude de phase Il
randomisée évalue actuellement I’efficacité et la tolérance la combinaison asciminib et
imatinib, versus imatinib seul, versus switch pour nilotinib chez des patients LMC-PC traités

par imatinib et n’ayant pas obtenu de réponse moléculaire profonde (NCT03578367).

L’arsenal thérapeutique actuel comporte donc en France cing ITK, et un inhibiteur
allostérique (disponible seulement en ATU nominative actuellement). Des essais cliniques
testant de nouveaux ITK sont en cours a travers le monde. L’allogreffe de CSH n’est utilisée

concernant la LMC-PC qu’en cas d’échec aux traitement oraux disponibles.

V1. Surveillance et suivi de la maladie

La LMC est un modéle de suivi hématologique. La surveillance des patients associe : un
examen clinique avec palpable de la rate, une surveillance de I’hémogramme, une surveillance
cytogénétique sur moelle tous les 6 mois jusqu’a I’obtention d’une RCyC et une surveillance
moléculaire de la décroissance du taux de transcrit BCR-ABL1 (PCR quantitative des ARNm
BCR-ABL1), réalisée sur un prélevement sanguin trimestriel puis semestriel. La rémission
hématologique est le premier critére de réponse au traitement, laquelle est caractérisée par une
normalisation de I’hémogramme et la disparition des symptdmes de la maladie. L’obtention

d’une RCyC est corrélée a la survie globale. L obtention d’une réponse moléculaire majeure
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(MMR qui correspond & un ratio BCR-ABL1/ABL1 < 0,1%) est 1’objectif principal du
traitement afin de garantir au patient la meilleure survie sans événement. Cependant, au cours
des derniéres années, le maintien des patients en rémission (maintien de leur MMR) apres arrét
de leur ITK est devenu un nouvel enjeu dans la prise en charge des patients. On parle alors de
TFR (pour treatment free remission). La TFR permet prévenir la survenue d’effets indésirables,
d’améliorer la qualité de vie et de limiter le co(t de la prise en charge pour la collectivité.
L’obtention d’une réponse moléculaire profonde MR4 (pour molecular response de type 4) qui
correspond a une réduction de 4 log de la maladie par rapport au diagnostic (ratio BCR-
ABL1/ABL1 < 0,01%) ou MRA4.5 qui correspond a une réduction de 4.5 log (ratio BCR-
ABL1/ABL1 < 0,0032%) est un prérequis nécessaire a une tentative d’arrét du traitement par

ITK. On parle alors de DMR (pour deep molecular response).
VIl. Stratégies d’arrét de traitement par ITK

L’essai clinique frangais STIM (Stop Imatinib) réalisé chez des patients en DMR prolongée
(MR4.5 > 2ans), a apporté la démonstration princeps d’arréts de traitement par ITK sans
rechute moléculaire en dépit de la persistance d’une maladie résiduelle. Cinq ans apres Iarrét
du traitement, 40% des patients sont en situation de survie sans récurrence moléculaire ou RFS
(pour relapse free survival) (Mahon et al., 2010). Les résultats ont montré que la majorité des
rechutes (80%) ont lieu au cours des 6-8 premiers mois, soulignant la nécessité d’une
surveillance moléculaire mensuelle durant cette période. Depuis ’essai clinique STIM, de
nombreux essais ont été conduits a travers le monde et ont montré en dépit d’une variabilité
dans les criteres d’éligibilité (durée de traitement par ITK, durée de DMR, type de DMR) et de
reprise du traitement (positivité de la PCR ou perte de la MMR sur une ou deux analyses) des
résultats reproductibles avec environ 50% des patients qui obtiennent une TFR se maintenant
12 mois apres 1’arrét du traitement. Le plus vaste essai clinique d’arrét EURO-SKI a inclus 755

patients avec un taux de TFR similaire (Saussele et al., 2018). Le critére de reprise du traitement
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qui s’est imposé correspond a la perte de la MMR (Rousselot et al., 2014). Apres reprise du
traitement par ITK, la majorité des patients (90 a 95%) retrouvent leur réponse moléculaire
antérieure. Bien qu’au-dela de 12 mois, le risque de récurrence moléculaire devienne faible, il
est nécessaire de poursuivre la surveillance moléculaire. Les mécanismes qui sous-tendent
I’absence de récurrence moléculaire ne sont pas a I’heure actuelle élucidés, I’hypothése d’un
contréle du clone leucémique résiduel par le Sl est étudiée. Ce point sera traité dans le chapitre

VIIL5 et fait I’objet de la thématique de recherche de ce travail de these.

Différents facteurs pronostiques d’un Succés d’arrét ont été rapportés : la durée de traitement
par ITK, la durée de DMR et I’exposition antérieure a I’IFN-a ont été identifiés comme des
facteurs impactant significativement I’absence de récurrence moléculaire au cours des 6

premiers mois dans I’essai EURO-SKI (Saussele et al., 2018).
Les criteres d’¢éligibilité a I’arrét du traitement proposé par le groupe d’experts frangais Fi-

LMC sont présentés Figure 18.

Adult patient with CML in CP at diagnosis
Start TKI therapy

Clinical care and monitoring

el3a2, el4a2 or both

2 5 years of TKI treatment

2 2 years in MR4.5

No history of warning, resistance or progression
Availability of highly sensitive and standardized RT-qPCR

Propose TKI discontinuation
after patient information if:

Stop TKI therapy

Treatment-free phase:
CBC and RT-qPCR monthly until month 6
Every 2 months from month 7 to 12, quarterly from month 13-24

/ \ Then every 3 to 6 months

Treatment-resumption phase:

l Clinical care and monitoring:

Stable MMR: MMR loss: linical p PRI it : o
Treatment-free TKI resumption Clinical care and monitoring: and RT-qPCR quarterly unti ;
remission then every 3 to 6 months

Figure 18 : Recommandations du groupe francais Fi-LMC concernant I’arrét de traitement par
ITK dans la LMC.

CBC : complete blood count ; CML : chronic myeloid leukemia ; CP : chronic phase ; MMR : major
molecular response ; MR4.5 : molecular response 4.5 ; RT-gPCR : real-time quantitative polymerase
chain reaction ; TKI : tyrosine kinase inhibitor

76



VIIl. LeSletlaLMC

VIII1.1. Introduction

Le SI peut jouer un role critique dans le contréle de la LMC. L’effet GVL associé a
I’allogreffe de CSH est a I’heure actuelle la seule option curative de la LMC. Des antigenes
présentés par les molécules du CMH de classe | tels que le peptide antigénique PR1 dérivé de
PR3 (pour protéinase 3), la protéine WT-1 (pour wilms tumour 1) et la télomérase peuvent étre
reconnus par le SI comme des antigénes tumoraux au cours de la LMC (Gannage et al., 2005;
Gao et al., 2000; Molldrem et al., 2000). Chez les patients en RCyC ou MMR qui ont été traités
par IFN-a, par imatinib ou par allogreffe de CSH, une augmentation significative de la
fréquence des LT CD8 spécifiques de ces antigenes a été rapportée (Gannagé et al., 2005; Gao
et al., 2000; Molldrem et al., 2000). Ces données ont conduit a la réalisation d’essais cliniques
de vaccinations ; une faible toxicité et des réponses a la fois immunologiques et cliniques
(amelioration de la réponse cytogénétique) ont été rapportées (Bocchia et al., 2005, 2010). Ces
résultats démontrent le role de I’'immunité adaptative dans le contrdle de la LMC et font de
cette derniére une maladie candidate a un ciblage du Sl. Notons que 1’épitope de fusion b3a2
peut étre a I’origine d’une réponse T CD8 spécifique dans un contexte de restriction HLA-A3
(Berke Z et al., 2000; Bocchia et al., 1996). En revanche, il n’existe pas de réponse T CDS8
specifique du peptide de fusion restreinte par HLA-A2 du fait d’une trop faible affinité pour

HLA-A2 (Gannagé et al., 2005).

VII1.2. Anomalies du Sl au diagnostic de la LMC

VIIL2.1. Anomalies des effecteurs

Des anomalies numériques et fonctionnelles des cellules NK ont été décrites au diagnostic
de la LMC en PC, PA et PB (Chen et al., 2012; Mellqgvist et al., 2000; Pierson and Miller,
1996). Au cours des phases avancées de la LMC, Nakajima et al (2002) ont rapporté que,

contrairement a la PC, les cellules NK pouvaient exprimer la protéine BCR-ABL et qu’elles
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présentaient une altération de leur différenciation (Nakajima H et al., 2002). En 1990, Verfaillie
et al, ont montré une diminution de la cytotoxicité des NK (prélevement de cellules
mononucléées périphériques (CMN) de 15 patients LMC-PC et de 10 patients en phases
avanceées) vis-a-vis de la lignée K562 (lignée cellulaire représentant la LMC en phase blastique,
dépourvue d’expression des molécules du CMH de classe I) ainsi qu’une diminution de la
prolifération en réponse a une stimulation par I’'IL-2 (Verfaillie et al., 1989). Boissel et al.
(2006) ont montré une expression augmentée de MICA a la surface des cellules CD34" de
patients LMC-PC pouvant faciliter la lyse par les cellules NK exprimant NKG2D. Cependant,
ils ont également observé chez ces patients des niveaux élevés de MICA solubles facilitant
ainsi 1’échappement des cellules leucémiques a la lyse par les cellules NK en bloguant la

signalisation mise en jeu par NKG2D (Boissel N et al., 2006).

A D’instar des cellules NK, un déficit numérique et fonctionnel des DC notamment dans la
présentation antigénique aux LT a été rapporté au diagnostic chez les patients LMC-PC
(Boissel N et al., 2004; Dong et al., 2003; Mohty et al., 2001, 2002). Brown et al. ont montré,
a partir de cultures de CMN de patients, qu’au sein des DC, I’activité TK dérégulée de la
protéine BCR-ABL entrainaient des anomalies de maturation et de I’organisation du
cytosquelette d’actine, lesquelles étant responsable d’une diminution des capacités de
migration et d’apprétement de ’antigéne par les DC (Brown et al., 2014). Dans un modele
murin de LMC, les DC BCR-ABL" sont immatures et n’induisent que de faibles réponses T

CD8 cytotoxiques dans les organes lymphoides secondaires (Mumprecht et al., 2009).

Des LT CD8 anti-LMC (diriges contre la région de jonction BCR-ABL et des antigenes de
cellules « normales » qui sont surexprimés tels que PR1, WT1 et la télomérase) ont été mis en
évidence dans le sang périphérique au diagnostic de la LMC. Cependant leurs capacités

fonctionnelles sont altérées, a savoir la signalisation en aval du TCR, le potentiel de
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cytotoxicite, et de sécrétion de cytokines telles que I’IFN-y ou le TNF-o. (Baniyash M, 2004;

Lietal, 2012; Zha et al., 2012).

L’expression de CD62L par les CTL est critique pour leur migration vers les organes
lymphoides secondaires et leur priming par les CPA. Sopper et al. ont rapporté une diminution
de I’expression de surface de CD62L par les LT CD8 des patients LMC au diagnostic (Sopper

etal., 2016).

Comme évoqué dans notre Introduction Générale Partie I, les interactions de type PD-1/PD-
L1 peuvent contribuer a la répression d’une réponse T effectrice efficace. Mumprecht et al. ont
analysé dans un modeéle murin de LMC (utilisation d’un vecteur rétroviral) la réponse T CD8
anti-LMC en PC et en PB (Mumprecht et al., 2009). Leurs résultats montrent un état
d’exhaustion des LT CD8 anti-LMC qui sont caractérisés par une forte expression de PD-1,
une activité cytolytique limitée, et une absence de production d’IFN-y/TNF-o et de
prolifération apres stimulation. Ils ont observé une expression de PD-L1 a la surface des
cellules du clone leucémique. Le blocage de la voie PD-1/PD-L1 par génération de souris PD-
1 déficientes ou I’administration d’AC anti-PD-L1 prolonge dans leur modele la survie des
souris LMC-PB. lls ont également mis en évidence une surexpression de PD-1 a la surface des
LT CD8 des patients LMC-PC comparativement a des donneurs sains. Hughes et al. ont a partir
de prélevements de patients LMC-PC au diagnostic confirmé une augmentation de 1’expression
de PD-1 par les LT CD8 et CD4 des patients comparativement a des donneurs sains (Hughes

Acetal., 2017).

Mon équipe de recherche a, quant a elle, décrit en 2012, chez les patients LMC-PC, une
altération de la capacité de prolifération des INKT en réponse a une stimulation de leur TCR
par I’a-GC, un défaut de leur expression de perforine et de Fas-L ainsi que du facteur de
transcription PLZF. A I’instar de ce qui a été rapporté chez la souris, le défaut d’expression de

PLZF par les INKT des patients LMC-PC s’accompagne d’une altération de leur capacité de
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sécrétion d’IL-4 en réponse a une stimulation de type PMA-ionomycin tandis que leur capacité
d’IFN-y est similaire a celle des sujets sains. De maniere intéressante, ces anomalies
fonctionnelles sont restaurées chez les patients en rémission apres traitement par imatinib ou

IFN-a (RCyC, MMR ou DMR) (Rossignol et al., 2012a) (Annexe 2).

VIIl.2.2. Influence du microenvironnement immunosuppresseur

Au diagnostic, les patients LMC présentent une fréquence accrue de cellules MDSC
comparativement a des témoins sains, ces derniéres représentant une population hétérogene de
cellules immatures ayant des propriétés immunosuppressives. Elles expriment la protéine
BCR-ABL et font parties du clone malin. Elles inhibent la cytotoxicité des CTL et des cellules
NK et promeuvent le recrutement et I’expansion de LTreg qui favorisent 1’échappement a la
réponse immunitaire en inhibant les effecteurs LT CD4 et CD8 et la présentation antigénique

(Giallongo et al., 2015; Giallongo C et al., 2014; Hughes A et al., 2017).

Il a été rapporté une fréquence accrue de LTreg au diagnostic de la maladie
comparativement a des sujets sains : leur fréquence est supérieure en PA ou PB versus en PC
ainsi que chez patients ayant un score Sokal de risque intermédiaire ou €levé versus de risque

faible (Bachy et al., 2011; Hughes A et al., 2017; Zahran Am et al., 2014).

VIIL3. Immunogénicité de la LMC

Comme nous 1’avons précédemment évoqué, la TK BCR-ABL est en soi faiblement
immunogene ; cependant I’activation cellulaire et I’expression des génes cibles qui découlent
de son activité aboutissent a 1’expression de LAA (pour antigénes associés aux leucémies)
capables de déclencher une réponse T dirigée contre les cellules BCR-ABL™. Actuellement,
seule I’'immunothérapie de 1’allogreffe de CSH est capable d’éradiquer la maladie via I’effet
GVL qui met en jeu les réponses T et NK issues du greffon contre les antigénes mineurs du
CMH (Yong AS, Leukemia (2008)) mais aussi contre les LAA (Qazilbash et al., 2017; Rezvani

Ketal., 2003; Yong As et al., 2011). L’efficacité des DLI (pour donor lymphocyte infusions)
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étaye également 1’efficacité de cet effet GVL. La présence de CTL dirigés contre PR3, un LAA,
a été corrélée au succes thérapeutique de 1’allogreffe de CSH. Il a également été mis en
évidence le développement d’une réponse dirigée contre les antigénes WT1 et BMI-1 (Rezvani
K et al., 2003; Yong As et al., 2011). Une activation efficace des LT spécifiques des LAA
nécessite la présence d’une présentation via les molécules du CMH et la présence de molécules
de costimulation. Les progéniteurs leucémiques CD34* BCR-ABL" échappent a I’immunité
anti-leucémique en réduisant la densité des molécules du CMH de classe 11 a leur surface, ainsi
que leur expression du facteur de transcription régulateur CHITA. Ce phénoméne est dépendant
d’une stimulation cytokinique relayée par la voie JAK/STAT, d’ou la conduite de plusieurs
essais cliniques testant des associations ITK et Ruxolitinib (un inhibiteur des TK JAK1 et
JAK?2) (NCT02253277, NCT01751425, and NCT01702064) (Nicolini, 2017; Tarafdar A etal.,

2017).

VII1.4. Evolution de la réponse immunitaire sous traitement par ITK et effets

immunomodulateurs des ITK

Aprés mise en route du traitement par ITK, une restauration de certaines anomalies du Sl
présentes au diagnostic est étayée par différentes études (Seggewiss et al., 2008). Il a été
observé une restauration quantitative et qualitative des DC plasmacytoides et myéloides chez
les patients traites par imatinib (Boissel N et al., 2004; Mohty et al., 2004). L’imatinib pourrait
activer les cellules NK et les LT CD8 et, entrainer I’apoptose des LTreg (Balachandran Vp et
al., 2011; Borg et al., 2004) via un effet immunomodulateur ou effet « off-target ». Plusieurs
équipes ont montre une réduction de la fréquence des LTreg chez les patients traités par ITK
(imatinib, nilotinib, ou dasatinib) (EI Missiry M et al., 2016; Hayashi Y et al., 2012; Mustjoki
et al., 2009; Qiu Zy et al., 2014; Zahran Am et al., 2014). Zahran et al. ont de plus montré une
corrélation entre le niveau de réduction du compartiment LTreg et 1’obtention ou non d’une

DMR (Zahran Am et al., 2014). Une réduction du contingent des MDSC a été rapportée chez
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les patients traités par imatinib et par dasatinib, laquelle s’accompagne d’une réduction de la
sécretion de cytokines immunosuppressives (IL-10, IL-6, TGF-B). Ces données sont en faveur
d’une réversion de I’environnement immunosuppressif présent au diagnostic sous 1’effet des

ITK (Christiansson et al., 2015).

Chen et al. ont mis en évidence des réponses CTL spécifiques de LAA chez la majorité des
patients en rémission sous imatinib (Chen Ci et al., 2008). Hughes et al. ont montré un état de
restauration d’immunosurveillance maximal chez les patients en DMR (patients en MR4.5
comparativement aux patients en MMR) avec une restauration quantitative et qualitative des
cellules NK (cytotoxicité vis-a-vis des cellules K562), une diminution de la fréquence des LT
CD4 et CD8 exprimant PD-1 et de la fréquence des MDSC myéloides. De plus, tandis que les
réponses T spécifiques de LAA sont peu détectables chez les patients au diagnostic, on observe
leur nette amplification chez les patients en MMR et MR4.5 lorsque la charge tumorale est

réduite (Hughes A et al., 2017).

Mustjoki et al. ont étudié le phénotype des LT au sein du microenvironnement médullaire
de 56 patients LMC-PC au diagnostic. Leurs résultats montrent une surexpression des
marqueurs d’exhaustion PD-1, TIM3 et CTLA-4 par les LT CD4 et CD8 des patients
comparativement aux témoins sains. Les parametres biologiques présents au diagnostic qui
sont associés a une plus faible probabilité d’obtention ultérieure sous ITK (82% imatinib, 11%
dasatinib, 7% nilotinib) d’'une DMR sont : une fréquence moindre de LT CD4, une fréquence
accrue de LT CD8 PD-1" TIM3" et une fréquence élevée de PNN sanguins (Briick O et al.,
2018).

Parmi les ITK, le dasatinib a des propriétés immunomodulatrices (effets off-target)
singuliéres, le spectre des kinases ciblées par ce dernier est en effet différent de celui de
I’imatinib, et du nilotinib. 11 est capable d’induire, chez environ 30% des patients exposés, la

présence de grands lymphocytes granuleux ou LGL correspondant & une expansion
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oligoclonale de cellules NK et de LT CD8 dans le sang périphérique, ce phénomene étant
corrélé a des meilleures réponses thérapeutiques et donc a un meilleur pronostic (Kim et al.,

2009; Mustjoki S et al., 2009; Nagata Y et al., 2010).

Hayashi et al. ont rapporté une valorisation du potentiel cytolytique des cellules NK chez
les patients traités par dasatinib comparativement a ceux traités par nilotinib ou imatinib, avec
une augmentation de la fréquence des cellules NK matures CD56* CD57" (Hayashi Y et al.,
2012). L’exposition au dasatinib est également associée a une diminution du pool de LTreg
médullaire et sanguin (El Missiry M et al., 2016), cette derniére étant particulierement marquée

chez les patients avec LGL (Mustjoki S et al., 2009; Qiu Zy et al., 2014).

VIIL5. Sl etarrétdu traitement dans la LMC

La recherche de biomarqueurs immunologiques prédictifs d’un succés d’arrét du traitement
par ITK concentre les efforts de recherche actuels. Deux équipes ont décrit chez les patients en
succés d’arrét une proportion accrue en périphérie de cellules NK de phénotype mature (CD57*
CD16") responsable d’une polarisation des LT CD4 vers un profil de type Thl (sécrétion de
TNF-a et d’IFN-y) (llander et al., 2016; Rea et al., 2017), tandis qu’une autre équipe a montré
chez les patients en échec une fréquence accrue de DC plasmacytoides exprimant CD86, ligand
du récepteur inhibiteur CTLA-4 capable d’entrainer une anergie des LT cytotoxiques (Schiitz
etal., 2017). Une association entre une proportion plus faible de LT régulateurs (CD4" CD25"
CD127'°") et un succes d’arrét du traitement a également été récemment rapportée (Imagawa
et al., 2015). Bien que les LT conventionnels soient des acteurs clés de I’immunité
antitumorale, aucune étude n’a établi de corrélation entre leur statut et une probabilité accrue

de succes d’arrét.
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OBJECTIFS DE TRAVAIL

L’objectif principal de ce travail de thése est de montrer I’implication des LT CD8 innés
(cellules T TCR-off" CD8" Eomes* KIR/NKG2A™) dans I’immunosurveillance antitumorale a
travers le modele physiopathologique de la LMC. Cela implique d’étudier leur statut au
diagnostic de la maladie, leur évolution sous traitement par ITK ainsi que dans la situation dans

laquelle le traitement est stoppé.
L’objectif secondaire de ce travail est de démontrer le caractére prédictif du statut numérique

et/ ou fonctionnel des LT CD8 innés sur la probabilité de succés de ’arrét du traitement par

ITK dans la LMC, en lien avec les autres acteurs du SI notamment les cellules NK.
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RESULTATS

PARTIE I - MANUSCRIT 1 : THE HYPOTHESIS OF THE
HUMAN INKT/INNATE CD8(+) T-CELL AXIS APPLIED TO
CANCER: EVIDENCE FOR A DEFICIENCY IN CHRONIC
MYELOID LEUKEMIA

Florence Jacomet*, Emilie Cayssials*, Alice Barbarin, Deborah Desmier, Sara Basbous,
Lucie Lefévre, Anais Levescot, Aurélie Robin, Nathalie Piccirilli, Christine
Giraud, Francois Guilhot, Lydia Roy, André Herbelin et Jean-Marc Gombert

*FJ et EC ont contribué de maniére équivalente a ce travail

Frontiers in Immunology, Janvier 2017

Chez la souris, les INKT sont requis pour la génération des LT CD8 « innate memory ».
Nous avons précédemment mis en évidence des anomalies fonctionnelles des cellules INKT au
diagnostic de la LMC-PC. Nous avons identifi¢ chez ’Homme adulte une nouvelle population
de LT mémaoires non conventionnels, les LT CD8 innés (cellules T TCR-af* CD8" Eomes*
KIR/NKG2A™), dont les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles sont compatibles
avec leur définition comme équivalent humain des LT CD8 « innate memory » murines. Nous
avons ainsi postulé I’existence d’anomalies numériques et fonctionnelles des LT CD8 innés au

diagnostic de la LMC-PC.

Dans cette premiére partie de notre travail (Manuscrit 1), nos résultats montrent une
défaillance numérique des LT CDS8 innés avec une baisse significative du niveau d’expression
d’Eomes chez les patients LMC au diagnostic. Ce défaut de différenciation des LT CD8 innés

s’accompagne de défaillances fonctionnelles :

- défaut d’expression de 1’arsenal cytotoxique attesté par une diminution significative de

la fréquence des LT CD8 innés exprimant la perforine,
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- effondrement de la capacité d’expression de I’IFN-y en réponse a la combinaison de

cytokines pro-inflammatoires 1L-12+1L-18,

- défaut de dégranulation dans un systeme de cytototoxicité redirigée dépendante de
CD16,

- altération de la prolifération en réponse a 1’IL-15.

Chez les patients obtenant une RCyC sous traitement par imatinib, nous avons observé une
restauration numérique compléte des LT CD8 innés. Sur le plan fonctionnel, leur potentiel
cytotoxique, reflété par I’expression du marqueur de dégranulation CD107a, est complétement
restauré tandis que leur capacité d’expression de I’'IFN-y en réponse a une stimulation de type
inné n’est que partiellement restaurée. Nous avons, de plus, mis en évidence une corrélation
positive entre 1’expression de PLZF par les cellules iNKT et 1’expression d’Eomes par les LT

CDS8 innés.

En conclusion, sur la base de nos précédents résultats concernant les iNKT au cours de la
LMC et, de leur implication chez la souris dans la différenciation des LT CD8 « innate
memory », nous avons postulé ’existence d’anomalies numériques et fonctionnelles des LT
CD8 innés au diagnostic et une restauration chez les patients en rémission sous ITK. Nos
résultats expérimentaux en confirmant notre hypothese renforcent, d’une part le fait que les LT
CD8 inneés puissent représenter 1’équivalent humain des LT CD8 « innate memory » décrits
chez la souris et d’autre part, pose directement la question de leur potentielle implication dans

le controle de la maladie a ’instar des iNKT.
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member of the innate T cell family in humans, hereafter referred to as innate COB(+)
T cells, has a role in cancer immune surveillance analogous to invanant natural killer
T (IMKT) cells. Here, we report the first guantitative and functional analysis of innate
CDB(+) T cells in a physiopathological context in humans, namely chronic myeloid
leukernia (CML), a well-characterized myeloproliferative disorder. We have chosen
CML based on our previous report that IL-4 production by INKT cells was deficient
in CML patents at diagnosis and considering the recent evidence in mice that -4
promotes the generation/differentiation of innate CD8(+) T cells. We found that the
pool of innate COB(+) T cells was severely reduced in the blood of CML patients at
diagnosis. Moreover, ke INKT and MK cells, innate CD8(+) T cells were functionally
impaired, as attested by their loss of antigen-independent cytotoxic activity and IFM-y
production in rezponse to innate-like stimulation with IL-12 + IL-18. Remarkably, as
previously reported for IL-4 production by iINKT cells, both quantitatve and functional
deficiencies of innate CO8(+) T cells were at least partially corected in patients hawving
achieved complete cytogenetic remission following tyrosine kinase inhibitor therapy:
Finally, direct correlation between the functional potential of innate CO&(+) T and INKT
cells was found when considenng all healthy donors and CML patients in diagnosis
and remission, n accordance with the INKT cel-dependent generation of innate
CDB(+) T cells reported in mice. All in all, our data demonstrate that CML is associated
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with deficiencies of innate COB(+) T cells that are restored upon remission, thereby
suggesting their possible contnbution to diseaze control. More generally, our study
strongly supports the existence of an innate INKT/innate COB(+) T-cell axis in humans
and reveals its potential contribution to the restoration of tumor immune surveillance.

KEywords: innate COS{+) T Cells, NK-Ie CDS{-+) T calis, INKT calis, CRFonic mysiokd Ieukaimia, tyTosing Kingse Inhibitor

INTRODUCTION

A hallmark of the antigen-specific T lymphocytes of the adap-
tive immune system is their capacity to "remember” foreign
pathogens long after they are first encountered. Indeed, as far
as the CDE T cell pool is concerned, the main features that
provide antigen-specific memory CD8(+) T cells with a protec-
tive advantage over naive CD8+ T cells are that memory CDE+
T cells persist for extended periods of time, are present in larger
numbers, and respond more rapidly to foreign antigen than naive
CD#8(+) T cells do. However, studies in mice have provided clear
evidence that some naive CD8(+) T cells can acquire the charac-
teristics and functions of memory CD8(+) T cells in the absence
of foreign antigen encounters [reviewed in Ref (1, 2)]. Such
cells, hence called innate/memory CD8(+) T cells, may develop
in response to alterations in the environment or the presence of
high levels of the cytokine [L-4, and have also been identified in
unmanipulated animals. A hallmark of innate/memory CD&{+)
T cells is their marked NK-like/memory phenotype associated
with pronounced expression of the transcription factor eomeso-
dermin {Eomes) (3, 4). Even though the actual physiclogical
significance of innate/memory CD8(+) T cells remains to be
established, these cells have enhanced response potential, includ-
ing the ability to efficiently combat pathogens (3. 6). Moreover,
because these cells can rapidly produce large amounts of IFN-y in
response to innate-like stimulation by IL-12 + IL-18 (7, 8), they
might contribute to the inflammation milieu during an early stage
of immune response.

The existence of innate/memory CD8(+) T cells in mice
raises the question whether an equivalent to these innate T cells
exists in humans. Earlier studies identified a subset of CD8{+)
T cellsin human peripheral blood that express NK-cell receptors
such as killer cell Ig-like receptors (KIRs) (9-11). We further
demonstrated that the majority of KIRMNEGZA(+) CD8(+)
T cells have 2 memory phenotype and share functional and
phenotypic features (12), see commentary (13): with innate/
memory T CDE(+) cells in mice (3, 4, 7, ). Indeed, they express
high levels of Eomes and display innate functions, such as cyto-
bytic capacity and rapid TCR-independent IFN-y production in
response to the innate cytokines [L-12 and 1L-18. Regardless
of their origin, KIR/NKG2A(+) Eomes{+) CDE(+) T cells
harboring memory phenotype and innate-like functions have
also been identified in human cord blood, suggesting that their
development did not depend on cognate antigens. Additionally,
the presence of these cells correlated well with expression of
promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF) among NKT cells
in cord blood. a finding that is consistent with the hypothesis
of a contribution of IL-4-producing. PLEF-expressing cells
to their generation, as reported for their equivalents in mice

{14, 15). These features validate the existence of a new member
of the innate T cell family in humans, which we have termed
innate CD8(+) T cells. However, to date, even though evidence
accounts for their potential physiological relevance, whether
innate CD&(+) T cells can mediate potent immunity in humans
remains to be investigated.

Chronic myeloid leukemia (CML) is a well-characterized
myeloproliferative disorder, which results from dysregulated
tyrosine kinase (TK) activity of the fusion oncoprotein BCR-
ABL (16). Imatinib mesylate (IM). a competitive inhibitor of the
BCR-ABL TE activity, is currently used as a first-line therapy for
newly diagnosed patients in the chronic phase (CML-CP) {17).
Owerall, TK inhibitor (TKI) therapies have led to deep molecular
responses in CML, dramatically improved life expectancy, and
maore recently, successful treatment-free survival has become a
new goal (18). However, a significant proportion of patients will
not fulfill the conditions allowing for treatment discontinuation
while more than 40% of those eligible for treatment discontinu-
ation relapse during the first 6 months after therapy cessation.
Additional therapeutic strategies aiming at a potentiation and/
or restoration of immune antitumor functions, therefore, remain
a main avenue of research, which may be helpful in long-term
control of CML.

A sizable number of dinical and experimental data underscore
the dysregulation of innate immune components in CML. These
regulatory elements comprise dendritic cells (19), MK cells (20,
21}, and invariant natural killer T (iNKT) cells {22}, an innate
T cell subset co-expressing activated/memory and NK mark-
ers, which is well-recognized for its antitumor activity (23-26).
In accordance with this notion, we recently reported CML
immune subversion of iINKT-cell activities in CML patients at
diagnosis (22, 27), including reduced or suppressed expression
of perforin, CD95L, and (PLZF), a transcription factor required
for maintenance of iNKT cell functions (28, 29). Remarkably,
these functional deficiencies were shown to have been partially
repaired in patients having achieved complete cytogenetic remis-
sion (CCyR) following TEI therapy {22).

In mice, [L-4-producing/PLZF-expressing cells, including
iNET cell, have been demonstrated to regulate the generation
of innate/memory CD&(+) T cells (14, 15). Considering the
functional deficiencies of iNKT cells in CML-CP patients at
diagnosis and the fact that IL-4 production by iNET cells was
partially restored in patients having achieved CCyR after TKI
therapy (22), we surmised that innate CD&(+) T cells might also
be altered during CML and be restored in CML patients with
CCyR. We further attempted to correlate the presence of innate
CDE(+) T cells with that of iNKT cells to estimate the possible
implication in humans of the peripheral iNET cell pool in the
development of its CD8{+) T-cell counterpart.
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MATERIALS AND METHODS

Peripheral Blood Mononuclear Cells

(PBMCs)

Venous blood from CML-CP patients at diagnosis or having
achieved a major molecular response and currently treated with
I (CML-IM) was collected on heparin (Oncology-Hematology
Department, Poitiers, France). All patients gave informed consent
in accordance with the Declaration of Helsinki for participation
in the study, which was approved by the scientific committee of
the INSERM CIC-1402 (Poitiers, France). Healthy donors (HDs)
were volunteers from the Péle Biologie Santé (Poitiers, France).
PBEMCs were isolated from blood samples by density gradient
centrifugation {Histopaque®-1077, Sigma-Aldrich), resuspended
in 90% fetal calf serum with 10% DMS0, and placed in a con-
trolled rate freezer for cryopreservation at —80°C until use,

Cell Culture and Functional ﬁ.SS&}“S-

All cell cultures {1 % 10 cells/mL) were performed in RPMI
1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated FCS and
antibiotics. For IL-12 + IL-18 stimulation, PEMCs from HD
or CML patients were seeded at 1 » 10° cells/ml into 24-well
plates and incubated for 48 h with 20 ng/mL of each cytokine
(R&D Systems). Golgistop {BD Biosciences) was added for the
last 5 h of culture. CD107a degranulation assays were performed
as previously described (12). Briefly, PEMCs were seeded into
96-well round (L7} bottom culture plates, preincubated for 48 h
with IL-13 (20 ng/mL, R&D Systems) prior to CD16 triggering,
and Golgistop (BD Biosciences) was added in the last 4 h of
culture. For IL-4 stimulation, PBMCs from HDs were seeded at
0.5 3 10¢ cells/'mL into 24-well plates and incubated for 7 days
with 20 ng/ml of recombinant human IL-4 (R&ID Systems).

