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Résume en francais

Les lymphomes T périphériques (PTCL) de type angio-immunoblastiques (AITL) ou avec un profil de
lymphocyte T folliculaire helper (TFH) et sans autre spécificité (NOS), sont des hémopathies malignes de mauvais
pronostic, pour lesquels les traitements existants ne sont que partiellement efficaces. De nouvelles stratégies
thérapeutiques sont donc nécessaires.

Dans de nombreux cancers, la progression tumorale est indexée sur la qualité des réponses immunitaires.
La description du micro-environnement tumoral et I"élucidation des mécanismes moléculaires permettant
I’échappement des tumeurs au systeme immunitaire, ont conduit au développement des immunothérapies qui
ont révolutionné la prise en charge de certains cancers. Parmi celles-ci, les thérapies de types inhibiteurs de
checkpoint, permettent de revigorer la fonction des lymphocytes T (LT). Néanmoins, la composition du systeme
immunitaire dans les PTCL est encore mal comprise, et les patients ne bénéficient pas encore des
immunothérapies. Dans ce travail, nous avons cherché a documenter la distribution et le phénotype des cellules
immunitaires dans les ganglions de patients atteints d’AITL et de PTCL NOS. Pour ce faire, nous avons mis au point
une méthodologie innovante basée sur |'utilisation de la cytométrie en flux spectrale.

Nous avons pu mettre en évidence un déséquilibre immunitaire dans les échantillons de PTCL en
comparaison de tissus lymphoides non tumoraux. Une expansion des LT, cellules Natural Killer et cellules
dendritiques, au dépend des lymphocytes B, a pu étre détectée. Néanmoins, la majorité des LT CD8%, présentaient
un phénotype épuisé, suggérant une altération de leur fonction anti-tumorale. Cette observation, combinée a
une forte expansion des LT régulateurs FOXP3* (Treg), suggere que le microenvironnement des PTCL est sujet a
une immunosuppression soutenant la progression tumorale, et serait donc un candidat adéquat aux
immunothérapies. En ce sens, nous avons pu mettre en évidence une expression de CTLA-4, ICOS ou 0X-40,
restreinte aux cellules tumorales et aux Treg, constituant ainsi des cibles thérapeutiques potentielles. D’autre
part, nous avons détecté une augmentation généralisée de I'expression de |'ecto-enzyme immunosuppressive
CD39, dans les tissus de patients PTCL. Une analyse rétrospective par multi-immunofluorescence, a permis
d’associer une expression élevée de CD39 par les lymphocytes T et un mauvais pronostic pour les patients.

Nos travaux mettent en évidence une altération de la réponse immunitaire dans le microenvironnement
des PTCL de type AITL et PTCL, NOS, ainsi que des cibles thérapeutiques et un bio-marqueur pronostic potentiel.
De plus, nos données supportent |'utilisation de la cytométrie spectrale pour I’étude de la réponse immunitaire
dans les hémopathies malignes. En ce sens, nous avons également validé son utilisation dans la leucémie
lymphoide chronique de type B, chez des patients traités par Ibrutinib en statut de réponse ou de rechute ; dans

ce cadre il apparait que le statut de réponse n’altere pas en profondeur le phénotype des LT.

Mots clés : Lymphome T, microenvironnement immunitaire, immunothérapie, cytométrie spectrale



Summary in english

Peripheral T-cell lymphoma (PTCL) such as angioimmunoblastic lymphoma (AITL) or with a follicular
helper T lymphocyte (TFH) profile and no other specificity (NOS) are hematologic malignancies with a poor
prognosis, for which existing treatments are only partially effective. New therapeutic strategies are therefore
necessary.

In many cancers, tumor progression is indexed to the quality of immune responses. The description of
the tumor microenvironment and the elucidation of molecular mechanisms enabling tumor escape from the
immune system, have led to the development of immunotherapies that have revolutionized the treatment of
some cancers. Among these, checkpoint inhibitors reinvigorate the function of T lymphocytes. However, the
composition of the immune system in PTCL is still ill described, and patients do not yet benefit from
immunotherapies. In this work, we aimed to document the distribution and phenotype of immune cells in the
lymph nodes of patients with AITL and PTCL, NOS. To do this, we have developed an innovative methodology
based on the use of spectral flow cytometry.

We could demonstrate an immune imbalance in PTCL samples compared to non-tumor lymphoid tissues.
An expansion of LT, Natural Killer cells and dendritic cells, at the expense of B lymphocytes, could be detected.
However, the majority of CD8" T cells displayed an exhausted phenotype, suggesting an impairment of their anti-
tumor function. This observation, combined with a strong expansion of FOXP3* regulatory T cells (Treg), suggests
that the PTCL microenvironment is subject to a profound immunosuppression supporting tumor progression, and
would therefore be a suitable candidate for immunotherapies. In this sense, we were able to demonstrate
expression of CTLA-4, ICOS or OX-40, restricted to tumor cells and Tregs, thus constituting potential therapeutic
targets. On the other hand, we detected a generalized increase in the expression of the immunosuppressive ecto-
enzyme CD39, in the tissues of PTCL patients. A retrospective analysis by multi-immunofluorescence enabled the
association between the high expression of CD39 by T lymphocytes and a poor prognosis for patients.

Our work highlights an alteration of the immune response in the microenvironment of AITL and PTCL,
NOS, as well as potential therapeutic targets and a prognostic biomarker. Furthermore, our data support the use
of spectral cytometry for the study of the immune response in hematologic malignancies. In this sense, we have
also validated its use in type B chronic lymphocytic leukemia, in patients treated with Ibrutinib in response or
relapse status; in this context it appears that the response status does not profoundly alter the distribution and

phenotype of T or NK cells.

Keywords: T-cell lymphoma, immune microenvironment, immunotherapy, spectral cytometry
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. LES LYMPHOMES T
A.  Généralités
1. Origines

Les lymphomes T périphériques (PTCL) sont des néoplasmes dérivés des cellules T post-
thymiques ou des cellules Natural Killer (NK) matures. Rares, ils représentent 10 a 15% des
lymphomes non hodgkinien (LNH). Il s’agit de maladies trés hétérogénes dont I’Organisation
Mondiale de la Sant¢ (OMS) a établi la premicre classification en 2001 (1). Les progreés des deux
dernieres décennies, notamment 1’étude des profils d’expression génique, ont permis plusieurs
révisions de cette classification. La dernieére mise a jour, de 2022, est présentée dans le tableau 1 (2).
Elle ¢largit le groupe sous I’entité « Proliférations et lymphomes a cellules lymphoides T et NK »,
incluant les 1ésions ressemblant a des tumeurs avec prédominance de lymphocytes T (LT), les tumeurs
des précurseurs des lymphocytes T et les néoplasmes a cellules T/NK matures (2). Ces derniers peuvent
se diviser en 4 sous-entités : leucémique, cutané, extra-nodal et nodal ; pour un total de 9 familles (2).
Les lymphomes T nodaux, c’est-a-dire affectant les ganglions lymphatiques, sont les plus fréquents et
regroupent 3 familles : les PTCL a cellules T folliculaires helper (TFH) avec 3 entités (Angio-
immunoblastiques (AITL), TFH de type folliculaire et TFH sans autre spécificité) ; les PTCL
anaplasiques a grandes cellules (ALCL) avec 2 entités (Anaplasique lymphoma kinase (ALK) positif
et ALK négatif) ; et enfin les PTCL sans autre spécificité (NOS) (2). Mon travail de thése s’est
concentré sur les PTCL-AITL/TFH et PTCL-NOS, c’est donc ces entités que j’aborderai en détail.

2. Prévalence et épidémiologie

L'International Peripheral-T cell Lymphoma Project a publié¢ en 2008 la plus large cohorte de
PTCL a ce jour (3). 1314 patients agés de 19 ans et plus, ont été inclus avec un diagnostic de PTCL
retenu pour 1153 d’entre eux. Ce projet rapporte que les sous-types les plus fréquents sont les PTCL-
NOS (25.9%) et les AITL (18.5%) (3). Cependant cette répartition est dépendante de la géographie.
En effet alors que les lymphomes NK/T extra-ganglionnaires et les leucémies/lymphomes de I’adulte
a HTLV1 représentaient respectivement 4 a 5% et 1 a 2% des PTCL dans les pays occidentaux, ils
représentent chacun plus de 20% en Asie (3). En France une ¢étude du réseau national des lymphomes
indique que les AITL sont les PTCL les plus fréquents (4). L’incidence des lymphomes T augmente
avec I’age, avec un age médian au diagnostic de 62 ans. La répartition des lymphomes T au sein des

autres lymphomes est résumée dans la figure 1.
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Tableau 1. Classification 2022 des tumeurs lymphoides T/NK mature de 'adulte.
(D’apres Alaggio R. et al., Leukemia 2022 (2)). Abréviations : NK, Natural Killer ; ALCL, lymphome anaplasique a grandes
cellules ; PTCL, lymphome T périphérique ; TFH, T folliculaire helper ; NOS, sans autre spécificité ; CD, Cluster de

différenciation.

Leucémies T/NK matures

Leucémie T-prolymphocytaire

Leucémie a grands lymphocytes granuleux T
Leucémie a grands lymphocytes granuleux NK
Leucémie/lymphome a cellules T de 1'adulte
syndrome de Sézary

Leucémie NK d’évolution agressive

Lymphomes cutanés primitifs a cellules T

Trouble lymphoprolifératif cutané primitif a petites ou
moyennes cellules CD4"

Trouble lymphoprolifératif cutané primitif acral CD8"
Mycosis fongoide

Papulose lymphomatoide

Lymphome anaplasique a grandes cellules cutanées primitif
Lymphome T de type panniculite sous-cutanée
Lymphome T gamma/delta cutané primitif
Lymphome T cutané épidermotrope CD8" cytotoxique
d’évolution agressive

Lymphome T cutané primitif périphérique, NOS

Lymphomes/proliférations lymphoides
T/NK intestinaux

Lymphome T indolent du tractus gastro-intestinal
Trouble lymphoprolifératif indolent a cellules NK du
tractus gastro-intestinal

Lymphome T associé¢ a I'entéropathie

Lymphome T intestinal épithéliotrope monomorphe
Lymphome intestinal a cellules T, NOS

Lymphome T hépatosplénique

Lymphome anaplasique a grandes
cellules (ALCL)

ALCL ALK"
ALCL ALK"
ALCL associ¢ aux implants mammaires

Lymphome T périphérique nodal (PTCL)
a cellules TFH

Lymphome T angio-immunoblastique
PTCL-TFH de type folliculaire
PTCL-NOS de type TFH

PTCL-NOS
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Répartition des lymphomes

= LH
= LNH

Répartition les lymphomes non Hodgkiniens

= Lymphomes B diffus a grandes cellules
= Lymphomes folliculaires

= Lymphomes T

= Lymphomes du MALT

m LLC/LPL

= Lymphomes a cellules du manteau

= LLP/WM

m Lymphomes de la zone marginal

m Lymphomes de Burkitt

m Autres types de LNH

Répartition des lymphomesT
périphériques
| AITL
= PTCL-NOS
m ALCL ALK+
= ALCL ALK-
® NKTCL extranodaux
m EATL

m Autres lymphomes T

Figure 1. Distribution des lymphomes T périphériques en France au sein des lymphomes nodaux et extra nodaux.
(D’apres Laurent C. et al., J Clin Oncol 2017 (4)). Abréviations : LH, lymphome de Hodgkin; LNH, lymphome non
Hodgkinien ; MATL, tissu lymphoide associé aux muqueuses ; LLC, leucémie lymphoide chronique ; LPL, lymphome a petits
lymphocytes ; LLP/WM, lymphome lymphoplasmocytaire/Macroglobulinémie de Waldentrém ; PTCL, lymphome T
périphérique ; NOS, sans autre spécificité ; AITL, lymphome T angio-immunoblastique ; ALCL, lymphome anaplasique a
grandes cellules ; ALK, Anaplasique lymphoma kinase ; NKTCL, lymphome a cellule T/NK; NK, natural killer ; EATL,
lymphome T associé a une entéropathie.
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B. Les PTCL AITL et TFH

1. Présentation clinique et biologique

Les AITL, initialement décrites par Fizzera et al. en 1974 comme la lymphadénopahie angio-
immunoblastique avec dysprotéinémie, représentent entre 15 et 20% des PTCL dans le monde et

jusqu’a 36% en France (3-5).

Plusieurs études se sont attachées a décrire les caractéristiques cliniques et biologiques des
patients présentant un AITL (3,6,7). La littérature rapporte un age médian au diagnostic entre 60 et 65
ans, mais pouvant également toucher une population jeune. Avec un sexe ratio entre 1.2 et 1.5, il existe
une prédominance masculine. Environ 1 patient sur 2 a un état général conservé avec un statut de
performance (PS) < 2 au diagnostic. Les patients peuvent présenter des atteintes ganglionnaires et
extraganglionnaires. 70 a 80% des patients présentent des signes généraux de types symptomes B :
fievre, perte de poids et sueurs nocturnes. Le stade de la maladie repose sur la classification Ann Arbor,
dépendante du nombre d’atteinte ganglionnaire, de leur localisation de part et d’autre du diaphragme
et d’atteinte extra-ganglionnaire (8). Dans la majorité des cas (> 80%) la maladie est disséminée selon
le stade Ann Arbor simplifiée de 2014 (stade III ou IV) (3,6,7). Plus d’un patient sur deux présente
une atteinte splénique, 30 a 50% un envahissement médullaire et %4 une hépatomégalie. Les autres
manifestations cliniques comprennent les atteintes cutanées chez 45% des patients, polymorphes avec
une majorité d’éruption morbilliforme maculopapuleuse (3,6,7). Il existe également des manifestations
rhumatologiques dans plus de 15% des AITL, a type de polyarthrites associées ou non a des myalgies.
Il est décrit plus rarement des signes neurologiques divers chez environ 10% des patients (syndrome
confusionnel, polynévrite, surdité...), des atteintes respiratoires et pulmonaires et la présence d’ascite

(3,6,7).

Au niveau biologique, les examens retrouvent dans plus de 50% des cas des cytopénies,
principalement une anémie et/ou une lymphopénie et moins fréquemment une thrombopénie (6,9). Ces
cytopénies peuvent correspondre a des manifestations dysimmunitaires. Ainsi plus de 30% des
anémies sont associées a la présence d’anticorps anti-globules rouges mis en évidence par un test de
Coombs positif (6,9). Au sein de la cohorte rétrospective de 77 patients du centre hospitalier de Lyon
Sud et du Centre Léon Bérard (Lyon, France), il était décelé chez 20% des patients une anémie
hémolytique auto-immune (AHAI), chez 7% un purpura thrombopénique immunologique (PTI) et un
Syndrome d’Evans chez 3 patients (2%) associant une AHAI et un PTI (9). Dans la majeure partie des
cas les cytopénies sont diagnostiquées de maniére concomitante a I’AITL, mais elles peuvent parfois

précéder de plusieurs mois le diagnostic initial (10). A noter qu’en cas de rechute d’une cytopénie
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auto-immune initialement présente, elle est toujours liée a la rechute de I’AITL (10). Les autres signes
biologiques comprennent une ¢lévation des lactates déshydrogénases (LDH) et/ou un syndrome
inflammatoire, souligné par une protéine C-réactive (CRP) élevée, et/ou une augmentation de la B2-
microglobuline chez plus de 2/3 des patients et une hyperéosinophilie chez un tiers des patients (6,9).
De méme la moitié des patients présentent une hypergammaglobulinémie dont 27% une
immunoglobuline monoclonale circulante (6,9). Enfin des cellules atypiques circulantes sont

¢galement retrouvées dans un tiers des cas (9).

2. Diagnostic et présentation anatomopathologique
a) Histologie et morphologie

La biopsie est essentielle. Elle permet 1’examen anatomopathologique avec [’analyse
histologique qui affirme le diagnostic. Il met en évidence un infiltrat polymorphe diffus effacant
partiellement I’architecture ganglionnaire, avec une perte des follicules a cellules B trés fréquente
(11,12). Il permet de définir les trois modéles architecturaux des atteintes ganglionnaires (11,13,14) :
le modéle I, le moins fréquent dans lequel il existe des follicules hyperplasiques ; le modéele II avec un
appauvrissement des follicules et le modele III sans follicule. Dans pres de la totalité des cas, il est
retrouvé une prolifération anormale de cellules dendritiques folliculaires (FDC) (11-13). Elle varie
d’un individu a I’autre et d’un mode¢le a I’autre, d’irrégulier focal a trés exubérant. L’infiltrat comprend
¢galement des histiocytes, des cellules épithélioides, des ¢osinophiles, des macrophages, des
immunoblastes dont notamment des immunoblastes B, précurseurs des plasmocytes, et des
plasmocytes (11-13). Au sein de cet infiltrat on retrouve des lymphocytes T néoplasiques de taille
petite a moyenne et des LT réactionnels. Enfin il est également retrouvé une prolifération de vaisseaux
sanguins. Les PTCL TFH de type folliculaire et NOS se différencient des AITL par I’absence dans la

majorité des cas de la prolifération de vaisseaux sanguins et des cellules dendritiques folliculaires (15).

Il s’agit cependant d’un diagnostic difficile, avec des erreurs initiales sur 1’histologie pouvant
étre supérieures a 30% (9). Les diagnostics différentiels comprennent notamment les
lymphadénopathies réactionnelles et les autres sous-types de lymphome (9). L’examen histologique

doit étre complété par des tests supplémentaires.

b) Immunohistochimie et origine cellulaire
(1)  Micro-environnement
Le développement de I’'immunophénotypage vient en renfort. L’utilisation des marqueur du

cluster de différenciation (CD) 21, CD23 ou CD35, permettent de visualiser et confirmer la
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prolifération anormale des cellules dendritiques folliculaires (6,11,12). Les marqueurs des
lymphocytes B, CD20 et CD79a, montrent une proportion variable de grandes cellules B de types
blastes pouvant parfois mimer un lymphome a grandes cellules B ou les cellules de Reed Sternberg
retrouvées dans les lymphomes de Hodgkin (6,11,12,14). Ces immunoblastes B sont souvent CD30
positives (16). La recherche d’une infection par le virus d’Epstein-Barr (EBV) via hybridation in situ
EBER retrouve un nombre variable de ces cellules positives dans plus de 75% des cas (6,12). Les

marqueurs des macrophages retrouvent une accumulation de macrophages M2 (17).

Concernant les LT non tumoraux infiltrant la tumeur, il est décrit dans certaines études une
déplétion en LT régulateurs (Treg), ceux présents ayant de plus un phénotype naif, et une accumulation

de LT Th17 et de production de leurs cytokines (16,18), comme nous le verrons ensuite en détails.

(2)  Cellules tumorales

L’analyse de I’expression des marqueurs de lymphocytes T permet d’illustrer le phénotype des
cellules tumorales. Celles-ci présentent généralement un récepteur des lymphocytes T (TCR) aff (13).
Elles expriment majoritairement le marqueur CD4, bien que parfois de maniére faible ou hétérogene
(19). En revanche elles n’expriment pas le CD8 (13,19). Concernant les autres antigeénes (Ag) pan-T
(CD3, CDS5, CD7), elles peuvent les exprimer plus faiblement ou perdre leur expression (6,14,20). La
perte du CD7 est la plus fréquente (6,20). Dans la majorité des cas au moins une partie des cellules
tumorales expriment de forts niveaux de CD10, qui n’est pas exprimé par les lymphocytes T matures
normaux (12,21,22). De plus ce marqueur semble spécifique des AITL par rapport a d’autres PTCL,
comme reporté au sein d’une cohorte japonaise de 490 patients présentant un lymphome a cellules T
ou NK (21). Cette spécificité était également retrouvée en immunohistochimie (IHC) dans d’autres
¢tudes comparées aux autres types de lymphomes T et aux hyperplasies ganglionnaires (12,23). Le
marqueur CD30 est exprimé par certains AITL, comme montré dans des études par cytométrie en flux
et IHC (21,24). Cette découverte a conduit a I’utilisation du Brentuximab Vedotin, un conjugué
drogue-anticorps combinant un anticorps monoclonal anti-CD30 et un anti-mitotique, dans les AITL,

avec succes (25).

I1 a été établi récemment 1’origine ontogénique de I’AITL a partir des cellules TFH, puisque
les cellules tumorales expriment plusieurs antigénes des cellules TFH normales. Ainsi, I’inducible T-
cell costimulator (ICOS), un marqueur d’activation fortement exprimé par les TFH normaux, est
¢galement exprimé par les AITL et par les PTCL-TFH de maniére spécifique en comparaison aux
autres lymphomes (26). Il en est de méme pour le programmed death 1 (PD-1) (27). Une analyse

récente par cytométrie en flux du Memorial Sloan Kettering souligne que le niveau d’expression de
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PD-1 est plus ¢élevé dans les cellules tumorales comparées aux cellules non tumorales et pourrait
permettre d’aider a leur identification (28). La production de chemokine (C-X-C motif) ligand (CXCL)
13, chimiokine des cellules TFH, et I’expression de son récepteur CXCRS5, sont augmentées dans les
cellules tumorales (29,30). Enfin elles sur-expriment le facteur de transcription (FT) caractéristique
des cellules TFH : B cell lymphoma (BCL) 6 (14). Des niveaux élevés d’ARN messager (ARNm) c-
MAF, autre facteur de transcription caractéristique des LT TFH et d’expression de la protéine ont
¢galement été détectés dans une grande majorité¢ des AITL (31,32). Or une surexpression de c-Maf par
les LT de souris transgéniques entraine le développement in vitro de lymphome a cellule T, démontrant

un role de c-Maf dans le développement des AITL (32).

Ainsi ces marqueurs sont devenus essentiels dans le diagnostic des AITL. L’utilisation
combinée des immunomarquages de CD10, CXCL13 et c-MAF semblait optimale pour le diagnostic
de certitude des AITL et des PTCL-NOS dans une étude belge portant sur 97 PTCL (31). Dans le

diagnostic de PTCL TFH, il est recommandé qu’au moins 2 marqueurs TFH soient exprimés (2).

(3) Confirmation de I'origine des cellules tumorales

Les études transcriptomiques ont confirmé la parenté des cellules tumorales aux cellules TFH
normales (33). Les analyses des profils d’expression génique des AITL ont permis de retrouver une
surexpression des LT ayant une signature moléculaire typique des LT CD4" périphériques activés avec
différenciation fonctionnelle TFH (33). La signature transcriptomique des cellules néoplasiques était

enrichie en geénes normalement exprimés par les cellules TFH dans 18 cas d’AITL (34).

Le modéle de souris Roquin®"*

présente une mutation ponctuelle hétérozygote dans le géne
Roquin/Rc3hl conduisant a 1’allele mutant Roguin®® (35). L ubiquitin-ligase ROQUIN, en présence
de I’adaptateur NUFIP2 (Nuclear FMR1 Interacting Protein 2), promeut la dégradation de I’ARNm
Icos (36,37). L’allele Roquin®® réduit la dégradation de cet ARNm. Or I’expression aberrante d’ICOS
sur les CD4" contribue a une accumulation excessive de LT TFH (37). En dehors de toute maladie
auto-immune, 53% de ces souris développent une lymphadénopathie asymétrique et une
splénomégalie partageant des caractéristiques histologiques des AITL (effacement de 1’architecture
ganglionnaire, hypervascularisation, LT atypique, grandes cellules B, accumulation des histiocytes)
(35). De méme dans les ganglions non tumoraux et de taille normale des souris Roquin®®", le
pourcentage de cellules TFH était plus important que dans les ganglions de cellules Roguin™*. Ces

résultats in vivo viennent conforter les arguments de I’implication des cellules TFH dans le

développement des AITL, et le lien entre ces 2 populations cellulaires.
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Concernant les autres types de PTCL avec phénotype TFH, il est intéressant de noter que le
NOS-TFH a longtemps ¢était décrit dans le groupe des PTCL-NOS comme variant morphologique
particulier : le variant folliculaire (14). Il n’est plus classé dans le groupe NOS depuis 2022 (2).

c) Clonalité T

Il est compliqué de déterminer si le tableau histologique correspond bien a un lymphome et
non pas a une réaction immunitaire anormale (38,39). La mise en évidence d’un processus clonal des
lymphocytes T a permis de le classer dans les lymphomes a cellules T, en tant que lymphome angio-
immunoblastique dans les différentes classifications (Kiel, REAL et OMS) (1,40,41). L’équipe de
Weiss et al. fut la premiere a étudier la clonalité¢ des lymphocytes dans I’AITL (42). Elle a retrouvé
par analyse d’hybridation de I’ADN des réarrangements clonaux des genes du TCR dans 80% de leur
cas. Ces résultats ont été corroborés par de nombreuses autres études rapportant une expansion mono

ou oligoclonale des lymphocytes T dans la grande majorité des AITL (11,12,43,44).

d) Cytogénétique

Des aberrations chromosomiques clonales sont observées dans environ 70% des AITL, les plus
fréquentes étant les trisomies 3, 5, 19, 21, les gains 3q, 5q, le gain d’un chromosome X et la perte de

6q et les réarrangements impliquant la localisation des génes du TCR (9,13,45,46).