Flow Cytometry

Phenotypic analysis of PBMCs was performed by flow cytometry
either ex vivo or after culture. Expression of different markers
was assessed by staining with appropriate combinations of the
following antibodies (mAbs): anti-CD3 BY421 (clone: UCHT1,
BioLegend), anti-CD8 PE-Cy7 (clone: RPA-TE, Biolegend), anti-
IFM-y FITC (clone: B27, BioLegend), anti-perforin FITC (clone:
8G9, BD Biosciences), anti-TCR Va24-Tald APC (clone: 6B11,
Biolegend), anti-CD107a FITC (done H4A3, BD} Biosciences),
anti-Eomes eFluor® 660 (clone: WD 1928, eBiosciences), and
anti-PLZF PE (done: Mags.21F7, eBioscience). Pan-KIR/NEKGZA
referred to staining with the mix of the three following antibod-
ies from Miltenyi Biotech: anti-KIRZD PE (done: NEVESL),
anti-KIR3DLI/KIRIDL2 (CD158k) PE (clone: 5.133), and
anti-NKG2A {CD159a) PE (clone: REA11D). Dead cells were
excluded by using the Live/Dead® Fixable Mear-IR Dead Cell
Stain kit (Life Technologies). For nuclear Eomes or PLZF stain-
ing and intracytoplasmic [FN-y or perforin staining, cells were
permeabilized with an anti-human Foxp3 staining kit (eBiosci-
ence) and a Cytofix/Cytoperm kit (BD} Biosciences), respectively.
Cells were analyzed by eight-color flow cytometry (FACSVerse™
cytometer and FACSuite™ software, B} Biosciences) and were
analyzed using Flow]o v10 (TreeStar, Inc.). Innate CD8(+) T cells

are defined as CD3(+) CDE(+) Eomes{+) KIR/NKG2ZA(+) and
iNET cells as CD3(+) TCRVa24-Jul 8(+ )-expressing cells after
gating on live PEMCs.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
version 6.0 (GraphPad Software). The statistical significance of
differences in mean values was analyzed by the Mann-Whitney
or Wilcoxon non-parametric test. The correlation Spearman test
was used to test the association between the ranked variables
Eomes and PLZE Results were considered to be statistically
significant when p < 0L05.

RESULTS

Quantitative and Functional Deficiencies
of Innate CD&(+) T Cells from CML-CP
Patients

CD8(+) T cells co-expressing Eomes and KIR/NKG2A represent
a new, functionally distinct “innate” subset in humans, with
potential antitumor activities (12, 13). Based on our evidence
for CML immune subversion of iNKT-cell activities {22, 27), we
first investigated possible dysfunctions of this new innate CD#
T subset (for gating strategy, see Figure 1A) in CML patients at
diagnosis (CML-CF). As depicted in Figure 1B, the frequency of
KIR/MNEG2A{+) Eomes(+) CD&8(+) T cells was more than 2.5-
fold lower in CML-CP patients (3.1% + 0.7; m = 6) than in HDs
(8.2% + 0.9 n=15).

Mote that both the proportion of cells expressing Eomes
among the KIRMNEKGZA(+) CD8(+) T cell subset (Figure 51 in
Supplementary Material) and the expression levels (Figure 1C)
were significantly reduced in CML-CP patients [frequency:
26.3% + 3.2 {n = 6) and mean fluorescence intensity (MFI):
2.17 £+ 0.25 {n = 6), respectively] as compared to HD [fre-
quency: 46.5% + 4.6 (n = 14) and MFL: 395 + 052 (n= 15),
respectively]. Taken together, these data are consistent with
impaired differentiation of the innate CD8 T cell subset in
CML-CP patients.

We have previously reported (12) and have confirmed in
our present HD} cohort (Figure 2A) that the rapid production
of [FN-y in response to innate-like stimulation by IL-12 + IL-18
constitutes a unique hallmark of innate CD&(+) T cells. Indeed,
this functional reactivity to I[L-12 + IL-18 was found in the innate
KIR/NKG2ZA(+) Fomes{+) fraction (24.8% + 1.2; n= 6) and not
in the conventional/memory KIR/NKG2A(—) Eomes(4) pools of
CD8(+) T cells (1.4% + 0.8; n=6).

Remarkably, this function was not maintained in innate
CD8(+) T cells from CML-CP patients, in which IL-12 + IL-18-
induced intracellular [FN-y expression was virtually undetectable
[0.7% + 0.1 (n = 6) ws. 0.4% + 0.02 (n = 5) in their conventional/
memory counterpart], as compared with HD (24.8% + 1.2
(m=06) vi. 1.4% + 0.8 (n = 6) in their conventional/memory
counterpart} {Figure 2A). In HD, innate CD8(+) T cells express
more cytolytic activity than does their conventional/memory
[KIR/NEG2A({—) Eomes(+)] CDE(+) counterpart, as attested by
their more elevated perforin expression [71.4% + 5.3 (n = 10)
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FIGURE 1 | Chrondc myslold leukemia (CML)-CP |s assoclkated with acquired quantitative defects of Innate CDa{=) T calls. (&) Gatng sretegy. Eomes
and kilar cal Ig-lka recapior (MFVMKIE2A expression among panpneral biood mononuciesr calls was enayzed by fow cytometry atter gating on iva coliz

{Mesr-#) and then on COB{#) COS{H populations. Quantle coniour piats Show one Tepresentative sampile for aach groug of haaliy donar D) or CML-CP
patients. Sold and dotied iNes on histograms represent Eames or pen-KIR/MNKG2A, expression o Isclype control, respecively. (B) Decreesad Innate COBH) T cel
COUNE In CML-CP patients. Frequency [Maan + SEM) of KIRNKIG2AH Ecmesi) ces among total CO8(+) COG+) ces In HD &nd CML-CF patients, Esan oot
represents one HO or CML-CP patient. |C) Decraased Eomes exprassion In COA[+) COB[H) KIRNKEZAH) T calls In CML-CP patients. Mean fuorescence Intansiy
(M} of Ecrmes expression (meen + SEM) I KIRMNKG2AH COB{+ T ces from HD &nd CML-CP pabients wera enalyzed aftar gaing on KIRUNKIG2AM+) COE)
CO3+) colls. MF] of EOmas EXpression was namalzed on M of Eomee $om iotal KIF/NKGE2A-) CO3-) cals. Statistical signficance wes detemmined by the
two-taled Mann-Whitnay non-paremetc test. *p < 0.05; =P < 0.01.

and 42.4% =+ 9.1 (n = &), respectively] (Figure 2B), and natural ~ Material). These findings, together with the similar frequencies of
antibody-dependent cytotoxicity through CID6 as a lysis recep- IFN-y-expressing innate CD8(+) T cells, upon TCR engagement
tor [26.4% + 6.2 (n= 6) and 11.4% + 3.5 (n = 6), respectively]  in HD (7.8% + 64; n = 7} and CML-CF patients {3.1% + 2.3;
(Figure 2C). n = 7} (Figure 53 in Supplementary Material), would appear to
As for intracellular [FN-y expression, these two functions  imply that the functional deficiencies of innate CDE(+) T cells
were once again dramatically reduced in innate CD8(+) T cells  in CML-CFP patients affect innate rather than adaptive immune
from CML-CP patients [44.0 £ 6.7% (n = 10) and 6.8% + 4.1 FEspanses.
(n = 5), respectively] all the way down to the levels found in

the conventional/memory population [26% + 13 (n = 6) and
5.1% 2 19 (n= 5), respectively] (Figures 2B,C). Partial Correction of Quantitative and

Finally, both [FN-y after IL-12 4 IL-18 stimulation and  FUNCtional Deficiencies of Innate CD8(+)

cytolytic activity of classical NK cells were likewise decreased in T Cells in Patients with CC}'H

CML-CP patients [7.0% %+ 2.0 (n=8) and 343% + 11.5(n=5),  In patients having achieved complete cytogenetic remission
respectively] as compared to HD [25.8% + 39 (n= 15) and  following IM therapy. referred to as CML-IM patients. we
65.9% + 8.1 (n = &), respectively] (Figure 52 in Supplementary  observed a recovery of innate CDE(+) T cells (Figure 3A, left
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was lower than 0.1%. Full cohort dats ane shown. [A-C) Stetetical
significance b0 essess difiarences betwaen populetions n HD groug or
between HD End CML-CP was detemmined by the two-talled Wikcoron or
Menn-\Whitney non-peramelric test, respectively. °p < 0.05; *p < 0.01.

panel) in CML-IM patients (5.4% + 0.5; n = 6 vs. 2.3% + 0.6;
n= 7 in CML-CP patients), back close to the proportions found
in HD(7.8% + 0.9; n = 16), while Eomes expression (Figure 3A,
right panel) was increased in CML-IM patients (MFI: 2.5 £ 0.5;
n = i} as compared with CML-CPF patients (1.4 £ 0.2;n=7}and
was partially restored relative to HD (MFI: 4.0 £ 0.5; n = 16).
Accordingly, the proportion of cells expressing Eomes in the
KIR/NEG2A(+) CDE T cell subset was restored in CML-IM
patients (42.7% + 2.9; n = 6) as compared with CML-CP
patients (26.3% + 3.2; m = 6), reverting to the proportions
found in HID (46.5% % 4.6; = 14) (Figure 51 in Supplementary
Material).

Importantly, in these conditions, IFN-y expression in
response to [L-12 + IL-18 was partially restored in the innate
CD&(+) T cell compartment from CML-IM patients (7.7% + 2.3;
n=6vs 0.7% + 0.1; n = 5 in CML-CP patients) relative to
HD (24.8% + 1.2; n = &) (Fagure 3B), while cytolytic activity,
measured as frequencies of CD1072-expressing cells in KIRS
NEG2A(+) Fomes{+) CD&(+) CD3(+) cells, returned to normal
(27.3% + 8.3; n= 6 vs. 6.8% %+ 4.1; w= 5 in CML-CP patients),
relative to HD (26.4% + 6.2; n = 6) (Figure 3C).

Positive Correlation between INKT Cell
PLZF Expression and Innate CD8(+)

T Cell Eomes Expression

We have previously reported that IL-4 production by iNKT
cells returned to normal in patients having achieved complete
CML remission with TKI therapy (22). Given that, in mice,
the differentiation of innate CD8(+) T cells depends mainly
on PLZF-expressing iNKT cells wia their IL-4 production
{14, 15); we reasoned that the same phenomenon might be
applied to humans. In accordance with this notion, we found
a significant positive correlation between the levels of Eomes
in KIRVNKG2A{+) CD8(+) T cells and of PLZF in iNKT cells
including all the HD, CML-CP, and CML-IM samples available
{Figure 4A). Moreover, we found that after 7 days of culture in
the presence of [L-4, recovery of CD8(+) T cells was slightly, but
significantly, increased both in terms of frequency and numbers
as compared to the total CD3(+) CD&(+) cells (Figures 4B,C).
We also confirmed in humans that 1L-4 strongly enhances Eomes
expression both in total CD3(+) CD&(+) cells and in innate
CDE(+) T cells (Figure 410). Taken together, these findings sup-
port the possible involvement of iNKT cells through their 11-4
production in the generation/maintaining of innate CD8(+) T
cells in CML patients.

DISCUSSION

Although the concept of innate memory CDE(+) T cells is now
well established in mice, whether an equivalent T-cell population
exists in humans remains under debate. We recently reported
that CD&(+} T cells co-expressing Eomes and KIR/NEG2ZA
may represent a new, functionally distinct innate T cell subset
in humans. Here, by extending our study to CML, we report
that this disease is associated with an acquired and reversible
defect of innate CDE(+) T cells. To the best of our knowledge,
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these findings are the first providing insights into the potential
role of innate CD8(+) T cells in a physiopathological context in
humans.

The finding that CML, at diagnosis is closely associated with
a profound quantitative and functional deficiency in the innate
CDa(+) T cell pool is in line with our hypothesis that this new
subset may be involved during tumorigenesis in humans. This
assumption was earlier based on our demonstration of termi-
nally differentiated effector features of innate CD8(+) T cells
in humans, such as rapid production of IFN-y and induction of
cytolytic function upon stimulation in vifro, In the present study,
our revelation of the profound impact of CML on these potential
antitumoral functions of innate CD8(+) T cells, together with
those of NK (see Figure 52 in Supplementary Material) and iNKT
cells (22, 27), support a role in cancer immune surveillance of
innate CD8(+) T cells analogous to the two other innate cell
pools. Even though these findings corroborate the concept that
innate CD8(+) T cells, like iNKT cells, may act against tumors
in a TCR-independent and NE-like manner, the possibility that
these cells recognize leukemia cells cannot be excluded and
deserves further investigation.

Remarkably, deficiencies of innate CDE(+) T cells found at
diagnosis in CML patients were significantly reversed upon
remission following TKI therapy. These data are consistent with
the hypothesis that reconstitution of the pool of innate CD8{+)
T cells and its partial functional restoration together with those
of NK cells and iNKT cells effectively contribute to disease
control of CML during TK] therapy. To definitively confirm this
assumption, it will be important to further evaluate whether the
emergence of innate CD&(+) T cells in terms of both number and
functional potential is closely related to long-term remission after
treatment discontinuation.

To date, in mice, even though the effector functions of innatef
memory CD8(+) T cells have been extensively tested in vitro,
their actual role during immune responses remains poorly docu-
mented. Testing the in vivo response following infection with
the bacteria Lisferia monocytogenes, innate/memory CD8{+)
T cells were found to have a protective function (3, ). As far
as immune responses against tumors are concerned, only in
lymphodepleted mice, does there exist evidence that these cells
can enhance response to tumors (30-33). Given our findings, it
remains to be directly determined, using experimental tumor
maodels in mice, whether or not innate CD8(+) T cells exert
protective functions.

The precise mechanisms for the generation and/or main-
tenance of innate CD&(+) T cells in humans remain to be
determined. In the mouse, a key role in Eomes upregulation
has been attributed to PLEF-expressing T cells. Similarly, our
data in peripheral blood show a close correlation between the
levels of Fomes in innate CD&{+) T cells and of PLZF in iNKT
cells. Moreover, expression of PLEZF and Eomes in iNET cells
and innate CD8(+) T cells, respectively, were both found to
be reduced in patients at CML diagnosis, and reversed after
disease remission, as were innate CD8(+) T cells in terms of
both number and functions. Taken together, these findings are
consistent with the existence of a PLZF-dependent mechanism
in humans, similar to that reported in mice. It remains to
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determine whether, as in mice, PLEF-expressing T cells, espe-
cially iNKT cells, promote the development of blood peripheral
innate T CIM8(+} T cells by providing IL-4. In accordance with
this view, we recently demonstrated a functional deficiency of
114 production by iNKT cells in CML patients at diagnosis and
its partial restoration in patients having achieved remission after
TKI therapy (22).

Further investigations are required to elucidate the exact
mechanisms accounting for the deficiency of innate CD&{+)
T cells at diagnosis and the beneficial effect of TKI therapy on
this pool of cells. Nonetheless, from our data, it is tempting to
speculate that the dysfunctions of innate CD&(+) T cells in CML

patients at diagnosis that are remedied by TE] therapy originate
from antigen APC-dependent dysfunctions, which in turn might
contribute to INKT cell deficiencies. This hypothesis arises from
our recent findings showing that BCR-ABL from CML myeloid
DCs mediates iNKT-cell immune subversion by downregulat-
ing cell-surface CDNd expression (27). Another non-exclusive
mechanism may involve IL-15, which is required for maintenance
not only of conventional memory CDE(+) T cells (34, 35) but also
innate/memory CD8(+) T cells (32, 36). Indeed, CD8a(+) DC
trans-presentation of IL-15 contributes to development of innate-
like CD&(+) T cells in the periphery (37). For these reasons. the
possible existence of a deficit in 11-15 expression andfor in [L-13
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trans-presentation by mI¥Cs from CML-CP patients is deserving
of special attention.

All in all, by revealing an iNKT/innate CD&(+) T-cell axis
with expected physiopathological relevance in CML, our findings
should enhance understanding of the T cell components restored
in CML treatment that contribute to disease control. From a more
general standpoint, our study underscores the potential mole of
innate CD8(+) T cells against tumors in conjunction with INKT
cells and may contribute significantly to our understanding of
the role of these innate T cell subsets in the development of
protective immunity in humans.
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Supplemental Figure 1. Frequency of Eomes-expressing cells among KIR/INKG2A(+)
CD8(+) T cells from HD, CML-CP and CML-IM patients. Eomes expression was analyzed
after gating on KIR/NKG2A(+) CD8(+) CD3(+) cells. PBMCs were membrane-labeled with
anti-CD3-BV421, anti-CD8-PECy7, and anti-pan-KIR/NKG2A-PE, fixed and permeabilized,
and then stained with anti-Eomes-AF647. Left panel: Histogram overlays show one
representative sample for each group of HD, CML-CP and CML-IM patients. Right panel:
Cohort results. Histograms show frequency of Eomes(+) cells among KIR/NKG2A(+) CD8(+)
T cells for each group of HD, CML-CP and CML-IM patients. Statistical significance was
determined by the Mann Whitney non-parametric test. *p<0.05.
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Supplemental Figure 2. Perforin expression and natural cytolitic activity of NK
cells from HD and CML-CP patients. (4) Defective IFN-y expression by
KIR/NKG2A(+) CD3(-) cells from CML-CP patients in response to innate-like
stimulation. PBMCs were cultured for 48 hours with IL-12+IL-18 (20 ng/mL
together, R&D Systems). PBMCs were then membrane-labeled with anti- BV421,
anti-CD8-PECy7, and anti-pan-KIR/NKG2A-PE, fixed, permeabilized, and stained
with anti-Eomes-AF64 and anti-IFN-y-FITC. IFN-y expression was analyzed after
gating on KIR/NKG2A(+) CD3(-) cells. Histograms represent frequencies (means
+ SEM) of IFN-y-expressing cells after IL-12+IL-18 stimulation among
KIR/NKG2A(+) CD3(-) cells from HD and CML-CP patients. Full cohort data are
shown. (B) Defective natural cyfotoxic activity in KIR/NKG2A(+) CD3(-) cells
Jrom CML-CP patients. PBMCs were preincubated for 48 hours with IL-15 (20
ng/mL, R&D Systems) prior to CDI16 triggering, and cytotoxicity in the form of
CD107a degranulation/expression was evaluated by flow cytometry. Data (means
+ SEM) are expressed as frequencies of CDI107a-expressing cells in
KIR/NKG2A(+) CD3(-) cell populations from HD and CML-CP patients. Full
cohort data are shown. Statistical significance determined by the Mann Whitney
non-parametric test. **p<0.01, *p<0.05.
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Supplemental Figure 3
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Supplemental Figure 3. IFN-y expression by KIRINKG2A(+) Eomes(+) CD8(+) T
cells from HD and CML-CP patients in response to TCR engagement. PBMCs
were cultured for 16 hours with anti-CD3/CD28 beads (Dynabeads® Human T-
activator CD3/CD28, Invitrogen). PBMCs were then membrane-labeled with anti-
CD3-BVv421, anti-CD8-PECy7, and anti-pan-KIR/NKG2A-PE, fixed and
permeabilized, and then stained with anti-Eomes-AF64 and anti-IFN-y-FITC. IFN-y
expression was analyzed after gating on KIR/NKG2A(+) Eomes(+) CD8(+) CD3(+)
cells. Histograms represent frequency (mean = SEM) of IFN-y-expressing cells
after TCR stimulation in HD and CML-CP patients. Full cohort data are shown.
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PARTIE II - MANUSCRIT 2 : SUSTAINED TREATMENT-
FREE REMISSION IN CHRONIC MYELOID LEUKEMIA IS
ASSOCIATED WITH AN INCREASED FREQUENCY OF
INNATE TCDS8 T-CELLS

Emilie Cayssials, Florence Jacomet, Nathalie Piccirilli, Lucie Lefévre, Lydia Roy,
Francois Guilhot, Jean-Claude Chomel, Xavier Leleu, Jean-Marc Gombert, André Herbelin

and Alice Barbarin
British Journal of Hematology, Janvier 2019

Dans le contexte du traitement par ITK, il est difficile d’apprécier spécifiquement le role
joué par les effecteurs du Sl dans le contrdle de la maladie. Les cas de rémissions prolongées
aprés arrét du traitement offrent 1’opportunité d’observer 1’effet net du Sl sur la maladie
résiduelle. L’hypothése d’une restauration d’un état d’immunosurveillance est soulevée pour
expliquer I’absence de récurrence moléculaire aprés suspension du traitement antitumoral.
Deux équipes ont observé une corrélation entre une proportion accrue de cellules NK matures
et une probabilité supérieure de succés d’arrét. En revanche, aucune corrélation n’a pu étre
établie avec les LT CD8 conventionnels.

La deuxiéme partie de notre travail (Manuscrit 2) a consisté a analyser le statut des LT CD8
innés (cellules T TCR-ap* CD8" Eomes* KIR/INKG2A") chez des patients en succés prolongé
d’arrét de leur ITK (>2ans) (TKI-DISC) comparativement a des patients en MMR sous ITK
(TKI-IN) et au diagnostic de la maladie (LMC-PC). Nous avons émis I’hypothése que les LT
CD8 innés jouaient un role d’effecteur anti-leucémique au cours de la LMC et qu’ainsi leurs
caractéristiques numériques et/ou fonctionnelles sont restaurées de maniére optimale chez les

patients TKI-DISC par rapport aux patients LMC-PC et TKI-IN.

De maniére intéressante, nous avons observe une supra normalisation numérique des LT

CD8 innés, avec une fréquence au sein des LT CD8 totaux augmentée d’un facteur trois chez
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les patients TKI-DISC comparativement aux patients TKI-IN et aux témoins sains. La
fréquence des LT CD8 totaux est en revanche comparable entre les trois groupes, suggérant
une reprogrammation du Sl en faveur de la différenciation des LT CD8 innés au sein du
compartiment LT CD8. Sur le plan fonctionnel, I’expression de la perforine et de I’'IFN-y en
réponse a la combinaison de cytokines pro-inflammatoires IL-12+IL-18 est restaurée de

maniere complete chez les patients TKI-DISC par rapport aux patients LMC-PC.

Les LT CD8 innés partagent avec les cellules NK, des propriétés fonctionnelles
antitumorales et homéostasiques. De maniére intéressante, nous avons mis en évidence chez
les patients TKI-DISC une corrélation entre la fréquence des LT CD8 innés et celle des cellules

NK dans le sang périphérique.

En conclusion, les LT CD8 innés pourraient participer en tant qu’effecteur au maintien en
rémission apres arrét des ITK et constituer en association avec les cellules NK un biomarqueur

prédictif du succes d’arrét des ITK dans la LMC.
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Tyrosing kinase inhibitos (TEI) have revolutionized the
prognosis of chronic myeloid leuksemia (CML) (Druler
et al, 2006). Notwithstanding their remarkable efficacy, they
ame not curative due to the insemsitivity of quiescent leu-
kaemic stem cellk to TEL Consequently, for the majority
of patients, the persistence of msidual leukaemic cells
necessitates lifelong TED therapy (Corbin er af, 2011). For
more than a decade, treatment discontinuation protocels
have been offered to patients with deep and stable molecu-
lar response. However, and without predictability, approxi-
mately 50% of them experence loss of major molecular
remission [MMR) and must consequently minitiate TEI
majority of moleadar  mecurrences
occurring during the fist & months (80%) (Saussele ef al,

treatment, with the
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doi: 10,111 1/4jh. 15858

I *
b h ARTERH MUaRA
OF FREMATOLROY

Summary

Immunological mechanisms of treatment-free remission (TFR) in chronic myeloid
leuksemia (CML) are poorly defined and, to date, no correlation between successful
TFR and CDB+) T-cell subsets has been found. We analysed a new identified
human subset of CD8(+) T-cell, namely innate CD8+) T-cells, in CML patients
with TFR > 2 years We demonstrated a drmamatic increase of functionally active
inpate CDA(+) T-cells in these patients a5 compared to control subjects and patients
in remision under tyresine kinase inhibitors. Moreover, we found a positive corre-
lation between frequencies of innate CDB(+) T-cells and natural killer cells, posibly
representing a new innate biomadeer profile of successful TFR.

Keywords: chronic myeoid leukaemia, tyrosine kinase inhibitors, successful
treatment discontinuation, innate CDE(+) T-cells, NE cells.

A18). At the same time, the other 5% maintain reat-
ment-free remission (TFR) despite the pemsistence of leu-
laemic cells, thereby suggesting control by the immune
systern of this residual clone. Por this reason, immuone
mechanisms underlying TFR deserve consideration as a
means of identifying promising targets for immunothera-
peutic strategies and allowing more patients to stop TEI
therapy. A number of mcent papers mport on immune
markers that could be associated with successful TKI cessa-
tior: high natueal kiler (NE) cell and low CDA&+) plas-
macytoid dendritic cells, p&(+) T-cell and CD4#+) CD25
i+ CD127e™ regulatory T-cell counts before discontimes-
tion correlated significantly with successful therapy discon-
timuation (Dmagawa efal, 2005 Dander er al 2016; Rea

@ 2019 British Socety for Haematoksgy and John Wiky & Sons Ltd
Brtish jounal of Heematobgy, 2019, 186, 54-59

101



et al, 2017; Schiitz et o, 2017). In contrast, no asocition
has been found between successful TEI discontinuation
and conventional CD8(+) T-cells, well-known for their
anti-tumouwr activity ([lander er af, 2016; Rea ef al, 2017).

We recently identified a distingt new human CD8(+) T-cell
subset exhibiting innate markers |pan-EIR/MNEGIAI+)]| with
high expression of the transcription factor Bomesodermin
[Eomes), endowed with perforin expression and cytotoxic
activity, and which promptly produces interferon (IFN -y after
exposure to pro-inflammatory cytokines (Jacomet et al, 2015).
These features support the notion that this distinc pool of
CD8(+) T-cells, designated here as “innate CD8(+) T-celk”,
phys a wk in cancer immune surveillance analogous to NE
cells Like NK celk, inmate CD8(+) T-celk were found to be
severely peduced, both numerically and functionally, in
patients diagnosed with chranic phase CML (CML-CP) (Chen
et al, 2012; Jacomet et al, 2017). Knowing that these deficien-
cies have been at least partially repaired in patients having
achieved MMR following TEI therapy, here we addressed the
question of whether successful treatment discontinuation in
CML is associated with increased proportions and/or functions
of innate CDB(+) T-cells in peripheral blood.

Amaong our cohort of CML patients, 14 patients had main-
tained TFR for more than 2 years after TEI discontinuation
[TEI-DISC patients). Mine TKI-DISC patients (60% ] had been
administered [FM-x before TEI therapy. We concurrently
analysed other local cohorts of patients or healthy donors: (i)
patients in MMRE or in deep molecular response (MB4,
MR4.5) undergoing imatinib or dasatinib treatment (TEI-IN
patients, i1 = 22, (i) CML-CP patients at the time of diagno-
sis prior to the introduction of any treatment (n = 15), and
healthy donors [HD, n =21) obtained from the French
natiomal blood bank (EFS, Lyon, France] (see Tahle SI for
group characteristics). Median duration of treatment of TEI-
IN patients and TKI cessation of TKI-DISC patients was
12 months (range, 12-108) and 81 months (range, 36-134),
respectively. Methods are available in the Data 51.

We reasoned that, if innate CD8(+) T-cells significantly
contribute to successful treatment discontinuation in CML
patients, we can anticipate a further increase in numbers
andfor functions of this cell subset in long-term remission
after treatment discontinuation. This was the case, as attested
by a three-fold increase in innate CD8(+) T-cell frequency
among total CDR(+) lymphooytes in TEI-DISC patients
[19-25% = B-24%; mean = standard deviation, 5D, as com-
pared to TEI-IN patients [5-55% = 3.74%; mean = 5D)
(Fig 1A). Together with the fact that frequencies of total
CDa(+) T-cells did not differ between the two groups (Fig-
ure 51A), this finding strongly suggests a shift in the lym-
phocyte profile of CD8&(+) T-cells in TER-DISC patients in
favour of inmate CDR(+) T-cells. In agreement with this
hypothesis, innate CD8(+) T-cell frequencies were higher in
TEI-DISC  patients than in HD  (602% = 4-30%;
mean = S0) (Fig 1A). Interestingly, a significantly higher
propotion of conventional memory  (Bomes(+Ipan-EKIR/

2019 British Sodety for Haematology and John Wiksy & Sans Ltd
British Journal of Haematology, 2019, 186, 54-59
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MEGA(+)) CD8(+) T-ells was evidenced in TEI-DISC
patients at the expense of their naive-like [Eomes(—)KIR/
MNEGIA(—)) (D8(+) T-cell counterparts, a phenomenon that
was not observed in HD (Fig IO and Figure 51B). Taken
together, our results highlight the role of Eomesi=) memaory
CDA(#) T celk in sustaining remission, particulady the dis-
tinct innate CD8(=) T-cell subset sharing functional proper-
ties with NEK cells. This association between higher frequency
of a T-cell subset and successful TEI discontinuation & new.
We presume that the reason why previous immunological
studies did not find any assodiation regarding T-cells (Dander
ef al, 2016; Rea ef al, 2017) is explained by owr distinct strat-
egy amalysis of CDB(+) T-cells, which indudes expression of
the transcription factor Eomes.

Importantly, the higher proportion of innate (DE(+) T-
cells was accompanied by a dramatic improvement of func-
tional potential in innate CDR(+) T-cells, as attested by per-
forin expression and IFN-y production in response to
interleukin (IL)-12 + IL-18 stimulation, both of which were
completely reversed, as was the case in the TEI-IN cobort,
compared to data found in CML-CF patients (Fig 1B).

At this stage, there is no definitive mechanistic explanation
for the specific pronounced development/generation of
inmate CDR(+) T-cell in TEI-DISC patients. Differentiation
of inmate CDR(+) T-ells in mice (named “innate memory”
or “virtual memory” according to whether differentiation
occurs in the thymus or the spleen) depends on promyelo-
otic leukaemia zine finger (PLIF lexpresing invariant NE
T (iNET) celk via their [L4 production (Weinreich er al,
2010). However, notwithstanding owr recent demaonstration
af a significant positive comelation between iNET PLIF
expression and innate CDR(+) T-cell Eomes expression with
data pooled from HD, CML-CP and TEI-IN patients (Jaco-
met ef al, 2017}, a smiar assodation was not found in the
TEI-DISC cohort (Figure 52). On the other hand, as a mani-
festation of the off-target effects of TEL some TEI treatments
are asociated with exparsion of NE celk andlor cytotoxic
T-cells (Christianson e al, 2015), while [FN-x has been doc-
umented to drive m wiw expansion of the innate CID&(+) T-
cell pool in mice (Martinet et al, 2015). Our data do not
suggest an additional effect of IFN-x in the TEI-DISC
cohaort, given the same proportions of inmate CDR(+) T-cells,
regardless of previous exposure to IFN-x therapy (Figure 53].
Fimally, one cannot excude determinism of the individual
immune status of these patients. We found po link between
the age of patients and innate CD8(+) T-cell frequencies in
the TEI-DISC group (Figure 54A) Given that Quinn er af
(20018) have recently found that aging cawses accumulation of
memaory EIR(+)CIMSRA(+)(DE&(+) T-celk and that the
median age of TEI-DISC patients is close to 70 years as
opposed to 44 years in TEI-IN patients, we compared CD8
(+) innate T-cell frequencies in the two groups of patients
and HD matched on age. By applying this method, the sig-
nificant increase of this T-cell pool of interest in the TEI-
DISC group was maintained, thereby confirming that it
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Fig L. Sumesful TEI thempy cemation is associzted with quantintive improvement of innate CDE(+ ) T-well. {A) Representative dot plots showing
the frequencies of mmate COE(+) T-cells, defined as Eomes{ + JETR/NEG2A{ +) cdls after gating om total CO8(+ K03 +) live hmphocytes (left pand ).
Histogram represents cohort analysis of innate CDE(+) T-wl] frequencies (mean 4 500 in HD {n = 21), CML-CP patients (n = 14), TEI-IM patients
{n = 22) and TEI-DSC patients {n = 14) {right panel)_ Statistical mnalysis: Mann- Whitney test. () Interferon (IFN )y {upper panel) and perforin
{bower panel) expression in innate CDE8{+) T-cells. IFN-v was analysed after 48 h of culture with TL-12 + IL- 18 while perforin expresion was asessal
directly ex viva. Representative dot phots and histograms of IFN-¥ or perforin frajuencies { mean =+ 50 for each group are shown. Statistical analysis
Mann-Whitney test CMLACF, chromic Tn}dtri‘l leulaemia in chronic phase; D, healthy domnrs; TEI-THSL, patients that had maintined treatment-
free remission T more than 2 years after discontinuation of tyrosine kinase inhibitor; TEI-IM, patients currently undergoing treatment with a tymo-
sine kinase inhibitor.
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Fig L Sumesfel TKI thempy cessation is asociatal with increased frequencies of NE cells, as for innate CDE(+) Tocells. {A) Frequency
{mean & 50 of MK cells (CD3(+HC056(+) cells) amaong total live ymphooytes in sach growp is shown, (B) Pusitive corrdation between frequen-
cies of innate COB(+) T-cells and WK celks in TKI-IHSC mtients {n = 10). Spearman avrebtion test. *F < 0405, **F < 0-001, *** P < 00001
CML-CP, chronic myeloid leukaemia in chronic phase; HD, healthy donoms; NE, natural killer, TET-DISC, patients that had maintained treat-
ment-free remission for more than 2 years afer discontimation of tyrosine kinase mhibitor; TEI-IN, patients currently undergoing treatment

with a tyrosme kinase inhibitor.

cannot be explained by higher age in the TEI-DISC group
alone (Figure S4B).

Inrate CDB(+) T-cells share with NE celk signals that
induce their generation and their funciional properties
(Jacomet et al, 2015 Abel et al, 2018). Consistent with this
notion, & for inmate CDE+) T-cells an  increased
proportion of NE cellk among total periphera blood lym-
phocyvtes (36.83% = 1240% w. 13-04% = 3.408% in HD:
mean = S0 (Fig 2A) was associated with successful TEI
discontinuation, and we found an increased proportion of
NE celk in TKI-DISC patients campared to HD, in agree-
ment with previous reports (Ilander ef al, 2006; Rea er al
[2017). Moreover, we observed a significant positive correla-
tion between the proportion of NE celk and innate CD8
(#) T-cells in TEI-DISC patients, suggesting a posible
mechanistic ink of development of these lymphocyte popu-
latiors  associated with  successful TR discontinuation
(Fig 2B).

Taken together, our findings help to demonstrate that
immunological variables of the innate immune system,

@ 2019 British Sodety for Haematology and Jlohn Wilsy & Sons Ltd
British Joumal of Haematology, 2019, 186, 54-59

ramely innate CD8(+) T-cell, together with NE cells, are
linked to dinical outcorne in TFR upon TEI discontinuation
and strengthen the rationale for a prospective study aimed at
further demonstrating the existence of a direct relationship
between the functiomal potential of inmate CD#+) T-cells
and successful treatment discontinuation. If the latter is the
case, the future use of innate CDR(+) T-cells and NE cells in
combination as a predictor of successful TEI cessation could
be envisioned.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Venous blood from HD, and CML-CP, TKI-IN and TKI-DISC patients was collected on heparin.
All patients gave informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki for participation in
the study, which was approved by the scientific committee of the INSERM CIC-1402 (Poitiers, France).
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from blood samples by density gradient
centrifugation (Histopaque®-1077, Sigma-Aldrich), resuspended in RPMI medium supplemented with

90% fetal calf serum (FCS) and 10% DMSO, and cryopreserved at -80°C or in liquid azote until use.

Phenotypic analysis of PBMC was performed by flow cytometry either ex vivo or after culture. For
IFN-y assay, cells were seeded into 24-well plates (1x10° cells/mL) in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% heat-inactivated FCS and antibiotics. Cells were stimulated 48 hours with
recombinant human IL-12 and IL-18 (20 ng/ml each, IL-12: R&D Systems; IL-18: MBL International)
and Golgistop (BD Biosciences) was added in the last 4 hours of culture. Expression of different
markers was assessed by staining with appropriate combinations of monoclonal antibodies conjugated
directly to fluorochromes and directed against anti-TCR-of3 BV421 (clone: IP26, BioLegend), anti-CD8
PE-Cy7 (clone: RPA-T8, Biolegend), anti-TCR Va24-Ja18 APC (clone: 6B11, BioLegend), anti-IFN-
y FITC (clone: B27, BioLegend), anti-CD3 BV421 (clone: UCHT1, BD-Biosciences), anti-CD56
BV510 (clone: HCD56, BioLegend), anti-perforin FITC (clone: 6G9, BD-Biosciences), anti-PLZF PE
(clone: Mags.21F7, eBiosciences) and anti-Eomes PerCP-eFluor® 710 (clone: WD1928,
eBiosciences). KIR/NKG2A referred to staining with the mix of the three following antibodies from
Miltenyi Biotech: anti-KIR2D PE (clone: NKVFS1), anti-KIR3DL1/KIR3DL2 (CD158¢/k) PE (clone:
5.133) and anti-NKG2A (CD159a) PE (clone: REA110). For nuclear Eomes or PLZF staining and
intracytoplasmic IFN-y staining, cells were permeabilized with an anti-human Foxp3 staining kit
(eBioscience) and a Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences), respectively. Cells were acquired by eight-
color flow cytometry (FACS Verse™ cytometer with the FACSuite™ software, BD Biosciences), and
data were analyzed with FlowJo™ v10 (Treestar). Statistical analyses were performed using GraphPad

Prism version 6.0 (GraphPad Software).
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SUPPLEMENTARY FIGURE S1. Frequencies of conventional CD8* T-cells subsets

in HD, CML-CP, TKI-IN and TKI-DISC patients.
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Frequencies (mean * SD) of total CD8" T-cells among live lymphocytes (a), Eomes*
KIR/NKG2A™ among CD8" T-cells (b) and Eomes™ KIR/NKG2A™ cells among CD8" T-cells
(c) in HD (n=21), CML-CP (n=15), TKI-IN (n=22) and TKI-DISC (n=14) patients. Note that
in our experimental setup, Eomes® KIR/KKG2A- cells and Eomes  KIR/NKG2A™ cells
designated “conventional memory” and “naive-like” pools of CD8" T cells, respectively.
Statistical analysis: Mann-Whitney test; *p<0.05, **p<0.001, ****p<0.0001.
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SUPPLEMENTARY FIGURE S2. Lack of correlation between the functional

potential of innate CD8* T-cells and iINKT cells in TKI-DISC patients (n=9).
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Eomes and PLZF expression were analyzed in innate CD8" T-cells and iNKT cells (defined
as CD3" TCR Va24-Jal8" cells), respectively, by ex vivo flow cytometry after cellular
permeabilization. MFI values are expressed relative to that of isotype control. No correlation
between the levels of Eomes in KIR/INKG2A* CD8" T-cells and of PLZF in CD3" TCR Vo24-

Ja18" cells was found in the TKI-DISC cohort (n=9). Correlation Spearman test.
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SUPPLEMENTARY FIGURE S3. High frequency of innate CD8* T-cells in the TKI-

DISC cohort is not associated with previous exposure to interferon-alpha.

Eomes' KIR/NKG2A'cells (%)

Histogram frequency (mean + SD) of innate CD8" T-cells in TKI-DISC patients treated by
interferon-alpha (IFN-a) before TKI therapy (IFN-a (+)) (n=9) versus in patients treated only
by TKI (n=5) (IFN-a (-)). Statistical analysis: Mann-Whitney test (p=0.57).
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SUPPLEMENTARY FIGURE S4. The increase of the frequency of innate CD8* T-
cells in the TKI-DISC cohort is independent of age.
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a) Lack of correlation between frequency of innate CD8" T-cells and age of patients in TKI-
DISC cohort (n= 14). Correlation Spearman test. b) Histogram represents analysis of innate
CD8* T-cells frequencies (mean £ SD) in HD (n=5), TKI-IN (n=5) and TKI-DISC (n=5)
patients whose age is between 40 and 65 years. Statistical analysis: Mann-Whitney test.
*p<0.05.
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Table S1. Patient and healthy donor characteristics.

N® Rex Age Treatment TT MR TFT Cohort |N® Sex Age Cohort
1 M 6 Ima B4 4.5 NA TKI-IN |37 F M CML-CP
2 F = Ima 18 4.5 NA TRILIN 38 M 57 CML-CP
i M 61 Ima 83 45 WA TKIIN |3 M 60 CML-CP
4 M 12 Ima g 45 NaA TN J4a0 M 27 CML-CP
5 M it Ima 62 5 NA TRIFN |4 M 50 CML-CP
6 M 34 Ima 97 4.5 NA TRI-IN 42 M 6 CML-CP
7 F 29 Ima 62 4.5 NA TKILIN |43 F 43 CML-CP
8 F 36 Dasa 12 45 MA  TREN |44 M 538 CML-CP
9 M 4% Dasa 12 45 WA TKIIN |45 M 532 CML-CP
10 M v, Dasa 12 45 NA TKEIN |45 F 58 CML-CP
12 M 33 Dasa 12 3 NA  TKLEIN |47 F 71 CML-CP
13 M 3k Dasa 12 45 NA TKEIN |48 F 57 CML-CP
14 3y Dasa 12 4 MA TRIN J49 M 42 CML-CP
15 47 Dasa 12 3 KA TKIIN |50 F 39 CML-CP
16 M 48 Dasa 12 3 MA  TEKIIN |51 F 38 CML-CP
17 M 36 Dasa 12 3 NA TKI-IN |52 F 27 HD
18 M 63 Dasa 12 3 KA TKEIN |53 M 58 HD
19 M 20 Dasa 12 45 NA TKEIN |54 F 40 HD»

0 M 63 Dasa 12 3 KA TREN |55 M 41 HD

21 F 62 Dasa 12 MA  TEIHN |36 M 24 HD»

22 M - Ima 12 4.5 NA TKILIN |57 M 27 HD

23 57 Ima-Dasa 1321 3 36 TKIDISC| 58 F 33 HD

24 51 IFNa-lma-Dasa 1682 3 63 TKREDISC |59 M 25 HD»

25 M 3| [FNa-lma 1924 5 115 TKIDISC |60 F 36 HD

2% M B0 [FNa-lma 2522 5 112 TKIDISC |61 F 30 HD»

27T M 46 Ima 2045 3 Y TRIDISC a2 F 45 HD

28 F 3| Ima 1445 4.5 &6  TKIDISC | g3 M H5 HD

29 M T0 IFNa-Ima-Dasa-Milo 264.1 4 48 TRIDISC | ga M 6 HD

i M 73 IFNa-lma-Dasa 252 45 95 TKIDISC|65 F 30 HD

31 &4 IFNa-lma-Dasa 2641 45 48 TKIDISC |66 F 3l HD

32 72 [FNo-lma 2523 45 13 TEELDISC|a7 M 57 HD»

i3 63 [FMNe-lma 1562 5 112 TKIDISC |68 F 37 HD»

34 77 [FNa-Ima 2286 45 117 TKIDISC|e% M 26 HD»

s M 82 Ima-Nilo 2402 435 N OTKEDISCI 70 M 41 HD

I M 30 Ima-Dasa-Nilo 180.1 4.5 42 TEEDISC|71 M 37 HD»

72 F 52 HD

TT: treatment time (months) (time of collection for TKI-IN cohort) ;: MR molecular response
{log); TFT: Treatment free time (months) (time of collection for TKI-DISC cohort); NA: not
applicable; Ima: Imatinib; Dasa: Dasatimib; Mile: Nilotimib; TKI-IN: under Imatinib or
Dasatinib treatment; TEI-DISC: free-remission after TKI discontinuation for more than two

years; CML-CP: chronic phase of CML; HD: healthy donor.
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PARTIE III - MANUSCRIT 3 : PHENOTYPE OF NK-LIKE
CD8(+) T CELLS WITH INNATE FEATURES IN HUMANS
AND THEIR RELEVANCE IN CANCER DISEASES

Alice Barbarin, Emilie Cayssials, Florence Jacomet, Nicolas Gonzalo Nunez, Sara
Basbous, Lucie Lefevre, Myriam Abdallah, Nathalie Piccirilli, Benjamin Morin, Vincent

Lavoue, Véronique Catros, Eliane Piaggo, André Herbelin, and Jean-Marc Gombert.
Frontiers in Immunology, 2017

Nous avons poursuivi la caractérisation des LT CD8 innés (cellules T TCR-ap* CD8"
Eomes™ KIR/NKG2A™) chez I’Homme, a la fois en contexte physiologique et au cours de

processus cancéreux (Manuscrit 3).

Nous avons analysé en cytométrie en flux si les LT CD8 innés exprimaient : i) d’autres
marqueurs de cellules NK (CD56, CD161), ii) le marqueur CD49d (une o4-intégrine) a 1’instar
de ce qui a été décrit concernant les LT CD8 « innate-memory » chez la souris. Nos résultats
montrent que CD49d constitue un marqueur fonctionnel des LT CD8 innés. En effet, nous
avons observé que contrairement a CD56 (marqueur associé aux cellules NK) ou CD161
(marqueur exprimé par les cellules NK et les LT innés tels que les iNKT, les MAIT, et les LT-
vd), CD49d est fortement exprimé par les LT CD8 innés comparativement au compartiment LT
CD8 pris dans son ensemble et, que la majorité (>70%) des cellules qui répondent a une
stimulation de type innée, telle que IL-12+IL-18, présente une forte expression de CD49d
(cellules CD49d®9"). Néanmoins, CD49d ne peut étre utilisé pour délimiter le contingent LT
CD8 « innate memory » en périphérie chez I’Homme a la place de I’expression d’Eomes et de
KIR/NKG2A car le contingent LT CD8 inné représente seulement 20 a 40% des cellules

CD49d".

Chez la Souris, la différenciation des LT CD8 « innate memory » dépend de facteurs

solubles tels que I’IL-4, I’IL-15 et les interférons de type I. Chez le sujet sain, nous avons
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montré en 2015, dans le sang de cordon placentaire, une corrélation entre la frequence des LT
CD8 innés et celle des LT PLZF* (Jacomet et al, Eur J Immunol 2015). Par la suite, nous avons
mis en evidence une correélation entre la fréquence des iINKT et celle des LT CD8 innés, dans
le sang périphérique, a partir d’échantillons de sujets sains et de patients LMC-PC (Manuscrit
2). Nous avons, de plus, observé dans un modele de culture cellulaire in vitro une augmentation
significative en valeur absolue des LT CD8 innés sous I’effet de I’IL-4, laquelle n’a revanche
aucun d’impact sur le compartiment LT CD8 global (Manuscrit 2). L’ensemble de ces données
suggerent une implication possible, chez I’Homme, des iNKT dans la différenciation des LT
CD8 innés via leur sécrétion d’IL-4. Concernant le défaut fonctionnel des iINKT au diagnostic
de LMC-PC, nous avons dans un précédent travail (Basbous et al, J Pathol ; Annexe 3) pu
rejeter I’hypothése d’une origine intrinséque de ce défaut en lien avec la présence de 1a protéine
BCR-ABL au sein des cellules iNKT : le niveau global de phosphorylation des cellules iINKT
en PC est identique a celui observé chez les sujets sains et trés nettement inférieur a celui des
cellules CD34* BCR-ABL* du bulk leucémique en PC. Nous avons pu montrer que les DC des
patients LMC-PC sont incapables de présenter efficacement I’antigéne aux iNKT
contrairement au DC de sujets sains et qu’il existe un défaut d’expression de CD1d par les DC
de patients LMC-PC ne dépendant pas uniquement de 1’activité TK dérégulée de BCR-ABL.
De maniére intéressante, 1’utilisation d’un inhibiteur de la Rho/ROCK (pour rho associated
protein kinase), voie liée aux petites protéines G de la voie Rho impliquées dans la
polymérisation de I’actine et le remodelage du cytosquelette, permet de rétablir une expression
normale de CD1d par les DC. Ce dernier résultat a confirmé notre hypothése que 1’expression
de la protéine BCR-ABL au sein des DC augmente le recrutement des petites protéines G de la
famille Rho au niveau de son domaine DH-PH et bloque I’expression de CD1d & I’origine d’un
défaut de présentation antigénique aux iNKT. Ainsi, nous proposons dans le Manuscrit 3,

concernant la LMC-PC au diagnostic, le mécanisme d’immunosubversion suivant : le défaut
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d’expression de CD1d par les DC entraine un défaut d’expression de PLZF et de I’l1L-4 par les
INKT et par conséquent un défaut de différenciation des LT CD8 innés.

Enfin, pour mieux comprendre leur signification physiologique, nous avons étudié les LT
CD8 innés dans d’autres contextes physiopathologiques qu’une hémopathie maligne, plus
précisement les cancers du sein et de I’ovaire. Nous avons mis en évidence leur présence dans
les ganglions métastatiques de cancers du sein, ainsi que dans le stroma tumoral de cancers
ovariens et ses localisations métastatiques péritonéales (liquide d’ascite et nodules de

carcinose).
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Phenotype of NK-Like CD8(+) T Cells
with Innate Features in Humans and
Their Relevance in Cancer Diseases

Alice Barbarin™, Emilie Cayssials'***, FAorence Jacomet'**5, Nicolas Gonzalo Nunezs™®,
Sara Basbous', Lucie Lefavre’, Myriam Abdallah'?, Nathalie Piccinlli'*, Banjamin Mornin',
Vincent Lavoue®'s, Véronigue Catros' "= Hiane Piaggios’s, André Herbelin'*#* and
Joan-Marc Gombert!'#45+

T NSCAM 1062, Ftiers, FENce 7 CHU 08 FORTE, PONErS, Fancs, *Sanics THEMEMige & T Oncoingis BOogque,
CHL! g8 Poitiers, PO, FTEnce, 1LNVErste 0 FOters, PORENS, (HENCe, SSanioe dImmUnoing's o iammation, CHL! ge
Foitiars, Poitars, France, Sinsttut Curle, PSL Aasaarch Linvarsil: IWSCRM LIBES, Park, France, " SIAIC Transktons!
Immunotharspy Team, Transiational Ressarch Departmeant, Assearch Center insttut Curle, PSL Resaarch Linversty, Pars,
FEnce, *Cenire 'investigation Clniqus Biniharaple CACHT 1425, insttut Curls, Par's, Fance, SINSERM L1242, Aennes,
FEnce, TOHU de Fennas, Rennes, Fance, TINSERM LISST, Rennes, France, " CAR Sanie de Rennes, Rsnnes, Fance

Unconventional T cells are defined by their capacity to respond to signals other than the
weell-known complex of peptides and major histocompatibility complex proteins. Among
the burgeoning farmily of unconventional T cells, innate-like COB{+) T cells in the mouse
were discovered in the early 2000s. This subset of COB(+) T cels bears a memony
phenotype without having encountered a foreign antigen and can respond to innate-like
IL-12 + IL-18 stimulation. Although the concept of innate memory CO8(+) T cells s now
well established in mice, whether an equivalent memorny MK-like T-cell population exists
in humans remains under debate. We recently reported that COB(+) T cells respond-
ing to innate-like IL-12 + IL-18 stimulaton and co-expressing the transcrption factor
Eomesodermin (Eomes) and KIRMNKGEA membrane receptors with a memony/EMAA
phenotype may represent a new, functionally distinct innate T cell subset in humans. In
this renview, after & summary on the known innate CDB(+) T-cell features in the mouse, we
propoze Eomes together with KIFMMKGZA and CD48d as a signature to standardize the
identification of this innate COB(+) T-cell subset in humans. Next, we discuss IL-4 and
IL-15 invohrerment in the generation of innate CO8(+) T cells and particularly its pozeible
dependency on the promyelocytic leukemia zinc-finger factor expressing iINKT cells, an
innate T cell subset well documented for its susceptibility to turmor Immune subversion.
After that, focusing on cancer diseases, we provide new insights into the potential role of
these innate COB(4) T cells in a physiopathological context in humans. Baszed on empir-
ical data obtained in cases of chronic myeloid leukemia, a myeloproliferative syndrome
controlled by the immune system, and in solid tumors, we observe both the possible
contribution of innate CD8(+) T cells to cancer disease control and their susceptibility to
tumor immune subversion. Finally, we note that dunng tumor progression, innate COB(+)
T ymphocytes could be controlled by immune checkpoints. This study significantty con-
tnbutes to understanding of the role of NK-like CDB(+) T cells and raises the question of
the possible involvernent of an INKT/innate CO8{+) T cell &as in cancer.

Keywords: Innate memory CDE[+) T cells, NK-lIke T cails, INKT cells, natural kiiler receptors, Eomesodermin,
D454, chronic myeloid leukemia, 5olk cancers
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INTRODUCTION

The traditional view of the immune system distinguishes innate
immunity from adaptive or acquired immunity. Innate immunity
isderived from cells expressing the receptors specific for molecules
from microbial pathogens called pathogen-associated molecu-
lar patterns or self-molecules from the healthy or unhealthy
individual called damage-associated molecular patterns. One of
the key characteristics of innate immunity effector mechanisms
is their capacity for very rapid response to pro-inflammatory
cytokines such as IL-12, [L-18, and IL-33.

The effectors of adaptive immunity possess receptors charac-
terized by highly diverse and specific antigens. A major feature of
adaptive immunity consists in its serving as an essential support
for the immunologic memory, which means that it can remember
and quite effectively respond to an antigen long afier having
encountered it for the first time.

However, numerous works over the past 20 years have
shown the distinction between innate immunity and adaptive
immunity to be less clear-cut and more tenuous than it first
appeared. This revised perception is based, in particular, on
description of non-conventional T cells responding to stimuli
that had previously been considered as being recognized solely
by innate cells. These populations of T lymphocytes include not
only certain T-cell receptor (TCR)-y6 cells but also TCR-aft
cells such as natural killer T (iNKT) cells and innate mucosal-
associated invariant T (MAIT) cells [for a list of the different
cells, see Ref. {1, 2)].

A new contingent of innate T cells was described in the early
20005 in the mouse, partially in the thymus, where they were
termed «innate memorys (IM) CD8(+) T cells, and partially
in the spleen, where they were termed svirtual memorys (VM)
CD8(+) T cells (3, 4). Aside from possessing a phenotype of acti-
vated memory cells, one characteristic of these cells consists in
their differentiating into memory cells independently of a foreign
antigen. In parallel, CD8(+) T cells in humans were described
as cells possessing innate characteristics incluoding NE markers.
They were found in human cord blood, a finding consistent
with the hypothesis that their development does not depend on
foreign antigens. These cells hence were termed NE-like CD8({+)
T cells.

At the outset of this review, we shall compare the human
ME-like CD&(+) T cells with IM/VM CD8(+) T cells in mice.
On the basis of this comparison and with regard to humans,
we shall focus first on expression of the transcription factor
Eomesodermin (Eomes) as a lineage marker of that population
of cells, and then on their innate functions (cytotoxicity and
TCR-independent [FN-y expression). along with their memory
phenotype, and on the roles of IL-4- and promyelocytic leukemia
zinc-finger factor (PLZF)-expressing T cells in differentiation of
these cells, hereafter referred to as innate CD8(4) T cells. We
shall discuss the use of membrane markers, particularly the
a4-integrin CD49d, in order to obtain a more well-defined
phenotype correlating with their functions and/or explaining
their possible physiological role. Finally, we shall discuss the
implication of innate CDE(+) T cells in anticancer immunity in
humans.

INNATE CD8(+) T LYMPHOCYTES IN MICE

Studies conducted shortly after 2000 by Forman et al. (5, &)
demonstrated the existence of CD8(+) T cells producing IFN-y
in response to innate signals occurring independently from the
TCR. These CD8{+) T cells possessed a CD44(+) CD&2L(-)
CD122(+) memory phenotype and, in vivo, provided pro-
tection against Listeria monocytogenes (LM) infection (3-7).
Their mobilization depended on the production of IL-12 and
IL-18. Interestingly, the Forman team subsequently showed
that this cell population was present in the thymus of C37BL/&
wild-type mice and that it was enriched in C57BL/&6 H-2
K=" mice not having undergone stimulation by foreign
antigens (7).

A second series of studies having to do with Itk (induc-
ing T cell kinase), Rlk—"- (resting lymphocyte kinase), or
Itk~~RIk~ mice led to identification of a population of thymic
CD8(+) T cells expressing an activated memory [CD44(+)
CD62l{—) CIM22(+)] phenotype and called IM CD&{+)
T cells (8-12). Interestingly, these cells developed in the
thymus and are exported to the spleen and the lymph nodes
{LNs} where they could fulfill an anti-infective function against
LM, particularly through production of IFN-y following TCR-
independent stimulation by IL-12 and IL-18. An important
point in the studies dedicated to this population has been the
demonstration that its differentiation depended on expression
of the Eomes transcription factor and IL-15 (13-15). Eomes
expression initiates the differentiation program of these cells
and induces the expression of CD122 (the § chain of the IL-2
and IL-15 receptor]. IL-15 has a critical role in the expansion
of IM CD8(+) T cells (&, 16). It should also be noted that
this population is present in Itk-“K"~D*" mice, a finding
suggesting that at least some IM CD&(+) T cells are selected
by non-classical major histocompatibility complex (MHC) class
I molecules (9, 17-19).

A final series of studies has described in mouse spleens
and peripheral lymphoid organs a population of activated
[CD122{+)] and memory [CD44i+) CD62L{-)] CD8{+)
T lymphocytes of which the differentiation into memory cells
ocours independently of any recognition of a foreign antigen.
This population consists in the so-called VM CD8{+) T cells.
As is the case with IM T CD&(+) cells, Eomes and IL-15 are
the two key factors in their differentiation. This population is
capable of producing IFN-y in response to innate stimulation by
IL-12 + IL-18 (11, 20-22).

The expression by mouse thymic IM CD&(+) T cells of some
integrins, such as CD49d [an a4-integrin, or VLA-a4, which
is most often matched with a f7-integrin (which is bound to
Madcam and VCAM-1 or CDN06), or a fHl-integrin], has been
described (14, 21, 23, 24). Hence, CD49d is used to discriminate
between IM and VM T cells (Figore 1A) arising from the
thymus or the spleen, respectively. In this model, a possible
filiastion link between IM CD2{+) and VM CD8{4) T-cell
populations remains to be investigated. A gating strategy to
identify IM/AVM CD8(+) T cells in mice, taking Eomes, CD44,
and CD122 together with CD49d as delineating markers is
depicted in Figure 1B and Figure 51 in Supplementary Material.
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Based on this gating strategy. in the C57BL/6 mouse strain,
the vast majority of memory [CD44(+) Eomes(+) CD122{+]]
CDE(+) T cells are IM CD8(+) T cells in the thymus vs. VM
CD8(+) T cells in the spleen, as attested by their differential
CD49d expression. Interestingly, in the BALB/c strain, thymic
IM CD&(+) T cells are minority cells among memory CD44(+)
CD122(+) Eomes(+) cells, raising the question of a possible link
between IM and VM CD&(+) T cells, as well as the association
of CI49d with the innate functions of IM/VM CDE(+) T cells
(see CIM49d, a Functional Marker of Innate CD8{+) T Cells
in Humans).

IL-15 plays a key role in the homeostatic expansion of CD&(+)
T cells, and it has been reported in several studies that this
cytokine is implicated in differentiation into VM CD8(+) T cells
after homeostatic proliferation (4, 25-28). However, August and
his team have shown that the size of the IMIVM CD8(+) T popu-
lation is not modified by T-cell depletion prior to bone marrow
transplantation, a finding suggesting that lymphoid precursors
are differentiated into IMMVM CD8(+) T cells following "tuning”
by cells expressing MHC class | molecules. Moreover, in the same
study, IMWVM CD&(+) T cells are distinguished from homeostatic
proliferation CD&(+) T cells by a different transcriptional profile
(29). Another study suggests that contrary to naive CD8(+)
T cells and homeostatic proliferation CD&(+) T cells, acquisition
of the phenotype of IM CD8&(+) T cells necessitates engagement
of their TCR (30).

EVIDENCE FOR NK-LIKE CD&(+) T CELLS
IN HUMANS

In parallel with the previously described work on mice, sev-
eral studies conducted in the early 20005 demonstrated the
existence in humans of CD8(+) T cell-expressing markers
and receptors of NK cells including CD56, KIR, NKG2A and
NEG2C (CD159a and ¢}, and CID94 (31-36). Several studies
precisely characterized the phenotype of the KIR(+) CDE(+)
T cells and showed that they possess an EMRA memory
phenotype [CD45RA(+) CCRT{—) CD57(+)] (33, 34). Finally,
Bjorkstrom et al. (33), showed that EMRA{+) KIR(+) CD&(+)
T cells have a skewed repertoire using fewer different V[ than
their EMRA{+) KIR{-} CD&{+) T cell counterpart, a finding
suggesting the role of antigenic pressure in the acquisition
of this phenotype. An equivalent to this population of KIR/
NEG2(+) CD8(+) T cells is present in human cord blood,
where they possess an EMEA memory phenotype and rapidly
express [FN-y following TCR stimulation (36). In fact, this
is a population of T cells that has been educated and has
differentiated in the absence of foreign antigenic stimulation,
into terminal effector memory T cells.

These KIR(+} CDE(+) T cells have a weaker response to TCR
stimulation than their KIRi— ) CD8(+) counterparts with regard
to the expression of [FN-y and TNF-a or to the degranulation
evaluated by CD107a staining. The KIR(+) CD8{+) T cells
expressing two different KIRs have a weaker response to TCR
stimulation than cells expressing a single KIR or without KIR (23,
34). Remarkably, this CD56({+) [or KIR(+}] CD8{+) T cell subset
responds quite effectively to innate stimuli, one example being

the association of IL-12 with IL-18 (37). The same team reported
that loss of this function in [L-12R patients is associated with
a risk of severe infections from intracellular germs, particularly
mycobacteria and Salmomella (37).

HUMAN NK-LIKE CD8(+) T CELLS
EXPRESS EOMES AND DISPLAY INNATE
FUNCTIONS

The study by Jacomet et al (38) showed that KIR{+) and/or
NEG2A(+) CD8{+) T cells preferentially express Eomes. These
KIR/NKG2A(+) Fomes(+) CD&(+) T cells have a memory
phenotype and share functional and phenotypic features (4,
38} with IM CD8(+) T cells in mice {8-11). Moreover, with
respect to KIRMNKG2A(-) CD8(+) T cells, they possess an
EMRA phenotype [CD45RA(+) CCR7(-)] and preferentially
express the surface molecule CD37, which is a terminal
differentiation marker (Figure 2A). Figure 2B shows a gat-
ing strategy designed to analyze these cells in human blood.
Remarkably, the majority (around 60-70%) of KIR/MNKGZA{+)
Eomes(+) CD&(+) T cells express the T-box transcription fac-
tor T-bet, a phenotype comparable to the phenotype described
for mouse VM CD8{+) T cells (22). These cells are character-
ized by increased frequency of CDN6(+) cells in comparison
to conventional memory [KIR/NEG2A(- ) Eomes(+}] CD8(+)
T cells. Moreover, CDM6 expression is substantially increased
in KIR/NKG2A{+) Eomes(+) CDE(+) T cells following £8 h of
IL-15 in vitre treatment (Figure 3A).

Together with their marked NK-like phenotype, a hallmark
of KIRMNEG2A(+) Bomes{+) CD&(+) T cells is their capacity
to rapidly produce large amounts of IFN-y in response to
innate-like stimulation by IL-12 + IL-18 (38). 50 it is that
among the CD&(+) T cells, 60-70% of those possessing a capac-
ity for innate response to IL-12 + IL-18 are KIR/NKGZA(+)
Eomes(+) CD8(+) T cells. Moreover, the frequency of the cells
producing IFN-y in response to IL-12 + IL-18 stimulation
is four times greater than that of the same cells stimulated
with anti-CD'3 and anti-CD28 agonistic monoclonal antibodies
(mAbs) (38). In the same way, these cells possess a cytotoxic
arsenal: perforin and granzyme B. They possess an innate
cytotoxic potential induced by an anti-CD16 antibody and
revealed by the CDN07a test, which assesses degranulation
(38). In the final analysis, these data demonstrate that KIRS
NEGZA(+) Eomes(+) CD8(+) T cells display innate activity
by responding to innate stimuli with response efficacy greater
than that of their response to adaptive stimuli (ie., via their
TCR), as has also been shown for innate T-cell populations
such as dendritic epidermal T cells {39].

A final element appearing to favor the innate character of
KIR/NKGZA(+) Eomes(+) CD&(+) T cells is their differen-
tiation without any exogenous antigenic stimulation, as it is
possible to show the existence of these cells in the fetal thymus
(40), and as our team has shown them to be present in cord
blood. Interestingly, in cord blood, they express an EMRA
phenotype with a lower CD37 cell frequency than in the adult,
suggesting that there exist supplementary steps in the terminal
maturation of these peripheral cells (38). Functionally, as is the

Frontiers In Immunology | wwiw.nontiersin.ong

March 2017 | Volume B | Arficie 316

119



Barbarin at al.

NK-Lika CDB+

T Cals Expressing Eomes

A B
Innate CD8{+) T cell

Total CD8+T

IL-15

Homeostasic
sxpansion

L@ —I-I—mftnmum

. '?’”

receptor [TOR}-pi+] COB(H cels, the Innats DB+

right comer.

\gm"g:«!’ 3\ 3 i&

r 1
/‘f i s
\/ / 1
| g
2|4
) ||.-1: "- ) [ .
L1t @ S W
Unkmnown INKT
ot Eomes

FIGURE 2 | The Innate CDS{+) T cells In humans. {A) Representative view of UMEn imate COB[) T cxllz. The Membrena markars KIAMKEIA, COSE, CDST,
CO45RA, and CO4Ed End nucieer renscription Sotore Enmes and T-bet defne this New uniqua Nnste COB{+) T-cal populstion flor dateli, sae Aat. (4, 35]| Innata
COB(+ T ceds N humeans have e capedty fo respond 1o IL-12 + IL-18 Anate-Ike stmustion. Thelr devesopment and homecstasts are reguisted by IL-15, IL-4
[presumably by PLEF[+) INKT celis], and expectedly typa | nterferons. Note that the prectse ongin (central ve. periphan) of nnate COS{4+) T-cell populstions In
Numans Femains Lnder debata, [B) Gating strategy for Innate COBK) T cells &mang peripharal biood mononuciear cells From healihy donors. Afier gating on T-ced
T cels are defned as KIR/MKG2AL) Eomesi+). Frequency of innate C0B(+) T calks ks dspiayed I e upper

w9

TCRap

\ C el
'-.I-. el
m—“ﬁ D8

'l.' Innate CD8+ T

I

Y

case in adult cells, these KIR/NKG2A(+) Eomes(+) CD8{+)
T cord blood cells express [FN-y after innate-like stimulation
by IL-12 + IL-1&

All in all, we described for the first time a CD8(+) T cells
population with innate features by associating Eomes and KIR/
WEKG2A markers with the capacity to respond to [L-12 + IL-18
stimulation. These features validate the KIR/MEGIA{4)
Eomes{+) CDE(+) T-cell compartment as a new member of the
innate T cell family in humans, and we have termed them innate
CD8(+) T cells (41).

There exist a number of hypotheses on the mechanisms
involved in the reprogramming of conventional T lymphocytes
into innate CDE(+) T lymphocytes. One of these assumptions is
based on a cross talk between [L-12R and TCR signalosome, in
which IL-12 recruits Tyk2 and Fyn tyrosine kinases to activate
CD3L-TCR signal transduction pathways (42).

Some studies conducted in mice suggest that IM and/or VM
CD8(+) T cells could be selected by non-classical MHC class
I molecules (9, 17-19). In humans, our results (Figure 52 in
Supplementary Material) show that a relatively small fraction
of KIR/NEKG2A(+) Eomes(+) CD8(+) cells are MAIT cells.
This finding suggests that at least some human innate CD8{+)
T cells could be selected by non-classical class | MHC molecules,
and it raises the possibility of the presence in this population
of cells being restricted by non-classical MHC class [ HLA-E
malecules (18]

CD49d, A FUNCTIONAL MARKER OF
INNATE CD8(+) T CELLS IN HUMANS

We have sought out other markers of innate CD8(+) T cells
in humans. Among them, we tested CD36. a marker in
humans associated with NK cells, but our results showed that
this marker is no more effective in distinguishing the innate
CDE(+) T-cell population than the KIR/NKG2ZA markers.
More precisely, this marker delineate only 20-30% of the
CD&(+) T cells expressing [FN-y after innate stimulation by
IL-12 + IL-18 {as opposed to the approximately 70% exhibited
by the KIR/NKG2A markers) [data not shown; (38)]. We also
tested (D161, of which the expression is a common feature
of human innate T cell subsets including iNKT cells, TCR-y&
T cells, and MAIT cells (43). However, as for CD36, CD161
is expressed by only approximately 20% of the Eomes(+) KIR/
NEG2A(+) CD8(+) T cells (Figure 3B).