Une t(5;9)(q33 ;q22) a été initialement décrites dans quelques cas de PTCL avec phénotype
TFH et ensuite dans des AITL (47,48). Or cette translocation entraine la fusion des génes de 1'/L2-
inducible T-cell Kinase (ITK) et de la Spleen Tyrosine Kinase (SYK) (49). Le géne de fusion /tk-Syk
précédé d’une cassette Rosa26LoxP-STOP-LoxP a été incorporé dans des souris qui ont été croisées
avec des souris CD4-Cre (49). Il en a résulté un modele de souris transgéniques /tk-Syk CD4-Cre qui
exprime le gene fusion dans les LT. Cette expression dans les LT a induit le développement de PTCL
aux caractéristiques proches des PTCL humains (49). Il existait une perte de I’architecture normale de
la rate par une infiltration de LT atypiques. Ces LT atypiques étaient dans 60% des cas CD4", elles

infiltraient également la moelle osseuse et d’autres organes (49).

e) Biologie moléculaire et modeles précliniques

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis de mieux comprendre les

mécanismes moléculaires impliqués dans la transformation oncogénique des PTCL TFH (50).

Ils présentent des altérations fréquentes des genes de la méthylation. Les plus fréquentes

concernent les genes impliqués dans la régulation épigénétique (51-55): le géne suppresseur de tumeur
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Tet methylcytosine dioxygenase 2 (TET?) ; le gene de I’ADN Methyltransferase 3 alpha (DNMT3A4) ;
le géne de I’Isocitrate deshydrogenase NADP(+) 2 (IDH?2). Ces mutations ne sont pas mutuellement
exclusives, au contraire elles peuvent s’associer (52,54). Les plus fréquentes concernent TET?2
retrouvées dans plus de 80% des AITL (51-55). Une mutation de DNMT3A4 ou d’IDH?2 est dans la

majorité des cas associée a une mutation de 7E72 (52,54).

L’ autre mutation identifiée a I’heure actuelle est, pour la plus fréquente, la mutation du géne
Ras homolog family member A (RHOA) (G17V) chez 50 a 70% des patients (55,56). Il code pour la
protéine RHOA, membre de la famille des petites enzymes hydrolysant la guanosine triphosphate
(GTP), qui se lie au GTP et participe a la migration cellulaire, la signalisation intracellulaire, la
prolifération, la survie, la conformation du cytosquelette, la signalisation de la voie du TCR et joue un
role central dans I’ontogenese des LT (57). La forme mutante de RHOA(G17V) ne se lie pas au GTP
et inhibe la signalisation RHOA (55). Elle est suspectée d’étre un événement moteur avec les mutations

intéressant 7E72 dans le développement des PTCL TFH (57,58).

D’autres mutations moins fréquentes ont été retrouvées, telles que des mutations activatrices
de la Janus kinase (JAK) 2 et du signal transducers and activators of transcription (STAT) 3 et des
mutations intéressant la signalisation du TCR (FYN, PLCy1, VAV, CD28) (59). Il est intéressant de
noter que les mutations et les défauts d’expression de P53 semblent peu fréquents dans les AITL
(11,54). De méme alors que I’expression de BCL6 est augmentée dans les AITL, et malgré son

implication dans les lymphomes B, aucune mutation n’a encore été détectée (11).

Les modeles précliniques sont un pilier dans 1’étude et la compréhension des maladies
humaines et également dans les développements thérapeutiques. Or ils sont peu nombreux et les
premiers modeles ne comportaient que peu de caractéristiques des AITL (35,60-62). Cependant la
meilleure compréhension du développement oncogénique des PTCL TFH, et notamment la probable
implication de TET2 et RHOA, a permis des progrés au cours des dernieres années (62). Le premier
mode¢le, consistait en un transfert adoptif de LT Ter2”- RhoA®!”" dans des souris receveuses (58).
Certaines des caractéristiques des AITL étaient alors décrites : croissance des nodules lymphatiques ;
infiltration de cellules réactives dans les organes ; augmentation des LB dans le centre germinatif
(CQ) ; augmentation de I’expression par les LT de I’interleukine (IL) 6 ; cellules TFH majoritaire dans
le pool CD4" et a forte capacité proliférative ; Signature des LT, des tumeurs, proches des AITL.
L’équipe de Tersa Palomero a de son coté transplanté des moelles osseuses de souris Tet2XCRhoA%"""
induisant un lymphome avec splénomégalie, perturbation des structures ganglionnaires, expansion des

FDC et de la vascularisation, hyper prolifération des LT avec signature TFH et population de LT
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monoclonaux (57). Un 3°™ modéle consiste en un croisement de souris CD4-RhoA!”" avec des souris
ayant une délétion de Ter2 dans I’ensemble des cellules hématopoiétique (Tet2"; Vav-Cre*) (63). Les
souris obtenues ont été croisées avec des souris OT-II et immunisées tous les mois par de I’ovalbumine
afin de mimer la stimulation chronique (63). Les caractéristiques chez les souris malades se
rapprochaient également des AITL : lymphadénopathie ; splénomégalie ; adénomégalies ; formation
de veinules ; augmentation des LT TFH avec réarrangement clonal du TCRy (63). Ces modeles ont
permis de confirmer les implications de ces mutations et d’approfondir la compréhension moléculaire
des AITL avec notamment I’identification de I’implication de la voie Phosphoinositide 3-kinase

(PI3K) — mammalian Target Of Rapamycin (mTOR).

Dans un autre modele, I’équipe d’Els Verhoeyen, a surexprimé la GAPDH dans les LT en aval
du promoteur de la protéine kinase spécifique des lymphocytes (LcK) (plck-GADPH) (64). A 18 mois
les souris ont développé des caractéristiques d’AITL : Eruption cutanée ; hépatosplénomégalie ;
adénopathies ; infiltration par des LB, des cellules dendritiques (DC) et des LT CD4" au profil
phénotypique et génétique de TFH avec clonalité du TCRp et expression de cytokines inflammatoires.

T37M

Une mutation de Rhoa avec inactivation de sa liaison au GTP a été retrouvée dans ce modéle, mais

pour le moment aucune mutation épigénétique n’a été détectée (64).

C. Les PTCL-NOS

Les PTCL-NOS représentent 25.9% des cas total de l'International Peripheral-T cell

Lymphoma Project (3). Il s’agit d’un diagnostic d’exclusion.

1. Présentation clinique et biologique

Tout comme pour les AITL plusieurs études se sont attachées a décrire les caractéristiques
cliniques et biologiques des patients présentant un PTCL-NOS (3,65-69). 1l s’agit d’'une maladie
hétérogene sur le plan clinique et biologique. L’age médian au diagnostic est d’environ 60 ans. Il existe
une prédominance masculine avec un sexe ratio entre 1.5 et 1.9. Plus de 70% des patients ont au
diagnostic un état général conservé avec un PS < 2. Alors que les signes généraux de type symptomes
B sont présents chez 80% des AITL, ils sont présents chez 30-40% des PTCL-NOS. Dans la majorité
des cas, plus de 60%, la maladie est disséminée avec un stade Ann Arbor III ou I'V. Il existe une atteinte
extra ganglionnaire chez plus de la moitié des patients. Les plus fréquentes sont 1’envahissement
médullaire (22% a 41%), une splénomégalie (24%) et une hépatomégalie (10% a 17%). Les autres

manifestations cliniques comprennent les atteintes cutanées (12% a 18%) et pulmonaires (3% a 8%).
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Au niveau biologique, une anémie et une thrombopénie sont retrouvées dans environ 1/4 des
cas (65,67). 14% des patients présentent une hypergammaglobulinémie et une immunoglobuline
monoclonale circulante dans 4% des cas (65). Des cellules atypiques circulantes sont retrouvées dans
10% des cas (65). Environ 50% des patients présentent une élévation des LDH (65—67). Au moins la
moiti¢ des patients présentent un syndrome inflammatoire, souligné par une CRP élevée, et/ou une

augmentation de la B2-microglobuline (65).

Concernant les manifestations auto-immunes, elles sont peu décrites en comparaison aux AITL
(70). Au sein de la cohorte de I’International Peripheral-T cell Lymphoma, une AHALI était retrouvée
chez seulement 3% des PTCL-NOS (65).

2. Diagnostic
a) Histologie et morphologie

L’examen histologique des biopsies retrouve généralement un mélange de petites et grandes
cellules atypiques (13,14). Il est fréquemment retrouvé des cellules a cytoplasme clair, une
¢osinophilie et une augmentation de la vascularisation (13,14). Plusieurs variants ont été décrits au
cours des dernicres décennies selon les caractéristiques morphologiques (13,14). Alors que certains
ont ¢té reclassés dans d’autres groupes, le variant lymphoépithélioide composé de nombreux
histiocytes épithélioides et de petites cellules T CD8" cytotoxique, représente une forme rare de PTCL-

NOS (14).

b) Immunohistochimie

Les cellules tumorales expriment le plus souvent un TCR af (69). Elles sont le plus souvent
CD3" et CD2" (65,66). Dans plus de la moitié des cas elles sont CD4" plus rarement CD8" (moins de
20% des cas) et peuvent aussi étre doubles positives ou avoir perdu I’expression de ces 2 marqueurs
(65,66). Tout comme les AITL les cellules tumorales peuvent également perdre I’expression d’un ou
plusieurs marqueurs pan-T (69). Ainsi il existe une perte fréquente du CD7 ou moins fréquemment du
CD5, CD3 et/ou CD2 (13,69). Les PTCL de type CD8" semblent souvent présenter un profil
cytotoxique avec une expression de granzyme B (GZMB) et de la protéine de liaison a I’ARN associée
aux granules cytotoxiques (TIA-1). Mais cela peur varier selon les séries et avec 1’évolution de la

compréhension et donc de la classification des PTCL-NOS (69).

Concernant le CD30, les cellules tumorales peuvent I’exprimer dans environ 17 a 30% des cas

(65,66).
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La présence de cellules infectées par EBV est moins fréquente que dans les AITL mais peut

représenter jusqu’a 50% des cas (14,71).

C) Cytogénétique

Les anomalies cytogénétiques décrites dans la littérature sont différentes de celles décrites dans
les AITL (13). Par puce d’hybridation génomique comparative (CGH) les anomalies récurrentes les
plus fréquemment observées sont des gains 7q, 8q, 17q, 22q, 1q, 3p, 5p, 16p, 3p, 11q et des pertes
récurrentes dans plusieurs chromosomes, dont 6q et 10p, 10q, 12q, 9p, 13q, 5q (13,46). Les caryotypes
complexes sont plus fréquents dans les PTCL-NOS que les AITL (13,46).

d) Biologie moléculaire

Les mutations TET2 représentent 8 cas sur 34 (22%) au sein de la cohorte du consortium
TENOMIC (53). Des mutations DNMT3 et RHOA®!”” peuvent également étre retrouvées, quoiqu’a
une plus faible incidence que dans les AITL (52,55,56).

e) Profil d’expression génique

Afin de mieux comprendre ce groupe, des études transcriptomiques ont été effectuées
(13,34,72—74). Sur le plan moléculaire, il s’agit également d’un groupe trés hétérogene, bien distinct
des AITL (13,34). Les LT tumoraux différent des LT normaux activés par une dérégulation des genes

liée a la prolifération, a I’apoptose, a ’adhésion cellulaire et au remodelage de la matrice (13,74).
Plusieurs groupes ont essayé de séparer les PTCL-NOS en fonction de leur profil génétique.

Ainsi I’étude de 109 geénes de la voie Nuclear Factor of the k-chain in B-cells (NF-kB)
(impliqués dans la prolifération et la survie des lymphocytes T) dans une cohorte du groupe
coopérateur espagnol des lymphomes T, a permis de séparer les PTCL NOS en 2 groupes (72). Le
premier avec une augmentation de I’expression de ces genes et le deuxiéme avec une réduction, par

rapport au ganglion réactionnel contrdle.

Les travaux de Ballester et al., eux, proposent une séparation en 3 sous-groupes en fonction de
leur profil (73) : le premier comprenant une signature des génes le plus souvent associés a un mauvais
pronostic dans d’autres tumeurs, telles que CCND2 ; Le 2°™ associé a une surexpression des génes
impliqués dans D’activation des lymphocytes T et I’apoptose, y compris NFKBI et BCL-2 ; Le 3™

associ¢ a une surexpression des génes impliqués dans la voie Interféron (IFN)/JAK/STAT.
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Le travail de Igbal J. et al. sur 121 cas de PTCL-NOS a permis de définir 3 grands groupes
majeurs avec une différence significative de leur survie globale (SG) (p = 0.03) (75,76). Le premier
groupe montrait une forte expression de GATA3 et de ces geénes cibles connus ( Chemokine (C-C
motif) receptor (CCR) 4, ILISRA, CXCR7, IK) (75,76). 1l s’agissait d’une signature liée aux
lymphocytes Th2. Le second groupe montrait une plus forte expression de T-box Transcription Factor
21 (TBX21) et d’Eomésodermine (EOMES) et de leurs geénes cibles (CXCR3, IL2RB, CCL3, IFNy)
(75,76). Cette signature était liée aux lymphocytes Thl. Et enfin le troisiéme groupe montrait
¢galement une plus forte expression de TBX21 sans hyper expression d’EOMES, mais associée a une

hyper expression de transcrits liés aux LT CD8" cytotoxique (75,76).

Il est intéressant de noter que les PTCL-NOS CD30" et PTCL-NOS CD30" ont un profil

moléculaire distinct (34).

D.  Facteurs pronostiques dans les PTCL
1. Stade et imagerie

Apres le diagnostic les examens complémentaires ont pour objectif 1’évaluation du stade et du
pronostic de la maladie. Cependant les PTCL se présentent plus sous des formes disséminées (stade
IIT ou IV d’Ann Arbor) conférant une valeur prédictive moins performante a cette classification que
dans les lymphomes B diffus a grandes cellules (3,6,65,67). Certaines études rapportent qu'un volume
tumoral important (= 10cm) semble conserver un impact indépendant dans les PTCL-NOS vis-a-vis

du score de I’index pronostique international (IPI) sur la SG (65).

La technique d’imagerie de choix a I’heure actuelle est la Tomographie par Emission de
Positons (TEP) au 18F-Fluoro-deoxyglucose (FDG) couplée au scanner. Néanmoins, bien que sa
valeur pronostique au diagnostic et en fin de traitement semble confirmée dans les différentes études,

celle en cours de traitement reste débattue (77-80).

Certains ¢léments sanguins au diagnostic impactent le pronostic des patients : monocytes
¢levés ; thrombocytopénie ; Immunoglobuline (Ig) A ¢élevée ; hypo albuminémie ; élévation de la

B2microglobuline (81,82).

2. Caractéristiques tumorales

Les ¢léments anatomopathologiques peuvent apporter des informations pronostiques. Ainsi au
niveau morphologique, dans les PTCL-NOS, le variant lymphoépithéliode semble étre associ¢ a un

meilleur pronostic global (14,65).
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L’analyse des PTCL-NOS du projet international des lymphomes T a identifi¢ en univarié,
mais pas en multivarié¢ avec I’'IPI, une expression du Ki67 (>25% des cellules tumorales), de CD56
(>20% des cellules tumorales) ou de CD30 (>20% des cellules tumorales) comme prédicteurs
défavorables de la SG (65). L’impact du Ki67 (>30% des cellules tumorales) était également retrouvé
dans I’analyse de la cohorte AILT de ce méme projet (7). Le CD15 pourrait avoir étre associ¢ a un
meilleur pronostic, mais cela reste a confirmer (69). L’infiltration par des macrophages
immunosuppresseurs CD163" peut favoriser la progression et est corrélée a un mauvais pronostic
(17,83,84). Le statut EBV positif confere un impact péjoratif dans plusieurs études (65,69,71). La

valeur pronostique des altérations cytogénétiques est encore débattue (46,85).

Au niveau moléculaire, la présence de mutations de 1’épigénétique, de RHOA ou de TP53

semble impacter négativement la survie des patients présentant un AITL (86,87).

Concernant la signature d’expression génique et/ou protéique, dans les PTCL-NOS un profil
cytotoxique ou une surexpression de GATA3 sont associés a un plus mauvais pronostic alors qu’une
surexpression de 7BX21 en I’absence de profil cytotoxique semble associée a un meilleur pronostic
(75,76,88). De méme une surexpression de la voie NF-kB est corrélée a de meilleurs résultats dans les
PTCL et une signature de type « prolifératif » est corrélée a un plus mauvais pronostic dans les PTCL-
NOS et AITL (13,72,73). D’autre signatures semblent impacter les réponses au traitement telle que

I’ARNm du CYP344 (89).

3. IPI et autres scores pronostiques clinico-biologiques

En 1993, I'IPI a été établi en tant que score pronostique préthérapeutique dans les LNH
agressifs (90). Il prend en compte le stade Ann Arbor, la présence d’atteintes extra-ganglionnaires, le
taux de LDH, I’age (inferieur vs supérieur ou égal a 60ans), et le PS, identifiés au préalable comme
facteurs pronostiques (90). Il permet de séparer les patients en 4 groupes de pronostics différents en
fonction du nombre de facteur : risque faible (0 ou 1 facteur) ; risque intermédiaire faible (2 facteurs) ;
risque intermédiaire élevé (3 facteurs) ; risque élevé (4 ou 5 facteurs) (90). L’ International Lymphoma
Study Group (ILSG) montre en 1997 que la SG et la survie sans progression (SSP) sont
significativement meilleures pour les patients présentant un risque faible par rapport a un risque élevé
selon I’IPI (91). Ces résultats étaient confirmés dans la cohorte des PTCL-NOS de I’International

Peripheral-T cell Lymphoma Project et dans d’autres cohortes (65,66,92).

L’intergroupe italien du lymphome propose 1’utilisation d’un index pronostic spécifique pour

les PTCL-NOS (PIT) d’aprés leur travail portant sur une étude rétrospective de 385 PTCL-NOS (67).
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Ce score comprend I’atteinte de la moélle osseuse, 1’age, le PS et le taux de LDH. Cependant sa

supériorité par rapport a I’IPI est débattue (65,67,69).

De méme, I’équipe de Federico M. et al., a établi que I’IPI n’était pas un bon score pronostique
pour les AITL et propose un autre score : le PIAI (7). Il prend en compte I’age, le PS, le nombre
d’atteinte extra-nodale, la présence de symptome B et d’une thrombopénie (7). 1l était plus performant
au sein de la cohorte des 243 AITL de I’International Peripheral-T cell Lymphoma Project (7). Nous

avons notamment utilisé ce score pour établir la valeur pronostic de CD39 au cours de mes travaux.

E. Traitements
1. Le traitement de référence en premiere ligne : CHOP

La majorité des patients présentant un PTCL (>70%) sont traités par chimiothérapie a base
d’anthracycline (7,11,65). La polychimiothérapie par cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et
prédisone (CHOP) représente ainsi le traitement de référence en premiere ligne dans la majorité des
PTCL a D’exception notable des lymphomes anaplasiques. Cependant les résultats sont non
satisfaisants, avec des taux de réponse compléte variant entre 40 et 70%, et des SG a 5 ans relativement
similaire entre PTCL-NOS et AITL, variants entre 25 et 35% en fonction des essais cliniques
(3,6,9,11,65,66,92). Au sein des PTCL nodaux seuls les ALCL ALK positifs présentent une meilleure
SG (70% a 5 ans).

Lors des tentatives d’intensification des cures de CHOP d’induction, seul 1’ajout d’Etoposide
semble faire significativement mieux chez les patients de moins de 60 ans atteint de PTCL sur la SSP
mais sans impacter la SG (92). Cependant ce bénéfice n’a jamais était prouvé en analyse en sous-
groupe dans les AITL et PTCL-NOS, mais seulement dans les ALCL (93). L ajout de radiothérapie

n’améliore pas significativement la SG et la SSP (92).

2. Place de l'autogreffe et de l'allogreffe

L’intensification par autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (ASCT) ou allogreffe en

premiére ligne est trés controversée et ne semble pas étre la stratégie adéquate (92,94-97).

Concernant la premiére rechute ou progression, le délai médian avec le diagnostic initial est
d’environ 7 mois (98). La SG et la SSP de ces patients sont désastreuses, en 1’absence de greffe de
cellules souches hématopoiétiques avec une SG médiane de 5.5 mois (98). L’ASCT en consolidation
d’un traitement de rattrapage ne présente néanmoins pas de résultats suffisants (99,100). En revanche,

il a été observé un effet anti tumoral a médiation immunitaire, du greffon contre le lymphome lors
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d’allogreffe dans des contextes d’absence de sensibilité a la chimiothérapie (101,102). La SG a 5 ans
dans le cadre de PTCL en rechute ou réfractaire (R/R) traité par allogreffe est d’environ 50 a 60%
(102,103). Chez les patients jeunes 1’objectif est donc I’obtention d’un contrdle de la maladie en vue

de réaliser une allogreffe.

Il est, de ce fait, important, alors que de nouvelles drogues aux mécanismes novateurs se
développent, d’identifier les meilleures stratégies de controle de la maladie (104). Il n’est pas clair
notamment que 1’utilisation de schéma combiné avec plusieurs drogues de chimiothérapie, dans le
cadre de maladie en R/R, soit plus efficace que les stratégies en monothérapie ou les stratégies a bases
d’immunothérapie et autres thérapies innovantes, avec en outre un risque d’effets indésirables plus

importants.

3. Immunothérapie dans les PTCL

Au-dela de ces thérapies « historiques », une série de traitements novateurs ont été testés ou
sont en cours de développement dans les PTCL dont les immunothérapies. Nous en discuterons plus

en détails dans la suite du manuscrit.

4. Autres modalités thérapeutiques et perspectives

La meilleure compréhension du développement oncogénique des PTCL et notamment des
AITL et le développement des modeles précliniques conduit au développement d’autres stratégies
thérapeutiques (104). Tout d’abord avec les modulateurs épigénétiques, tels que les inhibiteurs
d’histone deacetylase (HDACi1), ou les inhibiteurs d’ADN methyltransférases comme la 5-azacytidine
et le guadecitabine (105-109). Ensuite les inhibiteurs d’EZH et IDH, donnent des résultats prometteurs
(110). Enfin le ciblage des voies PI3K/AKT/mTOR et JAK/STAT est également ¢tudié (111-115).
Cependant leurs résultats sont encore limités aux patients en R/R et ne semblent pas apporter de
bénéfice au CHOP de premiere ligne. Ainsi 1’ajout de Romidepsine (HDACi) au CHOP n’a pas
amélioré la SSP et la SG des patients mais semble néanmoins en analyse de sous-groupe améliorer le

pronostic des AITL (107).

Des études laissent entrevoir d’autres cibles potentielles, telle quel la voie NF-kB (72,73). De
méme le profil d’expression génique a identifi¢ une surexpression de PDGFRa (platelet-derived
growth factor receptor alpha) dans les PTCL-NOS, confirmée en IHC (74). Cela pourrait avoir des
implications thérapeutiques compte tenu de la sensibilité potentielle de cette tyrosine kinase a

I’imatinib.
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Les caractéristiques phénotypiques et oncogéniques des PTCL-TFH et leurs stratégies

thérapeutiques sont résumées dans la figure 2 (104).
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Figure 2. Caractéristiques phénotypiques, aberrations génétiques et stratégies thérapeutiques potentielles des PTCL-TFH.
(D’apres Du J. et al., Front Oncol 2023 (104)). Figure réalisée avec BioRender.com. Abréviations: CD, cluster de
différenciation ; TCR, récepteur cellules T; CCR, chemokine receptor ; PD-1, Programmed cell death protein 1 ; ICOS,
Inducible T-cell COStimulator ; IL-Rc, Interleukin receptor ; PI3K, phosphoinositide 3-kinase ; mTOR, mammalian target of
rapamycin ; JAK, Janus kinase ; SYK, spleen tyrosine kinase ; STAT, signal transducer and activator of transcription ; HDAC,
histone deacetylase ; DNMT, DNA methyltransferase ; EZH, enhancer of zeste homolog ; IDH, isocitrate dehydrogenase ;
AcM, Anticorp monoclonal ; CAR, chimeric antigen receptor.