Reasoning by analogy with the mouse model, we tested
CD49d expression by innate CDE(+) T cells in humans
(Figures 4A,B)._ Interestingly, the CD&8(+) T cells with the KIR/
NEG2A(+) Eomes(+) phenotype strongly expressed CD49d, as
compared to the CD8(+) T-cell population taken as a whole
{Figure 4A). Moreover, the majority (almost 70%) of the cells
with a more pronounced expression of CI)49d consisted in those
expressing [FN-y after innate-like stimulation by IL-12 4 [L-18
{Figure 4B). These results show CD49d to be dosely associated
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with the innate effector functions of the innate CDE{+) T cells.
On the other hand, CD49d cannot substitute for Eomes and
KIR/NKGZA, given the fact that only 20—40% of CD49d{+) cells
are actually innate CD8(+) T cells (Figure 53 in Supplementary
Material). However, as innate CDE(+) T cells arise from the
thymus, the functional link between higher CD49d expression
and IFM-y secretion in response to IL-12 + IL-18 stimulation
should be tested in cord blood, which is an accessible source
of cells providing an approximate reflection of thymic cells in
humans.

These results have led us to inguire about the biological mean-
ing of CI)49d expression by thymic vs. splenic (or [M vs. VM)
CD&(+} T lymphocytes in mice. The results of several teams (14,
21) suggest that contrary to thymic IM CD8(+) cells, splenic
(so-called VM) innate CD&(+) T cells do not express CD49d
(14, 21} (Figure 1). We have observed, as in humans, that a
large majority of splenic CD8(+) T cells expressing IFN-y after

innate-like stimulation by IL-12 + IL-18 were those harboring
the IM |Eomesi+) CD44(+) CD122(+)] phenotype (Figure 4C).
Moreover, these [FN-y-producing cells were mostly those that
maore pronouncedly expressed CIM9d as compared to the total
CD8(+) T-cell population {Figure 40)).

Taken as a whole, these different results suggest that CD49d
is associated with the innate-like functions of NK-like CD&(+)
T cells as much in humans as in mice. According to the f chain
with which CD49d is matched, the cells are variably liable to
migrate toward different territories. While the a4f7-integrin
is asseciated with the migration of T lymphocytes toward the
digestive mucosa, the a4fi1 -integrin is associated with migration
toward the oral mucosa, the salivary glands, the vaginal mucosa,
and the central nervous system (44, 45). Indeed, therapeutic
targeting of CD49d is used in treatment of multiple sclerosis
(MS). Several studies have documented the implication of
CD49d in the penetration of pathogenic T lymphocytes dur-
ing MS or experimental allergic encephalomyelitis (EAE) (46,
47). Taken together. these different observations raise the
possibility of the implication of the innate CD&(+) T cells in
the pathogenesis of M3/EAE.

THE FACTORS ASSOCIATED/IMPLICATED
IN CONTROL OF THE DIFFERENTIATION
OF INNATE CDE(+) T LYMPHOCYTES

In mice, differentiation of IM CD&(+)} T lymphocytes depends
on soluble factors such as type I IFN and the IL-4 and IL-15
cytokines,

Several studies have shown that IL-+4 favors the arising of
VM CD8{+) T cells {48-51). More recent studies confirm
the involvement of IL-4 in IM/VM CD8(+) T cell generation
with a more critical role being assumed in the BALB/c (22,
30) than in the C57BL/6 mouse strain (14). IL-4-producing
PLZF(+) T cells, including at least partially iNKT lymphocytes
(52, 53}, elicit the generation of IM CD&(+) T cells. Other
results from the Hogguist group confirm the link between
iNET PLZF(+) cells, IL-4, and IM CD8(+) T cell generation
by comparing different mouse strains (22). Figure 1B shows
the higher frequency of T CDE(+) IM in the thymus of BALE/c
in comparison with C57BL/6 mice. However, the August group
shows results suggesting that 11-4 produced by differentiat-
ing CD4(+) CD8(+) double-positive thymocytes controls the
generation of IM CD8(+) thymocytes in the Itk CS7BLf6
background (16, 29). As concerns VM CDE(+) T lymphocytes,
IL-4 is likewise at least partially implicated. IL-4 is likely to
act by eliciting Eomes expression, of which the action would
entail a heightened level of expression of CD122, and thereby
sensitize the cells to IL-15 (14, 16}

Type | IFNs such as IFN-f and/or IFN-u (24) could favor the
differentiation of lymphocytes to VM andfor IM CD8(+) T lym-
phocytes. The underlying mechanism described by the authors
is the induction of Eomes expression by naive CD8(+) T cells.

Finally, IL-15 is a determining factor in the maintenance
and/or homeostatic expansion of IM and VM CDE(+) T cells
(8, 14, 16).
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Few studies have addressed the role of these factors T cells in cord blood, suggesting that iNKT cells control the

in the development of innate CD8(+) T cells in humans
(38, 40). Interestingly, our own results (38) have shown a
relation of proportionality between PLEF expression in T and
iNKT lymphocytes and Eomes expression by innate CD&(+)

differentiation of human innate CD8{4) T cells. Dur resulis
in vitro (41) suggest that IL-4 favors Eomes expression and
the generation andfor expansion of human innate CD&+)
T cells.
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IS THERE A ROLE FOR INNATE CD8(+)
T LYMPHOCYTES IN CANCER
IMMUNOSURVEILLANCE?

There exist only sparse data in either humans or mice
describing the functions of innate CD&(+) T lymphocytes. An
initial set of results consisted in a demonstration in mice of a
protective role of IM/VM CD8(+) T lymphocytes against viral
(30, 54) and bacterial (11) infections. Our studies have been
focused on the numeric/functional status of innate CDE(4)
T lymphocytes during the multistep development of human
tumors.

Innate CD&(+) T Lymphocytes in Chronic
Myeloid Leukemia (CML)

Similarly to iNKT cells (55-58), innate CD8(+) T cells fulfill
functions providing them with anticancer potential Hence, a
deficiency of these cells in CML (Box 1) on diagnosis is likely
to constitute, as with iNKT cells (Box 2), an immune subversion
signature. If this is indeed the case, parallel study of INKT cells
and innate CD8(+) T cells in CML both at diagnosis and fol-
lowing molecular remission by tyrosine kinase inhibitor (TEI)
therapy could perhaps answer questions concerning a dynamic
process of generation of innate CD8(+) T cells in humans that
would depend on iNKT cells.

BOX 1 | Chronlc myalold leukemia (CML), & myeloprolferative
symdrome controdled by the iImmune systam.

Chnoric mysloid laukemia s the frst malignant disorder with a spechic genetic
sbnormedty In the background. | & due to the formation of the chimeric
oncopens BCA-ABL. This oncogene ks regponskole for the transformetion of
hamatopoletic siem calls (HEC) Into leukamic stam cels, which resuts In &
leukEmiC SyTome of meture myskold cels cheracterzing iha chronic phase
[CF) end Inaluctebly avoking, wihaout trestmant, to acute leukemia (55
The ABL domain of the chimenic oncogene BCA-ABL presants damguiatad
fyroeine kinese Sothity, which & responsioie for the fransfommation of the
HEC. Snce the outset of the 2000s, new CML feaiment has consistad In
the tymsne kinasa Inhibitors of BCA-ABL. Some arguments supgest tat
CML I & disaase In which the Immune systemn haz & key role [for review, e
Rel. (204 In addtion, durng the chronic phase of CML, numerous. Innate
somales N tha innate Immune Eystem heve been evidenced. Indeed,
oefectve dfferentietion of the pEsmanytold canantic cals, defactive IFN-u
production by mononuciesr cals, Bnd dalective functions of MK cals have
been cbservad |81, B2).

BOX 2 | Functional deficlency of IMKT cails In chronic phase of CML
[CML-CP) patients.

OUr team has SNown In CML-CP patents &t dlagncels a mejor datect In
the INKT Wmphocyts nctions, perticulany Bs concems thelr proifaratie
response to T-cal receptor (TCR) stmulation £2) end thalr cylotois ersend,
with & loss In the expresslon of penonn and FasL, two elements Implcatad
N cancer Immuncewrveliance by INKT cells In mice (57, £4). It must ako be
empnaskzed that tha INKT cels of CML-CP patients heve lost thair expression
of the tEnscription fechr promyelocytc leukemia Zinc-inger tactor End
N longer produce IL-4 durng TCR engagament: on the oiher hand, thay
show normal exprassion of A4y I companson with tha INKT lymphocytes
of haathy donors of pelients In complete ramission folowing frestment by
tyrosine Kinese InhibHors such es imatink mesyiate (53).

There exists a major defect in the innate CD8(+) T cells of
chronic phase of CML (CML-CP) patients compared to those of
healthy subjects or patients in complete remission following TK1
treatment (41). This numerical defect is associated with a loss of
IFM-y expression after innate-like stimulation by IL-12 + IL-18
cytokines and with a loss of degranulation afier stimulation via
CD16. On the contrary, IFN-y expression after TCR stimulation
{instead of IL-12 + IL-1& stimulation) by the same innate CD8{+)
T cells during CP is conserved, thereby showing that the func-
tional defect affecting our population of interest is innate rather
than adaptive. Finally, there exists a partial reconstitution in
CML remission patients of the frequency and functions of innate
CDa(+) T lymphocytes in terms of [FM-y expression in response
to IL-12 + I1-18 and as regards the displaying of cytotoxic func-
tions after CD16 stimulation.

In CML patients, the numerical and functional status of
innate CD&(+)} T cells seems closely linked to that of the
iNET cells. In analysis of & cohort of CP patients and those in
complete remission, we have observed a correlation between
Eomes expression by innate CD8(+) T cells and PLEF expres-
sion by iNKT cells (41). This finding underscores the possible
pathophysiological significance of IL-4 expression by iNKT cells
in CML patients; while deficient during the CP, IL-4 expression
is restored in remission (63) and could determine the status of
innate CD8{+} T cells during the disease or its treatment.

More generally, a scenario can now be outlined as a possible
explanation, during CML, for immune subversion of innate
CDa(+) T cells by leukemic cells. Immune subversion could
result from dysfunction of the antigen-presenting cells (APCs),
particularly leukemia myeloid dendritic cells (D(Cs) and their
environment; they might be considered as responsible for the loss
of function of the innate immune cells, including NK and innate
CDa(+) T cells. As regards iNKT cells, their loss of function
could be due to a loss of CD1d expression by the leukemic APCs
expressing the BCR-ABL oncogene [Figure 5; (65)]. The loss of
CD1d expression could reprogram iNET cells by favoring the loss
of PLZF expression and, consequently, of IL-4, thereby decreasing
their capacity to orient a differentiation of CD8(+) T cells into
innate CD#(+) T cells (Figure 5).

Another, non-exclusive hypothesis is that of a loss of IL-15
expression by leukemic cells or of the leukemic milieu, as has
been shown in colon cancer (66). A different study leads to the
suggestion that during CML, TEI might favor the capacity of the
DCs to trans-present [L-15 to T cells/NK cells {67). The scope
of these works should be broadened, leading to a search for a
defect in the expression and trans-presentation of [L-15 during
CML-CE Another relevant element is the loss in sensitivity to
IL-15 or signalization of the latter by the innate CD&(+) T cells.
Owur preliminary results suggest a loss in response to [L-15 by total
and innate CD8(+) T lymphocytes (Figure 54 in Supplementary
Material). The possible implication of this loss of sensitivity to
IL-15 in the dysregulation of the innate CD&(+) T lymphocytes
during CML-CP remains to be investigated.

To conclude, CML can be considered as a model in study
of the loss of innate effectors (MK cells) and innate T effectors
[INKT cells and innate CD8(+) T cells] and their relevance in the
leukemic process. The escape of leukemic cells from the immune
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FIGURE 5 | Continued
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system could depend on loss of the coordinated functions of the
effectors of classical innate immunity and innate T-cell immunity.

Innate CD&(+) T Lymphocytes and
Solid Tumors

Since we cannot rule out the possibility that the anticancer
role attributed to innate CD8(+) T lymphocytes is specific to

leukemia, we have sought to extend the scope of our hypothesis
on the antitumor role of the innate CD8(+) T lymphocytes by
assessing the presence of these cells in solid tumors or metasta-
sized tissues. The characteristics of tumor micro-environments
differ according to cancers, and it is for that reason that we have
assessed the presence of innate CDE(+) T lymphocytes in two
types of solid tumors: breast cancer and ovarian cancer.
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Study of lymph nodes (LN) invaded by tumor cells in breast
cancer has highlighted the significantly frequent presence of
innate CD8(+) T lymphocytes (Figure 6). The results of this
preliminary study seem to justify organization of a large-
scale study on breast cancer patients aimed at determining a
possible link between, on the one hand, the numerical and
functional status of the innate CD8(+) T cells present in the
invaded LN draining the tumor and, on the other hand, disease
prognosis.

Study of intra-tumoral lymphocytes in ovarian cancer has
shown the significantly frequent presence of innate CD8(+)
T lymphocytes, which are also present in the peritoneal carcinosis
of ovarian cancers and in ascite fluids (Figure 7). Interestingly,

there was a significant higher frequency of innate CD8(+) T lym-
phocytes in primitive tumors than in carcinosis (a proximity
metastasis), indicating that these cells not only penetrate tumors
in ovarian cancer but also might undergo immune subversion
in the peritoneal environment. Moreover, like in CML, our data
have shown a positive correlation between Eomes expression in
innate CD8(+) T lymphocytes and PLZF expression in iNKT cells
both in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and tumor
material (but not in carcinosis and ascite) from ovarian cancer
patients (Figure 7C).

Taken as a whole, these different results show that innate
CD8(+) T lymphocytes are present in tumors and probably inte-
grated in the dynamics of anticancer responses. However, at this
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time, it is not possible to determine their intra-tumoral functional
status and, more specifically, their prognostic usefulness.

Innate CD8(+) T Lymphocytes and
Immune Exhaustion in Cancer Patients
Mumerous studies have dealt with the role of Eomes in the
exhaustion of CD8(+) T lymphocytes during chronic infec-
tions or cancers {68-72). Our results in healthy donors (HIs)
attesting a significant proliferative response to [L-15 (Figure 54
in Supplementary Material) do not lend support to an exhaus-
tion phenotype of innate CD&(+) T cells in normal conditions.
During cancer progression, on the other hand, the elevated
frequency of innate CD&(+) T lymphocytes in contact with the

CONCLUSION

Taken together, having availed ourselves of different types of
empirical data, we propose that in humans, innate CD8{+)
T lymphocytes constitute a new cellular component that could
have a role in antitumor immunity. Our results during CML and
ovarian cancer are in favor of the existence of an axis composed
of innate T cells with an antitumoral potential, which consist of
iNKT cells and innate CD8(+) T lymphocytes. Differentiation
of these unconventional CD8(+) T cells in humans is associ-
ated with Eomes expression and could depend on IL-4 and
PLZFi+) iNKT cells. Our results suggest that during CML, these
innate CD&(+) T lymphocytes could be controlled by immune

tumor present in severely ill patients raises the question of their
possible exhausted immune-exhaustion status. Furthermore,
during CML, we have observed a functional defect in the innate
CD&i+) T-cell population, a finding suggesting not only that CML
innate CDE(+) T cells are in the process of being exhausted but
also that they could be a target of immune blocking checkpoints.
Monitoring multifunctionality of immune-exhausted CD&{+)
T cells co-expressing Eomes and KIR/NEG2A in patients with
solid tumors and CML will help to determine whether the evasion/
subversion mechanisms used by tumor cells also apply to innate
CD8(+) T cells in humans. At this stage, it would be interesting to
determine whether the innate CDE(4) T cells express CXCR3 and
CXCRS5, two chemokine receptors that were recently described as
being associated with CDE(+) T ymphocytes during cancers or
chronic viral infection and of which the proliferation is restored
following anti-programmed cell death 1 treatment (73).

checkpoints. While the results of our studies on solid cancers
corroborate our hypothesis concerning the role of innate CD8{+)
T lymphocytes in antitumor immunity, as of now we are unable
to determine whether this role is protective, permissive, and/or
detrimental in these other types of cancer.

METHODS

PBMCs from HD

Healthy donors were volunteers from the Pale Biologie Santé
(Poitiers, France). PBMCs were isolated from blood samples
by density gradient centrifugation {Histopaque®-1077, Sigma-
Aldrich), resuspended in 0% fetal calf serum with 10% DMS0,
and placed in a controlled rate freerer for cryopreservation at
—B0°C until use. For this series of data, age range was between 21
and 65 with a sex ratio of (L6,
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Clinical Breast and Ovarian Cancer

Samples

Invaded tumor-draining lymph nodes were collected from six
untreated luminal breast cancer patients undergoing standard
surgery at Institute Curie Hospital (Paris, France), in accord-
ance with institutional ethical guidelines. Precisely, all patients
gave informed consent in a written form in accordance with the
Dedaration of Helsinki for participation in this study, which
was approved by the scientific committee of the Institute Curie
Hospital.

Cells from tumors, carcinomatosis, peritoneal ascites, and
PBMCs were collected from eight untreated patients with ovar-
ian carcinoma undergoing standard surgery at CHU of Rennes.
Human samples were obtained from the processing of biological
samples through the Centre de Resources Biologiques Santé of
Rennes (BB-0033-00056). The research protocol was conducted
under French legal guidelines and fulfilled the requirements of
the local institutional ethics committee.

Tissue samples were cut into small fragments, digested with
0.1 mg/ml Liberase TL (Roche) in the presence of 0.1 mgml
DMase (Roche) for 15-30 min before the addition of 20% FCS.
Cells were filtered on a 40-pm cell strainer (B}, washed, and
cryopreserved for further study. Ascite cells were obtained after
centrifugation (400 g, 10 min).

Experimental Studies in Animals

The 8-to-12-week-old female C57BL/6]Rj Eomes-GFP transgenic
mice (74) and BALB/c wild-type mice (Janvier) were used and
bred in our animal facility (PREBIOS, Platform of Research and
Experimentation in Health Biology of the University of Poitiers)
under specific pathogen-free conditions. Spleen and thymus were
collected immediately after cervical dislocation. Splenocytes and
thymocytes were isolated and analyzed ex vive by flow cytometry.
In some experiments, splenocytes were cultured for 16 h in the
presence of 20 ng/ml of each cytokine (IL-12 R&D Systems;
IL-18: MBL International) prior to analysis by flow cytometry.
All procedures were performed in accordance with the recom-
mendations of the European Accreditation of Laboratory Animal
Care and French institutional committee of Poitou-Charentes
(COMETHEA, C2EA-84, no. 2016072216352833).

Cell Culture and Functional Assays

Peripheral blood mononuclear cells {1 % 10° cellsiml) were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-
inactivated FCS and antibiotics. For IL-12 4 IL-18 or IL-15
stimulation, PBMCs from HD were seeded at 1.10° cells/ml
into 24-well plates and incubated for 48 h with 20 ng/ml of each
cytokine {IL-12: R&D Systems; IL-18: MBL International; IL-15:
Miltenyi). Golgistop {BI} Biosciences) was added for the last 5h
of culture for IL-12 + IL-18 stimulation.

Flow Cytometry

In humans, phenotypic analysis of cells from HD or breast/
ovarian cancer patients was performed by flow cytometry
either ex vivo or after culture. Expression of different markers
was assessed by staining with appropriate combinations of the

following antibodies (mAbs): anti-TCR-afi BV421 (clone: P26,
BioLegend), anti-CD8 PE-Cy7 (clone: RPA-TB, Biolegend), anti-
IFN-y FITC (clone: B27, BioLegend), anti-TCR-Va7.2 BV421
(done= 3C10, Biolegend), anti-CIN6&1 PerCP-Cy55 (clone:
HP-3G10, Biolegend), and anti-Eomes eFluor® 660 (clone:
W98, eBiosciences). KIRMNKGZA referred to staining with
the mix of the three following antibodies from Miltenyi Biotech:
anti-KIR2D PE (cone: NEVFS1), anti-KIR3DLI/KIR3DL2
(CD158e/k) PE (clone: 5.133), and anti-NKG2A (CD15%a) PE
{done: REA110). For nuclear Eomes staining and intracytoplas-
mic IFN-y staining, cells were permeabilized with an anti-human
FoxP3 staining kit (eBioscience) and a Cytofix/Cytoperm kit (BD
Biosciences), respectively.

In mice, splenocytes and thymocytes were stained with appro-
priate combinations of the following antibodies: anti-TCR-f
PerCP-Cy5.5 (clone: H57-597, BD Biosciences), anti-CDE BV510
{done:- 53-6.7, BD} Biosciences), anti-CD44 PE-Cy7 (clone: IM7,
BI} Biosciences), anti-CD49d Vioblue (done: R1-2, Miltenyi
Biotec), anti-CD122 APC (clone: TM-B1, Biolegend), anti-CD4
PE {clone- RM4-5, BD Biosciences), anti-CD24 PE {cdone: M1/69,
BI} Biosciences), and anti-Eomes AF488 (clone: Danl lmag,
eBioscience). For nuclear Eomes staining and intracytoplasmic
IFN-y staining, cells were permeabilized with an anti-human
FoxP3 staining kit (eBioscience).

Dead cells were excuded using the Live/Dead® Fixable NearIR
Dead Cell Stain kit {Life Technologies). Cells were analyzed on
a Fortessa flow cytometer (BD Biosciences) or a FACSVerse™
cytometer with FACSuite™ software (BD Biosciences) using
Flowlo w10 {TreeStar, Inc.).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
version 7.0 (GraphPad Software). The statistical significance
of differences and of mean values was analyzed by the two-
tailed Wilcoxon test in Figure 3, paired t-test in Figure 4, and
Mann-Whitney non-parametric test in Figure 7. Results were
considered to be statistically significant when p < (.05,

ETHICS STATEMENT

All patients gave informed consent in a written form in accord-
ance with the recommendations of "the Declaration of Helsinki™
for participation in the study, which was approved by the
scientific committees of the Clinic Investigator Center Inserm
CIC-1402 (Poitiers, France), the Biological Resource Center of
CHU of Poitiers {NF 596-900 certification since February 2014),
the Biological Resource Center of CHU of Rennes (NF 536-%00,
certification since May 2009), and the Institute Curie Hospital
{Paris, France).

AUTHOR CONTRIBUTIONS

AB, EC, and FJ designed the experiments, performed the
experiments, analyzed and interpreted the data, and wrote the
manuscript. LL, MA, NN, NF, BM, and 5B contributed to sample
preparation from patients and healthy controls, designed the
experiments, performed the experiments, and analyzed and

Frontiars In Immunology | www. iontiersin ong

March 2017 | volume B | Arficie 316

128



Barbarin &t gl

NK-Lia CDBi+) T Calls Bxpressing Eomes

interpreted the data. EF, VC, and VL provided clinical samples
and contributed to the interpretation of data. AH and J-MG
together were responsible for the overall study design, super-
vised the project, and took primary responsibility for writing the
manuscript.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are especially indebted to Jeffrey Arsham for edit-
ing the English of their manuscript. They acknowledge Thierry
Walzer (Centre International de Recherche en Infectiologie,
INSERM Ul111-CNRS UMR 5308, Lyon, France) for the kind
gift of Fomes-GFP mice. They thank Christine Sedlik (Institut
Curie, Paris, France)} for fruitful discussions and help with samples
from breast cancer patients. They thank Image UP (Université de

REFERENCES

L. Godfrey DI, Uldrich AF. McCluskey [, Rosgohn . Moody DE. The bur-
geoning family of ucomventional T cells. Nt ferumal (2015) 16:1114-23.
dai: 10L1038/ni. 3758

1 Lanier LL Shades of grey - the blurring view of innate and adaptive immunity.
Nat Rev Ermmmenad (2013) 13:73-4. dai: 10U1038/nri3 359

3 h:m!l:.laeﬂ.}hgquinuhmmmq-Tnd]s.Mfmmd
(2015) 126:073-213. doi10. 1 00 6rbsai. 200 412,000

d \'a.nKaerLLnu:Lemdvi:tu:JmTciﬂsﬁlmmEur} Frrumal (2015)
45:1916-20. doi:1 001002 /e 20154576 1

5. Berg RE, Cordes I, Forman [ Comtribution of CDE+ T cdls o
innate immunity: IFN-gamma secretion induwced by IL-12 and IL-18
Ewr  [lvommol  (2002)  32:2807-16.  dioi:1001002/1521-4141(3002010)
310 2R0T-AID-TMMUZEI T 3.0.00:2.0

. Berg RE, Crossley E. Muorray 5, Forman | Memory COB+ T cells provide

innate immune protection against Liferia monocptopenes in the abssnce
of cognate antigen. [Exp Med (2003) [98:1583-93. doil0.1084em.
031051
. Sa ], Berg RE, Murray §, Forman J. Thymuos-dependent memary phenotype
CD8 T cells in naive BS.H-2Eh-/-Db-/. animals mediate an antigen-specific
response against Listeris momocytopenes. [ mmumol (2006} 175:6450-7.
dhai: 10 4048 jimmunol 175, 106450
8. Atherly L), Lucas JA, Pelices M, Yin CC, Reiner 5L, Berg L]. The Tec family
tyrosine kinases [k and Rlk regulate the development of conventiomal
COE+ T cells Imermmity (2006} 25:79-91. doi: 10,0016/ immand. 2006,
06012
g wc.ﬂmﬂuﬁmﬁﬂmmwm.m
LL, et al Akered development of CDE+ T cell lineages in mice deficient
for the Tec kinases Ek and Rk Immaurity {2006) 25:03-104. doi-10. 10167
i, 2006 0500 1
10, Horxi B, Mueller KT, HandeEaumnsILAn&armSM_hbpME,et:L
Heguirements for selection of cooventional and innate T lymphocyte lineages.
Evmanity (2007) 27-775-85, dioi:1 0, 1016/.immund. 2007.09.012
1L Hua ], Sshu N, Walsh E, August A. Memory phenotype CIME+ T cells with
imnate function ively develop in the absence of active Bk Frr [ Irmnod
(2007) 37:2882-6. doi 10.1 002/ efi. 200737311
12 Schaeffer EM. Browssard C, Debnath | Anderson 5 McVicar DW,
Schwartzherg PL. Tec fmily kinases modulate thresholds for thymocyte
and selection. | Exp Med (2000) 192:557- 1000, doi:10. 10845em.

1527 987

13 h‘lanuﬁM.TalnmﬂiﬂN.WbﬂryEL Lﬂngmrﬂl&L N'l:n'l]'lmp]'l'.
Palanivel VE, et al Effector and memary CDE+ T cell fate coupled by
T-het and Eomesodermin. Nat fmmumol {2005) 6:1236-44. do&10.1038/
mil 268

14. Sosinowski T, White JT, Cross EW, Haluseczak ©, Marrack B, Gapin L, etal
CD8x+ dendritic cell trams presentation af 11-15 o naive CD&+ T cells
produces antigen-inexperienced T cells in the periphery with memary

Poitiers) flow cytometry core facilities. This study was supported
by INSERM, CHU de Poitiers, Université de Poitiers, Ligue
contre le Cancer du Grand Ouest (Comités départementaux
de la Vienne, de la Charente, de la Charente Maritime et des
Deux-Sévres), Association pour la Recherche en Immunologie-
Poitou-Charentes {ARIM-PC), les Régions Aquitaine Limousin
Poitou-Charentes, Bretagne, Centre et Pays dela Loire (PlasTICO
project), Association Laurette Fugain, Ministére de la Recherche,
Sport and Collection, and INCa-DGOS 8638 (PRT-K 2015-052).

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found
online at hitp:/fjournal frontiersin.ong/article/ 10,3389/ fimmu.
2017.00316/ full#supplementary-material.

phenotypeandfunction ! bmmural( 2003} 190: 193647 _doi: 10409 fimmunal.
1203145

15. Zhoa X Yu 5, Zhao D-M, Harty IT, Badovinac ¥E Xae H-H. Differentiztion
and persistence of memory CDE(+ ) T cellsdepend on T cell factor 1. brmumity
(2000) 33:229-40. doi 10,100 & immuni. 3010.08.002

L. Prince AL, Kraus Z, Carty 54, Mg C, Yin CC, Jordan MS, et al. Development
of inmate CIM+ and CDE+ T cells in Itk-deficient mice is by
distinct pathways. [ Imomuned (2014) 193:688 99, doi:l 04 Emmuncl.
1302055

17. Cha H, Bediako ¥, Xa H, Chai H-J, Wang C-B. Positive selecting cell type
determines the phenotype of MEC dlass Th-restricted CI08+ T cells. Proc Nad!
Acad 5ci U5 A (2001} 108:13241-6. doi: 10,107 3/poas 1105118108

18 KimH-], Verbinnen B, Tang X, LuL, Cantor H_ Inhibition of follicular T-helper
cells by CDB(+) regubtory T cells is essential for self tolerance. Mature (2010}
A67-328-32. dii: 10 1038/ nature 05370

19, Urdzhl KB, San }C, Bevan M. Positive saection of MHC chss Ib-restricted
CD&(+) T cells oa bs::atup-uieﬁ: celle. Nat Irevarod (2002) 37720
doi: 101038/ nidl 4

0. Akoe A, Les I.Y, Jameson SC Derfvation and maintenance of virtul
memory COB T cells. | Smmeumal (2002) 185:2516-23, doi 1043 Emmuncl.
11az213

21, Halusrczak €, Akue AD, Hamilton 5E, Johnson LDS, Pujnauski L,
Teodorovic L. et al The antigen-specific CDB+ T cell repertoire in
unimmunized mice includes memary phenotype cells bearing markers af
homeostatic expansion. | Egp Med (2009} 206:435-48. dor10. 10847 em.
JOOE1BIG

22 Le= ]-Y, Hamilion SE, Akue AL, Hogguist KA, Jameson 5C. Virtoal memory
CD& T cells display unique functicnal properties. Proc Natl Acad 5ci 7 5 A
(2003) 110:13498-503. dai: 10,1073 poas. | 307572110

23 Marshall HD), Prince AL, Berg L], Welsh RM. IFM-alpha beta and self- MHC
divert CO8 T cells imo a distinct differentiation pathway characterized
by rapid acquisition of effsctor functions. J bmreumal (20100 185:1419-38.
doi: 10 AM Y Emmuncl 1001 140

24, Martinet V, Torvon 5, Torres 1D, Azoux A, Nguyen M, Kohler A, =t al Type
1 interferons regulate Fomesodermin expression and the development of
unconventional memory CIDB(+) T cells. Nat Commm (2015) &:7085.
doi: 101038 noommis80E2

15 Becker TC, Coley 5M, W'hen'p EJ, Ahmed E. Bone mamow is 2 preferred
=ite for homeostatic md’mqﬂﬂlTsﬂh}Imdem}
174126573, dioi: 104049 fimmuncl 1 74.3. 1268

26, Cho B, Rao VB Ge Q. Eisen HN, Chen |. Homeostasis-stimulated prolifer-
ation drives naive T cells to diferentiate directly into memory T cells. | Exp
Med (2000) 192:549-56_ doi 10,1 0847em 192.4.549

7. Galdrath AW, Bogatzki LY, Bevan MJ. Maive T cells transiently acquire a
memory-like phenotype during homeostasis-driven profiferstion. | Exp Med
(2000) 192:357_64. doic 10,1084 femn_192.4. 557

28 Murali-Krishna K, Ahmed B Cutting sdge-naive T calls masquerading asmem.-
ory cells. | fremrrural (2000) 165:1733-7. dioi: 1 04049 fimmunal 16541733

Frontiars In Immunology | www.frontiersin.ong

March 2017 | violume B | Aricie 21E

129



Barbanin & &l

Mi-Lia CDB(+) T Cals Expressing Eomes

28

3L

kvl

33

34

35

ar.

38

e

an.

41

43.

a4

45.

Hoang W, Hu |, August & Cutting sdge innate memaory CD8+ T cells are
distinct from homeostatic expanded CDB+ T cells and rapidly respond 1o
primary antigenic stimoli [ ivemmol (20030 190:2490-4. doi10.40457
jmmunol 1202088

Renkema KR, Li G, Wu A, Smithey M], Nikolich-Zugich | Two separate
defects affecting true naive ar virtual memory T cdl precarsors combine
o reduce naive T cell responsas with aging, J fremumd (2004) 192:151-5.
dai: 104048 jimmunol | 301453
Al]:ﬁuLch:ﬂmnS.DcFJﬂmE.knm.dE. I-Iuardﬂ.h]m:iﬂ'un
of inhibitory KIR is confined to CDE+ effectar T cells and limits their
proliferative capacity. Fur Jimmumcd (20040 34:3413-22. doi10.10027
el 200324756

Arlettaz I, \’il:lﬂl.dzﬂamﬁ.DqﬂmannS.Cl:quﬁB.HmﬂB.ﬂal
Acthating CDOENKG2C and ichibitory CDSNEGIA receptors are
cytes. Enr | [rarmamed (20064) 34:3456-64. dod: 10, 10027, 200425210
Bidrkstriom M¥, Béxat V, Cichocki E, Lin LL, Levine |, Larsson §, et 2l. CD8
T cells express randomly selected KIRs with distinct specificities compared
with NE cells. Blood (3012) 120:3455-65. doi10L1 182blood - 201 2-03- 416867
Humard B, Bardsson L. A subpopulation of CI8+ T cells specific for mela-
nocyte differentistion antigens expresses killer inhibiinry receptors (KIR)
in healthy donors evidence for 2 role of KIR in the contral of peripheml
tolerance.  Eur [ bwemmol (20000 30:0665-75.  doi:10L1002/1521-4141
(200006) 3006 < D665 ATD- IMM U 1665 3000522

wan Veken LT, DMez Campelo M, van der Hoorn MA, Hagedoorn RS, van
Egmond HM, van Bergen |. et al. Functional analysis of killer Ig-like recep-
tor-expressing, cptomegalovirns-specific T8+ T cells [ frormonsd (2008)
1E2-92-101. dioiz1 0.4049 fimmunal. 1 82_1.92

Warren HS, Rana PM, Risger DT, Hewitt KA, Dahlstrom JE, Kent AL CD8
T cells expressing killer Ig-like recepors and MEGEA are present in cord blood
and express 2 more naive phenotype than their counterparts in adult Blood.
T Lewckoc Biof (2006) 7%:1252-5. doi10.1 189 Th.0005538
anaS.CnpetE.d:B:mmﬂanTmMS.hnnmE.BaFE.
et al. A role for interleukin-12/23 in the maturation of human natural
killer and D56+ T cells in vive. Blood (2008) 111-5008-16. doi10.11827
Blood-2007-11-122259

hcomet F, Cayssials E, Bashoas 5, Levescot &, Piccirilli N, Desmier 1, e al.
Whﬁmmmmmcnﬂo}nmm{o}
T cells in human adults and cord blood samples. Eur | fmmumol (2015)
45192633, dioi: 1 0. 10025 201545539

Wencker M, Turchinovich G, Di Marco Barros B, Deban L, Jandke &, Cope
A, etal Innate-like T cells straddle innate and adaptive immunity by altesing
antigen-receplor responsivenss Not fromuncd (2014) 15:80-7. doc10. 10387
ni.2773

Min HS, Lee Y], Jeon YK, Eim EJ, Kang BH, Jung KC, et al MHC dass
11-restricted interaction between thymocytes plays an essential rale in the pro-
duction of innate CDE+ T cells. J bmmaumal (2001) 156:5749-57. doi10.40457
jmmunocl 1002825

lacomet F, Cayssials E, Barharin &, Desmier 1, Bashoos 5, Lefivre 1, et al. The
Eypothesis of the haman iNKT/innate C1&(+) T-cell axis applisd to cancer:
Mﬂmﬁ:ﬁtnﬂdmcyindlmkmydnidlcmﬁnm Emrumal (2018)
T8, doi: 10,3389 immu. 20 16. 00688

Goplen NEB Saxena V, Knodsan KM, Schrum AG, Gil I, Daniels MA, = al
IL-12 signals through the TCR to support CDE inmate immune responsss.
J bmrmmmol (2006} 197:2434-43. doi 10,4048 fimmunal 1600037

Gao ¥, Williams AP Bole of innate T cells in anti-bacterial immunity. Fromt
Frmmenod (2015) 6:302. doiz10.3385% Emmuwe 201 500302

Denuce O, Mitchell 15, Shimizu Y. Integrin function in T-cell homing o
Ermmenad (2009 20871058 doi 10,161 5 Critherlmmunal v 286210
Martin-Elondel G, Pignolet B, Tietz 5, ¥shii L, Gehauer C, Perinat T, et al
Migration of encephalitogenic CDB T cells into the central nervous system.
= dependent on the aifil-integrine Fur Jiwemol (20050 45:3302-12
dhai: 101002 /i 201545632

Polman €, Schellskens H, Hillestein ] Mewtralizing antibodies 1o inter-
feron-beta may persist after cessation of therapy: what impact could
they hawe? Mult Scler Houndmills Basimpstoke Frgl (2006) 122456
dhai: 10119171 35248506ms1 284ed

47

45,

S0,

5L

52

53

54

55

56,

57.

S8

58

6l

Chen ¥, Bord E, Tompkins T, Miller 1, Tan C5, Kinkel BB et al Asymptomatic
Imﬁ\uﬁmd'ﬂ:rirminpﬂﬁmhmmdﬁﬁ mhlimmﬂ:.NEﬂﬁ}M
(2009) 3610067 - T4 doi: 1001 D66 NE] Moa 0304 267
Baymian 0, Eovar M, Robinstein MP, Surh CD, Sprent |. Selective stimulation
of T cell subsets with antthedy-cytokine immune complenss. Scisnce (2006)
31119247, di: 1001 1 26/ science 1 122627
Ueda M, Kuki H, Kamimara I, Sawa 5, Seino K, Tashiro T, et al CD0d-
restricted MET cell activation enhanced hameastatic proliferation of CD&+
T cells hnmﬂm&pﬂﬂ.ﬂimﬂrimmﬁ (2006} 18:1397-404.
doi: 10,183 mbmm/ dxl073
Marris $C, Heidorn 5M, Herbert DR, Perkins C, Hildeman DA, Khodoan
MV, =t al. Endogenously produced IL-4 nonredundantly stimubtes
Co8+ T cell proliferation. | femoumol (2008) 182:1428-38. doi10.40457
jFmmuncl 182.3.1429
Mhbitthon-Eobo F-M, Vocanson M, Michallet M-C, Tomkowiak M, Cottalorda
A, Angelov G5, udchmmﬂ;cmm:ﬂmmcus
T cell subset generated under sterile infl ainry i I !
(20003) 182:3846-54 doi: 10.4M Y jimmunal B80Z438
Verykokakis M, Boos MDD, Bendebe A, Kee BL SAP protein-dependent
nztural killer T-like cells regulate the development of CIE(+) T cells with
inmate lymphocyte characteristics. fromamity (2010) 33:205-15. doe 10,1016
mnmuni. 201007013
Weinreich MA, Odumade (A, hmeson 5C, Hogquist KA. T cels expressing
the tmnscription factar PLEF regubte the devdopment of memory-like
COE+ T cells. Nt brmmenol (2000) 11:708-16. doi 10.1038/ni. 1895
Le= &, Park 5P, Park CH, Kang EH, Park 5H. Ha 5., et al 11-4 induced
inmate CDB+ T cells control viral infection. PLof Pathog (2015)
1120005193, doi 10L137 Ljournal ppat 1005193
Fujii 5-1, Shimizu K, (kamoto ¥, Kunii N, Nakayama T, Motohashi 5, et al
NET cells as an ideal anti-tamor immunotherzpeutic. Front fmmeumal (2003}
A0, doi: 10,3352 i, 201300408
Crowe NY, Smyth MJ, Godfrey DL A critical role for nataral killer T cells
i veillance af methylcholanthrens induced J Exp Med
(2002) 19¢6:119-17. doi10.1084.fem 20020092
Semyth MJ, Thia Y, Street SE, Cretney B, Trapani A, Taniguchi M, et al
Differential twmor surveillinee by natural killer (MED) and NET cells [ Exp
M (2000) 191:651 -8 doi-10.1084fem. 191 4661
Street SE, Cretney E, Smyth ML Perforin and interferon-gamma activities
independently contral tumor indtiation, growth, and metistasis. Blood (2001}
S7-192-7. dioi:10.1 182 blood VOT.1.152
]i:baurE.Kam:.rpmH Chronic myeloid levkemdz: 2004 update on
g, amd ent. Am | Hematol (2004} BG:547-56
dnl:lﬂ.]mll'a;hlml
Guilhot E Roy L, Saulnier PJ, Guilhot |, Barra A, Gombert J-M, et al
Immunaotherapeutic approaches in chronic myelogenows leukemin Lenk
Lympshoma (2008) 49:629-34. doi 10, 10B0S 10428 150801527510
Maohty M, Jourdin E, Mami NE, Vey M, Damaj G, Blaiss I, &t al. Imatinib
levkemia. Blood (2004) 10346568 doi10.1 182bleod - 2003-09-3220
Verfaillie . Kay N, Miller W, McGlave B. Diminished & LAK cytotouicity
and proliferation accompany disease p ion in chronic myelog
leukemia. Blood (1990) 76:401-8.
Hossignal A, Levescat A, Jacomet E Robin A, Bashows §, Girsud C, et al
Evidence for BCR-ABL-dependent dysfunctions of iNET cells from chranic
myeloid leukemia patients. Eur [ freoramol (2002) 42187005, do10.10027
efL201 142045
Wingender (G, Krehs P Beatler B, Kronenberg M. Antigen-specific opto-
eoxicity by invariant NEKT cells in vivo is CIRSMCDITE- and is
coevelated with antigenic potency. | Iramaarol (2000} 185:2721-9, doi-10.4048/
jfmmunol 1001018
Bashows §, Levescot A, Piccinlli N, Bnﬂ.lﬂ['GLIﬂ]:thFRﬂj’]..!lilTb!
Bho-ROCE pathway asa new pathological mechanism of i
mmdn'mm}ﬂndkuhm&fﬁﬁﬂ{mlﬂmlmdm]ﬂlm
path 4779
Mlecnik B, Bindea G, Angell HE, Saso M5, Obenauf AC, Fredriksen T, etal
in sitn lymphocyte proliferation and survival of cancer patients. 5o Trard
Med (2014) 6:228r2 %7, doi: 1001 1 26/ scitransimed 3007240

Frantiars In iImmunology | ww:frontisrsin ong

KMarch 2017 | voume B | Artice 316

130



Barbarin at &l

NK-Lia COBY+] T Cals Epressing Eomes

7.

7L

Pawers TJ, Dubovsky JA, Epling- Barnette PE. Moscinski L, Zhang L, Mustjoki
5 et al. & malecolar and functional analysis of lrge granular ymphocyts
expansions in patients with chronic leukemia treated with
tyrosine kinass inhibitars. Leuk Eymphoma (2011) 52:668-75. doi10.3108/
10428 194.2010.550074

Whierry EJ, Ha 5], Kaech 5M, Haining WH, Sarkar 5, Kalia V, et al Malecular
signature af CD8+ T cell evhaustion during chromic viral infection. fnmumity
(2007} 2767084, doi 1010 &, imrmuni. 3007 09.006

. Paley MA, Kroy DC, Odorizd PM, Jobnnidis B, Dolfi DV, Barnett BE,

et al Progenitor and terminal subsets of C138+ T cells conperate to contain

chronic viral infection Sciemce (2017) 338:127005 doic10.1136/science.

1229620

Gill 5, Vasey AE. De Souza A, Baker |, Smith AT, Kohrt HE, et al Rapid

development of exhaustion and down-regulation of Bomesodermin limit the

antitumar activity of adoptivey transferred murine natural killer cells. Biood

{2012} 119:5758 68 dor10.1 182 bleod-2012-03-415364

Lu B, Chen L, LinL, #hu ¥, Wu C, Jang [, et al. T-cell-mediated tumar immaune

sarveilbnce and expression of B7 co-inhibitory maolecales in cancers of the
upper gastrointestinal tract fereumal Bes (20110 50:269-75. do&10. 10077

:lm}ﬁ-ﬂ”-‘sﬂ?g‘

Dielmann A, Letsch A, Woanenmacher A, Miller K, Keilholz U, Busss &

Favorable progrostic mfluwence of T-box transcription factor Eomesodermin

in metastatic renal cell cancer pati Cancer b [ brreem
65218192, doi: 10, 1007 /5 00262-015-1786-1

Im 5], Hashimoto M. Gerner MY, Lee |, Kissick HT, Burger MC, et al. Defiing
CD&(+) T cells that provide the proltferative barst after PO 1 thermpy. Nature
(2016) 537:417-21. doi10. 1038/ nature] 9330

Diaussy C, Faure F Mayol ¥, Viel 5, Gastsiger G, Charrier B, et al. T-bet and
Eomes instruct the of two distinct natural killer cell lineages in
the Ever and in the bone marrow. J Exp Med (2014) 21 1:563-77. doi:10.1 084/
Jem. 20131560

Conflict of Interest Statement: The zuthors declare that the research was con-
ducted in the absence of any commerdial or financial relationships that could be
construed as 2 potential conflict of interest.

Capyright & 2007 Barharin, Cayssials, facomet, Nunez, Bashaus, Lefévre, Abdalialr,
Piccirilll, Morin, Lavoue, Cairas, Piaggio, Herhelin ard Gombert. This s an
open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Atribution
Licenze (OO0 BY). The use, distribution ar reproduction in other forums &5 permit-
uimvnﬁdﬂuﬂmfmnﬁwﬁlwmwmndﬂnﬂﬁatﬂzmd
Mh&mmﬁupmdumm‘.md i with ! i practice.
Mo use, digtribution or reproduction is pcnmndnﬁxﬁdnsmrﬂwpfywﬁnﬁm

ferms.

ther (20116)

i

Frontiars In IMmunoiogy | wesv. rontiersin.ong

16

March 2017 | Voume B | Arficie 318

131



SSC-A

CD4

Thymus Spleen

C57BL/6 BALB/c CS57BL/6 BALB/c

cD8

Supplemental Figure 1

Gating strategy for total T CD8(+) cells in
C57BL/6 and BALB/c mice. Total T CD8(+) cells
were defined as TCRP(+) CD4(-) CD8&(+) and as
TCRp(+) CD8(+) in the thymus (left panel) and in the
spleen (right panel), respectively.
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Supplemental Figure 2

Innate CD8(+) T cells comprise a small fraction of
MAIT cells. PBMCs from healthy donors (n=9) were
analyzed ex vivo by flow cytometry. (A) One
representative  sample is shown for MAIT
(CD161(bright) TCR-Va7.2(+)) cells among total
(upper panel) and innate (lower panel) CD8(+) T cell
subsets. Frequency of MAIT cells is displayed in the
gate. (B) Full cohort is shown for the percentage of
MAIT cells among total and innate CD8(+) T cells.
Statistical analysis: Wilcoxon test, ns: non significant.
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Supplemental Figure 3

CD49d"" cells contains only a part of innate
CD8(+) T cells. PBMCs from one representative
healthy donor were analyzed ex vivo by flow
cytometry after gating on CD3(+) CD8(+) T cells.
CD49d Eomes(+) cells contain less than 20% of
innate T CDS8(+) cells based on Kirs/NKG2A
expression (A), while innate CD8(+) T cells are
mainly CD49° (B).
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Supplemental Figure 4

Loss of response to IL-15 by CD8(+) T cells and
innate CD8(+) T cells in CML-CP patients.
PBMCs from five healthy donors and five CML-CP
patients were labeled with CFSE, cultured 7 days in
the presence of IL-15 (20 ng/ml) and then analyzed
by flow cytometry after gating on CD3(+) CD8(+) T
cells. Percentage (mean = SEM) of CFSE"Y cells are
shown for total (A) and innate (B) T CDS8(+) cells.
Statistical analysis: two-tailed Mann-Whitney test, **
p<0.01.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les options utilisees dans la lutte anticancéreuse font desormais appel, non seulement a la
chimiothérapie traditionnelle, mais également a des traitements immunomodulateurs visant a
booster/réactiver la réponse immunitaire antitumorale. Les LT conventionnels concentrent
depuis de nombreuses années les stratégies d’immunothérapies développées dans le domaine
de I’immuno-oncologie avec notamment 1’essor des agents ciblant les ICP (pour immune
check-points). Les molécules bloquant 1’activit¢é des ICP inhibiteurs CTLA-4 et PD-1,
dénommeées ICI (pour ICP inhibitors), en I’occurrence les AC anti-CTLA-4, anti-PD-1 et anti-
PD-L1, permettent de réactiver la réponse immunitaire antitumorale et sont la téte de pont de
cette révolution de I’'immunothérapie.

Cependant, les cellules cancéreuses peuvent échapper a la reconnaissance et a la destruction
par les LT en exprimant a leur surface des antigénes d’origine endogéne de faible
immunogeénicité et en perdant I’expression des molécules du CMH de classe 1. Par conséquent,
on assiste dans de nombreux cancers, tels que les lymphomes non hodgkiniens (Ansell, 2017),
non pas a la mise en place d’une réponse T effectrice, mais a ’instauration d’une tolérance
immunologique vis-a-vis de la tumeur. Dans ce contexte, les stratégies visant a promouvoir
I’activité antitumorale des effecteurs du SI inné suscitent un vif intérét. A titre d’exemple, des
molécules, en ciblant I’interaction entre CD47 a la surface des cellules tumorales et SIRPa a la
surface des macrophages visent a rétablir 1’activité de phagocytose des cellules cancéreuses
(Tun Am and Ansell Sm, 2020). Les cellules NK font aussi 1’objet de stratégies innovantes
pour faciliter/amplifier leur cytotoxicité vis-a-vis des cellules tumorales telles que les AC
bispécifiques (par exemple ’AFM 13 qui relient CD30 exprimé a la surface des cellules
lymphomateuses et le récepteur CD16A des NK (Tun Am and Ansell Sm, 2020) ou encore les
CAR-NK. En paralléle, nos connaissances sur les LT innés progressent et il existe un intérét

croissant pour ces LT en raison de leurs propriétés fonctionnelles de type « NK-like » et des
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applications potentielles qui en découlent pour le traitement des cancers. Certains essais
cliniques portant notamment sur les INKT et les LT-yd ont été menes (cf. Introduction
Générale ; chapitres 111.1.4 et 111.2.2).

De maniere intéressante, des LT CD8 naifs capables d’acquérir un phénotype
mémoire/activé en 1’absence de contact et de reconnaissance d’un antigéne étranger ont été
décrits chez la Souris, et dénommeés « antigen inexperienced memory phenotype T-cells ». Si
le phénotype mémoire est acquis par les LT CD8 au cours du processus de différenciation
thymique, on parle de LT CD8 IM. Tandis que si ce phénotype résulte d’une reprogrammation
en périphérie, on parle de LT CD8 VM. Les LT CD8 IM et VM possédent des propriétés
fonctionnelles NK-like, les rendant capables de s’activer de maniere indépendante de leur TCR,
c¢’est-a-dire de la reconnaissance d’un antigéne présenté par des molécules du CMH de classe
I. Soulignons, de plus, qu’une premiere preuve expérimentale de leur implication dans
I’immunité antitumorale a été trés récemment apportée chez la Souris (Miller et al., 2020).
Chercher a identifier de telles populations de LT innés chez ’Homme prend tout son sens dans
une stratégie de recherche d’effecteurs antitumoraux dotés de fonctions innés a cibler/valoriser.

Notre laboratoire s’inscrit depuis une dizaine d’années dans cette démarche et a été capable
d’imposer les LT CD8 innés comme un équivalent humain des LT CD8 IM/VM (Jacomet et
al., 2015; Kaer, 2015). La description des LT CD8 innés chez I’Homme demeure a approfondir
tandis que leur implication dans I’'immunité antitumorale et le développement de stratégies

thérapeutiques basées sur I’exploitation de leur fonctions NK-like sont & éprouver.
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LES LT CD8 INNES EN CONDITIONS PHYSIOLOGIQUES
CHEZ L’HOMME

Les LT CD8 innés (cellules T TCR-a* CD8" Eomes™ KIR/NKG2A™), que nous avons
identifiés chez le sujet sain représentent un potentiel équivalent humain des LT CD8 IM décrits

chez la Souris (Jacomet et al., 2015; Kaer, 2015).

1.1.CD49d, une signature des LT CD8 innés chez ’Homme ?

Chez la souris, les LT CDS8 IM sont caractérisés par 1’expression de CD49d ; par analogie,
nous avons étudié I’expression de CD49d par les LT CD8 innés chez I’Homme. De maniére
intéressante, le contingent LT CD8 inné exprime fortement ce marqueur et son niveau
d’expression est clairement associé a leur statut de LT inné (sécrétion d’IFN-y en réponse a IL-
12+IL-18), il peut ainsi, de maniere remarquable, faire office de signature fonctionnelle des LT
CD8 innés. Cependant, ce marqueur ne permet pas de délimiter le contingent LT CD8 inné
dans le sang périphérique chez I’Homme sans [’utilisation des marqueurs Eomes et
KIR/NKG2A. Ce point aurait été pourtant d’un intérét expérimental majeur pour trier au sein
des LT CD8 totaux, notre contingent d’intérét LT CD8 inné, sur la base de marqueurs
membranaires exclusifs et donc sans perméabilisation, laquelle compromet des analyses
fonctionnelles ultérieures apreés tri cellulaire.

1.2.Répertoire TCR des LT CD8 innés, comment examiner son caractére
autoréactif ?

De nouvelles données sur 1’ontogénie et la specificité antigenique des LT CD8 IM ont été
tres récemment publiées chez la Souris. Leur développement comprend, a 1’instar des LTreg
Foxp3™, une étape thymique faisant interagir leur TCR avec des ligands endogénes au sein de
niches « spécifiques ». Leur TCR a une diversité de répertoire restreinte et de caractére auto
réactif (Miller et al., 2020). Nous postulons que le répertoire TCR des LT CD8 innés posséde

ces mémes caractéristiques chez le sujet sain adulte.
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Pour questionner, chez I’ Homme, le caractére autoréactif du TCR des LT CD8 innés, nous
proposons d’incuber des PBMC (pour peripheral blood mononuclear cell) avec des tétrameres
HLA-A*0201 charges de peptides endogenes dérivés du FBA (pour fructose biphosphonate
aldolase) et de la kératine (KER) (Barnea et al, 2002, Weinschenk et al, 2002) puis d’analyser
la fréquence des LT CD8 innés au sein du pool de cellules tétrameres positives. Pour tester
directement chez I’Homme, le phénomeéne de tolérance vis-a-vis de LT CD8 innés auto-réactifs
au stade de la selection thymique, nous mesurerons la fréquence des LT CD8 innés
reconnaissant un épitope « male » spécifique du chromosome Y, déenommé SMCY (équivalent
du H-Y murin) chez des sujets HLA-A*0201* (meadows et al 1997). En comparant les données
obtenues chez les hommes et les femmes, nous pourrons estimer la proportion de LT CD8 innés
spécifiques de SMCY qui échappe au phénomene de délétion clonale chez les hommes.

Des expériences complémentaires pourront étre réalisées a partir de cellules mononucléées
du sang de cordon placentaire. En effet, le sang de cordon est un systeme qui, par définition,
est enrichi en LT mémoires de type IM (Jacomet et al., 2015; Min et al., 2011; Warren Hs et
al., 2006). Les résultats seraient encore plus robustes si cette réactivité vis-a-vis d’antigénes du
soi était testée a partir de thymocytes CD8 innés. Il faudrait, dans ce cas, envisager de disposer
de prélévements thymiques a la suite de la réalisation de chirurgie cardiaque chez le nouveau-
né.

1.3. Perte du potentiel prolifératif des LT CD8 VM chez I’Homme et la Souris avec
I’avancée en age : sénescence ou exhaustion ?

Quinn et al. ont rapporté en 2018, chez la Souris, que les LT CD8 VM (CD44"CD49d")
perdaient avec 1’age leurs capacités a proliférer en réponse a une stimulation polyclonale de
leur TCR (stimulation anti-CD3g, anti-CD8a, et anti-CD11a en présence d’IL-2), lesquelles
sont en revanche maintenues en réponse a I’IL-15. De maniére intéressante, ce défaut

prolifératif via le TCR n’est pas restauré aprés transfert adoptif de LT CD8 VM de souris
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« &geées » chez des souris « jeunes », indiquant I’origine intrinséque de ce dysfonctionnement.
Les auteurs ont aussi documenté par des analyses transcriptomiques et phénotypiques que les
LT CD8 VM des souris « agées » avaient un profil de type « sénescence » plutdt que d’
« exhaustion ». Leurs données publiées chez ’Homme, montrent, a 1’instar des observations
faites chez la Souris, que la prolifération des LT CD8 VM (CD45RA"* PanKIR/NKG2A*) en
réponse a une stimulation polyclonale de leur TCR (anti-CD3g, anti-CD11a) est fortement
réduite tandis que celle des LT CD8 « central memory » (CD45RA", CD27") et LT CD8

« effector memory » (CD45RA° CD27') est conservée.

Nous proposons d’étudier chez I’Homme en fonction de la catégorie d’age (18-30 ans versus
60-80 ans) la prolifération de notre contingent d’intérét (LT CDS8 inné) en réponse a une
stimulation TCR polyclonale, parallélement a 1’étude de leur capacité d’expression de I’TFN-y
en réponse a une stimulation de type 1L-12+18 (fonction innate-like). En effet, dans le contexte
de la LMC au diagnostic, nous avons observé une dissociation entre leur statut fonctionnel
adaptatif versus inné, avec un potentiel de réponse a une stimulation médiée par le TCR
conservé versus un potentiel de réponse a une stimulation de type innate-like quasi inexistant

(Manuscrit 1).
Nous pourrons également utiliser le marqueur cytosolique y-H2AX qui signe des

événements de cassure et de réparation de I’ADN et qui a décrit comme une signature

phénotypique de sénescence pour étudier le profil des LT CD8 innés.

LT CD8 INNES ET CANCERS

Cen’est qu’en 2020 qu’une implication des LT CD8 IM dans I’immunité antitumorale a été
mise en évidence chez la Souris, ceci dans un modele de cancer de prostate (Miller et al., 2020).
Ainsi, le statut d’effecteur antitumoral des LT CD8 IM reste largement a étudier chez la Souris.

Nous avons émis 1’hypothése que les LT CDS8 innés qui présentent des proprietés
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phenotypiques et fonctionnelles communes avec les LT CD8 IM décrites chez la Souris, ainsi
qu’avec les cellules NK, pourraient, a I’instar des autres populations LT innées du gradient

« innateness » jouer un réle dans I’immunité antitumorale.

I.1.Les LT CD8 innés et la réponse anti-leucémique au cours de la LMC

1.1.1. Quelle signification donnée aux défaillances des LT CD8 innés observées au

diagnostic de la phase chronigue de la LMC ?

Dans le Manuscrit 1, nous avons mis en évidence une altération numerique et fonctionnelle
des LT CD8 innés chez les patients LMC-PC au diagnostic.

- Leur défaillance est-elle en lien avec le statut des iINKT ?

L’expression de la protéine BCR-ABL au sein des DC entraine, comme nous 1’avons
précédemment évoqué, un défaut d’expression de la molécule CDI1d responsable d’une
dysfonction des INKT comprenant une perte d’expression de PLZF et de sécrétion d’1L-4 chez
les patients LMC-PC. En 2015, nous avons rapporté dans le sang de cordon placentaire une
corrélation entre la fréquence des LT CD8 innés et celle des LT exprimant PLZF (Jacomet et
al., 2015). Dans le Manuscrit 1, nous avons aussi observé, en regroupant les données des
donneurs sains, des patients LMC-PC, et des patients en RCyC sous imatinib, une corrélation
entre I’expression de PLZF par les iNKT et ’expression d’Eomes par les LT CD8 innés
suggérant a nouveau une possible connexion entre les deux contingents cellulaires chez
I’Homme, a I’instar de chez la Souris. Fait notable, une telle association n’a pu étre établie a
partir de la cohorte de patients en succes d’arrét de leur ITK depuis au moins 2 ans (Manuscrit
2), suggérant que la reprogrammation au sein du compartiment LT CD8 en faveur des LT CD8
innés chez les patients en arrét de traitement pourrait mettre en jeu un mécanisme indépendant
des iNKT et/ou de I’'IL-4. Compte tenu du faible effectif étudié dans le cadre de cette cohorte,
de la variabilité interindividuelle de fréquence des iNKT, d’autres études sont a réaliser pour
éprouver I’existence d’un lien entre les iNKT et les LT CDS innés chez I’Homme, ainsi que le

fait qu’il repose (ou non) sur la production d’1L-4.
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- Leur defaillance est-elle en lien avec un défaut de signalisation médiée par I’'IL-15 ?

Nous pouvons émettre I’hypothése que les DC « transformées » (exprimant la protéine
BCR-ABL) présentent une altération de leur capacité d’expression de I’IL-15 et/ou de
transprésentation de cette derniere. 1l peut aussi étre évoqué une perte/altération de la sensibilité
a I’'IL-15 des LT CD8 innés. Ces questions méritent d’étre explorées expérimentalement. Des
travaux préliminaires réalisés dans notre laboratoire, montrent que le marqueur CD122, qui
correspond & la chaine B du récepteur de I’TL-15, est fortement exprimé par les LT CD8 innés
comparativement aux LT mémoires conventionnels (LT CD8 Eomes™ KIR/NKG2A"). Nous
proposons de réaliser une analyse comparative de I’expression de CD122, ainsi que de la
réponse a une stimulation par I’'IL-15 des LT CD8 innés chez les patients au diagnostic de

LMC-PC versus en situation de MMR sous ITK ou en succes d’arrét de leur ITK.

- Les effecteurs du Sl inné jouent-ils un réle majeur dans I’immunosurveillance de la
LMC ?

Au diagnostic de la LMC, il existe un état d’immunosubversion touchant les cellules NK,
les INKT et les LT CD8 innés. Contrairement aux DC, ces populations cellulaires ne font pas
parties du clone malin. Leur dysfonctionnement suggere donc que les effecteurs du Sl inné
exercent un role majeur dans I’immunosurveillance de la maladie et que leur altération fait
suite au phénoméne d’« immunoediting » tumoral. A cet égard, la LMC fait figure de
pathologie cancéreuse singuliére notamment concernant I’implication des cellules NK, les
déficits quantitatifs et fonctionnels décrits s’aggravant avec la progression de la maladie vers
les phases avancées (Pierson and Miller, 1996). Se pose naturellement la question d’une
défaillance globale des LT du gradient « innateness » au diagnostic de la maladie, le statut des
LT-yd et des MAIT méritant aussi d’étre étudié.

Les propriétés fonctionnelles NK-like des LT CD8 innés sont séverement altérées chez les
patients au diagnostic de la LMC-PC. Leur capacité de reconnaissance par leur TCR, dans le

contexte des molécules du CMH de classe |, de peptides leucémiques tels que PR3, la
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télomérase ou WT1, qui sont a 1’origine des antigenes du soi, reste cependant a évaluer au
diagnostic. Nous disposons de tétrameres présentant ces peptides via la molécule HLA-A2. Le
statut HLA-A2 ayant ete testé sur un échantillon de patients LMC-PC, nous sommes en mesure
grace a la technique de CMF de tester la capacité de reconnaissance de ces peptides par les LT
CD8 innés au diagnostic et de tester une expansion potentielle du pool de cellules tétraméres

positives aprés mise en route du traitement par ITK (cf. chapitre 1.4.2 ci-apres).

1.1.2. Quels sont les mécanismes sous-jacents a la restauration numérigue et

fonctionnelle des LT CD8 innés en situation de rémission sous ITK ?

Chez les patients en RCyC sous imatinib, nous avons observé une restauration numérique
complete et, fonctionnelle partielle en termes de sécrétion d’IFN-y en réponse & une stimulation
de type innée, des LT CD8 innés (Manuscrit 1). Cette correction pourrait étre la conséquence,
d’une part de I’effet antitumoral direct des ITK, et d’autre part d’un effet immunomodulateur
des ITK. Le traitement de la LMC est uniquement basé sur une thérapie ciblée, faisant a ce titre
de la LMC une quasi-exception en matiére de pathologie cancéreuse. En termes de thérapie
ciblée, les ITK ont de plus un statut singulier du fait qu’ils sont dotés de propriétés

immunomodulatrices.

La mise en route du traitement par ITK entraine I’apoptose des cellules leucémiques BCR-
ABL". Nous émettons donc I’hypothése que la restauration du compartiment des DC entraine
une restauration fonctionnelle des cellules INKT, laquelle est, a son tour, responsable de celle
des LT CD8 innés (Manuscrit 3). Chez les patients en rémission sous imatinib (RCyC, MMR
et DMR), nous avons en effet rapporté une restauration compléte de la sécrétion d’1L-4 par les
INKT (Rossignol et al., 2012b). Une restauration de I’expression de 1I’IL-15 et/ ou de la
sensibilité a I’IL-15 des LT CD8 innés chez les patients en rémission sous ITK, n’a en revanche

pas été encore éprouveée.

143



En dehors de leur effet antitumoral direct, les propriétés immunomodulatrices des ITK
peuvent clairement influencer le statut des effecteurs du Sl ; on parle alors d’effets « off-
target » immunologiques. Il a été montré ex vivo que les ITK pouvaient « booster » la réponse
anti-leucémique en valorisant les fonctions de certains effecteurs et/ou en contrecarrant ’action
des cellules immunosuppressives. Ainsi, plusieurs travaux de la littérature, mettent en évidence
des effets immunostimulants visant les DC plasmacytoides (Mohty et al., 2004), les DC
myeéloides (Boissel N et al., 2004), les CTL (Chen Ci et al., 2008), les LT CD8 spécifiques de
LAA (Hughes A et al.,, 2017), ainsi que des effets répresseurs vis-a-vis des cellules

immunosuppressives (contraction du pool des MCSC et des LTreg) (Hughes A et al., 2017).

Parmi les ITK, le dasatinib a des propriétés immunologiques « off-target » singulieres ; il
agit en effet sur les Tec kinases mises en jeu dans la signalisation en aval du TCR, telles que
notamment Itk et RIK. Sous dasatinib, 20 a 30% des patients présentent une lymphocytose
modérée qui correspond a une expansion clonale/oligoclonale de CTL et de cellules NK. Le
fait que le dasatinib blogque la signalisation des kinases Itk et RIk, conduit logiquement a
émettre I’hypothése qu’il s’agit, par analogie avec les données acquises chez la Souris, d’une
expansion de LT CD8 innés. De ce fait, le caractere immunostimulant du dasatinib pourrait
étre en partie lié a une reprogrammation du Sl en faveur de la différenciation de LT CD8 innés

au sein du compartiment LT CDS8.

1.1.3. Comment mettre en évidence le role joué par les LT CD8 innés dans le controle
delaLMC?

1.1.3.1. Leur restauration a-t-elle un caractére prédictif sur la qualité de la réponse
obtenue sous traitement ?

Démontrer leur implication dans le contréle de la maladie est complexe au cours du
traitement par ITK car il est difficile de faire la part des choses entre I’effet de I'ITK et celui
de la réponse effectrice mise en jeu par le systtme immunitaire. Jusqu’a présent, une limite

importante des études immunologiques réalisées dans la LMC, est qu’il ne s’agit pas d’une
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méme cohorte de patients analysée de maniere longitudinale au cours des différentes phases de

la maladie (diagnostic, MMR, DMR, arrét du traitement) mais de groupes de patients différents.

Pour apporter des éléments de réponse sur le lien entre le statut de la restauration
immunitaire des LT CD8 innés et la qualité de la réponse au traitement de la LMC, nous avons
mis en place un projet translationnel adossé a un essai clinique national nommé DASA-PeglFN
(CHU Poitiers, NCT01872442). 11 s’agit d’un essai de phase II incluant des patients
nouvellement diagnostiqués LMC-PC qui recoivent pendant trois mois un traitement par
dasatinib en premiére ligne (ITK ayant une autorisation de mise sur le marché dans cette
indication mais non remboursé en France en premiere ligne), les patients recevant ensuite
pendant un an la combinaison dasatinib et IFN-a pégylé (PeglFN). L’objectif de cette
association thérapeutique est d’obtenir une proportion trés importante de patients obtenant une
DMR et ce de maniére précoce. Le critére principal de jugement de cet essai correspond a
I’incidence cumulée de MR4.5, 12 mois aprés I’initiation du traitement (M12). Nous avons
émis 1’hypothése que la restauration du contingent LT CD8 innés serait un marqueur prédictif
de I’obtention d’une DMR précoce et stable. Nous avons collecté, aprés signature du
consentement, les échantillons sanguins des patients au diagnostic, puis a M3, M6, M12, et

M24 de I’initiation du traitement.