Depuis la mise en place du CHOP, le traitement de 1° ligne des PTCL n’a pas été amélioré et
ce malgré une compréhension biologique toujours plus grande. Des progrés prometteurs ont été
réalisés pour les patients en R/R, mais qui restent encore limités. La compréhension du role de
I’immunité dans le cancer a permis le développement des immunothérapies qui ont révolutionné le
traitement dans certaines tumeurs solides et dans certains lymphomes. Cependant les PTCL semblent
encore inaccessibles a ces traitements innovants, certes les Chimeric Antigen Receptor (CAR) T-cells
sont a I’étude et certains anticorps monoclonaux (AcM) montrent des bénéfices, mais en tant que LT
la cellule tumorale des PTCL pose probléme. Que ce soit en termes de facteurs pronostiques qui ne

permettent pas a I’heure actuelle de changement thérapeutique, ou des résultats moléculaires et IHC
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qui n’ont pas identifi¢ de nouvelles cibles thérapeutiques intéressantes hormis le Brentuximab Vedotin,
le besoin de toujours mieux comprendre les PTCL NOS et AITL qui sont les PTCL les plus fréquents

en Occident est indéniable.

IL. IMMUNITE ET IMMUNOTHERAPIE DANS LE CANCER

L’une des fonctions reconnues du systeme immunitaire est I’immunosurveillance anti-
tumorale, consistant en la reconnaissance de signaux de dangers et antigénes associés a la
transformation des cellules tumorales, et leur éradication (116). Ainsi chez la souris la lymphopénie,
par irradiation par exemple, empéche le rejet tumoral et chez I’homme les contextes
d’immunosuppression (virus d'immunodéficience humaine (VIH), traitement immunosuppresseurs),
sont propices au développement de cancer (117,118). Néanmoins, les cancers peuvent se développer
chez les personnes immunocompétentes, nécessitant ainsi I’échappement au contréle immunitaire. En
effet, les cellules tumorales peuvent tromper et affaiblir le systéme immunitaire en allant jusqu’a

I’utiliser pour se fagonner un microenvironnement favorable, dit immunosuppresseur.

La compréhension du fonctionnement « physiologique » du systéme immunitaire et de celui
des cancers a permis le développement de traitement visant a restaurer I’immunité antitumorale : les

immunothérapies.

A. Immunité innée et cancer

L’immunité innée est caractérisée par une mise en place rapide et immédiate en cas d’agression
par un agent pathogene (119). De nombreuses évidences ont désormais établi qu’il s’agit également
d’un mécanisme actif dans le cancer (119). Ce type de réponse est relativement peu spécifique, c’est-
a-dire qu’elle ne dépend pas d’une restriction antigénique. Elle repose notamment sur la
reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMPS) ou au danger (DAMPS) par
des récepteurs reconnaissant des structures moléculaires (PRR), tels que les récepteurs TOLL (TLR)
(119). Les cellules de I’'immunité innée ont une action de lutte directe contre 1’agent pathogéne mais
¢galement d’orchestration de la réponse immunitaire par initiation de I’inflammation, du recrutement
d’autres cellules immunitaires par I’intermédiaire des cytokines et chimiokines qu’elles sécretent, et

de présentation des antigenes (119). De par ces fonctions multiples, les cellules de I'immunité innée
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jouent des roles qui peuvent étre pro ou anti-tumoraux. Nous allons maintenant aborder certains des

types cellulaires que j’ai étudiés au cours de ma these.

1. Macrophages

a) Fonctions dans le cancer

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont la principale population phagocytaires
infiltrant la tumeur (120,121). Cependant ils sont généralement associé€s a un pronostic sombre dans
les tumeurs solides (120-122). En effet en regle générale, ils représentent 1’une des principales
populations immunosuppressives, et suppriment les réponses aux traitements standards et aux
immunothérapies (120,121). Ils présentent alors une capacité limitée a activer ou a restimuler les LT
CD8" (123). 1l s’agit en fait d’un groupe cellulaire hétérogéne avec des fonctions diverses, et
historiquement séparé¢ en 2 catégories : M1 et M2, bien qu’il s’agisse plutot d’un continuum et que

cette classification soit donc remise en cause (120,121).

D’un c6té les macrophages « M1 » proviennent d une polarisation « classique » par I’activation
d’un TLR et I’IFNg. Ceci conduit a I’expression de taux élevés de cytokines inflammatoires, de CMH-
IT et de molécules costimulatrices CD80 et CD86 (124,125). Ces fonctions permettent une activité anti-
tumorale. De ’autre coté les macrophages dits « M2 » polarisés en présence d’IL-4 notamment, sont
plutdt anti-inflammatoires et pro-tumorigenes. Ils peuvent inhiber directement les réponses des LT

cytotoxiques par 3 mécanismes :

- I’engagement des points de contrdle immunitaires via I’expression de leur ligand observé dans

plusieurs cancers (126).
- Laproduction de cytokines inhibitrices : IL-10, Transforming growth factor (TGF)p (127,128).
- Leur activité métabolique (expression de 1’arginase) (129).

- Ceci leur permet d’inhiber les réponses T, via notamment le recrutement de populations

immunosuppressives (Treg...) et I’inhibition de ’activation des LT effecteurs (120,128,130).

b) Ciblage thérapeutique des Macrophages
I1 existe donc un intérét a cibler les TAM afin de réduire leur nombre ou de les orienter vers un
profil M1 antitumoral. Ceci peut étre fait par exemple en inhibant leur recrutement vers le site tumoral.
Ainsi ’inhibition de 1’axe CCL2/CCR2 maintient les monocytes dans la moelle osseuse réduisant les

TAM (131-133). Dans les modeles précliniques le blocage de CCL2 ou CCR2 peut améliorer
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I’efficacité de la chimiothérapie, de la radiothérapie et de I’immunothérapie (131,134,135). Plusieurs
essais sont en cours et une ¢étude de phase précoce dans le cancer du pancréas a montré une
augmentation de plus de 40% de la réponse a la chimiothérapie lorsque les inhibiteurs du CCR2 y
¢taient combinés (131). Une autre option est I’inhibition de la signalisation du Colony Stimulating
Factor (CSF) 1 et de son récepteur (CSF1R) qui entraine la mort apoptotique d’une partie importante
des TAM (136,137). Son inhibition dans les modeles d’animaux améliore les réponses des LT en
combinaison avec la radiothérapie, la chimiothérapie ou avec des immunothérapies, y compris les
agonistes de CD40 et les antagonistes de PD-1 et CTLA-4 (138-141). Plusieurs essais cliniques sont

en cours (142).

La reprogrammation des TAM dans leur activité anti-tumorale est également une stratégie
attrayante, bien qu’encore peu développée. L une des approches est I'utilisation d’anticorps agonistes
de CD40 qui semble permettre 1’acquisition d’un profil M1 (143—146). L’activation des TLR, par
exemple grace a une vaccination BCG, semble étre prometteuse dans le cancer de la vessie, via un
mécanisme médié par les macrophages (147). Chez la souris 'utilisation d’inhibiteurs de HDAC induit
un phénotype antitumoral des macrophages et augmente la réponse a la chimiothérapie et aux
inhibiteurs de checkpoint (148). D’autres traitements tels que les inhibiteurs de PI3K entrainent la
reprogrammation des macrophages et leur soutien a la réponse antitumorale dans les modeles

précliniques (149—153). L’utilisation de ARNm ou de microARN est également a 1’étude (154—156).

Enfin d’autres techniques sont en cours d’étude, telle que 1’utilisation d’anticorps bispécifiques
Angiopoietin 2 (ANG2)- Vascular endothelial growth factor (VEGF) dans le but de lever la résistance
par I’angiopoiétine 2 des cellules my¢éloides sur les anti VEGF, avec des résultats intéressants dans des
modeles précliniques de glioblastome (157,158). L’utilisation de cellules CAR-T dirigées contre les
TAM a activité immunosuppressive, a permis in vitro d’éliminer sélectivement ces TAM, entrainant
le recrutement de monocytes pro-inflammatoires et de LT CD8" (159). L’utilisation directe de
macrophages est trés attrayant, comme transporteurs de cytokines telle que I’'I[FNa, avec un essai
clinique en cours dans le glioblastome ou armés de récepteurs reconnaissant des cibles tumorales

(CAR-M) (160).

2. DC

a) Impact dans le cancer
Les cellules dendritiques sont des acteurs clés des réponses immunitaires, notamment dans le
cadre du cancer (119). Ceci est particuliecrement di a leur fonction de cellules présentatrices

d’antigénes (CPA) professionnelles (119). Elles sont capables de présenter des antigénes a la fois sur
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le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I et de classe Il et disposent de nombreuses
molécules de co-stimulation, leur permettant d’activer efficacement et d’orienter la différenciation des
lymphocytes T. De ce fait une réduction des DC peut conduire a une progression tumorale telle que

dans le cancer du pancréas (161).

Cependant tout comme les macrophages, il s’agit d’un groupe hétérogéne composé de
différents sous-ensembles : plasmacytoides (pDC), conventionnelles (cDC) de type 1 et de type 2, et
monocytaire (moDC) (162). Ainsi certaines DC peuvent améliorer la surveillance tumorale ;
notamment les cDC1, qui semblent étre la sous-population la plus apte a cross-présenter des antigeénes
exogenes sur le CMH-I. Chez les souris déficientes en BATF3, FT contrélant la polarisation en cDC1,
la capacité de rejet des tumeurs immunogénes transplantées et la réponse de leur LT a
I’immunothérapie antitumorale est détériorée (123,163—-165). Chez I’homme, une densité accrue en
cDC1 dans le microenvironnement tumoral semble étre associée a un meilleur pronostic et une

meilleure réponse aux anti-PD-1 (123,166,167).

A l’inverse, de nombreuses pDC infiltrent les tumeurs mais ils ne répondent pas a la stimulation
TLR et ne produisent que peu d’IFNa. De plus ils peuvent recruter les Tregs et sécréter des molécules
immunosuppressives (168,169). Ils jouent ainsi un role important dans la progression du cancer de

I’ovaire via I’induction de la tolérance immunitaire et dans le mélanome (170,171).

Les moDC peuvent remplir des fonctions a la fois pro-inflammatoires et de tolérance (172,173).

Leur présence est associée a des réponses aux anti-PD-1 seuls et en thérapie combinée (174).

b) Ciblage des DC

Du point de vue thérapeutique, la mobilisation et I’activation des DC, pour améliorer la réponse
antitumorale T, sont attrayantes. C’est par exemple ['un des mécanismes d’action du Talimogene
Laherparepvec , virus oncolytique permettant une surexpression du GM-CSF (175). Or le GM-CSF
stimule directement la différenciation, 1’activation et la migration des DC. Chez la souris
I’administration de ligand de FLT3, molécule participant a la production de DC, améliore 1’activation
des LT CDS8" et le controle des tumeurs (163,176). Des essais cliniques sont actuellement en cours
chez ’homme. De méme la stimulation des TLR est une stratégie efficace avec, comme discuté
précédemment, le BCG dans le cancer vésical qui conduit a une activation accrue des DC (177). Les
agonistes de TLR3 tel que le poly(I :C) induisent I’activation des DC et améliorent leur activité
antitumorale aboutissant a une suppression thérapeutique des cancers dans des modeles précliniques

(163,165,178). Enfin I’'Imiquimod, ligand des TLR7/8, favorisant la cytotoxicité médiée par les pDC,
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a ¢t approuvé comme traitement local des cancers de la peau, et de nombreux essais cliniques sont en

cours (179).

Les vaccins a base de DC ont également présenté des résultats prometteurs dans les essais
cliniques de phase I dans le glioblastome (180-182). De méme les résultats des essais précoces dans
la leucémie aigué myéloblastique (LAM) (183,184), dans le cancer du sein (185), et le mélanome (186)
semblent prometteur. Dans un essai de phase I1I le vaccin a base de DC a amélioré la SG dans le cancer

colorectal (187).

3. Cellules NK
a) Impact dans le cancer

Chez la souris les cellules NK se caractérisent par I’absence de CD3 et la présence de NK1.1
et chez I’homme par I’absence de CD3 et la présence de CD56 (188). Elles représentent entre 5 et 15%
des lymphocytes circulants et se divisent en 2 catégories selon le niveau d’expression de CD56 et

I’expression de CD16 (189,190) :
- CD56™PCD16" : forte cytotoxicité
- CD56"CD16%"" ; forte expression de cytokines inflammatoires telles que I’'TFNy

Le role bénéfique des NK dans I’immunosurveillance a ét¢ documenté dans les modeles murins
(191-195) et est suggéré chez I’homme par la corrélation entre apparition de tumeur maligne et
immunodéficience primaire des NK (196—-198). Elles sont capables d’attaquer directement les cellules
tumorales par leur granules cytotoxiques et via les récepteurs de mort cellulaire tel que le ligand de
(FasL) (199). Elles peuvent également agir indirectement par leurs fonctions immunomodulatrices via
la sécrétion de chimiokines et cytokines telles que RANTES et IFNy (166,200). Une faible infiltration
par les NK et une diminution de leur fonction dans les tissus tumoraux semble étre de mauvais
pronostic (201,202). A I’inverse des cellules T, I’activité des NK n’est pas restreinte par la spécificité

antigénique, faisant de ces cellules d’excellents outils d’immunothérapie.

b) NK et immunothérapies
L’¢état d’activation des cellules NK est dict¢ par I’intégration et 1’équilibre des signaux
d’activation (nommés KAR) et d’inhibition (KIR) via des interactions ligand/récepteur (199). La
compréhension de ce mécanisme, proche de celui des LT, est a I’origine des immunothérapies basées
sur les NK. Initialement il a été montré que lors d’une allogreffe dans le cadre du traitement de la

LAM, I’absence d’appariement sur les récepteurs KIR entrainait un effet Graft versus Leukemia
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(GVL) sans entrainer de Graft Versus Host (GVH) (203,204). Dans des mod¢les murins précliniques
xénogreffés de cancer de I’ovaire, entre autres, le transfert adoptif de NK a montré une activité
antitumorale (205). De méme le transfert de cellules NK alloréactives a montré des réponses cliniques
dans le cadre de LAM, de lymphome réfractaire et de myélome multiple avancé en dehors d’allogreffe

(188,206-208). Cependant I’efficacité clinique reste encore limitée.

Une des solutions a 1’étude en préclinique est 1’utilisation de NK génétiquement modifiées
exprimant un CAR ciblant les hémopathies et les tumeurs solides. Ainsi des essais cliniques sont
actuellement en cours pour évaluer I’innocuité et I’efficacité, avec notamment des essais de phase I/11
de CAR NK ciblant le CD19 dans les hémopathies CD19" en rechutes ou réfractaires (NTC03056339).
Les résultats préliminaires ont montré une réponse objective chez 8 patients sur 11 dont 4 réponses
complétes (209). De méme des essais cliniques sont en cours dans les cancers solides avec par exemple

des CAR NK ciblant le human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) (NTC04319757).

Une autre méthode est la confection d’anticorps bi ou tri-spécifiques ciblant a la fois un
récepteur des NK (p.e CD16) et un antigéne tumoral (210). Un essai clinique, dans les hémopathies
malignes de haut risque, est en cours pour le GTB-3550, anticorps tri-spécifiques ciblant le CD16, le
CD33 avec incorporation de I’IL15 (211). Enfin, le ciblage de récepteurs inhibiteurs des NK, telles
que NKG2A, semble prometteur dans de nombreux types de cancer (212).

D’autres stratégies consistent a améliorer les fonctions des NK, par notamment ’utilisation de
cytokines telles que I’IL-15 avec I’ALT-803, complexe de fusion IL-15/IL-15Ra (213). Son injection
associée a une perfusion de cellules NK a considérable amélior¢ les effets de cytotoxicité a médiation

cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) des NK dans un mode¢le murin de lymphome B (213).

B. Immunité adaptative et cancer
Il s’agit d’une ligne de défense moins rapide (1 a 2 semaines), mais plus spécifique car
restreinte a la reconnaissance de structures ou peptides spécifiques. 2 grands types cellulaires

constituent I’immunité adaptative : les lymphocytes B (LB) et les lymphocytes T.

1. Lymphocytes B et imnmunité humorale
Les LB, qui se différentient dans la moelle osseuse, se caractérisent par leur récepteur de
surface, appelé récepteur des cellules B (BCR) (214). Cette Ig peut étre membranaire ou soluble
(anticorps (Ac)) participant a la réponse immunitaire tumorale (214). L’activation des LB repose avant

tout sur ’engagement de leur BCR, associé aux co-recepteurs CD19, CD21 et CDS81 (214). Ceci
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permet ’engagement des voies MAPK, NF-kB et PI3K. En complément de ces signaux, les LB naifs
nécessitent un 2°™ signal, parfois donné directement par un constituant microbien et le récepteur Toll,
mais dans la majorité des cas il est fourni par les cellules TFH via le récepteur costimulateur CD40,
membre des récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TNFR), et par I’'IL-21 (214). Cette interaction
entraine la formation des centres germinatifs, la maturation d’affinité des Ig et leur commutation de

classe.

Le réle de I’immunité humorale dans la réponse antitumorale est controversé (215,216). D’un
coté, les LB peuvent jouer un role antitumorale, notamment par leur fonction de CPA. Ainsi ils peuvent
participer, par leur production de molécule de costimulation et I’expression de CMH-II, a I’initiation
d’une réponse antitumorale dans différents cancers (215). De méme chez la souris il a été montré que
certains LB activés par le CD40L, pouvaient initier une réponse immunitaire antitumorale spécifique
et efficace (217,218). Ces résultats sont corroboré par 1’impact pronostique favorable d’une forte
infiltration par des LB et des plasmocytes dans certains types tumoraux, notamment présents au sein

des structures lymphoides tertiaires (TLS) (219,220).

Cependant d’un autre coté, les LB peuvent jouer un réle pro tumoral. Dans des modéles de
souris la présence des LB en phase initiale tumorale entrainait un défaut dans la cytotoxicité des LT
(221). Ainsi des LB sont dit régulateurs (216). Ils sont capables de produire de I’'IL-10, d’IL-35 et du
TGEFp (222). Grace a ces cytokines ils inhibent les cellules pro inflammatoires, inhibant la prolifération
et I’activation des LT effecteurs et également la production des cytokines pro inflammatoires par les
autres cellules immunitaires (macrophages, DC, NK) (216). Ils peuvent également exprimer le ligand
de Fas et induire 1’apoptose des LT effecteurs ou encore provoquer I’anergie de ces LT en exprimant
par exemple les ligands de PD-1 (223). Dans des modeles murins de cancer prostatique, des LB
immunosuppressifs, entrainant une résistance a I’oxaliplatine, exprimaient I’'IL-10 et le ligand 1 de
PD-1 (PD-L1) (223). De méme ils peuvent limiter les fonctions effectrices antitumorales des LT CD8"

induites par la vaccination chez la souris (224).

2. Lymphocytes T
a) Activation des LT
Tout comme les LB, les LT sont caractérisés par I’expression d un récepteur spécifique, le TCR
(225,226). Le TCR est constitu¢ d’un dimere de chaines aff ou yd. Il ne se lie pas de maniere spécifique

directement a un antigéne mais a un complexe antigene peptidique-CMH.
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Suite a leur différentiation dans le thymus, dans lequel ils subissent des étapes de sélection
négative et positive, les LT quittent ce tissu et migrent dans la circulation sanguine vers les organes
lymphoides secondaires (225,226). Tant qu’ils n’ont pas rencontré leur Ag spécifique les LT matures
sont dits « naifs ». La rencontre de leur complexe peptide : CMH a la surface des CPA, dans les organes
lymphoides secondaires, entraine leur activation par les 2 premiers signaux et leur différenciation en
LT effecteurs par un 3éme signal (225,226). Les cellules T effectrices ne nécessitent plus de second

signal pour leur activation en cas de nouvelle rencontre avec leur Ag.

Afin d’étre stabilisé a la surface, le TCR est associé¢ au complexe protéique CD3 et a un
homodimere de C (226). Par cette association chaque complexe du TCR contient 10 motifs ITAM
(Tyrosine-based Activation Motif) intracytoplasmique. La liaison du TCR a son ligand, soutenue et
amplifiée par la liaison du corécepteur CD4 ou CD8 au CMH, entraine la phosphorylation de 2 résidus
de tyrosine de chaque ITAM par la kinase LCK de la famille Src attachée aux domaines
cytoplasmiques de CD4 et CD8 (226). La kinase CSK et la phosphatase CD45 régulent I’activité de
LCK. C’est le déclenchement de la signalisation intracellulaire qui conduit au recrutement des

protéines de signalisation telles que la kinase ZAP-70, puis de LAT et SLP-76 (226). Ceci permet :
- L’activation de la voie PI3K/ AKT, essentielle au métabolisme cellulaire

- L’activation de PLCy qui, par génération de 1’inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycerol
(DAG), conduit a I’activation de 3 facteurs de transcription (227) : NFAT, NF-kB et AP-1

- L’activation de VAV qui, en activant les GTPase de la famille Rho, induit la polymérisation

de I’actine et la réorganisation du cytosquelette essentielle a I’activation des LT

Cette signalisation induite par le TCR n’est pas suffisante pour activer un LT naif. Un second
signal est nécessaire par les récepteurs costimulateurs, principalement CD28 pour les LT (225,226).
CD28 interagit avec ses ligands costimulateurs B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86) présents sur les CPA
entrainant la phosphorylation dans le domaine cytoplasmique de CD28, permettant de soutenir

I’activation de PI3K et NF-kB (225,226).

Enfin, le troisiéme signal provient de cytokines, qui par activation de voies JAK/STAT
notamment, permettent d’orienter la différentiation du LT. Certains membres de la superfamille des
TNFR et CD28 (CD40, OX40, 4-1BB, CD30, CD27, ICOS...) ont également un réle de co-
stimulateurs lors de liaison a leur ligand (226). On notera que la chronicité de cette stimulation peut

conduire a un phénotype d’épuisement, qui sera abordé en détail par la suite (228).

43



b) Les LT CD4* conventionnels

Les LT CD4" jouent divers rdles dans les réponses immunitaires et I’homéostasie tissulaire
(229). Cette variété fonctionnelle repose sur I’existence de nombreux sous-types de LT CD4" de types
« auxilliaires » (helper) (Th) et régulateurs ayant notamment des fonctions et impacts pronostiques
différents dans le cancer (229). Bien que les LT CDS8" aient longtemps été considérées comme les
acteurs privilégiés de I’immunité anti-tumorale, on assiste actuellement a une rebond de 1’intérét pour
les CD4" (229). Un élément argumentant leur role dans le cancer et la valeur de bon pronostique de
I’expression des molécules de CMH-II (230). Or, hormis dans les conditions de présentations croisées,

le CMH-II est reconnu par les LT CD4".

(1) Thil
La polarisation en Th1 est induite par la signalisation du récepteur a I’IL-12, qui active la voie

JAK2-STAT4 (231). Cette signalisation va permettre 1’expression de leur FT spécifique : T-box

expressed in T cells (T-bet), et la production d’IFNg, de TNF et d’IL-2 en grande quantité (231).

Les LT Thl jouent un rdle clé contre les pathogenes intracellulaires et les réponses
antitumorales, via le recrutement et I’activation d’autres cellules « pro-inflammatoires » (macrophages
M1, LT CDS8", cellules NK) et une activité cytotoxique directe par la production de ligand de Fas et
de lymphotoxine B (232,233). Par ces capacités, leur présence dans le microenvironnement tumoral
confere un meilleur pronostic (234,235). Dans les modéles murins de cancer, il a été observé une action
antitumorale synergique lors du co-transfert adoptif de LT Th1 et CD8" conduisant au rejet des tumeurs

(236).

(2) Th2

La polarisation en Th2 est induite par I’IL-4 qui va entrainer I’activation de STAT6, permettant
I’expression du FT spécifique des Th2 : GATA3 (237,238). Les LT Th2 recrutent et activent, par la
production d’IL-4, IL-13, IL-5, IL-3 et IL-9 et du ligand de CD40, les macrophages M2 (par activation
alternative), les €osinophiles, les mastocytes, les NK (239). Ils favorisent également I’activation et la
commutation de classe des Ig produites par les LB en IgE et I’armement des mastocytes par ces IgE.
Par I’ensemble de ces fonctions ils jouent un réle clé dans le contrdle des infections par les parasites
extracellulaire, tels que les helminthes, dans les expositions aux venins et dans la réparation des tissus

endommagés (239).