En premier lieu, a partir de la cohorte constituée (tableau des caractéristiques des patients
en Annexe 4), nous avons confirmé le défaut numérique des LT CD8 innés (« innate CD8 T-
cells ») au diagnostic comparativement a une cohorte de DS (cf. Figure 19A) ainsi que leur

défaillance fonctionnelle attestée par leur défaut d’expression d’Eomes et de CD49d.
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Figure 19 : Altération numérique et fonctionnelle (signature Eomes et CD49d) des LT CD8 innés
chez les patients au diagnostic de la LMC-PC.

A. Analyse en cytométrie en flux de la fréquence des LT CD8 innés (Eomes* KIR/NKG2A*) chez les
patients LMC prélevés au diagnostic (Diag, n=38) ou chez les donneurs sains (HD (pour healthy donor,
n=21) au sein des LT CD8* TCR-af*. B. MFI d’Eomes (Diag, n=36 ; HD, n=21) et de CD49d (Diag,
n=32 ; HD, n=20) des LT CD8 innés chez les patients LMC prélevés au diagnostic ou chez les HD.
Analyses statistiques : test de Mann Whitney.

Nous avons mis en évidence une restauration numérique maximale du contingent LT CD8
inné dés M3 de traitement (cf. Figure 20A). De maniere remarquable, cette restauration
quantitative se maintient au cours des 24 mois de suivi sous traitement. Sur le plan fonctionnel,
les expressions d’Eomes et de CD49d évaluées en MFI (pour mean fluorescence intensity) sont
augmentées de maniere tres significative a M3 comparativement au diagnostic. Ces données

révélent un pouvoir d’immunostimulation trés rapide porté par le dasatinib.
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Figure 20 : Restauration numérique et fonctionnelle des LT CD8 innés dés le 3°™ mois de
traitement.

A. Cinétique de la fréquence des LT CD8 innés au cours des 24 premiers mois de traitement (Diag,
n=38 ; M3, n=34 ; M6, n=34 ; M12, n=33 ; M24, n=31), les données sont représentées sous forme d’une
courbe de la moyenne + SEM (pour standard error of the mean). B. Analyse de la fréquence des LT
CD8 innés (CD8* TCR-ap* Eomes* KIR/NKG2A*) au diagnostic (Diag, n=38) et aprés 3 mois de
traitement (M3, n=34). C. Analyse de la MFI d’Eomes (Diag n=36 ; M3, n=32) et de celle de CD49d
(Diag, n=32 ; M3, n=29) des LT CD8 innés au diagnostic et a M3. Analyses statistiques : test de Mann-
Whitney (panel A) et test de Wilcoxon (panel B et C).

Afin de rechercher une association entre le statut des LT CD8 innés et la qualité de la
réponse au traitement, nous avons divisé les patients en deux groupes, ceux obtenant une DMR
précoce a M12 (M12-DMR) versus absence de DMR a M12 (M12-noDMR). De maniere
intéressante, nos résultats montrent une fréquence significativement supérieure (quasi d’un
facteur 3) de LT CD8 innés a M3 chez les patients M12-DMR (cf. Figure 21A). Il n’y en
revanche pas de différence concernant les expressions d’Eomes ou de CD49d (cf. Figure 21B).
Notons, de plus, que la fréquence élevée de LT CD8 innés présentée par les patients M12-DMR

se maintient durant les 24 mois de suivi sous traitement (cf. Figure 21C).
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Figure 21 : L’obtention d’une réponse moléculaire profonde (DMR) aprés 12 mois de traitement
(M12) est associée a une fréquence élevée de LT CD8 innés a M3.

A. Analyse de la fréquence des LT CD8 innés aprés 3 mois de traitement par le dasatinib (M3) chez
les patients en DMR & M12 du traitement (M12-DMR, n=15) ou non (M12-noDMR, n=12). B. Analyse
des MFI dEomes (M12-noDMR, n=18 ; M12-DMR, n=14) et de CD49d (M12-noDMR, n=17 ; M12-
DMR, n=12) a M3 du traitement par dasatinib chez les patients M12-DMR versus M12-noDMR. C.
Cinétique de la fréquence des LT CD8 innés chez les patients M12-DMR (bleu) versus M12-noDMR
(vert) au cours des 24 mois de suivi sous traitement (Diag : M12-noDMR, n=22 ; M12-DMR, n=16 ; M3
: M12-noDMR, n=19 ; M12-DMR, n=15 ; M6 : M12-noDMR, n=20 ; M12-DMR, n=14 ; M12 : M12-
noDMR, n=18 ; M12-DMR, n=15 ; M24 : M12-noDMR, n=17 ; M12-DMR, n=14) ; les données sont
représentées sous forme d’une courbe de la moyenne + SEM. Analyses statistiques : test de Wilcoxon
(Panel A) ; test de Mann-Whitney (Panel B et C).

Enfin, de maniere remarquable, les patients possédant un taux élevé de LT CD8 innés a M3
(« cut-off » de fréquence a 6,43% au sein des LT CD8 totaux) ont une probabilité

significativement accrue d’obtenir une DMR au cours des 24 premiers de traitement (cf. Figure
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Figure 22 : Une fréquence élevée de LT CD8 innés a M3 est associée aune probabilité supérieure
d’obtenir une DMR précoce et durable.
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A. Incidence cumulée de DMR au cours des 24 premiers mois de suivi chez les patients avec une
proportion faible (vert) versus élevée (rouge) de LT CD8 innés a M3. Le « cut-off » de fréquence des
LT CD8 innés (6,43%) a été calculé a I'aide de I'index de Youden ; les données sont présentées sous
la forme de courbe de Kaplan Meier. B. Analyse de la fréquence des LT CD8 innés a M3 chez les
patients obtenant ou non une DMR stable pendant au moins 2 ans (< 2-year DMR, n=16 ; = 2-year
DMR, n=18). C. Analyse de la fréquence a M3 des LT mémoires conventionnels (panel de gauche) et
des LT naifs (panel de droite) chez les patients obtenant ou non une DMR stable pendant au moins 2
ans (< 2-year DMR, n=16 ; = 2-year DMR, n=18). Analyses statistiques : Test Mantel-cox (Panel A) et
test de Mann-Whitney (Panel B et C).

La stabilité de la DMR (minimum de 2 ans pour les criteres francais) est un prérequis
nécessaire pour une tentative d’arrét du traitement par ITK. Nos résultats montrent que les
patients conservant leur DMR sur une durée > 2 ans ont une fréquence significativement accrue
de LT CD8 innés a M3 (cf. Figure 22B). Une telle relation n’est pas retrouvée lorsque 1’on
considere les compartiments T CD8 mémoire conventionnel et T naif (cf. Figure 22C).

L’ensemble de ces données suggerent une association forte entre restauration
numérique et fonctionnelle des LT CD8 innés et I’obtention d’une réponse au traitement
a la fois précoce et profonde (obtention d’une DMR a M12). De maniere originale, nos
résultats plaident en faveur d’une participation des LT CD8 innés dans le contrdle de la LMC
en amont de I’obtention d’une réduction importante de la « masse tumorale », compte tenu de
I’impact de la restauration obtenue dés M3 de traitement sur la qualité de la réponse au
traitement. Ce concept est précurseur car la restauration du systeme immunitaire a été décrite,
notamment par Hughes et al., comme optimale aprés 1’obtention d’une MR4.5 soit dans une
situation de maladie résiduelle tres significativement réduite (Hughes A et al., 2017). 1l faut
souligner qu’il s’agit d’une des premiéres études permettant d’établir une corrélation entre un
facteur biologique immunologique et I’obtention d’une DMR au sein d’une cohorte suivie de
maniére longitudinale et traitée de maniére « homogene » puisque les résultats présentés
concernent des patients ayant été traités par la combinaison dasatinib et PeglFN.

Nous souhaitons conduire a I’avenir une étude prospective, multicentrique, dans la LMC-
PC, pour démontrer I’association entre restauration numérique et qualitative précoce (dés le

3°™ mois de traitement) des LT CD8 innés (signature sanguine d’immuno-restauration des
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LT CD8 innés) et I’obtention d’une DMR au cours des trois premiéres années de traitement
par les ITK disponibles en premiere ligne en France (imatinib, nilotinib, bosutinib). La mise en
place de cette cohorte monitorée dés le diagnostic nous permettra de tester également le
caractere prédictif de cette signature sanguine d’immuno-restauration des LT CD8 innés sur le

succes d’arrét du traitement par ITK.

1.1.3.2. Les LT CD8 innés : un biomarqueur prédictif du succes d’arrét des ITK
dans la LMC ?

L’arrét du traitement par ITK offre dans le cadre de la LMC I’opportunité d’observer 1’effet
net du systéme immunitaire sur le clone leucémique résiduel. Nous avons mis en évidence une
supériorité numerique trés significative des LT CD8 innés chez les patients en succes prolongé
d’arrét du traitement par ITK (> deux ans) comparativement a une cohorte de patients en MMR
sous ITK, leurs propriétés fonctionnelles innate-like étant restaurées de maniére complete

(Manuscrit 2).

Ce résultat nous conduits & emettre I’hypothése que le contingent LT CD8 inné pourrait
représenter un biomarqueur cellulaire prédictif du succés de I’arrét des ITK dans la LMC. Nous
avons donc mis en place une étude prospective permettant un immunomonitoring des LT CD8
innés au cours de I’arrét du traitement dans la LMC. Ce protocole de recherche non
interventionnelle impliquant la personne humaine de catégorie 3 (promoteur CHU de Poitiers)
soutenue par le groupe d’experts frangais Fi-LMC correspond a la mise en place d’une
biocollection a 1’échelle nationale avec des prélevements sanguins réalisés : le jour de 1’arrét
(TO), puis & 3 mois d’arrét (M3), M6, M12, M24, puis 1 fois par an (suivi maximal de 5 ans)

et, en cas de rechute, avant la reprise du traitement par ITK.

Nos donnees préliminaires montrent que les patients en succés d’arrét a M12 («no
relapsing ») ont une fréquence de LT CD8 innés au moment de 1’arrét (TO) significativement

supérieure a celle des patients qui ont présenté une récurrence moléculaire (perte de la MMR)
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et repris le traitement au cours de la méme période (« relapsing ») (cf. Figure 23a). De maniére
intéressante, nos résultats montrent également une fréquence accrue de LT CD8 innés
exprimant la perforine (cellules T CD8 Eomes™ KIR/NKG2A* Perforine™) (cf. Figure 23b) et
réduite de LT CD8 innés exprimant le marqueur d’exhaustion PD-1 (cellules T CD8 Eomes”*
KIR/NKG2A* PD-1*) (cf. Figure 23c). Ces données suggerent que les LT CD8 innés
participent au contrdle de la maladie aprés arrét du traitement par ITK et qu’ils constituent une

signature prédictive du succés d’arrét de traitement dans la LMC tant sur le plan numérique

que qualitatif.
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Figure 23 : Analyse quantitative et fonctionnelle des LT CD8 innés (Eomes* KIR/NKG2A™*) dans
la cohorte prospective d’arrét de traitement (n=20).

a) Proportion des LT CD8 innés au sein des LT CD8 totaux, b) Proportion de LT CD8 innés exprimant
la perforine, c) Proportion de cellules T CD8 innés exprimant PD-1. Chaque symbole représente un
sujet sain ou un patient. Résultats exprimés en pourcentage avec représentation de la médiane.
Analyse statistique : test de Mann-Whitney. HD (pour healthy donor) : donneurs sains (n=9), « relapse »
. patients présentant une récurrence moléculaire et reprenant le traitement au cours des 6 premiers
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mois d’arrét du traitement (n=7), « non-relapsing » : patients en rémission sans traitement au-dela de
12 mois d’arrét (n=13).

Comme nous 1’avons développé dans notre introduction générale, les critéres d’éligibilité
actuels a I’arrét du traitement dans la LMC reposent uniquement sur la durée de traitement par
ITK et celle de la DMR. Sur cette base, la probabilité de succes d’arrét a M12 est d’environ
50%. A I’heure actuelle, a I’échelle internationale, aucune recommandation n’intégre le statut
du systéme immunitaire du patient dans ses critéres d’¢ligibilité a I’arrét du traitement par 1TK.
Or, les données de la littérature suggérent que le succes d’arrét des ITK est déterminé par non
seulement par ’efficience de la réduction de la « masse tumorale » attestée par 1’obtention
d’une DMR stable mais également par la capacité du patient a obtenir la restauration d’un état
d’immunosurveillance. Ce dernier comprend deux volets non exclusifs entre eux : d’une part
une restauration des effecteurs de la réponse anti-leucémique, et d’autre part la suppression des
mécanismes d’immunosubversion. Dans la littérature, les populations cellulaires pour
lesquelles un lien avec les résultats de TFR a pu étre établi sont : i) les cellules NK pour le
versant effecteur; ii) les LTreg, les DC plasmacytoides, et les MDSC pour le versant
immunosuppresseur. L’équipe d’Agnés Hong et de Timothy Hughes a récemment généré un
modele mathématique visant a prédire les résultats de TFR en y intégrant dans leur modele le
nombre absolu de cellules NK, de MDSC myéloides et de LTreg, déterminé au moment de

I’arrét (TO) (Irani et al., 2020).

Le compartiment T CD8 inné est jusqu’a présent le seul contingent T CD8 pour lequel un
lien avec la probabilité de récurrence moléculaire a pu étre mis en évidence. La poursuite du
suivi de la cohorte constituée dans le cadre de notre projet d’essai clinique précédemment
évoque, nous permettra d’évaluer si la prise en compte de la signature sanguine d’immuno-
restauration des LT CD8 innés a M3 est prédictive du succés d’arrét des ITK et s’il est pertinent
de I’intégrer dans les critéres d’¢ligibilité a I’arrét des ITK. Avoir la capacité d’évaluer plus

finement les chances de succes d’arrét du traitement par ITK représente un vrai défi ; disposer,
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de plus, d’un marqueur biologique précoce au cours de la prise en charge (M3) est novateur.
Nous étudierons en parallele la possibilité d’enrichir cette signature par d’autres effecteurs
antitumoraux du systéme immunitaire inné : cellules NK et LT du gradient « innateness »

(iINKT, MAIT et LT-yd) (Gutierrez-Arcelus M et al., 2019).

| ITK '
_

Réduction de la S ——— |
? Immunorestauration
masse tumorale H

>L TFR prolongée |<€

Figure 24 : La réduction de la masse tumorale (obtention d’'une DMR stable) et la restauration
d’un état d’immunosurveillance sont les deux piliers d’une TFR prolongée.

La restauration du systéme immunitaire a été décrite comme optimale chez les patients en DMR. Nous
postulons que le systéme immunitaire, et plus précisément le contingent LT CD8 inné€, peut également
impacter la qualité de la réponse obtenue sous ITK.

Les données de la maladie résiduelle (type de DMR, durée de la DMR) et du statut
d’immuno-restauration (signature sanguine d’immunorestauration des LT CD8 innés), pourrait

in fine aboutir & :

i) proposer pour certains patients un arrét plus précoce des ITK par rapport aux
recommandations actuelles, avec pour conséquence une réduction des effets indésirables et une
amélioration de la qualité de vie pour le patient et, une réduction des codts pour la société,

il) proposer des stratégies alternatives aux patients pour lesquels les conditions d’un
potentiel succes d’arrét ne sont pas réunies (stratégies d’immuno-interventions, stratégie de

maintenance avec dé-escalade de dose des ITK).
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1.1.4. Quelles sont nos perspectives pour approfondir dans la LMC la caractérisation
des LT CD8 innés ?

1.1.4.1. LesLT CD8 innés sont-ils capables de cytotoxicité naturelle ou dépendante
de leur TCR vis-a-vis de cellules tumorales ?

Nous souhaitons mettre en évidence de maniére expérimentale les capacités de cytotoxicité
directe des LT CD8 inneés vis-a-vis de cellules cancéreuses. Grace au modéle de la LMC, nous

souhaitons tester leur capacité cytolytique :

- de maniére non dépendante du TCR en les confrontant aux cellules de la lignée K562
qui n’expriment pas les molécules de classe | du CMH et qui sont une cible naturelle

des cellules NK,

- dans un systeme pouvant engager une reconnaissance via leur TCR en les confrontant
a des cellules CD34" BCR-ABL" autologues prélevés au diagnostic. Grace a notre
banking de PBMC réalisés au diagnostic, en situation de MMR sous ITK et enfin au
cours de Dl’arrét de traitement, nous pourrons tester 1’évolution de leur potentiel

cytotoxique en fonction des phases de la maladie.

1.1.4.2. Existence d’une expansion clonale ou oligoclonale des LT CD8 innés chez
les patients LMC?

Comme évoqué dans le chapitre précédent 1.1, nous testerons la capacité de reconnaissance
de certains peptides leucémiques par les LT CD8 innés et ainsi leur participation a la réponse
immunitaire adaptative anti-LMC. Une telle reconnaissance est susceptible d’étre fortement
amplifiée par la mort massive des cellules leucémiques induite par la mise en ccuvre du

traitement par ITK.

L’expansion des LT CD8 innés mise en évidence a M3 dans 1’étude Dasa-PeglFN peut
évoquer un profil clonal ou oligoclonal. Nous utiliserons en premier lieu la technique de CMF
pour analyser le répertoire Va et V. Les données recueillies nous permettront de guider notre
analyse en immunoscope en enrichissant le milieu avec les TCR-Va, Vf les plus utilisés (pour
revue et protocole (Pannetier C et al., 1995) ou encore par la technologie “single cell-RNA seq”.

Nous analyserons les patients au diagnostic de LMC-PC versus a trois mois de traitement par
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ITK en premiére ligne ainsi qu’au cours de 1’arrét de traitement par ITK en comparant les

données a TO des patients en TFR a M12 versus échec et reprise du traitement ~par ITK.

1.1.4.3. Les LT CD8 innés peuvent-ils étre valorisés par une immunothérapie
ciblant la voie PD-1/PD-L1 ?

Nous avons observé un déefaut numeérique et fonctionnel des LT CD8 innés lors de la LMC
au diagnostic et un possible lien entre son niveau d’expression de PD-1 et la réussite d’arrét de
traitement (cf Figure 23c). De plus, de nombreuses études ont abordé le role d’Eomes dans
I’exhaustion des LT CD8 au cours des infections chroniques ou des cancers. Par exemple, une
équipe ameéricaine a récemment montré chez la Souris que les LT CD8 spécifiques des
antigénes viraux, en état d’exhaustion en phase chronique de I’infection par le virus LCMV
attesté par leur expression augmentée de PD-1 et, restaurés apres traitement par un anticorps
anti-PD-1, exprimaient fortement Eomes et présentaient des caractéristiques de LT CD8

mémoires (Im Sj et al., 2016).

Nous proposons de tester I’hypothése que le statut inné des LT CD8 innés peut étre modulé
par les interactions PD-1/PD-L1. Dans ce but, nous pourrions réaliser des expériences de co-
culture in vitro de CMN totales ou enrichies en LT CD8 par tri magnétique, de sujets normaux
et de patients « relapsing » avec une lignée cellulaire exprimant PDL-1 (« CHO recombinant
cell line ») avec stimulation par la combinaison IL-12+1L-18 en présence d’IL-15 et ajout (ou
non) d’un anticorps bloquant anti-PD-1 (clone 5C4.B8, Nivolumab) avec une lecture a 48
heures des cellules productrices I’IFN-y par CMF. Nous postulons que dans les conditions de
stimulation par I’anti-PD-1, nous observerions une amplification de la population de LT CD8

innée productrice d’IFN-y.

1.1.4.4. Existence d’une signature métabolique singuliere des LT CD8 innés ?

Selon certaines études, tant chez I’Homme que chez la Souris, les capacités de survie et

fonctionnelles des LT CD8 sont fortement en lien avec leur signature métabolique (Almeida L
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et al., 2016; van der Windt Gj and Pearce El, 2012). Ainsi, les LT naifs utilisent de maniére
prédominante le mécanisme de phosphorylation oxydative. Les LT effecteurs possedent un
programme transcriptionnel pour amplifier leur capacité de glycolyse aérobie apres stimulation
de leur TCR tandis que les LT mémoires conventionnels utilisent a 1’état basal la
phosphorylation oxydative mais sont caractérisés par une réserve énergétique mitochondriale
élevée. On parle de capacité de réserve respiratoire qui se définit par la différence de
consommation d’oxygéne entre 1’état basal et leur capacité maximale. Une capacité de réserve
respiratoire élevée a été proposée comme un élément déterminant d’une part, du potentiel
fonctionnel des LT, compte tenu du fait qu’aprés une seconde rencontre de 1’antigéne les LT
mémoires ont une capacité de réponse rapide et, d’autre part de la capacité de survie accrue des

LT mémoires.

L’équipe de Quinn et al. a recemment recherché si les LT CD8 VM avaient une signature
métabolique particuliere comparativement aux LT CD8 mémoires conventionnels et aux LT
naifs chez la Souris et chez ’Homme (Quinn Km et al., 2020). Leurs résultats montrent que le
contingent des LT CD8 VM est caractérisé une capacité de réserve respiratoire élevée, cette
derniére augmentant avec 1’age. De maniére intéressante, leurs données suggerent que cette
¢lévation de la capacité de réserve respiratoire est liée aux taux physiologiques d’IL-15 avec
une augmentation de la sensibilité a 1I’'IL-15 avec 1’age expliquant leur accumulation en
périphérie ; cette élévation de la capacité de réserve respiratoire ne refléte finalement pas leur
potentiel fonctionnel. Contrairement aux données antérieures de la littérature, les auteurs
concluent qu’une capacité de réserve respiratoire élevée n’est une signature, ni des LT CD8
mémoires conventionnels, ni des capacites fonctionnelles des LT CD8. Ces résultats rejoignent
le concept développé en Introduction Générale selon lequel les LT CD8 IM/VVM correspondent
a un mecanisme physiologique de reprogrammation du Sl pour assurer I’immunité anti-

infectieuse dans les situations de relative défaillance du SI adaptatif que représentent les ages
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extrémes de la vie. En définitive, cette reprogrammation du Sl pourrait aussi concerner
I’immunovigilance antitumorale ; les données de Miller et al. obtenues récemment chez la
Souris et celles que nous avons acquises chez I’Homme dans la LMC, notamment chez les

patients en succes prolongé d’arrét de leur ITK, corrobore cette hypothése.

Nous avons pour objectif de déterminer si les LT CD8 innés ont une signature métabolique
particuliere pouvant servir de marqueur prédictif d’arrét de traitement sans rechute dans la
LMC. Le métabolisme des LT CD8 innés pourrait étre évalué par CMF chez les patients en
arrét de traitement (M0, M3, M6) dans notre étude pilote prospective en opposant les deux bras
«no relapse-M12 » et « relapsing ». En paralléle, une cohorte de donneurs sains sera également
suivie. Les parametres suivants seraient mesurés : I’entrée du glucose (sonde 2-NBDG), la
masse mitochondriale (sonde Mitotracker®), 1’entrée des acides gras dans les cellules
(utilisation de sondes BODIPY®), le niveau d’expression du récepteur aux acides gras CD36
et celui du facteur de transcription régulateur de la biogénése mitochondriale PGC-1a. Les LT
CD8 inneés ayant des caractéristiques communes avec les LT CD8 mémoires conventionnels, a
I’état normal, nous présumons que leur masse mitochondriale sera conservée, mais que le
rapport entre glycolyse et B-oxydation des acides gras pourra étre affecté au vu de leurs
caractéristiques fonctionnelles différentes de celles des LT CD8 mémoires conventionnels (i.e.,

contenu cytotoxique et réponse aux cytokines pro-inflammatoires plus élevés).

Martinet et al. ont publié en octobre 2020 un travail suggérant le réle du corécepteur
activateur des CTL : CD226. La perte de CD226 est associée a un dysfonctionnement des LT
CD8 (altération de I’activation du programme « effecteur » en aval du TCR) dans le sang
périphérique chez le sujet sain, tandis qu’ils ont mis en évidence une accumulation de LT
CD226"9 dans différentes pathologies cancéreuses chez I’Homme et la Souris. Le mécanisme
de perte de CD226 impliquerait Eomes apres reconnaissance antigénique (Weulersse M et al.,

2020). Ainsi, en situation chronique de LMC, nous rechercherons un éventuel phénotype
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d’exhaustion de type TIL : une diminution de la masse mitochondriale associée a une faible
expression du facteur de transcription régulateur de la mitogenése mitochondriale PGC-la et a
une baisse de I’entrée du glucose dans les cellules. Ces premieres analyses ex vivo par CMF,
nous permettraient de déterminer, quelles voies métaboliques sont préférentiellement utilisées
par les LT CDS8 innés a 1’état normal, en situation chronique de cancer ou apres mise en

rémission.

I.2. Implication des LT CD8 innés dans ’immunosurveillance d’autres cancers ?
Nos données acquises dans la LMC nous ont conduits a étendre la question de 1’implication
des LT CD8 innés dans I’'immunosurveillance antitumorale en général. A cet égard, nous avons
mis en évidence la présence de LT CD8 innés dans deux types de cancers solides : sein et ovaire

(Manuscrit 3).

Concernant les cancers ovariens, les LT CD8 innés sont présents dans les différents
compartiments tumoraux (au sein de la tumeur, de la carcinose péritonéale et 1’ascite
néoplasique) et il existe une corrélation entre leur fréquence et celle des iINKT. Les données
actuelles indiquent que seuls 20 a 25 % des patientes tirent bénéfice des immunothérapies anti-
PD-1 et anti-CTLA-4. Nous disposons de données préliminaires montrant que les LT CD8
innés présents dans les différents sites tumoraux ont un phénotype de type Trm (pour tissue
resident memory T-cells). Les Trm représentent une population de LT mémoires qui ne
circulent pas dans I’organisme et qui restent localisés dans les tissus au sein desquels ils
participent a I’immunosurveillance locale. Ils sont capables d’induire une réponse rapide et
efficace en cas de réintroduction d’un pathogéne chez ’Homme et chez la Souris. Ils expriment
I’intégrine CD103, le marqueur CDG69 et fortement Granzyme B (Morris et al., 2019). Des
études menées a partir de pieces opératoires de différents cancers solides ont révélé que le pool
de TIL CD8 incluait un contingent de LT CD8 de type Trm. De plus, dans certains cancers

solides (mélanome et sein), I’infiltration en Trm dans le microenvironnement tumoral serait
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corrélée a une meilleure réponse a une immunothérapie de type anti-PD-1 (Byrne A et al.,
2020). Les résultats que nous avons obtenus dans le cancer de I’ovaire montrent que les LT
CD8 innés de phénotype Trm expriment a la fois des marqueurs d’activation (CD137) et des
marqueurs d’exhaustion, a savoir PD-1 et TIM-3 ; ce profil phénotypique est conciliable avec
celui des populations de LT CD8 dont la fonction effectrice est restaurée sous immunothérapie
ciblant PD-1/PD-L1 en modélisation chez la Souris et chez ’Homme ((Huang et al., 2017) et
pour revue (McLane Lm et al., 2019)). Nous avons ainsi pour objectif dans le cancer de I’ovaire
de rechercher si les LT CD8 innés sont directement impliqués dans la réponse dirigée contre la
tumeur, d’identifier leur statut TIL et/ou Trm et de déterminer s’ils représentent un

biomarqueur prédictif de la réponse aux ICI.

Nous avons également initié une analyse des LT CD8 innés dans la moelle osseuse de
patients atteints d’une autre hémopathie maligne : le myélome multiple (MM). Ce dernier est
caractérisé par une prolifération clonale de plasmocytes tumoraux, la moelle osseuse
représentant 1’essentiel du microenvironnement tumoral. Au diagnostic nos résultats
préliminaires ne montrent pas de différence en termes de fréquence de LT CD8 innés entre les
moelles osseuses de sujets sains et de patients MM. En revanche, il existe une trés nette
diminution de leur fréquence a la rechute du MM. La trés faible expression de CCR7 par les
LT CD8 innés au sein du microenvironnement tumoral du MM souléve la question d’un
phénotype de type Trm dans ce contexte. Nous nous baserons, comme dans le cancer de

I’ovaire, sur I’expression des marqueurs CD69 et CD103.

159



CONCLUSION GENERALE

Nous avons identifi¢ chez ’Homme un nouveau contingent de LT innés que nous avons
dénommeés LT CD8 innés. Son étude chez les patients atteints de LMC nous a apporté des
données fondamentales sur sa signification physiologique en révélant son implication en tant
qu’effecteur du SI inné dans le contréle de la LMC. Notre travail suggere, de plus, un
mécanisme de reprogrammation du Sl en faveur de ce nouveau contingent, a la fois sous ITK

et en particulier sous dasatinib, ainsi qu’en situation de rémission sans traitement.

Sur le plan clinique, leur statut de biomarqueur cellulaire prédictif de la qualité de la réponse
au traitement et du succes d’arrét des ITK dans la LMC pourrait impacter la prise en charge
des patients en permettant de définir un statut d’immunorestauration. L’évaluation des LT CD8
innés pourrait ainsi étre intégrée dans les criteres d’¢éligibilité a 1’arrét du traitement, voire
conduire a envisager un arrét de traitement plus précoce. Pour les patients en échec
d’immunorestauration, nos travaux pourraient, a terme, fournir un rationnel pré-clinique pour
’utilisation de stratégies d’immunothérapies telles que les ICI afin de valoriser les fonctions

des LT CDS8 innés.

Pour assoir leur qualité d’effecteur antitumoral, nous avons étudié leur statut de TIL et/ou
Trm dans d’autres cancers. Nous avons pu établir leur présence dans le microenvironnement
tumoral de trois autres cancers : sein, ovaire et myélome multiple. Nos travaux préliminaires
suggerent une reprogrammation des LT CD8 innés en Trm dans le cancer de 1’ovaire et nous
conduisent a émettre 1’hypothése qu’ils pourraient, a nouveau, représenter un biomarqueur

prédictif de la réponse au traitement, les ICI dans ce cas.

En dehors des aspects biologiques et des applications cliniques présentés dans le domaine
de I’oncologie, se pose la question du lien entre I’homéostasie des LT CDS8 innés et la

sénescence du SI. L’étude de leur fréquence, de leur sensibilité a 1’IL-15 et de leur profil
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métabolique en fonction de 1’age, nous permettra de tester I’hypothése qu’ils constituent un

indicateur potentiel de la reprogrammation physiologique du SI avec 1’age.
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Polyclonal CD&' T cells, with a marked innate/memory phenotype, high eomesodermin
(Eomes) expression, and the capacity to generate IFN=-y rapidly without prior exposure
to antigen, have been described in mice. However, even though a peol of human CD8*
T cells expressing killer Ig-like receptors (KIRs) was recently documented, the existence
of a human equivalent of murine innate/memory CD8* T cells remains to be estab-
lished. Here, we provide evidence for a population of KIR/NKG2A*CD8" T cells in healthy
human adults sharing the same features, namely increased Eomes expression, prompt
IFM=-y production in response to innate-like stimulation by IL-12+IL-18, and a potent
antigen-independent cytotoxic activity along with a preferential terminally differenti-
ated effector memory phenotype. None of the above functional characteristics applied
to the KIR/NKG2A- fraction of the Eomes*CD8" T-cell population, thereby underlining
the ability of KIR/NKGZA to distinguish between “innate/memory-like” and “conven-
tional/memory” pools of CD8* T cells. Remarkably, KIR/NKG2ZA*EomestCD8* T cells with
innate=like functions and a memory/terminally differentiated effector memory phenc-
type were also identified in human cord blood, suggesting that their development did
not depend on cognate antigens, Taken together, our results support the conclusion that
CD8* T cells co-expressing Eomes and KIR/NKG2A may represent a new, functionally
distinct “innate/memory-like” subset in humans.

Keywords: Innate-memory T cells - Innate immunity - CD8" T cells - Cord blood - Human
‘ See accompanying Commentary by Luc Van Kaer

Additional supporting information may be found in the online version of this article at the
== publisher’s web-site

ean-marc.gombert@chue-poitiars fr

@ 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

FRONTLINE

ndence: Dr. Jean-Mare Gombert *These authors contributed equally v this work as senlor authors.

wwrareji-journal.en

180



Eur. J. Immunaol. 2015 45: 1926-1933

Intreduction

The rerm “innate T cell” was first assigned to a distiner lin-
eage of murine T cells with a memory phenotype that develops
In the rthymus and rapidly secretes large amounts of cyvtokines
upon TCR stmulation. This population includes cells restricred
by MHC class [b molecules, with limited tissue distribution and
polymorphism [1]. Several polyclonal CDR® T-cell subsets have
subsequently been described in mice deficient in Itk kinase, T-cell
signaling maolecules or transcription factors, with functional and
phenotypic features similar to those characterizing innate T cells
[1-4]. Finally, the developmental regulation of Innate CDE* T cells
accurs in inbred mouse strains, thereby proving its physiological
relevance [3]. In this regard, they resemble virtual memory T cells
[5, 6], which likewise display a marked innate/memory CDS phe-
notype associated with pronounced expression of the transerip-
tion factor eomesodermin (Eomes). Moreover, they share their
capacity to rapidly produce large amounts of IFN-y in response to
innaee-like stimulation by IL-12+11-18 with MK cells [7, 8]. Even
though their invelvernent in the control of bacteral infections has
been demonstrated in two studies [6, 7], the actual physiologi-
cal significance of innate/memory CD8% T cells has not vet been
clearly established.

To date, it is uncertain whether an equivalent of these
innate CD8* T cells exists in humans. Although human CD&7
T cells expressing killer cell Ig-like receptors (KIR) have been
described [9-11], it is not known whether they express a marked
innate/memory phenotype together with high levels of Fomes or
innate functions, such as rapid TCR-independent IFN-y produc-
tion. We have addressed this issue in the present study, which
provides strong evidence of the existence of innate-like CD&*
T cells in humans.