Leur réle dans les cancers est incertain et débattu. En effet d’un co6té par leur recrutement et

’activation des macrophages M2 et de LB pro tumoraux ils favorisent les fonctions pro-inflammatoires
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du microenvironnement tumoral (TME) (240). Cependant ils semblent également pouvoir participer
aux fonctions antitumorales dans des modeles de transfert chez la souris et dans des modéles de cancer
du sein (241-244). Ainsi leur valeur pronostique difféere chez I’homme d’un cancer a 1’autre

(241,245,246).

(3) Th9

La polarisation en Th9 peut étre induite in vitro par I’IL-4 et le TGFf qui vont entrainer, comme

pour la polarisation Th2, I’activation de STAT6, favorisant I’expression de GATA3 mais a contrario
¢galement de PU.1 (247). Les LT Th9 se caractérisent par la production IL-9. Tout comme leur
programme transcriptionnel semble étroitement 1i€ au profil Th2, leur fonction principale semble

proche. En effet ils participent essentiellement aux réponses antiparasitaires.

Ils semblent également remplir un réle important dans ’immunité antitumorale (248,249).
Alors que leur potentiel antitumoral chez la souris semble certain, par notamment leur activité

cytotoxique directe, leur valeur pronostique chez I’homme reste encore débattue (250,251).

(4) Thi7

La polarisation en Th17 est classiquement induite par 1’IL-6 et le TGFP qui vont conduire a
I’activation de STAT3 entrainant I’expression du FT spécifique : RORgt (252,253). D’autre FT entrent
probablement en jeu tels que IRF4 ou RORa mais leur rdle et leur importance ne sont pas encore
clairement identifiés (254,255). En revanche en cas de stress, tel que 1’inflammation, le TGFp n’est
plus nécessaire a la polarisation en Th17 (256). Les LT Th17 tirent leur nom de leur production d’IL-
17. Leur concentration est importante dans les tissus constituant les barrieres physiques de I’immunité.
En coopération avec 1’IL-22 également produite par les Th17, I’IL-17 participe a I'immunité de ces
barrieres épithéliales contre les pathogeénes extracellulaires (bactériennes et fongiques) et a
I’homéostasie des tissus en activant les cellules épithéliales et stromales locales (257,258). Outre cette
activation locale qui entraine une élimination directe des agents pathogénes par inhibition de la
croissance et de la colonisation bactérienne et la réparation tissulaire, ces cytokines associées au ligand

du CD40 recrutent et activent des neutrophiles.

Leur activité dans le cancer est a ce jour controversée. En effet les LT Th17 présentent des
actions antipodes, d’une part ils peuvent agir positivement sur les cellules cancéreuses (survie,
prolifération, invasion) (259,260) et le recrutement des cellules immunosuppressives et d’autre part ils

peuvent également agir positivement sur le recrutement et I’activation des cellules antitumorales (LT,
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NK, DC et macrophages) (261,262). Ainsi leur valeur pronostique differe d’un cancer a I’autre (263—
260).

(5) TFH

Les cytokines impliquées dans la polarisation en TFH sont encore mal connues, bien que 1’IL-
6 et I’IL-21 permettent leur polarisation in vitro (267). Le FT clé est BCL6 (268). Les LT TFH résident
a proximité de la zone des LB dans les ganglions et jouent un role clé dans ’activation, la prolifération
et ’amélioration de la survie des LB en leur fournissant le 2éme signal (269,270). Ils remplissent leur
role par la production du ligand de CD40 et de I’IL-21 activant la voie non canonique de NF-kB et
STATS3. Dans un premier temps ils interagissent avec les LB a I’intersection entre la zone T et la zone
B puis dans le centre germinatif qu’ils participent a former. Ils permettent la génération d’Ig de haute
affinité par hypermutation et commutations de classes via leur production d’IL-6, de TGF-béta, d’IFN-
gamma et d’IL-4 (271). IIs participent également a guider la différenciation des LB en plasmoblastes,
plasmocytes sécréteurs d’Ac et LB mémoires (271). C’est I’expression de CXCRS, récepteur de la
chimiokines CXCL13 produite par les cellules stromales des follicules a cellules B, qui permet la
migration les LT TFH vers les follicules de LB. Ils se caractérisent €également par 1I’expression d’ICOS
et PD-1 (272). Comme vu précédemment les LB de leur c6té soutiennent la différenciation en TFH
par la stimulation d’ICOS via leur expression de son ligand (272). Ces différentes caractéristiques sont
cruciales pour comprendre la complexité de I’AITL, dans lequel les cellules tumorales adoptent

systématiquement un profil TFH — voire dérivent d’un TFH (34).

C’est cette coopération entre LB et LT TFH qui leur confére une valeur pronostique dans le
cancer (273-277). En effet en situation chronique tel que le cancer, ils interagissent ensemble afin de
former des structures ressemblant au centre germinatif, les TLS, dans le TME. Or une forte densité en
TLS confére un bien meilleur pronostique dans différentes tumeurs solides et une meilleure réponse
aux immunothérapie (273-277). De méme une signature TFH dans la tumeur est de bon pronostic

(278,279).

(6) T cytotoxiques
La sous population des LT CD4" cytotoxiques est un peu particuliére. Pouvant ressembler aux
Th1 par la production de leurs cytokines : IFNy, TNFa, IL-2, ces cellules sont caractérisées par leur
expression du Granzyme B, de Perforine et de Granulolysine (280). Chez la souris, elles expriment le
récepteur de surface CRTAM (281). Ces cellules peuvent avoir une action cytotoxique directe contre
les pathogenes et les cellules endommagées (infectées, tumorales...), ainsi leur fonction se rapproche

des LT CD8" cytotoxiques. Elle sont donc capable d’exercer un rdle directe sur les cellules tumorales,
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notamment démontré dans le mélanome (282). Leur présence et leur fonction chez ’homme est en

cours d’investigation.

c) Lymphocytes T régulateurs
(1)  Généralités

Les LT régulateurs représentent entre 5 et 10% des LT CD4" circulant (283). Leurs fonctions
principales sont de maintenir la tolérance du soi, de prévenir les maladies inflammatoires et auto-
immunes en limitant notamment les réponses immunitaires par leurs capacités immunosuppressives
(283). Les différentes voies de signalisation et facteurs de transcription régulant 1’activité des Treg
sont détaillées dans la revue écrite au cours de ce projet de thése présenté¢ en annexe 1 (283).
Brievement le FT clé, Forkhead Box Protein 3 (FOXP3), va conférer aux Treg leurs fonctions
immunosuppressives (284). Ainsi une délétion germinale de Foxp3 chez la souris conduit a I’absence
de Treg et a un syndrome auto-immun létal (285) et une mutation du géne de FOXP3 chez I’homme
dans le syndrome IPEX (dérégulation immunitaire, polyendocrinopathie, enteropathie, liées a 1’X) est

responsable d’un syndrome auto-immun agressif (286,287).

Ils peuvent provenir, comme les LT effecteurs ci-dessus, de la différenciation d’un LT naif a
la périphérie, ils sont dit induits (iTreg), mais également de la différenciation de thymocytes immatures
dans le thymus, ils sont dit Treg naturel (nTreg) (288). Les nTreg semblent provenir de thymocytes
hautement réactifs au complexe peptide du soi : CMH du soi par sélection positive agoniste. La

polarisation de iTreg est induite par le TGFp et I’IL-2 (289,290).

Ils remplissent leurs fonctions immunosuppressives par de nombreuses méthodes (291). Ils
peuvent notamment entrer en compétition avec les autres LT pour la consommation de I’IL-2, grace a
I’expression constitutive a leur membrane de son récepteur de haute affinité, le CD25 (291). Ensuite
via I’expression membranaire de protéines inhibitrices (Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4)
; PD-1; Lymphocyte activation gene-3 (LAG-3)), dont CTLA-4 en densité élevée, qui permet la liaison
compétitrice aux molécules B7 sur les CPA et altére leur maturation (291). Enfin via la sécrétion de
cytokines inhibant les réactions immunitaires et inflammatoires (TGFf, IL-10 et IL-35) et la
dégradation de I’adénosine triphosphate (ATP), ils inhibent ainsi la prolifération des LT, I’expression
par les CPA du CMH, des molécules costimulatrices et des cytokines pro-inflammatoires (291). Enfin,
ils peuvent exercer une activité cytotoxique directe, en particulier contre les cellules dendritiques ou

les LT effecteurs infiltrant les tumeurs via le GZMB (291).
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L’ ¢équipe de Sakaguchi propose une séparation en Treg au repos ou naif et Treg activés en
fonction de I’expression de FOXP3 et de CD45RA (292). Ainsi les Treg FOXP3" CD45RA- sont dits
activés et présentent des capacités immunosuppressives plus fortes que les Treg naifs FOXP3"

CD45RA".

(2) Impact dans le cancer

L’infiltration du TME par les Treg est décrit dans les tumeurs murines et humaines (293). Par
leur fonction immunosuppressive, les Treg maintiennent I’homéostasie des cellules immunitaires et
peuvent également supprimer les réponses immunitaires antitumorales. Elles peuvent étre exploitées
par les cellules tumorales pour I’évasion immunitaire (294). In vivo, dans des modéles murins de
cancer ’utilisation d’AcM anti-CD25 ou de splénocytes délétés en cellules CD25" entraine un rejet ou
une diminution de la croissance tumorale, démontrant ainsi 1’action pro tumorale des Treg (295,296).
De ce fait, il est admis que dans de divers cancers I’infiltration par les Treg confére un mauvais

pronostic, et ce d’autant plus lorsqu’il s’agit de Treg activés (293,297).

Devant ces constations I'une des stratégies a 1’étude en immunothérapie du cancer, est la
déplétion des LT Treg. En vu de cette objectif différents AcM ont été développés ciblant les marqueurs
spécifiques des Treg. Ainsi le ciblage de CD25 a été testé mais avec des résultats discordant et une
déplétion possible des LT effecteurs en plus des Treg (298). Concernant le ciblage de CTLA-4, comme
nous en discuterons ultérieurement, la déplétion chez la souris des Treg est admise ; en revanche chez
I’homme la déplétion par les AcM actuellement utilisé€s est débattue (299-302). D’autres checkpoints

dont nous discuterons sont également exprimés par les Treg et sont a I’étude en immunothérapie (303).

Une autre seconde stratégie consiste a agir sur les signaux de chimiotaxies, afin, comme pour
les macrophages immunosuppresseurs, de réduire le recrutement des Treg. Cibler CCR10, CCR4, ou
CCRS&, chimiokines en lien avec les Treg infiltrant les tumeurs, sont des stratégies attrayantes dans les

cancers (304-306).

Enfin une troisieéme stratégie vise a moduler les effets inhibiteurs des Treg, par exemple en
ciblant I’IL-10, le TGFp, ou encore en visant les ectoenzymes « inhibitrices » CD39 et CD73 fortement

exprimées par les Treg chez la souris, dont nous reparlerons largement ultérieurement (307).

d) Lymphocytes T CD8*
Les LT CD8" sont considérés comme les effecteurs majeurs de la lutte antitumorale, comme

les antigenes infectieux ils peuvent reconnaitre les antigénes tumoraux présentés via le CMH-I (308).
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L’évolution et la différenciation des LT CD8" en cas de résolution ou d’agression chronique sont

représenté a la figure 3 (228,309).
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Figure 3. Différenciation physiologique et pathologique des LT CD8+.

(D’apres Philip M, Schietinger A., Nat Rev Immunol. 2022 (228)). Figure réalisée avec BioRender.com. Abréviations : LT,
Lymphocyte T,; CD, cluster de différenciation ; TCR, récepteur cellules T ; Ag, Antigéne ; CMH, complexe majeur
d'histocompatibilité ; PD-1, Programmed cell death protein 1 ; CTLA-4, Cytotoxique-T-Lymphocyte- Antigen 4 protein ; TIM-
3, T-cell immunoglobulin and mucin containing protein-3 ; LAG-3, Lymphocyte-activation gene 3 ; TIGIT, T cell
immunoreceptor with Ig and ITIM domains ; ICOS, Inducible T-cell COStimulator ; GZMB, granzyme B ; IFN, Interféron ;
TNF, tumor necrosis factor ; FASL, Fas ligand ; TRAIL, tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand.

(1) LT CD8+* Cytotoxiques

La caractéristique majeure des LT CDS8" est leur role cytotoxique direct contre les cellules
endommagées en induisant leur apoptose par la voie intrinseéque ou extrinseque (225,228). La voie
intrinséque est possible par la formation d’une synapse immunologique entre le LT CD8" et sa cellule
cible qui permet une liaison ferme et un relargage focalisé et dirigé des granules cytotoxiques limité a
cette cellule cible (225,228). Ces granules contiennent les molécules effectrices cytotoxiques
préformées : perforine ; granzymes ; granulysine. La perforine forme des pores ou perfore la membrane
plasmatique permettant I’entrée du granzyme et de la granulysine. Le granzyme déclenche 1’apoptose

par activation des caspases directement ou par dégradation des mitochondries qui entraine la libération

49



du cytochrome C et la formation de ’apoptosome activant la pro-caspase 9. Les LT CD8" peuvent
remplir d’autres fonctions, par notamment la production d’autres cytokines telles que I’'lFNy, le LTa
et le TNFa qui participent notamment au recrutement et a I’activation d’autres cellules immunitaires

telles que les macrophages (225,228).

(2) LT CD8* Mémoires

Alors que plus de 90% des LT CDS8" effecteurs meurent par apoptose aprés une agression, un
petit sous-ensemble, dépendant de I’IL-15 et I’IL-7, survit et devient des LT CD8" mémoires (310).
Les cellules T mémoires se divisent en 3 grandes groupes dépendant de leurs fonctions effectrices et
de leur potentiel prolifératif : les effecteurs mémoires (TEM), les centrales mémoires (TCM) et les
résidents mémoires (TRM) (311-313). Ainsi les TCM, en opposition au TEM sont retenues dans les
organes lymphoides secondaires par I’expression de CCR7 et CD62L et ont une capacité de
prolifération et de production d’IL-2 accrue, alors que les TEM se retrouvent dans le sang et les tissus
non lymphoides et sont reconnus pour leur capacité de production de molécules effectrices immédiates.
Les TRM comme leur nom I’indique résident de maniére permanente dans les tissus apres résolution

d’une agression et sont capables de produire des molécules effectrices de maniere soutenue (314).

(3) LT CD8* « épuisés »

Alors que I’infiltration tumorale par les LT CD8" est un marqueur pronostique favorable dans
de nombreuses tumeurs solides (293), ces cellules ne parviennent pas toujours a éliminer efficacement
les cancers (315). L’une des raisons est un défaut dans les fonctions effectrices de ces LT CD8". En
effet, dans le cadre d’infection chronique et de cancer, un nouvel état d’activation des LT CD8" a été

identifi¢ : I’épuisement (exhaustion) (228,309).

Initialement, cet état a été décrit chez la souris dans le cadre d’une infection au virus de la
chorioméningite lymphoide (LCMV). Ainsi une infection aigu€ par la souche LCMV Armstrong
entraine une réponse infectieuse efficace et la résolution de I’infection en 8 a 10 jours avec production
de LT CD8" effecteurs et mémoires fonctionnels (316). A I’inverse, une infection chronique
consécutive a I’injection du clone 13 de LCMYV, est associée a la persistance de LT spécifiques du
virus capables de proliférer et d’exprimer des marqueurs d’activation, mais présentant un défaut dans
leur fonction effectrice (incapacité a tuer les cellules infectées et a sécréter de I'IFNy) (317).
L’épuisement fonctionnel des LT CD8" a ensuite été identifié dans de nombreuses infections
chroniques chez ’homme tels que le VIH, le virus de I’hépatite B et de I’hépatite C (318-321). Les
travaux de I’équipe de John Wherry suggérent que les pertes de fonctions sont progressives et

hiérarchisées au cours du temps lors d’infection chronique a LCMV avec la notion de passage par un
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¢tat d’épuisement partiel dit « Tpex » de progéniteurs épuisés, puis de « Tex » épuisés (322). De fagon
importante, et a I’inverse des LT CD8" effecteurs « normaux », les Tpex et Tex expriment de forts
niveaux du récepteur PD-1 (323), faisant de PD-1 une protéine de la signature des LT « épuisés ».
Dr’ailleurs, dans cette méme étude le traitement par anticorps bloquant anti-PD-1 permet de réduire la
charge virale de LCMV clone 13, via une amélioration du nombre et de la fonction des LT CD8"
spécifiques. Ces données ont ensuite ét¢ confirmées in vitro chez des patients atteints de VIH et autres
infections chroniques (324-327). Depuis, des analyses par cytométrie et transcriptomique ont permis
de largement raffiner le phénotype des Tex (228,309). Ceux-ci expriment en fait de nombreux
récepteurs inhibiteurs tels que T-cell immunoglobulin and mucin containing protein-3 (TIM-3), LAG-
3 ou CTLA-4. 1l a d’ailleurs été propos€¢ que la co-expression de PD-1 et TIM-3 permettait une

identification trés spécifique des Tex (328), et nous avons utilisé cette stratégie dans mes projets.

Au niveau mécanistique, il semble qu’une série de facteurs de transcription, notamment NFAT
(Nuclear factor of activated T-cells) et TOX (Thymocyte selection-associated high mobility group box

protein), soutiennent la différentiation en Tex (228,309).

Au-dela du contexte des infections chroniques, un état d’épuisement est ¢galement retrouvé
treés fréquemment dans le micro-environnement tumoral chez ’homme et la souris (329). De ce fait,

ces cellules font I’objet d’un intérét majeur en immunothérapie.

C. Ciblage thérapeutique des récepteurs (checkpoints) activateurs et
inhibiteurs sur les LT

Les premiéres immunothérapies approuvées dans les cancers furent les cytokines apres avoir
démontré leur soutien a la réponse immunitaire antitumorale innée et adaptative pour (INFa ; IL-2 ;
GM-CSF) mais leur succes est resté limité et sont actuellement en étude en association avec d’autres

immunothérapies (330,331).

En tant qu’élément majeur de la lutte antitumorale, ¢’est la compréhension toujours plus grande
du phénotype, des mécanismes d’activations et d’épuisements des LT qui a conduit a la révolution
dans I’immunothérapie et la prise en charge des cancers. Le développement des immunothérapies a
suivi la découverte et la compréhension des différents points d’activations et d’inhibition. Ce point
étant un élément crucial de mes travaux de thése, je vais maintenant détailler certaines de ces

molécules, répertoriées sur la figure 4.
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Figure 4. Quelques checkpoints activateurs et inhibiteurs des LT étudiés au cours de mon projet de thése.

Figure réalisée avec BioRender.com. Abréviations : CD, cluster de différenciation ; TCR, récepteur cellules T ; Ag, Antigéne ;
CMH, complexe majeur d'histocompatibilité ; PD-1, Programmed cell death protein 1 ; CTLA-4, Cytotoxique-T-Lymphocyte-
Antigen 4 protein ; TIM-3, T-cell immunoglobulin and mucin containing protein-3 ; LAG-3, Lymphocyte-activation gene 3 ;
TIGIT, T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains ; ICOS, Inducible T-cell COStimulator ; DNAM-1, DNAX accessory
molecule-1.

1. CTLA-4

La protéine a domaine immunoglobuline CTLA-4, appartenant a la famille CD28, a été décrite
pour la premiere fois dans les années 80 par 1’équipe de Pierre Goldstein, révélant une expression
préférentielle dans les lymphocytes activés (332). Le géne codant pour ’homologue humain de CTLA-
4 a ensuite €té cartographié¢ dans la méme région chromosomique que CD28 (333,334). Le domaine
extracellulaire de CTLA-4 se lie aux molécules CD80/CD86 (B7) avec une avidité plus forte que
CD28, interférant ainsi avec l’activation des LT et soutenant sa possible utilisation dans I’auto-
immunité et la tolérance de greffe d’organe (335). D’autre part le domaine cytoplasmique de CTLA-4
permet le recrutement des phosphatases SH2 containing protein tyrosine phosphatase-2 (SHP-2) et de

la protéine phosphatase 2 (PP2A), inhibant ainsi le signal TCR/CD28 (336).
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La premicre observation de 1’activité inhibitrice de CTLA-4 sur les LT a été faite par I’équipe
de Jeffrey Bluestone (337), et il est désormais établi que CTLA-4 a un réle majeur dans la tolérance
immunitaire. En effet les souris déficientes en CTLA-4 meurent en 3 a 4 semaines d’une auto-immunité
systémique et d’une lymphoprolifération mortelle (338,339). De méme chez I’homme les
polymorphismes de CTLA-4 sont liés a plusieurs maladies auto-immunes (340). Au-dela de son role
d’inhibition intrinseque des LT effecteurs, CTLA-4 est exprimé trés fortement par les Treg (341).

450 montrant le role

D’ailleurs I’ablation spécifique de Ctla4 dans les Treg phénocopie les souris Ctla
essentiel de cette protéine dans I’activité¢ des Treg (342). Il semble que CTLA-4 se lie 4 B7 et induit

sa trogocytose par les Treg, dimunant ainsi la capacité des CPA a activer les LT effecteurs (343).

L’ensemble de ces observations a conduit au développement des immunothérapies ciblant

CTLA-4 dans le but de lever I’inhibition et de restaurer I’activité cytotoxique antitumorale des LT.

Chez la souris, 1’administration d’anticorps anti-CTLA4 permet de diminuer la pousse des
tumeurs transplantées, seul ou en combinaison (344,345). D’autres études précliniques soutiennent
I’effet du blocage de CTLA-4 sur I’activité antitumorale en association a des vaccins antitumoraux
(346), mais également en association a d’autres traitements tels que la radiothérapie et la

chimiothérapie (346-348).

L’Ipilimumab, premier anticorps monoclonale humain anti-CTLA-4, a alors été testé avec
succes dans des essais cliniques de phase I et II incluant des patients présentant un cancer disséminé
de type mélanome, carcinome ovarien ou prostatique (348-350). Ils ont permis de valider son
innocuité, sa tolérance et une premiére activité antitumorale. Les essais probants de phase III ont
ensuite conduit a sa premicre approbation par la Food and Drug Administration (FDA) dans le

mélanome.

Concernant son utilisation dans les hémopathies, plusieurs études de phase précoce ont été
réalisées. Ainsi dans un essai de phase I, 18 patients présentant un lymphome B en R/R ont été traités
par Ipilimumab (351). Le traitement était bien toléré, aucun patient n’ayant présenté d’EI de grade 4/5.
2 patients, le premier présentait un lymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL) et le second un
lymphome folliculaire, ont présenté une réponse clinique. Dans les 2 cas cette réponse était prolongée,
respectivement > 31 mois et de 19 mois (351). Un essai récent semble indiquer des résultats
prometteurs dans les hémopathies malignes en rechute post allogreffe (352) (LAM, LH, My¢lome
multiple).
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D’autres anticorps anti-CTLA-4 ont également suivi ce processus et de nombreux essais
cliniques ciblant ce checkpoint sont en cours dans différents cancers et les autorisations et indications

se multiplient.

Il est important de noter que le mécanisme d’action des anticorps anti-CTLA-4 chez I’homme
n’est pas totalement compris (300-302). Il pourrait en effet s’agir d’une déplétion des Treg, comme

montrée chez la souris, et/ou d’une revigoration des LT effecteurs CTLA-4" (299).

2. PD-1

En 1992 I’équipe de Tasuku Honjo publie ses travaux sur les génes induisant la mort cellulaire
programmée (353). Leur analyse, par hybridation soustractive, de cellules mourantes de 2 lignées
cellulaires a permis d’isoler I’ADNc programmed cell death 1 (Pdcdl) et d’en déduire une protéine de
la superfamille des Ig : PD-1 (353). Leurs analyses ultérieures ont montré chez la souris une faible
expression de PD-1 dans les tissus lymphoides a 1’état basal mais une forte expression par les LT et
LB apres stimulation in vitro (354). PD-1 est une protéine monomere transmembranaire, membre de
la famille CD28 dont une partie de leur séquence est identique (355). Son domaine cytoplasmique est
constitué de 2 résidus de tyrosine : Tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) et Tyrosine-based switch
motif (ITSM) (355). L’engagement du récepteur, comme avec les autres récepteurs possédant un motif
ITIM, entraine la phosphorylation du résidu tyrosine recrutant la phosphatase SHP-2 qui
déphosphoryle plusieurs éveénements proximaux du TCR et de CD28, dont les molécules effectrices

en aval, telles que Syk, PI3K, ZAP70 et CD3g, induisant I’inhibition de I’activation des LT (355).