Results and discussion

Eomes-expressing innate-like CD8* T cells are
detected in adult humans

While human CD8" T cells with a marked NE-like (CD56, KIR,
NKGZA) phenctype have been identified in PEMCs [9-11], their
Eomes expression pattern has not been assessed, We found thac
7.5% of total CD&™ T cells from healthy adults expressed KIR and
NEG2A (Supperting Informartion Fig, 1), which is similar 1o the
previously reported proportion [9-111, Remarkably, 55% of these
ME-like CD&" T cells expressed Eomes (Fig, 1A), which amounts
o 2,5% of the wial CDS" T pool (Supporting Information
Fig. 11 In comparizon, only 24% of their KIR™ /NEG2A™ counter-
parts and 26% of total CDRY T cells were positive for the transcrip-
tion factor (Fig. 1A). These data are consistent with a preferential
link between Eomes expression and the ME-lke phenotype In
peripheral blood CDA' T cells. Overall, the KIR/NKG2A ' [raction
that expresses Eomes responded to [L-12400-18 by generating
[FM-y (Fig. 1B], as was the case in their murine “innate-memaory™
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CD&"Y T counterparts [7, 8]. The fact that this functional
reactivity to IL-12+4IL-18 was not found in the KIR/NKG2A™
fraction of the Eomes* CD&" T cell population, clearly designares
KIR/NKG2A molecules as a useful means of distinguishing
berween  “Innate/memony™like and “conventional/memory™
pools of CD8' T cells in owr experimental setip. As expected,
the pool of Eomes-expressing cells, which presumably contalins
conventional effector CDRY T cells, produced IFN-y upon TCR
engagement, in accordance with the similar frequency of respon-
der Eomes*CD8* T cells in the KIR/NKG2A® and KIR/NEG2A~
cell compartments (Fig. 1B). Finally, it turned out that the major-
ity (nearly 60%) of CDR* T cells that produced [FN-y in response
t0 [L-124+10-18 co-expressed Eomes and KIR/NKG2A, as opposed
w0 only 15208 of those expressing either KIR/NKG2A or Eomes
{Fig. 1C). Remarkably, nearly 60% of the Eomes® subset among
KIR/NEGZATCDA™ T cells co-expressed T-box transcription factor
{T-bet), whereas virtually all KIR/NKG2A-CDS* T eells, including
the minor fraction expressing Eomes, were T-bet™ (Fig. 24).
Such a selective co-expression, which recalls the Eomes™ T-bet”
CD&* T-cell fraction that has been reported as confined in the
pool of innate/memory CDE™ T cells in naive mice [3], suggests
that the two transcription factors might cooperate in promoting
critical functions in the KIR/NKG2A* CD8™ T-cell subpopulation.
The co-expression also identifies the major 1L-12+11-18 respon-
ders among the CD8" T-cell subset, thereby providing definite
evidence of the existence of innate-like CD8* T cells in adult
humans.

Human Eomes*KIR/NKG2A*CD8* T cells exert
cytolytic activity in a TCR-independent manner

We next tried to determine whether human innate-like CD8°
T cells shared with NK cells the capacity to exert cytolytic activity
in a TCR-independent manner. This was clearly the case, since
KIR/NEG2A EomestCDET T cells, but not their KIR/NEKG2A-
counterpart, were endowed with namral cytotoxicity both in
an antibody-dependent manner through human CO16 as a lysis
receptor and against MHC class I~ human K562 target cells, as
shown in a single-cell assay using CD107 expression as a surro-
gate marker for cytotoxicity (Fig. 1D). Consistently with the key
role attributed to IL-15 as an essential mediator of peripheral NE
cells [12-14], 1L-15 prestimulation led to a significant increase of
01 6-mediated natural cytotoxicity in Fomes™ KIR/NEG2ZATCDA"
T cells, presumably via induction of CDI16 cell surface expres-
sion (unpublished observations). As to the cyioxicity against
K562 target cells, Eomes™ KIR/NKG2A™CDE™ T cells but not their
Eomes™ KIR/NKG2A™ counterparts, induced degranulation,

Eomes*KIR/NKG2A*CDE" T cells are terminally
differentiated effector cells

Based on the phenotype of their murine equivalent, we hypothe-
sizedd that cells exhibiting a memory phenotype should be highly
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represented within human innate-like CDS" T cells. As illustrated
in Figure 1E, among Eomes CD8Y T cells, the KIR/NKG2AY
subser was entiched in CDM45RATCCRY - effector cells, which
represent the most differentiated tvpe of memory cells, also
called terminally differentiated effector memory (Tepgps) [15],
whereas the BIBR/NKG2A~ subset primarily consisted in effec-
tor memory cells (CD45RATCCR? ™). Moreover, nearly 45%
of KIR/NKG2A" cells expressed CDS7, as opposed to 15% in
their KIR/NKG2A- counterpans (Fig. 2B}, thereby confirming
that the KIR/NKG2A-expressing CDS8 T-cell subset is preemi-
nently terminally differentiated, in accordance with a recent
report [¥].

KIR/NKG2ZA*CD8* T cells expressing high levels of
Eomes preexist in human cord blood

Enowing that mouse “innate/memory” CD&™ T cell develop-
ment occurs mostly in the thymus, we looked for human
innare/memory-like CD8" T cells in cord blood, In accordance
with a recent study [16], we were able to identify KIR and
NKG2A receptors in a small proportien (range 0,.7-1.7%) of CD&"
T cells in cord blocd (Fig. 3A). Similatly to those circulating
in adult bloed, they expressed Eomes preferemtially, as com-
pared with KIR/NKG2A-CDE" T cells (Fig. 3A and B). More-
over, the KIR/NKGZA' Eomes CD8' Tgell fraction contained a
sizable majority of Tewra cells (Fig. 3C) even though, in contrast
with adult blood, they were mainly CD57- (Supponting Infor-
mation Fig, 24). This finding is in agreement with the notion
that despite their memory/ Teuns phenotype, RIR/NKGZAT cells
expressing Eomes in cord blood are less differentiated than thase
tecovered from the blood of adult donors [16]. Like their periph-
eral counterparts, most cord blood KIR/MNKG2ZA' Eomes® CD&*
T cells expressed T-bet (Supporting Information Fig. 2B) and
produced IFN-y in response to stimulation by IL-12410-18 and
PMA-ienomycin (Fig. 3D), thereby corroborating the conclusion
that their innate functions had been acquired prior to exposure to

HIGHLIGHTS

antigens in peripheral lymphoid crgans. These data, along with
previous identification of Eomes*CDE" T cells in human fecal
spleen [17], suggest that these cells might actvely contribute
o the innate immune response against various pathogens in the
human perinatal period. In the mouse, a key role in Eomes upreg-
ulation has been attributed 1o promyelocytic leukemia zine fin-
ger protein (PLEF) expressing T cells, such as INKT cells through
their IL-4 production [2, 3]. However, challenging this model, two
recent studies support the view thar [L-4 induces development of
innate/memory COBY T cells in a4 T and iNKT cell-independent
manner [18, 19]. Even though the mechanisms underlying the
generation and/or maintenance of innate/memaory CO8 T cells
in humans remain to be identified, our data in cord blood show-
ing a close correlation between frequencies of BEomes-expressing
KIRTCDE® cells and PLZF relative MFIL in CD37 cells {Supporting
Information Fig. 3) are consistent with a possible requirement of
PLZF-expressing T cells.

More generally, based on our demonstration that periph-
eral KIR' Eomes " CD8" T cells display innate functions, includ-
ing cytotoxic activity and rapid [FN-y production after expo-
sure to proinflammatory cytokines, we hypothesize thar this
new subset may be involved during infection or tumorigene-
sis in humans. If this were so, a possible correlation between
iNKT cell immune subversion and innarelike CDE" T cell dys-
functions, and ultimately with disease burden, would be worth
imvestigating.

Concluding remarks

Taken together, our results provide definite evidence for the exis-
tence of a new population of antigen-inexperienced CD&™ T cells
in humans that are characterized by a marked innate/memory
phenotype as well as NE-like functions. Their potential role in
disease contral in conjunction with iINKT cells, which have been
decumented for their antitumoeral and anti-infectious activities
[20-23], deserves futire consideration.

d
Figure 1. Identification of Eomes-expressing innate-like CD8+ T cells in healthy adult humans. [A) Eomes expression among FEMCs was analyzed
by fow cytometry after gating on total, KIRNEGZA- and KIR/NKGZA CDRTCD3* populations. One representative sample is shown (left), Eomes
expression: gray solid lines; Isotype contrel: gray dotted lines. Numbers indicate the frequencies of Eomes-expressing cells. Cohort data are
shown |n = 14). Wilcoxon-matched pairs test. 'p = (.001. {B—2) FEMCs were cultured for (B and € 48 h with IL-124+1L-18 or {C) for 16 h with
anti-CD3/C02E beads. (B) IFN-y expreasion was analyzed after gating on Eomes* COE* T cells and one representative sample is shown (left). The
numbers indicate the frequencies of IFN-y-expressing cells, Full cohort data are shown (right), The frequencies of IFN-y-expressing cells (mean £
SEM) after IL-12+IL-18 stimulation {n = 5} in KIR/NEG2A™ (L.7% + 1.0) and KIR/NEG2A* (25.4% + 1.3) CD8*CD3" cell populations (left), and after
TCR-dependent stimulation [n = 8} in KIR/MNEG2A™ (£.2% = 1.7) and KIR/NEG2ZA' (B.7% + 1.9) CD3* CO3* cell populations {right), are shown. The
frequency of IFN-p-expressing cells among the KIR/NEG2A* fraction, when cultured in medium alons, was lower than 1%. Paired t-test. ™'p «< 0.001.
[C) Eomes and KIRNKG2A expression were analyzed among PBMCS after gating on [FN-y-expressing CRE'CRA* cells, Wilcoxon-matched pairs
test, "p = 005, (D) PEMCs were preincubated for 48 hwith IL-15 and cytotoxicity in the form of CD107a degranulation/expression was evaluated by
flow cytometry. One representative sample is shown (left). Each histogram shows expression of CD107a (gray-line histogram) in comparison with
an isotype control (dotted-line histogram). Numbers indicate the frequencies of CD107a-expressing cells. The full cohort data are shown {right).
Frequencies of CDM07a-expressing cells (mean + SEM; n = &) in KIR/NEG2A™ {6.3% + 2.7) and KIR/NEG2ZA™ (21.E% = 5.9) Eomes ' COE'CR3* cell
populations after CD16 stimulation [left graph), and in KIRMEGIA™ (0.2% £+ 0.1) and KIR/NKG2ZAT (3.5% = 1.6) Eomes” CO87CO3" cell populations
after K562 target cell stimulation [right graph). Wilcoxon-matched pairs test. *p < 0.05. (E) The frequencies {mean + SEM; n = &) of CD45R84 4 /CCRT-
[EMRA) and COM5RA-/CCRT™ (effector memeory) cells were analyzed among PEMCE by flow cytometry after gating on total (28.8% + 4.9 and
45.7% + 7.1, respectively), KIRNKG2A™ (22.8% + 4.6 and 51.1% + 7.8 respectively) and KIR/NEGZA® (55.7% + 4.3 and 28.8% + 34, respectively)
Eomes' CD&'CD3Y cell populations. Humbers represent the frequency of cells within the indicated quadrant. Wilcoxon-matched pairs test. *p <
0.05. {40} Each symbel represents one healthy adult donor. Data have been poeled from three to five separate experiments.
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This section was written in compliance with minimal information
about T-cell assays guidelines.

PBMCs and cord blood mononuclear cells (CBMCs)

Healthy adult individuals were volunteers from the Pdle Biologie
Santé (Poitiers, France). Cord blood samples were provided by
the Etablissement Frangais du Sang (Poitiers, France). The study
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Figure 2. Analysis of expression of T-bet and CD57
by Eomes* KIR/NKG2A*CD8* T cells in adult periph-
eral blood. (A) Adult PBMCs were membrane-labeled
with anti-CD3-BV421, anti-CDE-PECy7, and anti-
pan-KIR/NKG2A-PE, fixed and permeabilized, and
then stained with anti-Eomes-AF647 and anti-T-bet-
PerCPCy5.5 for flow cy i lysis. [ -
clear T-bet and Eomes expression was analyzed
after gating on total, KIR/NKG2A~ and KIR/NKG2A*
CD&*CD3* cell populations. Dot plot graph: data are
two representative samples out of eight evaluated.
Numbers in each top right quadrant represent the
percentages of cells co-expressing Eomes and T-bet
among the indicated population. Cohort data: per-
centage of Eomes* T-bet” cells (mean = SEM) in total
(6.6 + 2.2), KIR/NKG2A~ (5.1 + 1.7) and KIR/NKG2A*
(364 + 4.0) CD8'CD3"' cell populations. Wilcoxon
nonparametric test. “p < 0.01. (B) Adult PBMCS (1 = 6)
were membrane-labeled with anti-CD3-BV421, anti-
CD&-PECy7, anti-pan-KIR/NKG2A-PE, and anti-CD57-
FITC, fixed and permeabilized, and then stained with
anti-Eomes-AF647. Cell-surface expression of CDS7
was analyzed after gating on Eomes*CD8* CD3” cells
in the indi d populations. Graph lays: one
p ti ple is shown. bers indi
the freg fes of CDS57-expressing cells, Cohort
data: percentage of CD57- ing cells (mean =
SEM) in total (22.1% + 5.0), KIR/NKG2A- (12.3% + 2.9)
and KIR/NKG2A* (46.6% + 4.6) CDB*CD3* cell popu-
lations. Wilcoxon nonparametric test, *p < 0.05. Data
have been pooled from three separate experiments,

was approved by the local Institutional Review Board. Peripheral
and cord blood were collected in standard heparinized tubes, and
PBMCs and cord blood mononuclear cells (CBMCs) were then
separated by gradient centrifugation (Histopaque-1077, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO).

Reagents

Human rlL-12, rIL-18 (20 ng/mL together), and rll-15 (10
ng/mL) were from R&D Systems (Abingdon, UK). PMA-ionomycin
(1 ng/mL PMA, 0.5ug/mL calcium ionophore) and Dynabead.
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Figure 3. Eomes-expressing innate-like CD8 T cells pre-
exist in cord blood. (A, B} Identification of Eomes-
expressing KIR/NKG2A*CD8* T cells in CBMCs. (A) Two
represenumve samples. Eomes and KIR/NKG2A expres-
sion was analyzed by flow cytumet:ry nﬁzr gating on
CD8'CD3* cells. N the fi of
cells within the indicated quadram (B} Cohort data
are shown (n = 4). F
cells (mean + SEM) in KIRINKGZA‘ (2.7% = 18) and
KIR/NKG2A* (36.6% L 11.6) CD8'CD3* cell populations.
Paired t-test. ‘p < 0.05. (C) Cord bloed KIR/NKG2A*CD8*
T cells were evaluated for CD45RA and CCR7 expres-
sion by flow cytometry. The frequencies (mean + SEM;
n = 4) of CD45RA*/CCR7- (EMRA) cells among total,
KIR/NKG2A-, and KIR/NKG2A* Eomes' CD8*CD3* cell
populations are 4,0% + 1.2, 15.2% + 3.6, and 41.7% + 11.7,
respectively. Paired t-test. *p < 0.05. (D) CBMCs were cul-
tured for 48 h with IL-15 prior to stimulation with IL-
12411-18 for 48 h or PMA-ionomycin for 4 h, Expression
of IFN-y was analyzed by flow cy y after gating on
CD8*CD3* cells. One representative sample is shown
for each mode of stimulation (IL-124IL-18 and PMA-
tonomycin, night), Each histogram represents expres-
sion of IFNdy in KIR/NKG2A'CD8'CD3" cells (black line
- histogram) in comparison with KIR/NKG2A—-CD8*CD3*
cells (dashed line histogram) bers indi the fre-
quencies of lI-‘N-v-cxpmsmg cells in the KIR/NKG2A*
CD8&'CD3' cell population. Cohort data are shown {right).

of IFN ing cells (mean + SEM) after

ies of Eomes.

F-exXp

r_ d
. ] IL-12+[L-18 stimulation (n = 6) in KIR/NKG2A~ (1.6%

. + 0.7) and KIR'NKG2A® (17.0% + 3.5) populations (left
graph), and after PMA-ionomycin stimulation (n = 6)
in KIR/NKG2A~ (10.2% + 3.9) and KIR/NKG2A* (33.5% +
7.7) populati (right graph). The frequency of TFN-y-

Human T-activator CD3/CD28 were from Sigma-Aldrich and Invit-
rogen (Carlsbad, CA), respectively.

mAbs and flow cytometric analysis

Phenotypic analysis of PBMCs and CBMCs was performed by
flow cytometry either ex vivo or after culture {1 x 10° cells/
mL). Expression of different markers was assessed by stain-
ing with appropriate combinations of mAbs conjugated
directly to fl h and di d CD3, CDS,
CD107a, T-bet, and IFN-y from BD Biosciences (Le Pont de
Claix, France); KIR2D+KIR3DL1/KIR3DL2 (CD158e/k)+NKG2A
(CD159a), referred to as pan-KIR/NKG2A, and CD45RA from
MiltenyiBiotec (Bergisch Gladbach, Germany); CD16, CD57, and
IFN-y from Biolegend (San Diego, CA); Eomes from eBioscience
(San Diego, CA); and CCR7 from R&D Systems. Dead cells were
excluded by using the Live/Dead Fixable NearIR Dead Cell Stain
kit (Life Technologies). For nuclear Eomes and/or T-bet stain-
ing and intracytoplasmic IFN-y staining, cells were permeabi-
lized with an anti-human Foxp3 staining kit (eBioscience) and

£ 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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expressing cells among KIR/NKG2A" cells, when cultured
in medium alone, was lower than 1%. Wilcoxon-matched
pairs test. *p < 0.05. (B-D) Each symbeol represents one
cord blood sample, Data have been pooled from two to
three separate experiments.

a Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences), respectively [24]. Cells
were analyzed by six- or eight-color flow cytometry (FACS Cantoll
or FACSVerse cytometer and FACSDiva and FACSuite softwares,
BD Biosciences), and data were analyzed using FlowJo Software
(Treestar, Ashland, OR).

Cell cultures

All cell cultures (1 x 10° cells/mL) were performed in RPMI 1640
medium supplemented with 10% heat-inactivated FCS and antibi-
otics. Cells were seeded into 24-well plates for IFN-y assays or
96-well round (U) bottom culture plates for CD107a degranula-
tion assays.

IFN-y analysis
To determine the intracytoplasmic expression of IFN-y, PBMCs

(1 x 10%ells/mL) were cultured for 48 h in the presence or
absence of I1L-12 and 11-18, For stimulation with anti-CD3 and
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anti-CD28 antibodies, cells were incubated for 16 h with Dyn-
abeads Human T-activator CD3/CD28 (Invitrogen) at the con-
centration recommended by the manufacturer, CBMCs {1 = 10°
cells/mL) were preincubated for 48 h with 1L-15 prior (o addition
of IL-12 and [L-18 or PMA-ienomycin, To stimulate with PMA-
fonomyein (1 ng/mL PMA, 0.5 pg/mL caleium ienophore, all from
Sigma-Aldrich), CBMCs were incubated with medium alone for 44
h follewed by 4 h of stimulation with the agent. Golgistop (BD Bio-
sciences) was added in the last 4 hoof culture,

CD107a degranulation assay

PEMCs were cultured for 48 h with rlL-15 prior to CD16triggering
or incubation with K562 target cells. For anti-CD16 trigzering,
wells were precoated with 10 pg/mlL Ultra-LEAF purified anti-
human CD16 mAb or the corresponding isotype control provided
by Biolegend and washed prior to addition of 1L-15-presensitized
PBMCs. Cells were then incubated for 5 h, For cytatoxic assays, 11.-
15-pretreated PEMCs were incubated for 5 h with K362 target cells
ar & 1:5 ratio. For each stimulation, anti-=CT¥107a mab (or its cor-
responding 1gG1 isorype control) and Golgistop (BD Biosciences)
were added to cultures in the last 5 h,
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Evidence for BCR-ABL-dependent dysfunctions of iNKT
cells from chronic myeloid leukemia patients
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Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal hematopoietic stem-cell malignancy charac-
terized by the presence of the chimeric BCR-ABL oncoprotein with deregulated tyrosine-
kinase (TK) activity. Although conventional T cells are acknowledged as important players
in the control of CML, a possible modification of invariant NKT (iNKT) cells, known for
their antitumoral activity, has not been established as yet. Here, we showed that the
expression of perforin, CD95L, and promyelocytic leukemia zinc finger, a transcription
factor required for maintenance of iNKT cell functions, was reduced or suppressed in CML
patients at diagnosis, as compared with healthy individuals. The proliferation rate of
blood iNKT cells in response to their cognate ligand was likewise diminished. These
functional deficiencies were corrected in patients having achieved complete cytogenetic
remission following TK inhibitor or IFN-« therapy. iNKT cells from CML patients in the
chronic phase did not display increased TK activity, which argued against a direct au-
tonomous action of BCR-ABL. Instead, we found that their anergic status originated from
both intrinsic and APC-dependent dysfunctions. Our data demonstrate that chronic phase
CML is associated with functional deficiencies of iNKT cells that are restored upon remis-
sion. These results suggest a possible contribution to disease control by TK inhibitor
therapies.
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Introduction

Chronic myeloid leukemia (CML) is a well-characterized myelo-
proliferative disorder, initiated by the presence of the Philadel-
phia chromosome (Ph) generating the BCR-ABL oncoprotein,
which gives rise to deregulated tyrosine-kinase (TK) activity in
all leukemic cells [1]. For many years, allogeneic stem cell trans-
plantation has been regarded as the standard curative therapy
and was offered front line in patients in whom an HLA-compatible
donor was available, with IFN-a therapy as a possible alternative
[1]. However, based on the results of the International Random-
ized Study of Interferon and STIS71 (IRIS) trial, imatinib mesylate
(IM), a competitive inhibitor of the BCR-ABL TK activity, is cur-
rently used as a first line therapy of CML [2, 3].

A critical role of the immune system in the control of CML [4-8]
is supported by several reports, even though the mechanisms of
thiz antileukemic response are poorly understood. Invariant NKT
(iNKT) cells constitute a distinct lymphocyte population sharing
a conserved semi-restricted TCR that recognizes glycolipidic anti-
gens in the context of CD1d [9], with the unusual ability to rapidly
secrete both Thl and Th2 cytokines upon primary stimulation,
together with a complete cytotoxic arsenal. The transeription fac-
tor promyelocytic leukemia zine finger (PLZF) directs the effector
program of the INKT cell lineage [10, 11] which is believed to play
a key role in the regulation of various immune responses, includ-
ing antitumor responses in experimental mouse models [12-15],
as well as in human solid tumors [16-18] and hematopoietic ma-
lignancies [19, 20]. However, although the role of conventional T
cells, particularly their tumor Ag-specific cytotoxic subset [4,7, 8],
in the control of CML has been largely documented, the implica-
tion of INKT cells has not been clearly established and has only
been investigated in a single study comprising exclusively CML
patients having undergone trearment with IM [21].

Here, we addressed this issue by comparing frequencies, per-
forin, CD95L, and PLZF expression, as well as proliferative re-
sponses between blood iINKT cells from healthy donors (HDs) and
CML patients, either at diagnosis or after induction of complete
remission (CR) by IM or IFN-x therapy. Based on our resules, it can
be concluded that INKT eell functions are impaired during chronic
phase (CP) CML, but return to normal after therapy.

Results and discussion

Functional deficiencies of iNKT cells in CML-CP
patients are reversed by IM or IFN-« therapy

Significantly reduced blood INKT cell frequencies have been re-
ported in several forms of cancer, including hematologic malig-
nancies [16-20]. Such a decrease in cell counts could not be evi-
denced in CML patients as assessed by flow eytometry analysis of
PBMCs (Supporting Information Fig. 1), either in CP at the time of
diagnosis or after molecular remission induced by IM (Supporting
Information Fig. 2A). INKT cells from CML-CP patients were both
CD4* and CD4  at ratios similar to those found in HDs (Support-

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGa#, Weinheim
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ing Information Fig. 2B and C). Only CML patients who achieved
CR upon treatment with IFN-o had less INKT cells than normal
with a higher proportion of CD4" T cells.

Knowing that iNKT cells are endowed with cytolvtic activity en-
abling them o exert an antileukemic effect [19, 207, we examined
whether their expression of perforin and CD95L was modified in
CML patients relative to HDs (Fig. 1A and B, Supporting Infor-
mation Fig. 3). This was clearly the case, since these molecules
were either undetectable or expressed at very low levels during
disease, while they were present in almost 40% INKT cells in HDs,
as measured by intracytoplasmic staining. However, in patients
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1. Expression of perforin and CD95L, and proliferation in iNKT
cells from CML patients and HDs. (A) FEMCs from CML-CP patients, IM-
or [FN-gz-treated CML-CR patients, or HDs were cultured for 14 days in
the presence of IL-2 and IL-15. Cells were membrane-labeled with anti-
WVa24-PE mAb and «-GalCer-loaded CD1d-TT-allophycocyanin, perme-
abilized with Cytofx/Cytoperm™ kit, and stained with anti-perforin
FITC. Intracellular expression of perforin was analyzed after gating on
the Va24* a-GalCer-loaded CD1d TT* cells. The frequency of perforin-
expressing iNKT cells in CML-CP patients (10.% + 0.7%, n = 3), HDs [39.4 +
10%, n =5}, IM-treated (39.4 + &%, n = 8), and [FN-e-treated (35.2 £ 5.2%,
n = 5} CML-CR patients was determined. (B) PEMCs from CML-CP pa-
tients, [M- or IFN-ge-treated CML-CR patiems, or HDs were membrane-
labeled with anti-CD3-PercPCy5.5 and anti-iNKT-FE 6B11 clonotype,
permeabilized with Cytofoe/Cytoperm™ kit, and stained with anti-
CDE5L-allophycocyanin. Intracellular expression of CD95L was ana-
lyzed after gating on the CD3*6B11% cells in CML-CP patients (12.5 +
4%, n = 8), HDs (40.7 + 6, n = 6), IM-treated (209 + &, n = €) and IFN-
a-treated (44.1 + 8%, n = 3) CML-CR patients. {C, D) A total of 2x10°
PEMCs from CML-CF patients, IM- or IFN-z-treated CML-CR patients,
or HD's were incubated with IL-2 and [L-15 in the presence or absence
of «-GalCer. Fold expansion was calculated by dividing the number of
WVa24* o-GalCer-loaded CD1d TT* cells recovered from a 14-day culture
with «-GalCer, by their number recovered from cultures without ligand.
In some experiments, to define dividing cells, PEMCs were stained with
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE), prior to a 7-day
culture with IL-2 + IL-1% in the presence or absence of «-GalCer. (C) Fold
expansion of iINKT (Ve24+ u-GalCer-loaded CDd TT*) cells in CML-CP
patients {2.1:+ 0.9, n = &), HDs (83.1 + 16.9, n = &), IM-treated (106.3 + 38.9,
n = 7) or IFN-a-treated patients (20.0 + 7.3, n = 5). (D) Proliferation was
assessed via CFSE staining. Expression of CFSE was analyzed after gat-
ing on the CD3+8E11+ cells. The frequency of dividing cells among iNKT
cells in CML-CP patients (11.6 £ 6%, n = 7), HDs (45.9 = 6%, n =7), and
IM-treated CML-CR patients (33.5 + 6%, n = 3). Data are shown as mean
+ SEM from three to four separate experiments. Each symbaol repre-
sents data from one donor/patient *p < 0.05, ©p < 0.01, *p < 0.001;
Mann-Whitney nonparametric test. ND: not done.
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having achieved CR following IM or IFN-u therapy we observed a
remarkable reversal of this deficiency, back to proportions occur-
ring in HDs.

Because INKT cell proliferation is reportedly arrested in several
malignant diseases [17-20], we addressed the question whether
it is also the case in CML-CP patients. As shown in Fig. 1C
and in Supporting Information Fig. 4A, iNKT cells from CML-CP
patients proliferated much less in response to their cognate ligand
a-GalCer than their counterpart from HDs (mean + SEM: 2.2 +
0.8-fold versus 83.1 + 16.9-fold, respectively). This result was in
accordance with the reduced proportion of cycling cells among
the CML-CP iNKT cell population in the same culture conditions
(Fig. 1D, and Supporting Information Fig. 4B). Once again, the
defect was corrected in CML-CR patients having received IM and
IFN-a therapy, in which iNKT cells increased 100-fold or 20-fold,
respectively, upon exposure to a-GalCer. In contrast with iINKT
cells, conventional T cells conserved their proliferative potential in
CML-CP patients. Indeed, VB2* polyclonal MHC class Il-restricted
T cells responded normally to the super-antigen TSST1 (Support-
ing Information Fig. 5A and B), and PBMCs stimulation with anti-
CD3/CD28 beads revealed also no significant difference between
CML-CP patients and HDs in terms of cell growth (Supporting
information Fig. 5C).

The anergic status of iNKT cells is partially reversed
by IM in vitro implicating BCR-ABL TK activity

The fact that iNKT cells from CML patients emerge from their
anergic status after IM therapy suggests that BCR-ABL activity
contributes to the functional defect of iNKT cells. In accordance
with this notion, in vitro culture of PBMCs with the TK inhibitor IM
led to a significant improvement of the proliferation rate of INKT
cells from CML-CP patients with a 2- to 50-fold increase induced
by IM (Fig. 2A). The fact that in the same experimental set up the
number of iNKT cells recovered r d virtually unchanged in
HDs reflects the selective sensitivity of CP patients to IM. However,
it should be noted that exposure to IM in vitro restored the prolif-
erative capacity of iNKT cells from CML-CP patients only partially.
This result, together with our demonstration that both IM ther-
apy and IFN-a therapy reversed the anergic status of INKT cells
suggests the invol of complex i gulatory mecha-
nisms rather than the sole direct inhibition of BCR-ABL activity in
h ypoietic cells. Ce with this view, the expression of Ph
chromosome in T cells is commonly considered a very rare event.
Also, we found that TK activity assessed by cytometry analysis of
intra-cytoplasmic phospho-ty levels was modified neither in
INKT cells nor in T cells from CML-CP patients, relative to their
counterpart from HDs, while it was clearly enhanced among the
CD34" myeloid progenitor subset (Fig. 2B and C). Moreover, in
vitro treatment with IM had no effect on phospho-tyrosine MFI in
INKT cells and T cells from both CML-CP and HDs, while it led to a
substantial decrease in CD34" cells from CML-CP patients. These

Its argue ag; a direct »us action of BCR-ABL in
iINKT cells.

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 2. BCR-ABL TK activity in iNKT cells and CD34* cells: influ-
ence of IM treatment in vitro. (A) PBMCs from CML-CP patients (n
= 4) or HDs (n = 4) were cultured, as described in Fig. 1, in the
presence or absence of IM (0.5 or 1 uM). iNKT cell fold expansion
for each condition was calculated as described in Fig. 1 and plot-
ted on the graph for each individual donor. “p = 0.05 between CP
and HDs. Mann-Whitney nonparametric test. (B) PBMCs from CML-
CP patients and HDs were cultured for 20 h in the presence or ab-
sence of IM (1 uM). Cells were membrane-labeled with anti-CD3-PE-
Cy5 and o-GalCer-loaded CD1d TT-allophycocyanin, anti-Ve24-PE and
«-GalCer-loaded CD1d TT-allophycocyanin, or anti-CD34-PE, permeabi-
lized with Cytofix/Cytoperm™ kit, and stained with anti-P-Tyr mAb
(mouse IgG2b) and a FITC polyclonal Ab anti-mouse lgG2b. Analysis
was performed by flow cytometry gating on Va24' a«-GalCer-loaded
CD1d TT-CD3+ cells, Va24* «-GalCer-loaded CD1d TT+ cells or CD34+
cells. One representative result out of four CML-CP patients or five
HDs is shown. Numbers indicate P-Tyr MFI values with IM or with-
out IM (bold numbers). (C) PEMCs from CML-CP patients (n = 4) or HDs
(n = 5) were cultured in the presence or absence of IM {1 uM) and tyro-
sine phosphorylation (P-Tyr) was analyzed after gating on iNKT cells,
CD3+ cells and CD34* cells. MFI ratio between IM-treated and non-
treated conditions are log-transformed and plotted for each individual
sample; horizontal bars represent the mean. *p < 0.05. Student t-test.
Data are representative of four to five experiments.

Anergy is associated withintrinsic and APC-dependent
functional deficiencies of iNKT cells during CML-CP

The anergic status of iNKT cells during CP CML might be an

indirect effect resulting from BCR-ABL expression in some
APCs required for activation. Indeed, several functional defects
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(including inefficient actin polymerization and antigen process-
ing) have previously been reported in myeloid DCs from CML
patients [22]. Consistent with this hypothesis, we found that a-

Clinical immunology

cells from CML-CP patients (Fig. 3, and Supporting Information
Fig. 7). Indeed, these cells proliferated less in response to anti-
CD3/CD28 beads, which provide TCR-dependent stimulation that

GalCer-loaded ex vivo-generated monocyte-derived DCs obtained
from CML-CP p were unable to optimal expansion of
a HD-derived iNKT cell line, conversely to their counterpart from
HDs (Supporting Information Fig. 6). These findings along with
the fact that in vitro exposure to IM did not completely restore
normal iNKT cell proliferation led us to assume that total reversal
of the anergic state requires activation and/or maturation steps
for which APCs are critical. Furthermore, we showed that intrinsic
modifications underlie the BCR-ABL-dependent anergy of iNKT
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3. Analysis of TCR- and non-APC-dependent proliferation of
INKT cells, as well as their PLZF and IL-4 expression in CML patients and
HDs. (A) A total of 2x 105 PBMCs from CML-CP patient, IM-treated CML-
CR pati or HDs were d with carboxyfluorescein diacetate suc-
cinimidyl ester (CFSE) and then incubated with anti-CD3/CD28 beads
for 7 days. Expression of CFSE was analyzed after gating on CD3+ 6B11*
cells. The frequency of dividing cells among iNKT cells was determined
for CML-CP patients (29.7 + 8%, n = 7), HDs (65.5 = 4%, n = 7), and IM-
treated CML-CR patients (49.6 + 3%, n = 4). (B) PBMCs from CML-CP pa-
tients, IM- or IFN-¢-treated CML-CR patients, or HDs were membrane-
labeled with anti-CD3-PerCP-CyS and anti-INKT-PE 6B11 clonotype,
fixed, permeabilized, and stained with anti-PLZF mAb as previously de-
scribed [10]. PLZF expression was analyzed after gating on CD3* 6B11+
cells. iNKT cell PLZF MFI/total T-cell PLZF MFI ratio for each CML-CP pa-
tient (0.89 = 0.1%, n = 7), IM-treated (1.86 = 0.2%, n = 6) or IFN-u-treated
(2.12 = 0.5%, n = 5) CML-CR patient, or HDs {3.03 + 0.5%, n = 8). (C, D)
PBMCs from CML-CP patients, IM- or [FN-u-treated CML-CR patients,
or HDs were stimulated for 5 h with PMA/i in in the p e
of monensin. Cells were membrane-labeled with anti-Vu24-PE mAb
(or Va24-FITC mAb) and «-GalCer-loaded CD1d TT-allophycocyanin,
permeabilized with Cytofix/Cytoperm™ kit and stained with anti-
IFN--FITC {or anti-IL-4-PE, respectively). (C) Intracellular expression
of IFN-y and IL-4 was analyzed after gating on Vu24" o-GalCer-loaded
CD1d TT" cells. The freq y (%) of IL-4- ing cells among iNKT
cells was determined for CML-CP patients (3.15 + 2%, n=6), HDs (11.0 +
3%, n = 8), IM-treated (11.8 + 3%, n = 11), and [FN-u-treated (322 + 11%,
n = 6) CML-CR patients. (D) IFN-y expressing cell frequencies among
iNKT cells were determined for HDs (67.6 + 7%, n = 8), CML-CP patients
(73.2 £ 8%, n = 6), IFN-a-treated patients (39.2 = 11%, n = 6), and IM-
treated patients (72.3 £ 7%, n = 12). Each symbol represents data from
one donor/patient; horizontal bars represent the mean. Values indi-
cated are mean + SEM. *p < 0.05, "p < 0.01, ***p < 0.001. Mann-Whitney
nonparametric test. ND: not done.