La recherche des ligands de PD-1 a permis d’identifier 2 molécules initialement décrites
comme homologues de B7 mais ne liant ni CD28 ni CTLA-4 : PD-L1 et PD-L2 (356,357).
L’expression de PD-L1 a été notée dans de nombreux tissus lymphoides et non lymphoides a I’état
basal tandis que PD-L2 est peu exprimé dans les cellules au repos. La stimulation des différentes
cellules présentatrices d’antigéne augmente 1’ expression de ces molécules (358). De fagcon importante,

PD-L1 et/ou PD-L2 sont souvent retrouvés sur les cellules tumorales.

Les modeles murins ont permis une premiere compréhension de 1’action de PD-1 au niveau
basal. Les souris déficientes en PD-1, les souris Pdcdl”’- présentent une splénomégalie, reflet d’une
augmentation des cellules lymphoides et myé¢loides, mais sans auto-immunité systémique comme les
souris déficientes pour CTLA-4 (359). La prolifération de leur LB et LT, lors d’une stimulation
respectivement par anti-IgM ou par Ac anti-T indépendant d’Ag, était plus importante que celle des

cellules de souris sauvages orientant vers une action négative sur ’activité des lymphocytes (359).
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D’autres modeles de souris ont montré qu’un déficit de Pdcdl entraine ou accélére des maladies auto-

immunes, soutenant la participation de PD-1 a la tolérance du soi (360).

L’effet inhibiteur de I’engagement de PD-1 est un mécanisme critique de I’échappement des
tumeurs a la réponse T. 11 a tout d’abord été montré que la surexpression transgénique de PD-L1 dans
une lignée cellulaire de mastocytome (P815), augmente 1’agressivité des tumeurs et diminue la
production de granzyme et d’IFNg par les LT CD8" (361,362). Ce processus étant abrogé dans les
souris PD-1-KO. Les cellules P815 surexprimant PD-L1 résistent également mieux a la lyse par les
cellules cytotoxiques in vitro et in vivo (362). L utilisation d’anticorps anti-PD-L1 réduit d’ailleurs la
croissance de lignée tumorale de myélome exprimant naturellement PD-L.1 chez la souris, démontrant
pour la premiére fois le potentiel thérapeutique du blocage de la voie PD-1/PD-L1 (361). Les anticorps
bloquant anti-PD-1 ont ensuite confirmé ce potentiel anti-tumoral dans le mélanome (B16) et le cancer

du colon (CT26), parmi bien d’autres types tumoraux (363).

Chez ’homme ’expression des ligands de PD-1 est retrouvé sur diverses cellules tumorales et
sur certaines cellules immunitaires, notamment les macrophages, et est corrélée & un mauvais pronostic
dans différents cancers (364-368). Comme décrit plus haut, PD-1 est largement exprimé par les LT

infiltrant les tumeurs solides, notamment les LT CD8" épuisés (369).

L’ensemble de ces données précliniques a permis de débuter des essais cliniques bloquant 1’axe
PD-1/PD-L1/L2 chez I’homme dans divers cancers. Les essais de phase I/II ont validé 1’innocuité et

I’activité de différents anticorps dans divers cancers avancés : ciblant PD-L1 (370) ; PD-1 (371-373).

Le 04 septembre 2014, la premicre thérapie par anticorps bloquant PD-1, le Pembrolizumab,
est autoriseé par la FDA dans le traitement des mélanomes non résécables ou métastatiques sur les bases
des résultats des essais de phase précoce et sous couvert de leur confirmation dans les essais de phase

I1I.

Depuis de nombreux essais cliniques ont étudié le blocage de la voie PD-1/PD-L1/L2 et
d’autres sont en cours, élargissant toujours les indications de ces traitements. Des résultats
impressionnants ont par exemple été¢ décrits apres administration a des phases précoces (stades I1/11I)
en situation néo-adjuvante, atteignant 100% de réponse clinique complete chez des patients souffrant

d’adénocarcinome du rectum localement avancé « mismatch repair-deficient » (374).

Concernant les hémopathies malignes, les conclusions sont plus nuancées. Chez les patients

présentant un lymphome/leucémie a cellule T de ’adulte, I’expression de PD-1 par les LT CD8" est
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significativement augmentée par rapport aux témoins présentant une infection par HTLV1 sans ATLL
et au donneur sain (375). Concernant les LNH, de par leur cellule d’origine, il n’est pas étonnant que
les AITL expriment PD-1 et que leurs DC associés a la tumeur expriment PD-L1 (27,376). Dans les
LNH B I’expression de PD-1 par les cellules tumorales est surtout associé¢e a la leucémie lymphoide
chronique (LLC) et au lymphome lymphocytique (376,377). Concernant le lymphome de Hodgkin, les
résultats de I’expression de PD-1 sont contradictoires. En effet dans certaines analyses son expression
est faible ou absente du microenvironnement dans la majorité des cas, mais dans d’autres elle est
augmentée sur les LT infiltrant le LH (378,379). En revanche I’expression de PD-L1 était constamment
¢levée a la fois sur les cellules de Hodgkin Reed-Sternberg et du microenvironnement (378,379). Le
blocage de PD-1 ou PD-L1 dans les LH donne des résultats spectaculaires, avec plus de 80% de taux
de réponse chez les patients en rechute ou réfractaires aux traitements conventionnels (380) ; des
résultats intéressants sont également décrits dans le myélome multiple ou le lymphome folliculaire
(381). Les résultats sont beaucoup plus contrastés dans les PTCL, comme nous en discuterons

ultérieurement.

3. TIM-3

TIM-3 a été identifiée pour la premiére fois par I’équipe de Monney et al. qui cherchait les
molécules de surfaces distinguant les LT Thl des Th2 (382). Initialement TIM-3 a donc été décrite
comme une protéine transmembranaire exprimée a la surface des LT Thl, et transduisant un signal
inhibiteur (382). TIM-3 peut étre exprimée par de nombreuses cellules dont les LT activés de type
CD4" Thl, LT CD8" cytotoxiques, les Treg ; les LT mémoires ; Le LB ; les NK ; Les monocytes ; les
macrophages ; les DC ; et les cellules my¢loides suppressives (MDSC) (383). Plusieurs ligands de
TIM-3, notamment la galectine-9, ont été identifiés et peuvent &tre exprimés par différents types
cellulaires dont les CPA, les cellules en apoptose ou encore les cellules tumorales (383). Leur liaison
a leur récepteur induit I’inhibition de I’activité du LT exprimant TIM-3. Sa partie extracellulaire
contient un domaine d’immunoglobuline et un domaine mucine avec des site de glycolisation (383).
Son signal intracellulaire est transduit par les résidus tyrosines de son domaine intracellulaire, qui lors

de leur phosphorylation libérent la molécule répresseur de TIM-3 : BAT3 (384).

Il est intéressant de noter que la majorité des LT CD8" du microenvironnement tumoral qui
expriment TIM-3 co-expriment également PD-1, alors que I’inverse n’est pas vrai (385). Les analyses
des lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) de mélanome ont retrouvé que les LT spécifiques de la
tumeur sont enrichis en LT exprimant les récepteurs inhibiteurs dont PD-1, LAG-3 et TIM-3 (386). In

vitro ces LT CD8 ' TIM-3"PD-1" étaient moins fonctionnels que ceux exprimant essentiellement PD-1
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ou n’exprimant aucun des 2 récepteurs et qu’ils produisaient moins de cytokines de type [FNy, TNF
et IL-2 (328). Un pourcentage élevé de LT CD8" coexprimant PD-1 et TIM-3, ainsi que LAG-3,
confére un mauvais pronostic dans le carcinome rénal ou hépatocellulaire (387). TIM-3 semble donc
dénoter un état de dysfonction profond. Le blocage de TIM-3 par anticorps antagonistes, améliore la
fonction T et NK tout en diminuant la fonction des Treg, fournissant un fort rationnel a son ciblage
thérapeutique (388,389). Par exemple, le blocage conjoint de PD-1 et TIM-3 dans un mode¢le de cancer
du colon CT-26, permet une forte diminution du volume tumoral et une régression compléte chez 50%

des souris (390).

Des essais cliniques de phases précoces ¢tudiant les traitements bloquant la voie TIM-3 seule
ou en association sont actuellement en cours. Néanmoins, dans les hémopathies malignes et notamment
les LAM et ATLL, TIM-3 est exprimée par les cellules tumorales elles-mémes et sa forte expression
confére un mauvais pronostic, mettant un frein a son développement thérapeutique a I’heure actuelle

(391,392).

4. LAG-3

LAG-3 a été identifi¢ en 1990 comme un homologue de CD4 ,exprimé pas de multiples cellules
différentes telles que les LT activés CD4" et CD8",les Treg, les NK et les pDC (393). 1l s’agit d’une
molécule de surface qui se lie aux molécules de CMH-II avec une affinité plus forte que CD4 (393).
D’autre ligands que les molécules du CMH-II sont supposés mais encore trés controversés, et LAG-3
peut également interagir avec le complexe TCR-CD3 en 1’absence de CMH-II supposant que ce

complexe puisse ¢galement agir comme ligand (394).

LAG-3 est un récepteur inhibiteur, il régule négativement 1’expansion et I’homéostasie des LT
entrainant une baisse de leur activation (393). Dans un modéle de souris NOD, connues pour
développer des diabetes, le déficit en LAG3, par blocage ou délétion, a induit dans 100% des cas un
diabéte considérablement accéléré et une augmentation de ’infiltration par les LT CD8" et CD4" des
ilots, suggérant un réle immunosuppresseur de LAG-3 (395). De plus les Treg LAG-3" présentent chez

la souris et chez ’homme une activité régulatrice plus importante (396,397).

Dans 2 modéles de cancers murins (fibrosarcome SalN et cancer colorectal MC38),
’utilisation d’un traitement combinatoire bloquant la voie PD-1 et LAG-3 était plus efficace que
’utilisation de ces traitements en monothérapie (398). Un modéle murin de cancer de 1’ovaire a

confirmé I’intérét de ce double blocage sur les fonctions effectrices des LT et la croissance tumorale
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(399). D’autres modeles murins ont confirmé le bénéfice de son association au bloqueur de PD-1 mais

¢galement de CTLA-4 dans la croissance tumorale (400).

Un essai clinique de phase II/IIl randomisé¢ a évalué dans le mélanome disséminé, I’association
du relatlimab (anti-LAG-3) et du nivolumab (anti-PD-1) par rapport au nivolumab seul (401). A 12
mois I’association thérapeutique a permis I’obtention d’une SSP supérieure (47.7% vs 36.0%),
entrainant 1’approbation par la FDA de cette association dans le traitement du mélanome disséminé

(401).

5. TIGIT et DNAM-1
TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) et DNAM-1 (DNAX accessory

molecule-1) fonctionnent d’une manicre similaire au bindme CD28 et CTLA-4. En effet ils se lient
tous les 2 aux mémes ligands (CD155 et CD112) et entrainent chacun des signaux contraires (402,403).
Alors que DNAM-1 est un régulateur positif des LT comme CD28, TIGIT est un régulateur négatif
comme CTLA-4 (403). L’expression de CD155 et CD112 est retrouvée dans de nombreux sous types
cellulaires hématologiques et non hématologiques et est importante dans plusieurs lignées cellulaires

de cancers murins et également dans différents cancers humains (404).

TIGIT est exprimé par les Treg, LT mémoires, les LT activés et les NK, en particulier dans le
contexte tumoral (405-407). Il s’agit d’une protéine transmembranaire avec un domaine extracellulaire
de type Ig (405). Comme pour PD-1, la voie directe de signalisation inhibitrice de TIGIT passe par les
2 motifs ITIM de sa queue cytoplasmique et SHP et en entrant en compétition avec DNAM-1 pour sa
liaison a leurs ligands (406,408). Il peut également réguler négativement ’activation des LT en
induisant la production d’IL-10 par les DC (405). Dans un modele murin de sclérose en plaques, la
déficience en TIGIT aggrave la maladie et augmente la prolifération et la production de cytokines pro-

inflammatoires par les LT (406).

L’expression de TIGIT est enrichie sur les TIL de différents cancers chez I’homme et la souris,
et concomitante a d’autres marqueurs inhibiteurs (405-407). Les LT CD8" exprimant TIGIT sont
défectueux dans leur production de cytokines pro-inflammatoires (409). Chez la souris le déficit en
TIGIT retarde significativement la croissance tumorale et augmente la prolifération et les réponses
cytokiniques pro-inflammatoires des LT CD8" spécifiques des tumeurs (409). Ceci est peut-étre dii au

role de TIGIT sur les Treg, qui promeut leur fonction suppressive (409,410).

Dans le cancer du colon et du sein chez la souris, le traitement associant un anti-TIGIT et un

anti-PD-L1 a amélioré la fonction effectrice des TIL CD8" et permis de réduire plus efficacement la
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charge tumorale que les traitements en monothérapie (411). Des résultats similaires ont été montrés
dans le myélome multiple chez la souris, et le blocage de TIGIT restaure la fonction in vitro des LT

CD8" de patients atteints de cette maladie (412).

A T’heure actuelle plusieurs AcM ciblant TIGIT ont été développés et sont en cours d’étude
dans des essais cliniques de phase précoce et de phase III. L’étude de phase II CITYSCAPE incluant
135 patients présentant un cancer pulmonaire non a petites cellules (CPNPC) disséminé en premicre
ligne PD-L1 positif comparait 1’association du Tiragolumab (anti-TIGIT) et I’ Atézolizumab (anti-PD-
L1) a I’Atézolizumab seul (413). La bithérapie a permis un meilleur taux de réponse objective.
D’autres thérapies ciblant TIGIT sont en cours d’évaluation dans le cancer, le plus souvent en

association avec des thérapies ciblant la voie PD-1 (414).

6. I1COS

ICOS, autre membre de la famille CD28, a été décrit pour la premiére fois chez la souris par
I’équipe de Yoshinaga et al. qui a également identifié¢ son ligand (B7-h2, ICOS-L) (415) ; et chez
I’homme par Hutloff et al. (416).

Chez la souris comme chez I’homme ICOS est retrouvé essentiellement sur les LT activés, d’ou
son nom « inductible » et également sur les LT mémoires au repos (415,416). Comme nous en avons
discuté précédemment, il est constitutivement exprimé par une partie des Treg, notamment dans le
microenvironnement tumoral (417) et par les LT de type TFH (269,270). 1l est important dans la
formation des centres germinatifs et pour la maturation terminale des LB (269,270,418,419). Son
ligand est exprimé par de nombreux types cellulaires hématologiques, dont les CPA, et également non

hématologiques (420).

Comme pour CD28 I’engagement d’ICOS induit 1’activation et les différenciation des LT
(416,421). De maniere plus spécifique, la signalisation ICOS favorise la différentiation en Thl et/ou
Th2 (416,421). Chez I’homme le déficit d’expression d’ICOS induit un déficit immunitaire commun
variable di a un défaut dans la différenciation tardive des LB, leur commutation de classe et la
génération de LB mémoire (418,419). Ces patients présentent une susceptibilité aux infections

bactériennes, aux manifestations auto-immunes et aux cancers (419).

De plus ICOS est largement exprimé par différents types de LT dans le microenvironnement
tumoral, en faisant une cible de choix (422). Ainsi, des anticorps agonistes d’ICOS ont été développés
pour favoriser la réactivation des LT effecteurs en complément d’anticorps anti-CTLA-4 et/ou anti-

PD-1, avec une bonne efficacité chez la souris dans des modeles de tumeurs solides (423,424).
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Néanmoins, ceci doit étre tempéré du fait de I’expression d’ICOS par les Treg qui a conduit a I’inverse
au développement d’anticorps antagonistes ou déplétant (425). De plus, dans le cadre du lymphome T
ALK, I’expression d’ICOS est fréquente et est induite par la fusion NPM-ALK et son engagement
augmente la prolifération de ces cellules tumorales (426). A ce jour, a mes yeux, ces ¢études
contradictoires ne fournissent pas un rationnel suffisamment fort au ciblage généralis¢é d’ICOS en

immunothérapie des cancers.

7. TNFRSF

Outre les récepteurs dont nous avons discutés qui appartiennent pour la plupart a la famille
CD28, il existe une autre grande famille de récepteurs costimulateurs des LT : la superfamille des
récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TNFRSF), a laquelle appartiennent notamment OX40
(CD134), 4-1BB (CD137) et TNFR2, dont j’ai analysé I’expression dans le microenvironnement
tumoral au cours de ma these (427). Leur ligands (OX40L...) sont membres de la superfamille des

facteurs de nécrose tumorale (TNFSF).

a)  0X40 (CD134)

L’expression d’OX40 est fortement régulée par divers signaux dont celui du TCR et de
certaines cytokines, notamment I’IL-2 (428). Absent a la surface des LT naifs, il est exprimé apres
activation par les LT CD4" et CD8" et les Treg, et également par les neutrophiles et les NK (429). De
méme son ligand n’est exprimé, qu’apres stimulation, par plusieurs types cellulaires dont les CPA

professionnels, les NK, les mastocytes et certaines cellules endothéliales.

Dans les LT activés, I’engagement de OX40 induit un signal positif et stimule leur prolifération,
leur production de cytokines notamment pro inflammatoires et leurs fonctions cytolytiques effectrices
(429). Il participe également a la survie au long court et a I’établissement des clones mémoires de LT.
Dans les cellules NK il peut stimuler leur fonction effectrice (430). Dans les Treg, I'impact de
I’engagement d’OX40 semble dépendre du moment de maturation, important pour leur
développement, leur homéostasie et leur activité suppressive, des données montrent qu’il peut
¢galement réduire leur activit¢é immunosuppressive, voire induire leur expression de cytokines

inflammatoires (431,432).

I1 semblerait que OX40L soit peu présent dans I’environnement tumoral. En revanche OX40
est retrouvé dans les cancers, par exemple dans le lymphome folliculaire sur les Treg FOXP3™ (431).
Dans des modéles murins immunocompétents de différents cancers, le traitement par agoniste d’OX40

retarde la croissance tumorale et augmente significativement le pourcentage de TIL CD8" et leur
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capacité a produire de I'IFNy (433,434). Les études par transfert adoptif de LT CD8" exprimant ou
non OX40 ont montré que son expression était nécessaire pour un effet positif de 1’agoniste d’OX40
sur les CD8" (433). L association d’un agoniste de OX40 potentialise I’effet des anti-CTLA-4 et anti-
PD-1 (435,436).

Fort de ces résultats des essais cliniques ont été¢ mis en place chez I’homme. Des études de
phase I/II ont analysé I’innocuité et 1’efficacité des traitements ciblant OX40 en monothérapie dans
plusieurs cancers solides avancés ou métastatiques (437,438). Les traitements étaient bien tolérés mais
les réponses tumorales étaient limitées (437,438). Ils ont ensuite été testés en association avec des
traitements ciblant la voie PD-1 ou CTLA-4 dans plusieurs cancers avancés, bien que I’innocuité soit
bonne, les premiers résultats concernant I’efficacité ne sont pas clairs (439,440). Plusieurs essais de
phase précoce analysant 1’association avec les inhibiteurs de checkpoint mais également avec les
agonistes des TLR, ou d’autres agonistes des LT, la radiothérapie, les cytokines tels que I’'IL-2... sont

encorc €n cours.

b) CD137 (4-1BB)

CD137, décrit pour la premiere en 1989, est induit lors de I’activation des LT, LB et NK
(441,442). Son engagement apres liaison a son ligand (CD137L) recrute TRAF1 et TRAF2 et induit
la signalisation intracytoplasmique via les FT NF-kB et MAPKSs coactivant les LT et les NK (443). 11
entraine ainsi leur prolifération, leur survie, leur production de cytokines pro inflammatoires, leur
fonction cytolytique et leur différenciation en LT mémoire (427). Cette capacité stimulatrice est
d’ailleurs utilisée au profit des CAR-T cells, qui comprennent pour certains un domaine
intracytoplasmique CD137 (444,445). L’expression de CD137 a été décrite sur d’autres cellules
immunitaires, notamment les Treg, mais son réle reste encore peu compris avec des rapports

contradictoires (446).

De facon intéressante, il a été proposé que I’expression de CD137 semble spécifique des TIL
réactifs a la tumeur (447). De fagon générale, son expression est retrouvée sur des cellules ayant un
profil activé voire épuisé (447). Chez ’homme les études de données d’expression génique de
microarray de différents cancers ont montré une régulation de CD137 dans les lymphomes folliculaires

et les DLBCL et confirmée sur biopsie (448).

Melero et al. ont montré que 1’administration d’anticorps agonistes anti-CD137 peut éradiquer
différents types de tumeurs immunogeénes et peu immunogenes, établis chez la souris et que cette

efficacité nécessité les LT CD8" et CD4" et qu’elle s’accompagne d’une augmentation de leur activité
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cytolytique (449). Cette efficacité a été confirmée dans d’autres modeles murins de cancer dont des
modeles de lymphome B (A20 ou Eu-myc) (448,450). Néanmoins, il semble que 1’engagement de
CD137 puisse aussi induire ’épuisement des CD8", suggérant un role duel de ce signal dans les

réponses anti-tumorales (451).

Chez I’homme, les résultats des essais précoces ont ét¢ décevants, montrant soit un manque
d’efficacité, soit une absence d’effet bénéfique (452,453). Ces résultats décevants poussent a envisager
d’autres stratégies, comme I utilisation d’un nouvel épitope cible ou encore la combinaison en
anticorps bi-spécifiques CD137/PD-1. Les résultats préliminaires des essais cliniques précoces
retrouvent des profils d’innocuité et de tolérabilité acceptables avec des premiers arguments
d’efficacité, mais la majeur partie des résultats est en attente (454). L’anticorps bispécifique visant
CD137 et HER2 a montré une bonne tolérance, sans TLD, et un TRG de 40% chez 70 patients

présentant un cancer HER2" avancés (455).

¢)  TNFR2

TNFR2 est exprimé constitutivement par les macrophages et les Treg, et par certains LT
effecteurs activés et également par certaines cellules non immunologiques, dont les cellules
endothéliales (456). Ses ligands naturels sont le TNF, membranaire et soluble, et la lymphotoxine a.
Le TNF est principalement produit par les cellules immunitaires, notamment les LT activés et les
macrophages. L’engagement de TNFR2 sur les LT CD8" entraine leur survie, leur différenciation et
leur prolifération (457). Mais son action peut également étre négative, en effet les LT CD8" déficients
en TNFR2 sont plus résistants a la mort cellulaire induite par I’activation et Fas/FasL et expriment de
haut niveau de molécule pro-survie telles que BCL-2, la survivine et CD137 (458). D’autres études
soutiennent que I’engagement de TNFR2 entraine 1’augmentation de ROS induisant la mort cellulaire
par activation (459). Dans un modéle de souris Tnfi-2”, il est intéressant de noter que la croissance
tumorale était plus rapide dans les premiers jours mais finalement plus lente dans la durée que chez les
souris WT (458). D’autre part, TNFR2 participe au développement et a la survie des Treg et les Treg
TNFR2", retrouvés en grand nombre dans le microenvironnement tumoral, sont trés suppresseurs

(460).

Enfin, TNFR2 peut avoir une activité oncogéne directe sur les cellules tumorales. Il est par
exemple retrouvé des mutations récurrentes et des gains génomiques du gene de TNFR2 augmentant
la signalisation NF-kB dans le lymphome T cutané de type syndrome de sézary (461). La voie de

TNFR2 est ¢également directement impliquée dans le développement d’autres cancers (462,463). Chez
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I’homme un taux ¢levé de TNFR2, soluble ou non est associé a un mauvais pronostic dans de nombreux

cancer (464,465).

Pour ces raisons, le blocage du TNFR2 semble prometteur en immunothérapie (460). Les
anticorps agonistes sont notamment efficaces dans des modeles murins de lymphome B ou de cancer
du colon (466,467). In vitro chez I’homme, 1’ajout d’un antagoniste de TNFR2 a la culture de cellules
CD4" issu de patients atteints de syndrome de sezary a permis de réduire la charge tumorale (LT CD4"
TCR V) et modifier significativement le rapport LT effecteurs/Treg en faveur des LT effecteurs en
favorisant la prolifération des premiers et en inhibant les seconds (468). Néanmoins, dans des modeles
murins syngéniques, I’Ac Y9, agoniste de TNFR2, réduit la croissance tumorale de plusieurs lignées
cellulaires, et agit en synergie avec le traitement par anti-PD-1 (469). . Ces données contradictoires
soulignent la nécessité¢ d’une meilleure compréhension de I’expression et des mécanismes d’action du

TNFR2.

D.  Modulation du métabolisme des LT par la voie CD39/CD73/A2A-BR

La voie CD39/CD73/récepteurs a 1’adénosine A2AR/A2BR émerge comme suppresseur
majeur des réponses immunitaires, en particulier dans le contexte tumoral (470). L’ecto-enzyme CD39
hydrolyse I’ATP en adénosine diphosphate (ADP) puis en adénosine monophosphate (AMP) (470).
C’est ensuite 1’ecto-enzyme CD73 qui hydrolyse I’AMP en adénosine (470). Elle-méme inhibe
I’activation de nombreuses cellules pro inflammatoires immunitaires dont les DC, le LT effecteurs et
les NK et favorise les cellules immunosuppressives telles que les Treg et les macrophages M2 (470).
Elle permet d’atténuer 1’inflammation et de prévenir I’auto-immunité, et semble également favoriser
la croissance tumorale (471).La délétion génétique de A2AR, 1’un des récepteurs de 1’adénosine, dans
des modeles murins de mélanome (CL8-1) et de lymphome T (RMA) entraine un rejet des tumeurs
chez 60% des souris (472). De méme dans un modele murin de sarcome, un traitement par antagoniste

d’A2AR améliore le traitement par transfert adoptif de LT CD8" spécifique de la tumeur (472).

CD39 et CD73 sont fortement exprimés par les Treg murins (seul CD39 est généralement
retrouvé sur les Treg humains), contribuant a 1’activité pro-tumorale de ces cellules (473). CD73 est
normalement exprimé par les cellules endothéliales et par des sous-ensembles de LT, LB, DC,
fibroblastes et de cellules épithéliales (474). L’expression de CD39 et CD73 est retrouvée dans de
nombreux cancers humains et notamment sur les cellules tumorales dans les cancers métastatiques

(475,476)
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Dans les modeles murins de différents cancers, la croissance de la tumeur primitive et des
métastases est réduite chez les souris CD39 et CD73 KO par rapport au souris sauvages (477-479).
Ces phénotypes semblent reposer sur une baisse de la suppression des NK et LT effecteurs, par les
Treg. L’inhibition de CD39 et CD73 par anticorps bloquant réduit, dans les modeles de cancer de
souris, la croissance et la progression métastatique a la fois a travers le ciblage des cellules
immunitaires mais aussi des cellules tumorales (480,481). Le blocage d’un ou des deux récepteurs

favorise la réponse aux anti-PD-1 et anti-CTLA-4 (482,483).

Ces résultats précliniques ont conduit a la mise en place d’essais cliniques de phase précoce
chez ’homme, actuellement en cours, ¢tudiant des petits molécules ou des AcM bloquant CD39, CD73
ou leur ligand en association entre elles ou avec d’autres immunothérapies ou d’autres thérapies (476).
Des premiers résultats ont été obtenus pour 2 antagonistes de I’A2A, en association ou non a un anti-
PD-1 ou anti-PD-L1 permettant de confirmer leur dose maximale et leur innocuité notamment dans

les CPNPC et les cancers de la prostate métastatiques (484,485).

E. Spécificité d’expression des checkpoints et efficacité thérapeutique

Comme nous ’avons vu, la majorité des récepteurs de surface décrits ci-dessus sont en fait des
marqueurs génériques consécutifs a la stimulation des cellules ou parfois constitutivement exprimés.
Leur pattern d’expression est donc large et partagé entre différents sous-types cellulaires. Ce manque
de spécificité explique probablement en partie I’effet thérapeutique limité de certains anticorps, ainsi
que certains effets secondaires toxiques, voire parfois des hyper-progressions sous immunothérapie ;
comme montré avec les anti-PD-1, pouvant entrainer une augmentation de prolifération des Treg PD-
1" (486,487). La description et la compréhension de ces patterns d’expression sont donc une clé au
développement efficace des immunothérapies, et mon travail de these s’est notamment concentré sur

cet aspect dans le lymphome T.
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Tableau 2. Expression simplifiée par les cellules immunitaires des checkpoints.

Abréviations :LT, lymphocyte T ; LB, Lymphocytes B ; NK, cellule Natural Killer ; DC, dendritic cell ; PD-1, Programmed cell
death protein 1 ; CTLA-4, Cytotoxique-T-Lymphocyte- Antigen 4 protein ; TIM-3, T-cell immunoglobulin and mucin
containing protein-3 ; LAG-3, Lymphocyte-activation gene 3 ; TIGIT, T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains ;
ICOS, Inducible T-cell COStimulator ; DNAM-1, DNAX accessory molecule-1 ; TNFR, tumor necrosis factor receptor.

Expression
LT LT LT LT Autres cellules
naifs activé/mémoire | régulateur | épuisé | immunitaires
Checkpoint
CTLA-4 - + +++ ++
PD-1 - + + +++ | LB activé
ICOS - + +++ +
TIM-3 - + + +++ | LB
NK
Monocyte/macrophage
LAG-3 - + + + NK
DCp
TIGIT - + + + NK
DNAM-1 + + + - NK
DC
0Xx40 - + + - NK
Monocyte/macrophage
4.1BB - + +++ - LB activé
TNFR2 - + +++ - Monocyte/macrophage

F.  Autres thérapies basées sur les LT : CAR T-cells et Ac bispécifiques

D’autres thérapies telles que les thérapies cellulaires utilisent également cette compréhension
du fonctionnement des LT, avec les CAR T-cells par exemple (488). Il s’agit de LT exprimant un
récepteur antigénique chimérique qui reconnait un antigéne tumoral donné et dont les domaines
intracellulaires contiennent a la fois le CD3( et les domaines ITAM de CD28 ou 4-1BB (488). Les
CAR T-cells anti-CD19 montrent des résultats trés importants dans les leucémies aigués
lymphoblastiques (LAL) B et les lymphomes B. Dans le DLBCL trois d’entre eux ont obtenu une
autorisation de mise sur le marché (AMM) apres 2 lignes de traitement devant leur taux de réponse
globale (TRG) (52 a 82%) et de réponse complete (RC) (40 a 54%) important , et 2 d’entre eux ont
également montré leur supériorité par rapport au traitement standard de 2°™ ligne (489). Ces
traitements peuvent encore tre optimisés par notamment la combinaison d’inhibiteurs de checkpoints
immunitaires, comme les anti-PD-1 afin de lever leur épuisement (490,491), I’utilisation de CAR T

conventionnelles moins sensibles a I’épuisement, ou de CAR-NK cells (209).

Les Anticorps bispécifiques ciblant d’un c6té un antigéne tumoral et de I’autre c6té le CD3 afin

d’engager les LT effecteurs, tels que le blinatumomab (anti CD19/CD3) (492), I’Epcoritamab (493)
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et le Glofitamab (494) ont des résultats tres intéressants dans les lymphomes B. Ainsi I’Epcoritamab
et le Glofitamab en monothérapie permettent 1’obtention de 39% de RC chez des patients en rechute

ou réfractaires.

[II.  Paysage immunitaire et immunothérapie des PTCL

Comme nous avons pu le voir ci-avant, la compréhension des mécanismes d’échappement des
tumeurs au systéme immunitaire, mais €également la description de la distribution et du phénotype des
cellules immunitaires, ont été essentielles au développement des immunothérapies dans les tumeurs
solides et certaines hémopathies malignes. Néanmoins, les lymphomes T, notamment nodaux, sont

encore trés mal compris a ces différents niveaux.

A.  Composition et impact de la réponse immunitaire dans le PTCL.

Il existe quelques arguments en faveur d’une contribution du microenvironnement dans
I’évolution des PTCL, d’une activation immunitaire anormale et de réponses défectueuses des LT.
Ainsi I’accumulation de monocytes et les macrophages immunosuppresseurs de type M2 CD163" sont
associés a un pronostic défavorable (83,84). Dans les AITL, une forte proportion de LB dans les
ganglions touchés, mesurée par cytométrie en flux, est de bon pronostic (495). Ceci a été confirmé

dans une étude de transcriptome en bulk dans le PTCL-NOS (496).

Peut-étre du fait de 1’identité de la cellule tumorale dans le PTCL (elle-méme un LT), le role et
le phénotype des sous-populations T sont trés peu décrits. De fagon surprenante, un ratio CD4"/CD8"
élevé semble corréler a un bon pronostic, une forte quantité de CD8" semblant méme étre associée a
un microenvironnement immunosuppresseur dans les AITL (495,497). La valeur pronostique des Treg
eux-mémes, pourtant déléteres dans la trés grande majorité des cancers, est débattue dans le PTCL

(498,499).

Une étude récente utilisant les approches de cytométrie de masse (CyTOF) et de séquencage
ARN a I’échelle de la cellule unique (scRNA-seq) a montré I’expression de marqueurs d’épuisement
par les LT CDS8" infiltrant les PTCL, notamment une forte proportion de cellules PD-1"TIGIT", ainsi
que des perturbations dans le compartiments des LB des patients (500). Toutefois, les conclusions de
cet article doivent étre nuancées par la faible taille d’échantillon et la variabilité des échantillons

(ganglions, rate ou sang, collectés au diagnostic et en rechute de traitement...)
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Il semble donc important de décrire de manicre plus approfondie le phénotype des cellules
immunitaires infiltrant les PTCL et notamment des LT pathogéniques et « normaux » afin de

comprendre les dysfonctions immunitaires et de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques.

B. Immunothérapies dans le PTCL

Tout d’abord les AcM visant des antigenes tumoraux le CD30, CD52, CCR4, CD25 ou CD4
semblent étre intéressants en cas de PTCL en R/R mais a I’heure actuelle seul le Brentuximab Vedotin
semble avoir un intérét en 1% ligne (25,501-504). Ainsi comme nous en avons discuté ’ajout du
Brentuximab Vedotin au CHP (CHOP sans vincristine), en premiere ligne dans les PTCL exprimant
le CD30, dans I’é¢tude ECHELON-2 permettait d’améliorer significativement la SSP par rapport au
CHOP (25). Cependant la majorité des patients présentaient un lymphome T anaplasique et la
puissance de I’essai était insuffisante pour comparer 1’efficacité en fonction du sous-type histologique
(25). L’analyse des essais européens de phase III ACT-1 et ACT-2 comparant 6 cures de CHOP vs 6
cures de CHOP associées a I’ Alemtuzumab (anticorps monoclonal anti-CD52) sur les 252 patients
atteints de PTCL (33% AITL ; 34% PTCL-NOS ; 33% autres) en 1% ligne, a montré une supériorité
sur le nombre de RC mais avec une augmentation des toxicités et sans amélioration de la SSP et la SG

(505,506).

Les AcM ciblant les molécules costimulatrice ou checkpoints inhibiteurs ont été testés dans les
PTCL. De par la nature des PTCL, il est important de noter que ces agents peuvent a la fois cibler le

microenvironnement immunitaire et les cellules tumorales.

Comme nous I’avons discuté les cellules tumorales des PTCL TFH sont apparentées au LT
TFH, or ICOS joue un rdle crucial pour ces LT d’ou son intérét en thérapeutique. Ainsi ’AcM
antagoniste d’ICOS, MEDI-570, a permis dans un essai de phase 1 dans les PTCL-TFH en R/R un
TRG de 30% avec 7 réponses objectives sur les 23 patients inclus dont 2 RC (507).

L’axe PD1/PD-L1 est important pour les LT TFH mais également dans I’échappement
immunitaire, d’ou son impact possiblement a double tranchant. Ainsi les résultats des traitements
ciblant cette voie sont treés controversés. Dans les modeles précliniques certaines études rapportent des
résultats encourageant lorsque d’autres constatent des hyperprogressions (64,508). Cette dualité est
¢galement vérifiée en clinique. En effet les effets du Pembrolizumab ont montré une activité modeste
chez 18 patients présentant un PTCL en R/R avec un TRG a 33%, dont 4 RC (27%) et une médiane de
SSP et de SG respectivement de 3.2 mois et 10.6 mois (509). Son association a la Romidepsine chez

20 patients présentant un PTCL en R/R permettait 1I’obtention d’un TRG de 50% (AITL, PTCL de type
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TFH et ALCL) dont 8 patients (40%) en RC et 2 patients (10%) en RP (510). Sur les 8 patients en
RC, 4 avaient arrété le traitement depuis plus d’un an sans présenter de rechute et 2, toujours en
traitement, étaient en RC depuis plus de 2 ans. La premiere étude ne retrouvait pas de corrélation entre
la réponse au traitement et I’expression de PD-1 ou de PD-L1, tandis que dans la 2éme le niveau
d’expression de PD-L1 était significativement plus élevée dans le groupe RC vs Réponse partielle ou
maladie stable (509,510). En revanche, dans un essai de phase II, un traitement par Nivolumab chez
12 PTCL en R/R a entrainé une hyperprogression (progression spectaculaire suivant le ler cycle de

traitement) chez 4 patients (33%) motivant I’arrét de I’essai (511).

Concernant les autres inhibiteurs de checkpoint, un anti-CTLA4 tel que I’Ipilimumab pourrait
étre proposé dans le cas de la présence d’une fusion CTLA4-CD28, induisant des signaux hyperactifs,

parfois retrouvés dans les AITL (512).

Les résultats des traitements par CAR T-cells sont beaucoup plus limités que dans les
lymphomes B du fait du probléme du choix de la cible, et du risque de cibler également les cellules T
normales, de I’aplasie des cellules T normales et de la contamination du prélévement (pour
modification) par des cellules T malignes (104,488). Des solutions pour pallier a ces problémes sont a
I’é¢tude (104,488,513,514) : utilisation de CAR NK ; utilisation de CAR T-cells a durée de vie et
activité limitée ou modulable ; cible antigénique restreinte a un domaine de la chaine  du TCR ;
utilisation de cellules allogéniques. Il existe néanmoins des études précliniques et cliniques
prometteuses, avec notamment un modéle murin de CAR T CD30 (515). Une étude de phase I a testé
le CAR T CDS5 chez 9 patients présentant une LAL T ou un LNH T (516). Le traitement a été bien
toléré sans syndrome de relargage des cytokines ou neurotoxicité de grade > 3 et le TRG ¢était de 44%

(n=4) avec 3 RC dont 1 AITL et 1 PTCL autre.

C. Préambule aux résultats

Les différents points abordés dans cette introduction mettent en évidence la révolution de
I’immuno-oncologie et des immunothérapies au cours des derniéres décennies, mais également le
manque de connaissances dans ces domaines, dans le contexte des PTCL. Au cours de ma these, je me
suis ainsi attaché a décrypter la distribution et le phénotype de certaines sous-populations immunitaires

dans ces pathologies.
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Objectifs du travail de these
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Objectifs du travail de thése

Nous avons ¢élaboré ce projet de these au cours de I’année 2020. Avec mon directeur de these,
nous avons décidé d’associer nos connaissances sur les réponses immunitaires de son coté, et sur les
hémopathies malignes du mien. Nous sommes partis d’une nécessité clinique : la prise en charge des
AITL et des PTCL-NOS, 2 entités les plus fréquentes des PTCL, est peu satisfaisante, avec des
traitements de référence (chimiothérapie, auto/allogreffes...) encore imparfaits (3,4,6). D’autre part,
la relation entre le microenvironnement immunitaire « sain » et la progression des PTCL était encore
peu étudiée, et notamment la balance entre 1’engagement de molécules de co-stimulation activatrices
et inhibitrices qui semble dicter la fonction des lymphocytes et la progression tumorale dans de
nombreux cancers solides (329,517). A cette époque, il était simplement décrit une accumulation de
macrophages de type « suppresseur » et une possible suppression de la réponse immunitaire anti-
tumorale via I’expression de cytokines et de récepteurs inhibiteurs par les cellules malignes, tel que
PD-1/PD-L1 dans les AITL et les PTCL-NOS (83,84,518). Cependant les essais cliniques a base
d’immunothérapie n’étaient pas probants, avec notamment des constatations d”hyperprogression sous

anti-PD-1 (511).

Dans ce contexte, il nous semblait crucial d’obtenir une cartographie détaillée du
microenvironnement immunitaire des AITL et des PTCL-NOS afin de révéler un potentiel impact du
systéme immunitaire sur la progression tumorale et de mettre en évidence de possibles cibles

thérapeutiques d’immuno-modulation.

En Février 2020, le Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon s’est équipé d’un cytometre
spectral Aurora (Cytek). Cette technologie de pointe nous offrait la possibilité d’étudier avec un niveau
de détails incomparable, et sur un nombre de cellules limité, le microenvironnement des PTCL. J’ai
donc élaboré un panel d’analyse de 33 parametres simultanément, allant de 1’identification des sous-
populations immunitaires aux marqueurs témoignant de 1’état d’activation ou d’inhibition des
lymphocytes. Nous avons établi des collaborations avec les services d’hématologie clinique,
d’anatomopathologie et du CRB du CHU de Lyon Sud et I’'Institut Carnot CALYM (Projet de
collection CeVi et TENOMIC) permettant la constitution d’une cohorte de prélévements de cellules
en suspension d’AITL et de PTCL-NOS. Les analyses bioinformatiques et biostatistiques avaient pour
but de décrire avec finesse la distribution et le phénotype des cellules immunitaires et d’identifier de

potentiels marqueurs pronostiques et cibles thérapeutiques.
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Ensuite, afin d’étudier la valeur pronostique des checkpoints alors identifiés nous avions pour
but d’évaluer leur niveau d’expression ainsi que leur impact, sur une large cohorte rétrospective
2

d’échantillons d’AITL de patients via I’utilisation de I’immunofluorescence multiparamétrique.

Enfin, pour valider le potentiel thérapeutique des cibles identifiées nous souhaitions effectuer
des mesures de cytotoxicité anti-tumorale in vitro permettant d’évaluer I’effet de I’activation ou de

I’inhibition de ces cibles sur les cellules tumorales et les cellules immunitaires.

Dans un second temps, mon travail ayant validé la faisabilité et I'utilit¢ de 1’approche de
cytométrie spectrale que j’avais développée pour I’étude du TME dans les hémopathies, j’ai également
voulu I’appliquer a 1’étude des réponses T dans la LLC chez des patients traités par Ibrutinib (inhibiteur

de BTK).
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(Soumis dans leukemia : September
2023)

72



Deep phenotyping of nodal T-cell ymphomas reveals immune alterations and therapeutic

targets

Pierre Stephan', Jimmy Perrot?, Allison Voisin', Thibault Andrieu’, Maxime Grimont', Julie Caramel’,
Mathilde Bardou?, Garance Tondeur?, Edoardo Missiaglia®, Philippe Gaulard*, Frangois Lemmonier,
Laurence de Leval®}, Emmanuel Bachy?®, Laurent Genestier®, Alexandra Traverse-Glehen?, Yenkel
Grinberg-Bleyer'”

' Cancer Research Center of Lyon, UMR INSERM 1052, CNRS 5286, Université Claude Bernard
Lyon 1, Labex DEV2CAN, Centre Léon Bérard, Lyon, France.

2 Centre Hospitalier Lyon Sud and Université Claude Bernard Lyon-1, Pierre- Bénite, France.

3 Institute of Pathology, Department of Laboratory Medicine and Pathology, Lausanne University
Hospital and Lausanne University, Lausanne, Switzerland.

4 AP-HP, Henri Mondor Hospital, Pathology Department, Créteil, France; University Paris Est Créteil,
INSERM, IMRB, Créteil, France.

5 Centre International de Recherche en Infectiologie (CIRI), Team Lymphoma Immuno-Biology, UMR
INSERM U1111, CNRS 5308, Université Claude Bernard Lyon I, ENS de Lyon, Lyon, France.

*Corresponding author : yenkel.grinberg-bleyer@inserm.fr

Abstract

Whereas immunotherapies have revolutionized the treatment of different solid and hematological
cancers, their benefit in nodal peripheral T-cell lymphomas (PTCL) is to date limited. Characterizing
the immune tumor microenvironment (TME) of PTCLs therefore carries great therapeutic interest.
Here we analyzed the distribution and phenotype of immune cells in angioimmunoblastic T-cell
lymphomas (AITL) and PCTL, not otherwise specified (PTCL, NOS) patients. Spectral flow cytometry
analyses illustrated deep alterations in immune cell compartments and suggested in particular an
impaired function of cytotoxic T cells. In addition, we observed a general upregulation of CD39
expression at the surface of most immune cells. Retrospective analyses demonstrated a strong
association between high CD39 expression by T cells and poor patient prognosis. Together, our study

73



provides a useful resource to understand the complex TME of nodal PTCLs and highlights a novel

prognostic factor and putative therapeutic target.

Competing interest statement : The authors have no competing interest to disclose.

Introduction

PTCL are highly heterogeneous neoplasms derived from post-thymic T cells or mature Natural Killer
(NK) cells, and represent 10% to 15% of non-Hodgkin lymphomas . The two most common subtypes
in Western countries are angioimmunoblastic T-cell ymphomas (AITL) and PTCL, NOS. Malignant
cells in AITL are predominantly CD4*CD8- and characterized by the expression of T follicular helper
cells (TFH) markers such as ICOS or PD-1 2. PTCL-NOS display heterogeneous phenotypes that do
match any other category and represent about 20% of PTCLs 3. Despite advances in the
understanding and classification of these neoplasms over the past decades their prognosis remains
poor, with a 5-year overall survival (OS) around 30%, fostering the need to identify new therapeutic
targets.

Extensive literature in the past decades has highlighted the tight link between immunity and cancer 4.
In many solid tumors, high infiltration of cytotoxic CD8* T cells has been associated with better
outcomes °. However, cancers have developed a myriad of strategies to counterbalance recognition
and elimination by T cells, among which the engagement of inhibitory receptors on the surface of T
cells that can drive an exhaustion program €. Unravelling this process led to the development of CTLA-
4 and PD-1-immune checkpoint-blockade therapies that have revolutionized cancer care by improving
T-cell responses to cancer 7.

PD-1/PD-L1 blocking agents have been successfully used in some hematological malignancies, with
an impressive response rate in classical Hodgkin lymphoma & °. However, the clinical benefits of such
agents in nodal PTCL are relatively modest '* . In addition, several cases of hyperprogression have
been reported in patients with different PTCLs'® 2. The mechanism underlying this phenotype was
nicely documented in mice, in which PD-1 expressed by malignant T cells acted as a cell-intrinsic
tumor suppressor 3. In addition, it was proposed in solid cancers, that PD-1 expression by
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immunosuppressive Forkhead box protein P3 (Foxp3)* regulatory T cells may unleash their
proliferation, subsequently promoting tumor growth 4.

Transposing checkpoint-blockade-based immunotherapies to nodal PTCLs, has been hindered by
our poor understanding of the types and phenotypes of immune responses to these tumors, though
evidence points toward a strong contribution of the microenvironment to their progression. For
instance, monocytes as well as immunosuppressive CD163* macrophages were suggested to
promote disease worsening '® "6, Bulk RNA-seq analyses on nodal PTCLs suggested that high
frequencies of B cells and dendritic cells (DCs) were associated with better survival 7. Moreover, T
cell-subsets are also modulated in nodal PTCLs. As in many solid cancers, a high CD8/CD4 ratio
seems to confer good prognosis '8, although these findings were recently challenged '°. Whereas the
accumulation of Treg cells in solid tumors is generally of poor prognosis, this does not seem to be the
case in PTCL, and it was even suggested that the proportion of Treg cells could be lower in AITL
lymph nodes when compared to non-infiltrated reactive lymph nodes 2 2'. A recent study using Cytof
and scRNA-seq approaches revealed expression of exhaustion markers by tumor-infiltrating CD8* T
cells, as well as perturbations in the B-cell compartment of patients with AITL ?2. Together, these data
illustrate the correlation between an altered immune response and the progression of PTCLs.