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

byp APCs, than their HDs counterpart. In the same line of evi-
dence, PLZF, a transcription factor requisite for the differentiation
and maintenance of functional iNKT cells failed to be expressed in
cells from CML-CP patients (Fig. 3B). Lastly, in accordance with re-
cent studies in mice showing that PLZF-deficient iNKT cells do not
acquire the capacity to secrete [L-4 [10, 11], we observed the same
modification in iINKT cells from CML-CP patients upon stimulation
with PMA/ionomycin (Fig. 3C). These findings are consistent with
the observation that the proliferative response of INKT cells from
CML-CP patients could not be restored in vitro by adding APCs
from HDs (data not shown). Importantly, proliferation in response
to anti-CD3/CD28 beads (Fig. 3A) as well as expression of PLZF
and IL-4 (Fig. 3B and C) returned to normal when iNKT cells were
recovered from patients who had achieved CR after IM or IFN-a
therapy, confirming that the functional impairment during CP
CML is reversible.

Taken together, our results show that iNKT cells in CML-CP
patients have specifically lost their ability to proliferate in re-
sponse to their cognate ligand and to exert their cytolytic functions
through perforin and CD95L expression. Further investigations are
required to elucidate the exact mechanism accounting for the ef-
fects of IM and IFN-a on these parameters. Nonetheless, our results
suggest that the dysfunctions of INKT cells are partly caused by
defective APCs that are probably rescued by IM or IFN-a therapy,
a view that is in agreement with a previous study reporting that
ex vivo-generated monocyte-derived DCs from IM-treated CML-CP
patients can activate iNKT cell lines with similar efficiency than
their HDs counterpart [21]. As a-GalCer has already been used
in clinical trials [23], our findings lead to propose that combina-
tion of IM with an immunotherapy using a-GalCer-pulsed auto
DCs might become a new and useful strategy for targeting iNKT
cells to restore their functions in CML-CP patients. However, the
possibility that IM and/or IFN-a act(s) in part by enabling iINKT
cells to exert their antileukemic effects should be investigated
before using their ligands as a therapeutic strategy in CML.

Concluding remarks

The present study provides evidence that CP CML is associated
with an acquired but potentially reversible defect in INKT cells.
Given the critical role of this innate cell population in tumor
surveillance, our data reveal a new mechanism allowing leukemic
cells to escape from an anti-CML immune response, and support
the notion that iINKT cells play a role in controlling the disease in
patients undergoing IM or I[FN-a therapy.

Patients

CML patients treated in the Oncology-Hematology and Cell Ther-
apy Department and INSERM CIC-P-802 were included in this
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study. Patients were divided into three groups according to their
treatment and to their clinical status as follows: (i) 22 untreated
patients studied at diagnosis (100% Ph* mitosis in cytogenetic
analysis); (ii) 23 patients currently treated with IM and who have
achieved either complete cytogenetic remission (0% Ph' mitosis
in cytogenetic analysis of at least 20 mitosis) and major molecu-
lar response (BCR-ABL/ABL ratio at 0.1% in International Scale
or the status of undetectable BCR-ABL in peripheral blood by
RT-qPCR (undetectable molecular residual disease, UMRD). These
cytogenetic and molecular responses are referred to as CR, and
(iii) 14 patients who were initially treated with IFN-a and devel-
oped a sustained CR maintained at least 3 years after treatment
discontinuation. The 24 HDs were volunteers from the Péle Biolo-
gie Santé (Poitiers, France). An informed consent was obtained
from patients and HDs. The study was approved by the local
Institutional Review Board (CHU La Milétrie). Blood samples were
collected on heparin and PBMCs were isolated and cultured as pre-
viously described [24].

Reagents

A total of 10 ng/mL IL-2 and 10 ng/mL IL-15 (R&D systems,
Abingdon, UK), 100 ng/mL a-GalCer (Kirin Brewery, Gunma,
Japan), 10 ng/mL TSST1 superantigen (Sigma-Aldrich, Lyon,
France), and 0.5 or 1 uM IM (Glivec™, Novartis, Rueil Mal-
maison, France) were used in this study. Anti-IFN-y-FITC, anti-
IL-4-PE, anti-perforin-FITC, anti-CD34-PE, anti-CD3-PE-Cy5.5,
anti-CD3-PerCP-Cy5.5, anti-CD4-FITC mAb, anti-INKT-PE 6B11
clonotype, and anti-CD95L-allophycocyanin mAb were purchased
from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France) and Mil-
tenyi Biotec SAS (Paris, France), respectively. Anti-CD8-PE-Cy7
was purchased from eBioscience (Paris, France). Anti-Vu24-
FITC, anti-VB2-FITC and anti-Vu24-PE, and anti-phosphotyrosine
mADb (mouse IgG2b) and FITC polyclonal Ab anti-mouse
IgG2b were purchased from Beckman Coulter (Villepinte,
France) and Southern Biotechnology (Birmingham, AL), respec-
tively. Anti-PLZF mAb (clone D-9, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) was coupled in our laboratory with
Alexa Fluor 647 with a kit from Invitrogen (Cergy Pontoise,
France). Allophycocyanin-conjugated CD1d-tetramer loaded with
a-GalCer («-GalCer-loaded CD1d TT-allophycocyanin) was pro-
vided by the NIH tetramer facility (Atlanta, GA, USA).

Flow cytometry analysis

Cells were analyzed by four-color flow cytometry (FACScalibur™
and CellQuest™ software, BD Biosciences) or six-color flow
cytometry (FacsCanto II'™ and FacsDiva™ software, BD Bio-
sciences), and data were reanalyzed with FlowJo™ (Treestar,
Ashland, OR). For in vitro experiments, dead cells were excluded
by propidium iodide staining. At least 105 viable cell events were
acquired in the peripheral blood lymphocyte gate ( d by
forward and side scatter par ). Positive staining for each

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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marker was determined by comparison to appropriate isotype-
matched negative controls or nonloaded CD1d-TT.
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Abstract

CD1d=restricted invariant natural killer T (INKT) cells are believed to play a key role in cancer immune surveillance,
and are functionally deficient in patients with chronic myeloid leukaemia (CML). Herein, we have hypothesized
that this defect might originate from BCR=-ABL-dependent dysfunctions in myeloid dendritic cells (mDCs). Indeed,
flow cytometry and confocal microscopy revealed that cell surface expression of CD'1d was downregulated in CML
mDCs, relative to healthy donor [(HD) controls. The decreased cell surface display of CO1d could not be ascribed
to defective mOC differentiation, as attested by normal expression of HLA-DR and the CD86 maturation marker.
On the other hand, reduced membrane expression was not associated with decreased intracytoplasmic levels of
CD1d or its mRNA transeripts, consistent with intracellular retention. In witro treatment of CML mDCs with the
Rho-associated protein kinase (ROCK) inhibitor Y=27632 partially restored both cell surface CD1d expression and
CD1d-mediated antigen presentation, whereas it had no effect on HD mDCs. An inhibitor of BCR-ABL tyrosine
kinase (TK), imatinib mesylate (IM), had no such activity. Similar recovery of CD1d expression occurred with
fasudil, another ROCK inhibitor that is commonly used in clinical trials. Our data support the conclusion that
BCR-ABL-dependent ROCK, but not TK, is invelved in CD1d downregulation. We propose that ROCK, which is most
likely activated by the DHfPH domain of BCR-ABL mediates iNKT-cell immune subversion in CML patients by
downregulating CD1d expression on CML mDCs. Qur study reveals the ROCK-mDC axis as a new potential target
to restore immune surveillance in patients with CML, offering new therapeutic perspectives for CML treatment.

Copyright © 2016 Pathological Sociery af Grear Bricsin and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Led.
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Introduction

Chronic myeloid leukaemia (CML) is a myeloprolifer-
ative disorder initiated by the Philadelphia (Ph) chro-
mosome generating the BCR-ABL oncoprotein, which
gives rise to deregulated tyrosine kinase (TK) activ-
ity in leukaemic cells [1]. TK activity residing within
the ABL gene of BCR-ABL is generally considered
to be sufficient to induce malignant transformation,
whereas the DH-PH domain of the BCR component
contributes to disease progression by activating the
Rho-Rho-associated protein kinase (ROCK) pathway,
which is implicated in the control of leukaemia cell
maotility [2,3].

Caopyright © 2016 Pathological Sociery of Great Briin and |retand.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. wwepathioe org

The ABL kinase inhibitor imatinib mesylate (IM)
induces complete cytogenetic responses in =>80%
of newly diagnosed CML chronic-phase (CML-CP)
patients [4]. However, this treatment does not eliminate
all CML cells, and may fail because of clinical resis-
tance, necessitating additional therapeutic strategies to
eradicate all CML clones.

Several reports have supported a role of the immune
system in the control of CML, even though the mech-
anisms of this anti-leukaemic response remain unclear.
We recently demonstrated that the chronic phase of
CML is associated with functional deficiencies of invari-
ant natural killer T (iNKT) cells [5]. These innate-like T
cells expressing a semi-invariant T-cell receptor (TCR)

| Pathal 2016; 240: 262-248
www thejournalofpatholagy.com
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Figure 1. Surface CD1d expression by peripheral blood mDCs and B lymphocytes from CML-CP patients and HDs. Surface CD1d expression
among PBMCs was analysed by flow cytometry after gating on mDCs (CD11¢-positive) (A, B) or B cells (CD19-positive) (C, D) from HDs
(n=17 and n=6 for mDCs and B cells, respectively) and CML-CP patients (n=28 and n=6 for mDCs and B cells, respectively). (A C) A
representative histogram is shown for each group of HDs and CML-CP patients. Numbers indicate percentages of CD1d-expressing cells.
Filled histograms show isotype controls. (B, D) Frequency (%) (left panels) and MFI (right panels) values of CD1d-expressing cells among
the population of interest of the cohort study are shown as means + standard errors of the mean (SEM) from four separate experiments.

(B, D) Mann-Whitney non-parametric test. ns, not significant. ***p < 0.001.

that recognizes glycolipid antigens presented by the
evolutionarily conserved CD1d molecule are believed
to play a key role in cancer immune surveillance [6].

Having shown that iNKT cells from CML-CP
patients do not express the Ph chromosome [5],
we investigated whether their anergic state resulted
from BCR-ABL-dependent dysfunctions in myeloid
dendritic cells (mDCs). We found that mDCs from
CML-CP patients downregulated their CD1d cell sur-
face expression, thereby impairing CD1d presentation
to iNKT cells.

Materials and methods

Patient and control donors

All patients and volunteers gave informed consent in
accordance with the Declaration of Helsinki for partic-
ipation in the study, which was approved by the Inserm
CIC-1402 scientific committee (Poitiers, France).

Flow cytometric analysis

Cells were stained as previously described [5,7,8], and
analysed by six-colour flow cytometry (FACSVerse

Copyright © 2016 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by john Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

and FacsDiva software; BD Biosciences); data were
reanalysed with FlowJo Software (Treestar).

In vitro differentiation of mature mDCs
from blood monocytes and treatment with
inhibitors
Mature mDCs derived in vitro from blood monocytes
(Mo-DCs) were generated from magnetic activated
cell sorting-enriched CD14 cell fractions by incubation
at 8x 1(° cells/well into 96-well round U-bottomed
culture plates with interleukin (IL)-4 (10ng/ml) and
granulocyte~macrophage colony-stimulating  factor
(GM-CSF) (25 ng/ml) for 3 days. The cells were differ-
entiated in the presence of | pg/ml lipopolysaccharide
(LPS) for the final 18 h of culture in the presence of a
ROCK inhibitor (Y-27632 or fasudil at 20 pM) and/or
IM (1 pM) or medium alone.

Detailed methods are available in Supplementary
materials and methods.

Results and discussion

We postulated that BCR-ABL-dependent dysfunctions
in mDCs might account for the anergic state of CML-CP

J Pathol 2016; 240: 262-268
www.thejournalofpathology.com
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Figure 2. Cellular localization of CD1d molecules in mDCs from CML-CP patients and HDs. (A) The frequency of cells express-
ing intracytoplasmic or surface CD1d was measured by flow cytometry among PBMCs after gating on immature (CD11c-positive,
HLA-DR-negative) (left panel) or mature (CD11c-positive, HLA-DR-positive) mDCs [right panel) fram HDs [n=4) and CML-CP patients
[n=6); for details, see supplementary material, Figure 53. (B) The frequency of cells expressing surface CO1d was measured by
flow cytometry in Mo-DCs (for details, see Materials and methods). HDs, n=13; CML-CP patients, n=186. (C] Cellular localization
of CD1d molecules in Mo-DCs. HLA-DR (green) and CD1d [red) images were acquired by confocal microscopy The merged images
show co-localization of HLA-DR and CD1d ([yellow). Scale bar: 10pm. Images are shown of two separate preparations of norma
Mao-DCs (HD1 and HDZ) and CML-CP Me-DCs [CML-CP1 and CML-CP2). The data are representative of four independent experi-
ments. (D] CD1d mBMA |evels were measured in Mo-DCs by real-time quantitative polymerase chain reaction [PCR), and normalized
to yield equivalent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase expression. HDs, n=5; CML-CP patients, n=5. The data shown are
means + standard errors of the mean (SEM) from two separate experiments. [A, D] Mann-Whitney non-parametric test. ns, not significant.

"p - 0.05; " p < 0.001.

iNKT cells that we have recently reported [5]. Knowing
that several tumours use CD'ld downregulation to evade
immune detection [9-12], we examined whether cell
surface CD1d was modified in CML-CP mDCs.

Cell surface expression of CD1d is downregulated

in peripheral blood mDCs from CML-CP patients,
relative to healthy donors (HDs)

Flow cytometry analysis of surface CD1d revealed that
<20% CD1lc-positive peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) gated ex vive from CML-CP patients
were CD1d-positive versus almost 50% of HD mDCs
[Figure 1A, B (left panel); supplementary material,
Figure 51]. Moreover, CD le-positive PBMCs from
CML-CP patients expressed two-fold less surface
CDId than those recovered from HDs (Figure 1B,
right panel). For comparison, gated CDI19-positive
CML B cells, in which expression of the Ph chromo-
some is rare, showed cell surface CDI1d levels similar
to those of their HD counterparts, in terms of both
frequency [Figure 1C, D (left panel)] and mean flu-
orescence intensity (MFI) (Figure 1D, right panel),
thereby comroborating BCR-ABL oncogene-mediated
downregulation.

Copyright @ 2016 Pathological Seciety of Grear Brimin and Ireland.
Pubslished by John Wiley & Sons, Lrd. www pathsse arg

Reduced cell surface expression of CD1d in CML-CP
mDCs is not associated with decreased
intracytoplasmic levels of CD1d or its mRNA
transcripts

We analysed the cellular distribution of CD1d molecules
in CML-CP mDCs, by using two-colour CDd staining
to differentiate cell surface from intracellular expres-
sion. CDId localization in immature mDCs being
mostly intracytoplasmic, mature and immature mDCs
from CML-CP patients were examined separately
according to their HLA-DR and CDllc expression
(supplementary material, Figure 52).

CD1d remained mainly in the cytoplasm of immature
mDCs from both HDs and CML-CP patients, with
barely detectable membrane expression in either pop-
ulation (Figure 2A, left panel). In mature mDCs from
CML-CP patients, membrane CD1d was significantly
downregulated versus their HD counterparts, whereas
intracellular levels were similar (Figure 2A, right panel).
The decreased cell surface display of CD1d cannot be
ascribed to defective mDC differentiation, as attested
by normal expression of HLA-DR and the CD86 mat-
uration marker (supplementary material, Figure S3A,
B). These findings, together with those showing that

| Pathal 201&; 240: 262268
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Figure 3. CD1d cell surface expression of CML-CP Mo-DCs after a short-duration in vitro treatment with the ROCK inhibitor Y-27632. (A,
B) The frequency of cells expressing surface CD1d was measured by flow cytometry on IM-treated andfor Y-27632-treated Mo-DCs from

CML-CP patients (n=16) (A) or HDs (n=13) (B). Dotted lines represent mean frequency

ralues in CML-CP Mo-DCs (A) and HD Mo-DCs

(B) incubated with medium alone (NT). (C) Cellular localization of CD1d molecules in IM-treated andfor Y-27632-treated or NT Mo-DCs.
HLA-DR (green) and CD1d (red) images were acquired by confocal microscopy. Scale bar: 10 pm. Images are shown of Mo-DCs from a
representative CML-CP patient (CML-CP3) out of three. (A, B) Wilcoxon non-parametric test. *p<0.01; **p<0.001.

BCR-ABL in dendritic cells does not influence HLA
class I expression. suggest that the defect is specific
to CDId (supplementary material, Figure S3C). To
corroborate our findings, we differentiated dendritic
cells in vitro from Mo-DCs. Up to 98% of these cells
were BCR-ABL-positive when derived from CML-CP
patients, as determined with FISH (Fluorescence in
situ hybridization) (supplementary material, Figure
S4). As previously reported [13] and illustrated in
supplementary material, Figure S5. mature Mo-DCs
of CML-CP patients could not be distinguished from
those derived from HD monocytes in terms of HLA-DR
and CD86 co-stimulatory molecule expression. Less
than 10% of Mo-DCs from CML-PC patients expressed
membrane CDId, contrasting with >40% among those
differentiated from HD monocytes (Figure 2B). This
procedure provided highly enriched cells to address the
mechanism accounting for the deficiency. Using con-
focal analysis of CML-CP Mo-DCs, we found strong
CD1d expression. mostly in the intracytoplasmic com-
partment (red spots), whereas only HLA-DR appeared
on the cell surface (green spots). In contrast, CD1d and
HLA-DR were closely co-localized (yellow spots) and
attached to the membranes of HD Mo-DCs (Figure 2C).

Copyright © 2016 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

As previously described, CML-CP Mo-DCs had a
distinct morphology, with smaller. more rounded cells.
indicative of altered actin organization [13]. These
observations, together with CDId mRNA expression
that did not significantly differ between Mo-DCs from
CML-CP patients and HDs (Figure 2D), are consistent
with intracellular retention of CDId.

In vitro treatment of CML-CP Mo-DCs with ROCK
inhibitors, but not with IM, partially restores cell
surface CD1d expression

We attempted to restore normal expression by treat-
ing CML-CP Mo-DCs with IM, which had no effect
(Figure 3A, C), thereby excluding a major contribution
of BCR-ABL TK activity. The Rho~ROCK pathway
seemed to be another likely candidate, not only because
it is constitutively activated by the DH-PH domain of
BCR-ABL, but also because it has been identified as a
negative regulator of CDld-mediated antigen presenta-
tion in cell lines via its effects on the actin cytoskele-
ton [14]. The proportion of CD1d-positive cells among
Mo-DCs from CML-CP patients increased after treat-
ment with the ROCK inhibitors Y-27632 (Figure 3A:

J Pathol 2016; 240: 262-268
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supplementary material, Figure 56) and fasudil (sup-
plementary material, Figure 57), whereas it remained
unchanged in Mo-DCs from HDs (Figure 3B), sup-
porting a BCR-ABL-dependent effect of the ROCK
inhibitors.

As illustrated by the confocal analysis shown
in Figure 3C, Y-27632 promoted re-expression of
membrane CD1d, unlike IM. It is also noteworthy that
CML-CP Mo-DCs recovered a normal morphology.
which cannot be explained by a difference in the dif-
ferentiation stage between CML and normal Mo-DCs.
Indeed, surface expression of HLA-DR and the mat-
uration marker CD86 were similar (supplementary
material, Figure 85). Further investigations are needed
to determine how CD1d retention is mediated. It would
be particularly interesting to explore its relationship
with actin disorganization in BCR-ABL-positive mDCs
[13] through ROCK.

The ROCK inhibitor ¥-27632 partially restored
CD1d-mediated antigen presentation, unlike IM

To examine how decreased CDId cell surface expres-
sion affects antigen presentation, Mo-DCs  from
CML-CP patients were loaded with the iNKT cell
ligand a-GalCer, and then co-cultured with murine
2C12 iNKT cell hybridoma [15]. IL-2 production by
2C12 cells, used as a readout of CD1d-mediated TCR
stimulation, reached 150-200pg/ml when they were
co-incubated with a-GalCer-loaded Mo-DCs from HDs
(Figure 4A). Production was significantly reduced when
a-GalCer-loaded Mo-DCs from HDs were replaced by
their CML-CP counterparts (Figure 4B ). suggesting that
deficient CD1d membrane expression on mDCs might
be the cause of the functional defect of iINKT cells in
CML [5]. Accordingly, a direct correlation was found
between CD1d expression on mDCs and function of
autologous iINKT cells in CML-CP patients (supple-
mentary material, Figure 58). Finally. after treatment
with Y-27632., w-GalCer-loaded CML-CP Mo-DCs
partially recovered their capacity to stimulate INKT cell
hybridoma (Figure 4B). Overall. the defective prolifer-
ation rate of primary CML-CP iNKT cells in response
to autologous a-GalCer-loaded Mo-DCs (Figure 4C)
was likewise restored in virro with Y-27632, whereas
the same treatment had no effect on HD Mo-DCs
(Figure 4D).

Given these data, we have concluded that ROCK,
which is activated by the DH-PH domain of BCR-ABL,
accounts for impaired cell surface CD1d expression in
mDCs from CML-CP patients, leading to innate immune
evasion.

A role was previously ascribed to ROCK in the
control of leukaemia cell motility, leukaemic cell
transformation mediated by the BCR/ABL TK and the
abnormal increase in proliferation of human CML pro-
genitor cells [16]. Here, we provide the first evidence
that ROCK-mediated deregulation likewise affects
BCR-ABL-positive immune cells, specifically the
mDC pool. As Mo-DCs recovered normal morphology

Copyright © 2016 Pathological Sociery of Grear Britain and Iretand.
Published by John Wikey & Sons, Ld. weespathsocorg
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Fiqure 4. Improverment of the stimulatory effect of CML-CP
Ma-DCs on INKT cells after treatment with the ROCK inhibitor
¥-27632. [A, B) Y-27632 partially restored CD1d-mediated pre-
sentation to iNKT cell hybridoma, unlike IM. IM-treated andfor
¥-27632-treated or NT [no treatment) Mo-DCs (25 10° cells)
from HDs (n=5) (A) or CML-CP patients [n=7] [B) were pulsed
with 25 ngfml of the iNKT cell ligand a-GalCer for 16 h, and then
co-cultured with iNKT 2C12 hybridoma (50 x 107) for 48 h. With-
out exogenous a-GalCer stimulation, IL-2 release was almost com-
pletely undetectable (<10 pg/mi). IL-2 was evaluated in a sandwich
ELISA [RED Systems). Wilcoxon non-parametric test. "p< 0.05.
IC, D) Improvement of CD1d-dependent CML-CP INKT cell expan-
sion when autologous CML-CP Mo-DCs were pretreated with the
ROCK inhibitor ¥-27632. Y-27632-treated or NT Mo-DCs (50 % 10°)
from HDs (n=4) or CML-CP patients (n=15) were pulsed for
not] with 100ng/ml a-GalCer, and co-cultured with autoloegous
PBMCs (200 % 10°) for 7 days. [C) Fold expansion was caleulated
by dividing the number of INKT cells recovered from culture with
a-GalCer-loaded Mo-DCs by the number recovered from culture
with non-loaded Mo-DCs. (D) The fold expansion ratio was caleu-
lated by dividing fold expansion values in the presence of Y-27632
by fold expansion values without Y-27632. (C, D) Mann - Whitney
non-parametnc test. "p< 005 e < 0.01.

upon treatment with Y-27632, it can be assumed that
downregulation of CDI1d surface expression in mDCs
from CML-CP patients is not the only consequence
of dysfunctional ROCK. This raises the question of
how these defects affect the natural killer and/or T-cell
responses that are deficient in CML [17.18].

Our evidence for the involvement of the ROCK-
mDCs axis in immune surveillance offers new thera-
peutic perspectives for CML treatment by combining
TKI and ROCK inhibitors. This approach could help
to restore anti-tumour functions more efficiently and
rapidly. thereby preventing drug resistance occurring

| Pathal 2016; 240: 262268
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during IM therapy alone and the consequences of treat- 4.
ment discontinuation. As fasudil is well tolerated by
patients [19], this strategy can easily be implemented
clinically.
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ANNEXE 4 : CARACTERISTIQUES DES PATIENTS DE LA
COHORTE INCLUSE DANS L’ESSAI DASATINIB-PEGIFN

DMR*
All M12- M12-
(n=38) noDMR DMR
(n=22) (n=16)
Age (years) 45+ 12 42 £12 48 £ 12
Sex, n (%)
15
F 6 (27%) 9 (56%)
(39%)
23
M 16 (73%) 7 (44%)
(61%)
Sokal score, n
(%)
Low (< 0.8) 23 11 (50%) 14 (88%)
ow (< 0. 0 0
(66%)
Int/high (> 13
11 (50%) 2 (12%)
0.8) (34%)

As expected, the M12-DMR group had a higher proportion of patients with a low

sokal score (< 0.8)

*DMR: deep molecular response (BCR-ABL1/ABL1 IS <0.01%)
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Les lymphocytes T CD8 innés et immunosurveillance antitumorale : application au
modele de la leucémie myéloide chronique

Nous avons récemment identifi¢ chez I’Homme une nouvelle sous population
lymphocytaire T constituée par les lymphocytes T (LT) CD8 innés. IIs possédent un TCRap,
expriment le facteur de transcription Eomesodermine, les récepteurs membranaires
KIR/NKG2A et sont dotés de fonctions de type « Natural Killer» (NK-like). Leurs
caractéristiques phenotypiques et fonctionnelles sont compatibles avec leur définition comme
potentiel équivalent humain des LT CD8 « innate memory » décrits chez la souris, dont la
génération dépend de la sécrétion de I’IL-4 par les LT exprimant le facteur de transcription
« promyelocytic leukemia zinc finger protein» (PLZF), notamment les lymphocytes
«invariant Natural Killer T» (INKT). Nous avons pris appui sur le modéle
physiopathologique de la leucémie myéloide chronique (LMC) pour tester 1’implication
potentielle des LT CDS8 innés dans I’immunosurveillance antitumorale chez I’Homme. Ce
choix repose sur le fait qu’en matic¢re de cancers, la LMC constitue un modele d’étude du rdle
du Sl, comme D’attestent les données de la littérature documentant que les lymphocytes sont
capables de contrdler la maladie.

La LMC est une hémopathie maligne de la famille des syndromes myéloprolifératifs qui
résulte de la formation d’un geéne chimérique BCR-ABL1, lequel est responsable de 1’expression
d’une protéine dont I’activité tyrosine kinase est dérégulée. Le traitement de la LMC repose
sur une thérapie ciblée non curative : les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) dont le chef de
file est I’imatinib. Nous avons précédemment montré que les lymphocytes iNKT, une sous
population T innée dont I’implication dans I’immunosurveillance antitumorale est clairement
¢tablie chez ’Homme et la Souris, sont anergiques chez les patients en LMC au diagnostic de
la maladie. Leur défaillance fonctionnelle, notamment en termes de sécrétion d’IL-4, est
corrigée chez les patients obtenant une rémission cytogénétique compléte sous traitement par
imatinib.

Tout comme pour les lymphocytes iINKT, nos résultats montrent au diagnostic de la maladie
un déficit numérique profond des LT CD8 innés, auquel s’ajoute une altération sévére de leurs
fonctions NK-like (capacité de sécrétion d’IFN-y en réponse a une combinaison de cytokines
pro-inflammatoires I1L-12+IL-18 et de cytotoxicité via CD16). De maniére intéressante, nous
avons observé chez les patients traités par imatinib et en rémission moléculaire majeure
(RMM), une restauration numérique et fonctionnelle partielle en termes de sécrétion d’IFN-y
de type inné des LT CD8 innés. Les données collectées chez les témoins sains, les patients au
diagnostic de la maladie et en RMM sous ITK, en mettant en évidence une association entre la
fréquence des lymphocytes iINKT et celle des LT CDS8 innés, renforcent 1’hypothese de
I’existence chez ’Homme, a I’instar de chez la Souris, d’un axe iNKT/ LT CDS8 innés.

Pour éprouver notre hypothése que les LT CD8 innés participent au contréle de la LMC,
nous avons analyseé leur statut chez des patients en rémission prolongée apres arrét de leur ITK
en dépit de la persistance d’une maladie résiduelle tumorale. Chez ces patients, un taux
significativement plus élevé de LT CD8 innés est mis en évidence comparativement aux
patients en RMM sous ITK et aux témoins sains. Leurs capacités fonctionnelles sont, de plus,
restaurées de maniére compléte en référence aux sujets sains.

L’ensemble de ces résultats qui plaide en faveur d’une implication des LT CD8 innés dans
I’immunité anti-leucémique au cours de la LMC, nous conduits a émettre [’hypothese qu’ils
pourraient constituer un biomarqueur potentiel du succes d’arrét du traitement par ITK dans la
LMC et nous encouragent a explorer des stratégies d’immunothérapie antitumorale visant a
valoriser leurs propriétés fonctionnelles.

Mots clés : immunosurveillance antitumorale, lymphocytes T innés, lymphocytes
INKT, lymphocytes T CD8 innés, leucémie myéloide chronique
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Innate CD8 T-cells and cancer immunosurveillance applied to chronic myeloid

leukemia

We have recently identified a new subset of innate T cells in humans, which we have termed
«innate CD8 T-cells ». These cells express TCRap along with the transcription factor
Eomesodermine (Eomes) and KIR/NKG2A membrane receptors. Innate CD8 T-cells share
functional and phenotypic features with “innate memory” CD8 T-cells discovered in mice in
the early 2000s. The development of these cells depends on the secretion of IL-4 by the T cells
expressing the transcription factor Promyelocytic Leukemia Zinc Finger (PLZF), and
particularly iNKT, also called «invariant Natural Killer T-cells ». We have used the
physiopathological model of chronic myeloid leukemia (CML) to study the potential role of
innate CD8 T -cells in anticancer immunity in humans. Indeed, CML is considered to be one
of the cancers most sensitive to immunological manipulation.

CML is a malignant hemopathy that belongs to the family of myeloproliferative neoplasms

characterized by the presence of the BCR-ABL1 oncogene. This oncogene is responsible
for  expression of the oncoprotein BCR-ABL with deregulated tyrosine kinase activity.
Tyrosine kinase inhibitors (TKI) represent the standard of care for CML patients, of which the
first in class was Imatinib. This targeted therapy has dramatically improved outcomes CML
patients’ outcomes, but they cannot achieve a cure. We previously reported that iNKT
lymphocytes, a sub-population of innate T cells of which the implication into anti-tumoral
immunosurveillance has been clearly demonstrated in human and in mouse models, are anergic
in CML patients at diagnosis. Although these cells are functionally impaired, particularly in
terms of IL-4 secretion, we have shown that their functional deficiencies are totally restored in
CML patients in complete cytogenetic remission upon Imatinib therapy.

Similarly to the INKT lymphocytes, we presently show a major defect in the innate CD8 T-
cells during the chronic phase in CML patients compared to those of healthy donors (HD) or
patients in major molecular remission (MMR). This numerical defect is associated with a loss
of NK-like functions (interferon-y expression after innate stimulation by IL-12+I1L-18
cytokines and with a loss of degranulation after stimulation via CD16). Interestingly, we have
observed in patients in MMR under Imatinib a numeric and functional restoration that is at
least partial, in terms of interferon-y secretion after innate stimulation, of the innate CD8 T-
cells.

In analysis of cohorts of HD, CML patients at diagnosis and those in MMR under TKI, we
have observed a correlation between Eomes expression by innate T CD8 T-cells and PLZF
expression by iNKT cells. This finding underscores a possible dynamic process of generation
of innate CD8 T-cells in humans that would depend on iNKT cells, as is the case in mice.

To test the hypothesis that innate CD8 T-cells contribute to the control of CML, we have
analyzed their status in a cohort of CML patients who, in spite of a persistent minimal residual
disease, had maintained remission (MMR) more than two years after TKI discontinuation. In
these patients, we demonstrate a dramatic increase of functional active innate CD8 T-cells as
compared to HD and patients in MMR under TKI.  All in all, these results underscore the
major role of innate CD8 T-cells in anti-leukemic immunity during CML disease. We believe
and we will test the hypothesis that the numeric and functional restoration of this subset might
constitute a potential biomarker of successful TKI cessation in CML. We will also investigate
whether innate CD8 T-cells could be a target for immunotherapy-based strategy.

Keywords: cancer immunosurveillance, innate T lymphocytes, iNKT lymphocytes,
innate CD8 T lymphocytes, chronic myeloid leukemia
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