We herein performed a proteomic analysis of T, B and NK cell subsets in AITL and PTCL, NOS
samples, using spectral flow cytometry. We observed profound alterations in the B and T-cell
compartments when compared to non-tumor tissues. We highlight the aberrant expression of
numerous surface receptors on malignant and healthy cells, suggesting in particular a state of T-cell
exhaustion reflecting immune suppression in the TME. In addition, we show a generalized
upregulation of CD39 at the surface, and associate high CD39 expression with poor survival.
Material and methods

Samples for spectral flow cytometry analyses

Frozen PTCL suspensions, collected at diagnosis, were obtained through the CeVi_Collection Project
from the CALYM Carnot Institute, funded by the French National Research Council. Samples were
collected as part of a RIPH3 project (ID RCB 2020-A02273-36 validated by the CPP lle de France V
on November 26, 2020 n°20.07.28.49748) for which adult patients (= 18) were informed by written
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consent. The clinical and biological data of the patients were collected retrospectively. Their
characteristics are presented in Supplementary Tables 1 and 2.

Blood samples from healthy volunteers were obtained through the Etablissement Frangais du Sang
(EFS). Peripheral blood mononuclear cells were isolated by Ficoll density gradient centrifugation and
red blood cells were lysed with Ammonium-Chloride-Potassium lysis Buffer. Tonsils obtained
anonymously from patients that underwent tonsillectomy were used as a control (Clinique du Parc,
Lyon, agreement #1A16502305468). Tonsils were reduced to cell suspensions by mechanical
disruption followed by enzymatic digestion with 2 mg/mL collagenase-D (Roche) 20 U/mL DNase
(Sigma). The resulting cell suspensions were filtered, washed and frozen.

Samples for multi-IF analyses

Tissue blocks of formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) AITL samples collected at diagnosis,
were obtained from the department of Pathology at the Lyon Sud Hospital. This study was performed
according to the principles of the Declaration of Helsinki. Patients had provided an informed consent
for use of specimens and baseline and prospective clinical data for research purposes. The study
was approved by the local ethics committee (MR-004 #23-5211). Clinical and biological data of the
patients were collected retrospectively. Summary of the data is presented in Supplementary Table 3.
Flow cytometry

After thawing in a water bath at 37°C, the cell suspensions were washed in RPMI 1640 W/HEPES
W/GLUTAMAX-I (supplemented with 10% FBS; Penicillin/Streptomycin; Non-Essential Amino Acids;
Sodium Pyruvate and p-Mercaptoethanol, all from Thermo Fisher). 1 million cells per sample were
stained with viability dye for 15 min at room temperature (RT), then incubated with Human FC block
for 10 min at RT. Cells were then incubated with CXCRS antibody mix in FACS buffer (PBS1X with
2.5 mM EDTA and 3% FBS) for 20 min at 37°C, then with surface marker antibodies mixed in FACS
buffer and brillant stain buffer (BD) for 30 min at RT in the dark. Cells were then fixed and
permeabilized using the eBioscience Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo Fisher
Sientific) according to manufacturer’s instructions. Cells were finally incubated with intracellular

marker antibodies mix for 20 min at 4°C. The complete list of antibodies and their final concentration
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can be found in Supplementary Table 4. Acquisition was performed on an Aurora Spectral Cytometer
(Cytek). Analyses were done using the OMIQ software from Dotmatics (www.omiq.ai).

Tissue micro-arrays and multi-IF protocol

Representative tumor areas were selected on H&E slides by an experienced pathologist. TMA blocks
were generated by punching 1 mm cores from FFPE tissue samples using a Tissue Arrayer MiniCore
instrument with TMADesigner® 2 Software from ALPHELYS. Three 1 mm cores were taken from
each patient sample. The three-plex mIF assay was first optimized as previously described 23. The
standard seven-color TSA protocol template on the BOND RXm was used with modifications. TMAs
underwent an initial antigen retrieval step of ER1 at 100°C for 20 min, a dispensing of the TSA
reagents (incubation time of 30 min), and DAPI staining at a volume of 150 uL for 5 min. The following
sequence was used: anti-CD3+OPAL 570 (position 3), anti-CD8+OPAL 520 (position 4), anti-
CD39+0OPAL 690 (position 5). All antibodies were diluted using Akoya’s antibody diluent/blocking
buffer.

Multi IF data acquisition and processing

Slides were imaged using the Vectra Polaris spectral imaging system (Perkin Elmer) at 20X or 40X
for TMA. Scans were visualized with the Phenochart software where autofluorescence can be directly
removed.

TMA cores were excluded if one of the following criteria was present: large part or whole of core lost;
poor quality staining; or widespread necrosis. Cell phenotypes could be analyzed in the 43 patients.
In 6 of them, it was evaluated in one TMA core. For the others, the results retained for each patient
were the median of the 2 or 3 TMA cores. Images were spectrally separated with a synthetic algorithm
in InForm version 2.4.8 (Akoya Biosciences). Cell phenotypes were identified and counted using
image analysis in InForm. Six TMA cores representing the heterogeneous nature of AITL, were
selected to train machine learning algorithms for tissue segmentation, cell segmentation and cell
phenotyping. First, the tissue was divided into tumor or non-tumor compartments using the tissue
segmentation setting by drawing different areas as different categories. Then, cell segmentation was
performed using DAPI counterstaining, using the adaptive cell segmentation setting in InForm
software. The splitting parameter was adjusted to segment crowded and overlapping cells. Membrane
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staining was selected to assist in nuclear segmentation. Seven cell phenotypes were analyzed: total
T lymphocytes (CD3*), CD8* T lymphocytes (CD3*CD8*), non-CD8* T lymphocytes (CD3*CD8"), total
cells expressing CD39 (CD39%), total T lymphocytes expressing CD39 (CD3*CD39*), CD8* T
lymphocytes expressing CD39 (CD3*CD8*CD39*) and non-CD8* T lymphocytes expressing CD39
(CD3*CD8-CD39*). When the training was completed, it was applied to a set of cases to verify that it
was working properly. These parameters were then applied to all TMA cores and the percentage of
cells according to their phenotypes was calculated using the R version 4.2.1 software.

Statistical analyses

Statistics were performed using GraphPad Prism Software v9 and R version 4.2.1. For FACS data,
Kruskall-Wallis or 2-way AONVA tests were used, unless mentioned otherwise. Statistical analyses
for comparison between clusters established by the FlowSOM algorithm, were done using the edgeR
package. PFS was calculated from the date of diagnosis to the date of progression, relapse, or death
from any cause. OS was calculated from the date of diagnosis to the date of death from any cause.
Survival estimates were calculated with the Kaplan-Meier method. Survival distributions were
compared with the log-rank test, and Cox proportional hazard regression models were used to

estimate hazard ratios and associated 95% confidence intervals.

Results
PTCL-specific immune cell populations identified through deep immunophenotyping

To document immune phenotypes associated with PTCL, we designed a 33-color flow cytometry
panel to identify different innate and adaptive subsets in a single tube, namely DCs, macrophages,
NK and B cells, and a number of markers to distinguish subsets of T cells. Moreover, activation,
proliferation and exhaustion of these populations were determined using different intracellular and
surface markers (Table 1). We applied this immunophenotyping panel to lymph node (LN) cell
suspensions obtained from 18 PTCL patients at diagnosis (Tables S1 and S2), as well as 5 tonsil
samples and 5 peripheral blood mononuclear cell (PBMC) samples obtained from healthy donors. Of
note, progression-free survival (PFS) and OS in the cohort corroborated previous reports (Figure
S1A).
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To identify disease-specific cell populations, we first normalized the data to attenuate the batch effect,
concatenated all lymphoid tissue (tumoral LN and non-tumoral tonsil) samples and carried out a series
of unsupervised analyses. PBMCs were not included in these analyses to avoid major changes in
cell-type distribution (data not shown). Two-dimensional reduction through Uniform Manifold
Approximation and Projection (UMAP) and computer-driven clustering through FlowSOM conducted
on cell type markers (CD3, CD4, CD8, CD56, TCRys, CD163, CD11c, CD20), identified 18 clusters,
corresponding to classical immune lineages (T cells, NK cells, B cells, macrophages, DCs), as well
as several aberrant phenotypes such as CD3*CD4-CD8- (cluster #7) and CD3*CD4*CD20* (#12) cells
that were abundant in individual patients and likely corresponded to neoplastic cells (Figure 1A, B).
Interestingly, this unsupervised analysis revealed a clear distinction between PTCL and tonsil
samples (Figure 1C-D). Specifically, we detected a strong decrease in B cell-clusters (#11, 13,17) in
PTCL samples, while CD4* and CD8* T cell clusters (#1,2,4-6) and NK cells (#14) and DCs (#9) were
higher in both AITL and PTCL-NOS samples (Figure 1B and Figure S1B). Only two patient-specific
clusters were differentially represented between NOS and AITL samples (#7, CD3*CD4-CD8" in 2
NOS patients and #12, CD3*CD4*CD20* in 1 AITL patient) (Figure S1B), indicating that although the
distribution of major immune types was largely impacted in nodal PTCL compared to tonsil, the two
types of PTCL were very close. This observation was largely confirmed using supervised analyses
based on traditional manual gating, with increased T cells and DCs at the expense of B cells (Figure
1E, F). Of note, NK cells (CD7*CD56*) were slightly more abundant without reaching statistical
significance. In line with these perturbations, we found that the proportion of Ki67* cycling B cells was
significantly reduced in PTCL-NOS patients (Figure S1C). This was not the case in AITL samples,
likely because TFH features of tumor cells enhance B-cell activation, maturation and proliferation?4.
In addition, despite important variability, we observed a trend toward enhanced proliferation of CD4*
and CD8* T cells, but not NK cells (Figure S1C).

Analysis of CD4+ T-cell subsets in PTCL

We next examined the distribution and phenotype of specific immune cell subsets, initially focusing
on putative tumor cells. Based on histological evaluation at diagnosis (Table S2), all patients of our

AITL cohort displayed a CD3*CD4*CD8- Foxp3- tumor cell phenotype. This was not the case for
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PTCL-NOS patients, that included two CD3*CD4-CD8- patients (Figure 1B and Table S2). Therefore,
we analyzed in more details the features of CD4*Foxp3- conventional (Tconv) cells, that contained
both transformed and normal cells, in AITL and tonsils. Despite large variability between patients, the
proportion of Tconv cells was higher in AITL patients, ranging from 9% to 51% of total live cells (Figure
2A). To characterize the phenotype of these cells, we used UMAP and FlowSOM algorithms with T-
cell markers, proliferation/activation proteins and checkpoint receptors as variables (Figure 2B). Cells
were highly activated in all samples, with only a minority of CD45RA* cells (Figure 2C). 25 clusters
were identified, corresponding to cells expressing divergent levels of CD7/CD10, Ki67 and many
checkpoints, starting with TFH markers, such as ICOS and PD-1. Strikingly, AITL and tonsils were
clearly separated on the UMAP, highlighting that transformation deeply impacted the Tconv cell
phenotype (Figure 2D). Indeed, tonsils harbored significantly more classical CD7+*PD-
1*ICOS*CXCR5" TFH cells than AITL (Clusters #17,20,23,25), whereas tumor samples comprised
discrete and specific phenotypes, including CD10* and/or CD7- cells as expected, but also showing
high expression of Tim3 (cluster # 11), LAG-3 (cluster #9), or OX-40 (cluster #14), while expression
of CTLA-4 or TIGIT was more heterogeneous (Figure 2C). Interestingly, some clusters were limited
to a subset of patients, revealing patient-specific phenotypes (Figure 2E, Figure S3A, B). Ki67* cycling
cells (clusters #5 and 9) were also enriched in AITL samples. ICOS and PD-1 were strongly expressed
as expected, and further analysis through manual gating showed that their expression did not differ
significantly from that of non-tumoral tonsils, with >50% cells expressing ICOS, PD-1 or both (Figure
2F). Thus, in addition to TFH markers widely used for diagnosis purpose, we show that AITL cells
adopt a highly activated state, often characterized by heterogeneous expression of different
checkpoint molecules.

Foxp3* Treg cells are critical inhibitors of anti-tumor immunity. We detected a significant increase in
the proportion of Treg cells among CD4* T cells in both AITL and PTCL-NOS compared to tonsil
samples (Figure S4A). Based on classical activation markers and Treg cell hallmarks, 6 cell clusters
were identified through FlowSOM, corresponding to CD45RA* naive (cluster #4), PD1*ICOS* TFR-
like (#5), CD39P N T|GITN (#2) cells, as well as a subset with high expression of multiple Treg markers
(#1) (Figure S4B-D). Cluster #6 was specific to patient PTCL-NOS #11 (Figure S4E). Of those
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populations, we only found decreased proportions of naive-like TCF1*CD45RA* cells in AITL when
compared to the other samples; this was confirmed through supervised analysis (Figure S4F).
Collectively, Treg cells were abundant in PTCL and exhibited a high activation profile, suggesting
active immunosuppression.
NK cell phenotype is not impaired in PTCL
NK cells are important effectors of the anti-tumor response; nevertheless, their activation and function
is often dampened in cancer, constituting an important mechanism of immune escape. We analyzed
the distribution and activation/maturation levels of CD56* NK cells. Unsupervised analyses revealed
6 clusters that could be generally defined as CD56%"9" cytokine-producing cells, CD57* cytotoxic cells
and Ki67* proliferating cells (Figure S5A). These different populations were not significantly different
between tonsils and PTCL LNs; this was confirmed through supervised analysis and manual gating
(Figure S5B-D). Thus, the PTCL TME did not seem to impact NK cell distribution.

CD8* T cells display features of exhaustion
Next, we examined the phenotype of CD8* T cells in lymphoid tissues. FlowSOM analysis on 17
markers of activation highlighted 18 distinct cell clusters that corresponded to (i) CD45RA* TCF1*-
naive-like cells, with low expression of checkpoint molecules (ii) Ki67* proliferating cells, and (iii)
CD45RA- activated/memory cells with expression of at least 2 checkpoint receptors (Figure 3A-B).
Differential expression analyses between subgroups of samples, highlighted the loss of naive-like
cells (CD45RA*TCF1*GzmB-) in both AITL and PTCL-NOS (clusters #13 and 17) compared to non-
malignant tonsils (Figure 3B-E and Figure S6A). In contrast, Ki67* cells increased (Figure S1D), and
clusters# 1, 2, 3 and 9, corresponding to cell subsets with very strong co-expression of PD-1 and TIM-
3 among other inhibitory receptors, were significantly enriched in tumor samples. Although variable,
the total number of PD-1*TIM-3* cells was higher in tumor cells compared to tonsils (Figure 3E). Of
note, CD8* T cell profiles were not strikingly different between AITL and PTCL-NOS patients,
revealing common features of T-cell immunity between the two lymphoma subtypes (Figure 3C and
Figure S6A). Unsupervised clustering efficiently distinguished tonsils from PTCL samples based
exclusively on the phenotype of CD8* T cells (Figure S6B). We further investigated the phenotype of
these cells by performing Boolean analysis following manual gating, and observed a strong increase
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in cells expressing at least 3 inhibitory receptors in tumor samples compared to healthy PBMCs and
tonsils (Figure 3F). This exhausted phenotype, together with the expansion of Treg cells, suggest that
a strong immune suppression takes place in PTCL lymph nodes, emphasizing the need for
immunotherapeutic strategies in these conditions.
Differential expression of actionable receptors on immune cell subsets
We thus wondered whether our strategy may unveil actionable costimulatory molecules, i.e., surface
checkpoints with specific expression patterns in pro-tumoral subsets (Treg cells and Tconv cells
containing tumor cells) versus anti-tumoral populations (CD8* and NK cells). We first analyzed
inhibitory checkpoints. As previously described 22, PD-1 was broadly expressed (average of 40-60%
positive cells) across subsets (NK cells being negative for this receptor, as shown in other contexts
25) (Figure 4), similarly to TIM-3 (9-57%) and TIGIT (30-70%). Conversely, LAG-3 was expressed by
few cells and CTLA-4 was mostly found on Treg and Tconv cells (18-84% positive cells), while its
expression was quite low on CD8* T cells and NK cells; this was particularly true for AITL samples.
In addition, NKG2A was expressed by about 50% of NK cells regardless of the pathology, and
undetected on T cells. Concerning ‘activation’ checkpoints, ICOS and OX-40 followed a pattern similar
to CTLA-4, whereas 4-1BB and TNFR2 displayed low expression, the latter being preferentially
expressed by Treg cells. Thus, while checkpoint receptors were generally broadly expressed in
PTCLs, some of these targetable proteins (CTLA-4, ICOS, OX-40) showed specific expression
patterns with high expression in Tconv (including tumor cells) and Treg cells and low expression in
anti-tumor effectors, indicating that they may be considered as therapeutic targets.
Increased CD39 expression in PTCL is associated with poor prognosis

In addition to these checkpoints, belonging to the CD28 and tumor necrosis factor receptor
superfamilies, we also investigated the expression levels of the ectonucleotidase CD39. CD39 is a
surface protein that has recently emerged as an important immune checkpoint in cancer, through its
ability to convert ATP to AMP, ultimately leading to the production of the immunosuppressive
nucleoside adenosine 26. While CD39 was mostly expressed by DC, B cells and NK cells in tonsils, it
was expressed by some T cells in PTCL patients (Figure 5A-B). In CD8* T cells, CD39 was largely
enriched in activated cells compared to naive cells, and to a higher extent, in exhausted T cells (Figure
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S7A). We thus wondered whether CD39 expression impacted PTCL clinical outcome. First, we
investigated the putative prognostic value of CD39 at the RNA level, in bulk samples, by examining
the association between ENTPD1 expression and OS in the TENOMIC cohort, that consists of a
dataset of microarray-defined gene expression profiles of 85 samples of AITL patients. In this cohort,
the level of ENTPD1 expression in total cells was not significantly associated with a prognostic value
(Figure S7B). To further explore the expression of CD39 at the protein level in T-cell subsets, we
utilized a multi-immunofluorescence (IF) approach, using tissue microarrays (TMA) comprising 43
AITL samples at diagnosis, with a 10-year clinical history. PFS and OS in the cohort matched
previously reported data (Figure S7C). Slides were stained for CD3, CD8, CD39 and DAPI and each
population was determined. CD3* T cells, in particular the CD8* subset, exhibited higher CD39
expression compared to non-T cells. As in FACS analyses, we observed an important variability in
CD39 expression between patients (Figure 5C, D). We first measured the impact of CD39 expression
in different subsets by splitting the samples based on the median expression of CD39. Although the
proportion of CD39* cells among total cells was not associated with prognostic significance, patients
harboring high CD39 expression among T cells (regardless of CD8 expression) showed a trend
toward poorer prognosis (Figure 5E). To refine this analysis, we analyzed the data following Receiver
Operating Characteristic (ROC) curve-based separation of patients. We found that patients harboring
the highest expression of CD39 in T cells (n = 15, 35% of the whole cohort) exhibited a significantly
poorer prognosis, both at the PFS and OS levels (Figure 5F). Similar conclusions could be reached
when analyzing CD39 expression in the CD3*CD8* and CD3*CD8- subsets (Figure S7D). The
prognostic value of CD39 expression by T cells, was further confirmed through multivariate Cox
models including Prognostic Index for AITL (PIAl), sex and age (Figure 5G). Together, our data
suggest CD39 expression by T cells may represent a novel independent prognostic factor in AITL and

should be explored as a putative target.

Discussion
To date, and at odds to many solid tumors and other hematological malignancies, there is a clear lack
of knowledge in the distribution and phenotype of immune cells in the context of PTCLs. Our study
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documents an accumulation of T cells -including non-tumoral CD8* T cells and Treg cells- at the
expense of B cells in this disease. Although this confirms recently reported data 22, this does not
preclude the therapeutic targeting of B cells, as these can support tumor cells 27- 28,

One striking observation that can be made based on our data is the large phenotypic heterogeneity
of Tconv cells between AITL patients. Although most Tconv cells expressed at least one checkpoint
surface receptor, only about half of them expressed PD-1 or ICOS, suggesting that the phenotype
and biology of AITL cells extend beyond these 2 single markers. This deserves further exploration,
for instance by combining high-dimensional cytometry to single-cell TCR-Seq that allows the
identification of clonal cell populations. Most CD8+ T cells in both AITL and PTCL, NOS expressed
at least one inhibitory checkpoint and a prominent PD-1*TIM3* population could be detected,
suggesting that an active exhaustion process might be taking place in PTCL tissues. This is in
accordance with observations made in patients with cutaneous T-cell lymphoma and other non-
Hodgkin lymphomas 2°-%', and confirms the potential benefit of checkpoint-based immunotherapies in
PTCL.

In this regard, we aimed at identifying surface receptors expressed by cytotoxic T cells and/or NK
cells but not by malignant and Treg cells, or vice-versa. Similar to the large spectrum expression of
PD-1 that may explain the hyperprogression detected in some patients following PD-1 blockade, we
observed that TIGIT and TIM-3 were largely expressed by both tumor-promoting (tumor cells, Treg
cells) and tumor-inhibiting (CD8* T cells, NK cells) populations. This broad expression may negate
the therapeutic potential of blocking antibodies that are currently under clinical development in solid
and hematological malignancies 3. In contrast, other surface markers, such as OX-40, or to a lesser
extent CTLA-4 or ICOS, displayed a much higher expression on CD4* (comprising tumor cells and
Treg cells) than other subsets. These may thus represent attractive therapeutic targets for the
treatment of PTCL. In line with this, mMRNA expression of CTLA4 was shown to be associated with
poor prognosis in a meta-analysis of PTCL transcriptomes®3. Specifically, this would require the use
of depleting mAbs through the use of antibody-dependent cellular cytotoxicity and phagocytosis -
optimized IgG1 molecules **. To date and to our knowledge, OX-40 mAbs that are under development
have agonistic functions and should not be recommended for the treatment of PTCL. The depleting

84



effect of current anti-CTLA-4 mAbs, such as Ipilimumab, is still largely debated and there is room for
improvement 3537, Different strategies have been used to create anti-CTLA4 IgG1 mAbs with strong
Treg-depleting properties and anti-tumor effects in preclinical models 3% 3°, which deserve attention
for the therapy of PTCL. MEDI-570, an afucosylated IgG1 anti-ICOS mAb, was shown to induce T-
cell depletion in cynomolgus monkeys“?; a phase | trial gave positive signs of activity in AITL patients
41, In addition to these T-cell-targeting agents, NKG2A also appears to be an interesting target in
PTCL, as its expression was largely restricted to NK cells. As blocking anti-NKG2A mAbs are currently
in clinical evaluation in solid cancers 42, they may represent a future therapeutic avenue in PTCL.

In addition to these traditional immune checkpoints, our data highlights CD39 as a promising target
in nodal PTCLs, both through its prognostic value and its potential therapeutic targeting. The
combined action of CD39 and CD73 that lead to the production of adenosine, have been extensively
described for their tumor-promoting functions in solid cancers 26. CD39 inhibition reinvigorates
cytotoxic T-cell activity in preclinical models of melanoma or sarcoma among others 43. CD39
expression also increases in different hematological malignancies, including T-cell-derived cancers
such as Adult T-cell leukemia/lymphoma or Sezary syndrome 44 45. High expression of CD39 was
shown to be associated with poor prognosis in Diffuse Large B-Cell Lymphoma and multiple myeloma
46, 47 CD39 expression on T cells is correlated with disease severity in patients with chronic
lymphocytic leukemia 48 4°. Because of this association with tumor progression, the therapeutic
potential of CD39 inhibition has largely been tested in blood cancers. For instance, antibodies
targeting CD39 potentiate the therapeutic efficacy of T-cell transfer in a humanized model of B-cell
lymphoma 5°, whereas ARL67156 and POM-1, two ectonucleotisase inhibitors with high affinity for
CD39, enhance T-cell function in follicular lymphoma and multiple myeloma patient samples;
respectively 47> 51, CD73 or A2AR inhibition enhance non-tumoral T-cell proliferation in Sezary
syndrome in vitro 2. Our data now extend the tumor-promoting properties of CD39 to nodal PTCLs.
We propose that CD39 expression could be assessed by immunohistochemistry and/or flow
cytometry as a potent prognostic factor in AITL. Moreover, patients with PTCL may benefit from the

CD39-blocking agents currently under clinical development for other cancers.
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Figure legends

Figure 1. Perturbations in immune cell subsets in PTCL tissues. Samples were stained for FACS
and analyzed using unsupervised clustering (A-C) and traditional supervised gating (D) on total live
cells. (A) UMAP visualization, FlowSOM distribution of clusters and projection of selected markers in
concatenated samples (5 tonsils, 11 AITL, 7 PTCL-NOS). (B) Heatmap showing hierarchical
clustering and expression of indicated markers in FlowSOM clusters, and their differential enrichment
between groups. (C) Distribution of cells from each group on UMAP. (D) Heatmap showing
unsupervised hierarchical distribution of clusters between samples upon gating on total live cells. (E,
F) Proportion of immune subsets using the supervised gating strategy depicted in Figure S2. Mean
+/- SEM is shown, each dot represents a sample. Kruskall-Wallis tests were used. * p < 0.05, ** p <
0.005, *** p < 0.001, ns: non-significant.

Figure 2. Diverse phenotypes of CD4* Tconv cells in AITL. (A) Proportion of CD3*CD4*Foxp3-
Tconv cells that comprise transformed and normal cells, among live cells, identified upon manual
gating. (B-D) Unsupervised clustering analyses in live Tconv cells. (B) UMAP visualization, FlowSOM
distribution of clusters and projection of selected markers in concatenated samples (C) Heatmap
showing hierarchical clustering and expression of indicated markers in FlowSOM clusters, and their
differential enrichment between groups. (D) Distribution of cells from each group on UMAP. (E)
Heatmap showing unsupervised hierarchical separation of clusters between samples. (D) Proportion
of PD-1 and ICOS-expressing Tconv cells upon manual gating. Mean +/- SEM is shown. Mann-
Whitney tests were used; ns: non-significant.

Figure 3. PTCL-associated CD8" T cells adopt a highly activated, exhausted-like phenotype.
(A) UMAP visualization, FlowSOM distribution of clusters and projection of selected markers in
concatenated samples, among live CD8* T cells. (B) Heatmap showing hierarchical clustering and
expression of indicated markers in FlowSOM clusters, and their differential enrichment between
groups. (C) Distribution of cells from each group on UMAP. Proportion of naive (D) and exhausted
(E) CD8* T cells, and Boolean analysis of inhibitory checkpoint-expressing cells (F) upon manual
gating. Mean +/- SEM is shown; each dot represents a sample. One-way (D, E) and two-way (F)
ANOVA tests were used. * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001, ns: non-significant.
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Figure 4. Differential expression pattern of checkpoint receptors on immune subsets in PTCL.
Proportion of checkpoint-expressing cells in different cell subsets following manual gating is shown
as mean +/-SEM. Two-way ANOVA tests were used. * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001. Non-
significant values are not displayed.

Figure 5. CD39 expression and prognostic value in PTCL. (A) UMAP visualization of CD39
expression across samples. (B) Proportion of CD39* cells across subsets and samples following
manual gating. (C) Representative multi-IF staining in a CD39"s" (top) and a CD39"" (bottom) sample.
(D) Multi-IF quantification of CD39+ cells across subsets and samples. (E) Kaplan-Meier curves of
PFS in different cell populations. CD39 high and low populations were split based on median
expression across samples. (F) Kaplan-Meier curves of PFS and OS. CD39 "¢ and '°* samples were
split upon ROC curve analyses (G) Hazard Ratio (HR, dots) and 95% confidence interval values (Cl,
bars) of the different parameters used in multivariate analyses. Two-way ANOVA (B, D), log-rank (E,
F) and multivariate Cox regression (G) tests were used. * p < 0.05, ** p < 0.005, **** p < 0.0001
Figure S1. Perturbations in immune cell subsets in PTCL tissues. (A) Kaplan-Meier curves of OS
and PFS in the 18-patient flow cytometry cohort. (B) Volcano plots showing significantly up- or down-
regulated clusters (yellow circles) presented in Figure 1B. (C) Proportion of proliferating Ki67* cells
across cell populations, following manual gating. In C, Kruskal-Wallis tests were used * p < 0.05, ** p
< 0.005, ns: non-significant.

Figure S2. Manual gating strategy used for supervised analyses. An example of gating strategy
in an AITL sample is shown.

Figure S3. Perturbations of Tconv cell phenotype in AITL patients. (A) Dot plots showing
heterogeneous expression of checkpoint molecules in selected patients, following manual gating on
live Tconv cells. (B) Volcano plots showing differential representation of clusters defined in Figure 2C.
Yellow circles denote statistically up or down-regulated clusters.

Figure S4 Analysis of Treg cells. (A) Proportion of Foxp3* Treg cells among live cells (left) and
among CD4* T cells (right) following manual gating. (B-C) UMAP visualization, FlowSOM distribution
of clusters (B) and projection of selected markers (C) in concatenated samples. (D) Heatmap showing
hierarchical clustering and expression of indicated markers in FlowSOM clusters, and their differential
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enrichment between groups. (D) Volcano plots showing differential representation of Treg cell
clusters. Yellow circles denote statistically up or down-regulated clusters. (E) Proportion of
CD45RA*TCF1* naive Treg cells among total Treg cells. In A, E, mean +/- SEM is shown; each dot
represents a sample. Kruskal-Wallis tests were used. * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001, ns: non-
significant.

Figure S5. Analysis of NK cells. (A) Heatmap showing hierarchical clustering and expression of
indicated markers in FlowSOM clusters upon gating on live CD7*CD56* NK cells. No statistical
difference in cluster representation between samples was found. (B-D) Proportions of CD56""9"t (B),
CD569m (C) and GzmB* NK cells upon manual gating. Kruskal-Wallis tests were used. ns: non-
significant.

Figure S6. Analysis of CD8" T cells. (A) Volcano plots showing differential representation of CD8+
T-cell clusters. Yellow circles denote statistically up or down-regulated clusters. (B) Heatmap showing
unsupervised hierarchical distribution of clusters between samples following gating on live CD8* T
cells.

Figure S7. CD39 expression and prognosis value in PTCL. (A) Proportion of CD39* cells among
naive (CD45RA"), activated (CD45RA'PD-1"TIM3") and exhausted (PD-1*TIM3*) CD8* T cells. (B)
Kaplan-Meier curves of OS in patients from the TENOMIC AITL cohort (n=85). ENTPD1 (CD39)
MRNA expression was split in quartiles. (C) Kaplan-Meier curves of PFS and OS in the overall cohort
used for multi-IF analyses. (D) Kaplan-Meier curves of PFS and OS in CD3*CD8* (top) and CD3*CD8-

(bottom) populations. CD39 high and low samples were split following ROC curve analyses.
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Figure 3
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Figure S2

Lympho

Single cells

4.2M

1§

Single cells

——— 1] —
< ]
221N
1.0M
X i T '11111'.1|1|1| 00T TTT T T T X
00 1.0M 2.1M 3.1M 42M 00 1.0M 21M 3.1M 42M 00 10M 21M 3.1M 42M -10* 0 10 10° 10°
FSC-A FSC-A SSC-H LIVE DEAD Blue-A | Live/dead
Live NOTTCR gd Tcells CD4+ T cells

YO T cells

=

PerCP-Cy5.5-A | TCRgd

Slark NIR685-A | CD20

-10° g 10* 10°  10°
APC-Fire 810-A | CD3

f o 10* 10° 10°
APC-Fire 810-A | CD3

A J

NOTT cells NOT B cells
& - NK
a 10%]
5] © cells
it wy
< 5]
vy —
B <
- g
x &
2
v

-10* g 10* 10° 10/ -10* o 10* 10% 108

BUV563-A | CD7

BUVS63-A | CD7

cFIuorYGSB«J’H cD4

-10* 0 10* 10° 10°
BUV805-A | CD8

NOT B cells

= =
o (=]

BB515-A | CD11c
=

-10

-10* o 10* 10° 10°
BUVS63-A | CD7

o
(=)
<
2
v
9
=
g
s Treg
T T g T

-10° g 10* 10° 10°
PE-Cy5-A | FoxP3

NOT B cells

BB515-A | CD11c

-10* 0 10*  10° 10°
PerCP Vio700-A | CD163

100



Figure S3
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Figure S4
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Figure S5
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Figure S6
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Figure S7
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populations phenotype checkpoints | checkpoints
Live/Dead CD10 ICOS PD-1
CD3 CXCR5 0X-40 CTLA4
CD4 BCL6 4-1BB TIM-3
CD7 Ki67 TNFR2 LAG-3
CD8 EOMES DNAM-1 NKG2A
FOXP3 T-BET CD39
CD56 GZMB TIGIT
CD57 TCF-1

CD20 CD45RA

CD11c

CD163

TCRy3

Table 1. Spectral flow cytometry panel
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N patients with
available data

Age 18

median [range] 67 [39-82]

Age <60y 6 33
Age 260y 5 28
Age 270y 7 39
Sex 18

Male 8 44
Female 10 56
Type of PTCL 18

AITL 11 61
PTCL-NOS 7 39
Ann Arbor stage 17

I 0 0
Il 0 0
1 7 41
v 10 59
ECOG performance status 15

0 6 40
1 3 20
2 2 13
3 1 7
4 3 20
B symptoms 16

No 4 25
Yes 12 75
Extranodal sites 15

0 6 40
1 3 20
22 6 40
Bone marrow involvement 11

No 9 82
Yes 2 8
LDH 14

< Upper limit of normal 3 21
> Upper limit of normal 11 79
Hemoglobin 13

= 12g/dL 7 54
<12g/dL 6 46
IPI 15

0 0 0
1 1 7
2 0 0
3 10 67
4 3 20
5 1 7
IPI simplifié 17

<3 1 6
23 16 94
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PIT 15

0 1 7
1 2 13
2 8 53
3 4 27
4 0 0
PIT (simplified) 16

<2 3 19
22 13 81
PIAI (simplified)

<2 16 0 0
22 16 100

Supplementary Table 1. Clinical characteristics of the PTCL cohort used in spectral flow

cytometry analyses
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SET ][]

Diagnosis Clinical phenotying data

ID

PTCL1 NOS Not done

PTCL 5 AITL CD2+ CD3+ CD7+ CD4+ CD8- CD10- BCL6low PDL1low CXCL13-

PTCL 9 AITL CD2+ CD3+CD5+ CD4+ CD8- CD7+ PD-1+ ICOS+ CXCL13+ CD10- BCL6-
CD30+(15%)

PTCL 11 NOS CD2+ CD3+ CD5- CD7- CD4- CD8- CD30low ICOS +/- PD-1 +/- EMA- CD10-
ALK1- GZMB+ Perforin+ TiA1+

PTCL12 | AITL CD2+ CD3+ CD5+ CD7+/- CD4+ CD8- TCRb1+ CD10- BCL6- PD1+ ICOS+
CXCL13- CD30- CD25- CD103+ CD56- Perforine- TiA1-

PTCL13 | AITL CD20+ CD79a- PAX5- CD3+ CD2+ CD5+ CD7- CD4+ CD8- TCRb1+ CD10- ICOS+
PD1+ BCL6+(heterogeneous) CXCL13+ CD30(10%) CD25-

PTCL14 | AITL CD3+ CD4+/- CD8- CD5+ CD2+ CD7+ PD1+ CXCL13+(partial)
ICOS+(heterogeneous) CD15-

PTCL16 | AITL CD3+ CD4+ CD5+ PD1+ CD7low CD10- CXCL13-

PTCL 17 | NOS CD3+ CD4+ CD8- CD5+ CD7- CD30- CD10- PD-1 +/- CXCL13-

PTCL18 | AITL CD3+ CD4+ CD8- CD7low PD1+ CXCL13+ CD10+(heterogeneous) BCL6-

PTCL19 | NOS CD3+ CD4+ CD7+ Ki67+

PTCL20 | NOS CD3+ CD4+ CD7+ CD10-

PTCL 21 NOS CD3+ CD5low CD4+ CD8- PD1+(heterogeneous) CXLC13+(heterogeneous) CD30-

PTCL22 | AITL CD3+ CD4+ CD10+ PD1+ CD7low

PTCL23 | AITL CD3+ CD4+ CD10+ PD1+ CD7-

PTCL24 | NOS CD3+ CD4+ CD7- PD1- CD10-

PTCL25 | AITL CD3+ CD4+ CD7- PD1+ CD10+ Bcl6+

PTCL26 | AITL CD3+ CD4+ CD7+ PD1+ CD10- Bcl6-

Supplementary Table 2. Individual clinical immunophenotyping data of the spectral flow

cytometry cohort
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N patients with
available data

Age 43

median [range] 69 [30-87]

Age <60y 11 26
Age 260y 11 26
Age 270y 21 49
Sex 43

Male 24 56
Female 19 44
Type of PTCL 43

AITL 43 100
PTCL-NOS 0 0
Ann Arbor stage 42

I 0 0
Il 2 5
1 19 45
v 21 50
ECOG performance status 41

0 4 10
1 13 32
2 17 41
3 4 29
4 3 7
B symptoms 43

No 9 21
Yes 34 79
Extranodal sites 42

0 20 48
1 12 28
22 10 24
Bone marrow involvement 33

No 16 49
Yes 17 51
LDH 41

< Upper limit of normal 5 12
> Upper limit of normal 36 88
Hemoglobin 40

= 12g/dL 17 42
<12g/dL 23 58
Platelets 39

> 150 000/mm’ 34 5132
<150 000/mm” S

Monocytes 34

>800/mm° ;4 41
<800/mm’ 0 59
IPI 41

0 0 0
1 1 2
2 6 15
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3 13 32
4 18 44
5 3 7
IPI simplifié 41

<3 7 17
23 34 83
PIT 32

0 0 0

1 4 13
2 10 33
3 13 38
4 5 15
PIT (simplified) 41

<2 4 10
=2 37 90
PIAI 39

0 2 7

1 6 16
2 10 27
3 14 33
4 7 18
5 0 0
PIAI (simplified) 43

<2 8 19
=2 35 81

Supplementary Table 3. Clinical characteristics of the PTCL cohort used in multi-IF analyses
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Reagent

Identifier

Working

concentration

Live/Dead Blue Thermo Fisher Scientific L23105 1/1000
BV711 Rat Anti-Human CXCR5 (CD185) (RF8B2) BD Biosciences 740737 1/80
cFluor® YG584 Anti-Human CD4 (SK3) Cytek SKU R7-20041 1/100
Spark NIR™ 685 anti-human CD20 Antibody (2H7) BioLegend 302366 1/40
APC/Fire™ 750 anti-human CD39 Antibody (A1) BioLegend 328230 1/80
Pacific Blue™ anti-human CD57 Antibody (HNK-1) BioLegend 359608 1/80
APC/Fire™ 810 anti-human CD3 Antibody (SK7) BioLegend 344858 1/80
Vio® Bright FITC anti-human CD120b (TNF-RII) Miltenyi Biotec 130-119-777 1/50
Antibody,REAfinity™ (REA520)
PE/Dazzle™ 594 anti-human TIGIT (VSTM3) Antibody BioLegend 372716 1/40
(A15153G)
PE/Cy5.5 LAG-3 Antibody (17B4) Novus Biologicals NBP1- 1/3200
97657PECY55
PerCP-Vio® 700 anti-human CD163 Antibody, Miltenyi Biotec 130-112-133 1/100
REAfinity™ (REA812)
PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-Human TCR yd (B1) BD Biosciences 564157 1/20
CD137 Antibody, anti-human, APC, REAfinity ™ Miltenyi Biotec 130-110-764 1/50
(REA765)
BUV563 Mouse Anti-Human CD7 (M-T701) BD Biosciences 741355 1/80
Brilliant Violet 570™ anti-human CD45RA Antibody BioLegend 304132 1/40
(HI100)
BV605 Mouse Anti-Human CD56 (NCAM16.2) BD Biosciences 562780 1/40
BUV805 Mouse Anti-Human CD8 (SK1) BD Biosciences 612889 1/80
BB515 Mouse Anti-Human CD11c (B-ly6) BD Biosciences 564490 1/40
BV510 Mouse Anti-Human NKG2A (CD159a) (131411) BD Biosciences 747922 1/20
BUV661 Mouse Anti-Human CD226 (DX11) BD Biosciences 749934 1/40
BUV737 Mouse Anti-Human CD134 (ACT35) BD Biosciences 749286 1/40
BV750 Mouse Anti-Human CD278 (ICOS) (DX29) BD Biosciences 746858 1/40
BUV615 Mouse Anti-Human TIM-3 (CD366) (7D3) BD Biosciences 752363 1/20
BV786 Mouse Anti-Human CD279 (PD-1) (EH12.1) BD Biosciences 563789 1/40
BUV496 Mouse Anti-Human CD10 (MEM-78) BD Biosciences 750190 1/40
Alexa Fluor® 647 Mouse Anti-TCF-7/TCF-1 (S33-966) BD Biosciences 566693 1/20
PE-Cyanine5 anti-human FOXP3 Monoclonal Antibody | Thermo Fisher Scientific 15-4776-42 1/40
(PCH101)
Alexa Fluor® 700 Mouse anti-Human Granzyme B BD Biosciences 560213 1/80
(GB11)
PE-Cyanine7 anti-human CD152 (CTLA-4) (14D3) Thermo Fisher Scientific | 25-1529-42 1/40
PE Mouse Anti-EOMES (X4-83) BD Biosciences 566749 1/20
BV650 Mouse Anti-T-bet (04-46) BD Biosciences 564142 1/40
BUV395 Mouse Anti-Ki-67 (B56) BD Biosciences 564071 1/40
BV421 Mouse Anti-Bcl-6 (K112-91) BD Biosciences 563363 1/40

Reagent Source Identifier Working
concentration

Mouse anti-human CD3 (polyclonal) Agilent A052 1/100

Mouse anti-human CD8 (C8/144B) Agilent M7103 1/40

Rabbit anti-human CD39 (polyclonal) Sigma Aldrich HPA014067 1/50

Supplementary Table 4. FACS and multi-IF Abs used in this study
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Projet Annexe : Etude du phénotype
immunitaire chez les patients atteints
de leucemie lymphoide chronique B
développant une résistance a
I'Ibrutinib (manuscrit en préparation)

113



Etude du phénotype immunitaire chez les patients atteints de leucémie

lymphoide chronique B développant une résistance a I’Ibrutinib

Introduction

La leucémie lymphoide chronique (LLC), leucémie la plus courante, consiste en
I’accumulation clonale de lymphocytes B matures dans les organes lymphoides secondaires, la moélle
osseuse et le sang (519). Dans la majorité des cas (80%) le diagnostic de LLC est fortuit devant une
hyperlymphocytose sanguine et repose sur I’immunophénotypage sanguin. Un tiers des patients ne

sera jamais traité.

Les anomalies moléculaires sont des marqueurs pronostiques importants. Le statut IGHV non
muté en comparaison au statut muté et les mutations de type del(11q), del(17p) et/ou TP53 sont de

pronostic péjoratif (520).

Au cours des dernieres années le développement accéléré des thérapies innovantes a largement
modifi¢ la prise en charge de la LLC. Ainsi la French Innovate Leukemia Organization (FILO)
recommande dés la 1% ligne I’utilisation d’un inhibiteur de BCL2 (Venetoclax) ou un inhibiteur de la
Bruton Tyrosine Kirnase (BTK) tel que 1’Ibrutinib, en fonction du profil mutationnel d’IGHV et des
anomalies de TP53 (521).

A T’inverse des PTCL, le microenvironnement immunitaire de la LLC est relativement bien
décrit. L un des premiers ¢léments est la dysfonction générale du systéme immunitaire, due notamment
aux propriétés régulatrices des LB tumoraux, ainsi qu’aux traitements eux-mémes (522). Cela se
caractérise notamment par un risque accru d’infection et de cancer secondaire, et représente la
principale cause de morbi-mortalité (523,524). D’une part, des défauts de I’immunité innée, dont une
accumulation de macrophages protumoraux M2 et des altérations fonctionnelles des DC et NK ont
¢té caractérisés. D’autre part, concernant I’immunité adaptative, il a été établi une expansion des Treg
dans le sang, ainsi qu’une polarisation accrue en Th2 aux dépends des Th1(522). Les LT CD8" ont un
profil épuisé (expression accrue de CTLA-4, LAG-3, PD-1, TIGIT...), et présentent un défaut de
prolifération et de cytotoxicité ex vivo, bien que leur production d’IFNg ou de TNF soit conservée et
méme accrue (525). L’un des mécanismes décrits de I’immunosuppression dans la LLC est
I’augmentation de I’expression de CD39/CD73/A2A et donc de la production et de la signalisation de
I’adénosine (526).
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L’Ibrutinib est avant tout établi comme un inhibiteur de BTK. Il inhibe donc la signalisation
du BCR et ainsi la survie et prolifération des LB, notamment tumoraux. Néanmoins ce médicament
peut aussi interférer avec la kinase des LT inductible par I’'IL-2 (ITK). De fagon directe et indirecte,
I’Ibrutinib peut ainsi altérer la fonction et le phénotype des LT. (527,528). Dans la LLC, il semble
améliorer la différenciation de LT en mémoire effecteurs et en Thl effecteurs antitumoraux, pousser
les LT vers un phénotype plus activé, réduire le phénotype épuisé des LT CD8" (baisse de I’expression
de PD-1 et CTLA-4) et améliorer leur fonction en augmentant notamment leur production de GZMB
et de perforine (527,528). Il semble également améliorer la synapse entre les LT et les cellules de la

LLC. Il entraine aussi une réduction des Treg (527,528).

Malgré le succeés des inhibiteurs de BTK, certains patients développent des résistances
secondaires et rechutent ; des approches d’immunothérapie peuvent donc étre envisagées. Il existe
peu d’essai clinique d’immunothérapie dans la LLC et les résultats semblent encore limités (522), bien
que certains résultats soient intéressants notamment lors de ’association de CAR T-cell ou d’anticorps
bispécifiques anti-CD3/CD19 a I’Ibrutinib (527,528). D’autre part, I’effet possible de la résistance a
I’Ibrutinib sur le microenvironnement immunitaire est peu décrit. Utiliser le panel de cytométrie
spectrale que j’ai mis en place au cours de ma thése, est donc apparu comme une opportunité afin de
décrire avec profondeur le microenvironnement dans la LLC en fonction du statut de réponse a

I’Ibrutinib, et de mettre en évidence des cibles d’immunothérapies potentielles.

Résultats

La distribution des populations immunitaires circulantes est relativement conservée lors de la

rechute au traitement

Afin d’étudier le microenvironnement immunitaire en fonction du statut de réponse a
I’Ibrutinib, nous avons constitu¢ une petite cohorte de 18 patients atteints de LLC-B. 10 patients étaient
en réponse complete alors que 8 patients présentaient une rechute. Les caractéristiques des patients

sont répertoriées dans le tableau 3.
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Tableau 3. Caractéristiques des patients de la cohorte LLC.

Anomalies Nbres de Tvbe
ID Statut Sexe Age Stade | Mutation | Cytogénétiques | Statut lienes trait:,efnent
Patient maladie (années) | Binet TP53 de mauvais IGHV g . .
. antérieures | antérieur
pronostic
LLC 1 RC M 52 B non delll muté 2 FCR
q R-Benda
. non
LLC 2 RC M 73 B oui dell7p , 1 R-CHOP
mute
non
LLC3 RC M 68 B non Aucune , 1 FCR
muté
LLC4 | RC F 77 C non | Aucune non . 0
mute
LLC5 | RC F 68 C non | Aucune non. 0
muté
non
LLC 6 RC M 72 C non Aucune , 1 FCR
muté
LLC7 |RC F 80 B non | Aucune non 0
muté
LLC 8 RC F 67 B non Aucune non ) 0
muté
non
LLC9 RC M 79 C non Aucune , 1 R-Benda
muté
non
LLC10 | RC F 62 B non Aucune , 1 FCR
mute
dell7p, non
LLC12 Progression | F 84 C oui caryotype muté 1 R-Benda
complexe
dell7p,
. . non FCR
LLC 13 | Progression | M 61 C oui caryotype muté 2 R-1delalisib
complexe
. non
LLC 14 | Progression | F 45 C non delllq , 1 FCR
muté
. non
LLC 16 | Progression | M 76 C non Aucune , 1 R-Benda
muteé
. non
LLC17 | Progression | F 89 C non Aucune , 1 R-CLB
mute
. non
LLC 18 | Progression | M 51 B non Aucune , 1 FCR
muté
dell7p, non
LLC 19 | Progression | M 67 C oui caryotype muté 0
complexe
. non
LLC 20 | Progression | M 67 C non delllq , 1 FCR
muté
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Les PBMC ont été isolées du sang circulant et le profil immunitaire a été analysé en utilisant
notre panel de 33 parametres décrits dans I’article 1. De fagon importante, afin d’analyser les
populations non tumorales, nous avons retiré les LB de ces échantillons par isolation magnétique, avant
de procéder au marquage. Les populations de LT, NK, macrophages et DC ont pu étre efficacement
définies par des analyses non supervisées et supervisées (Figure 1A, B). La distribution des sous-types
de cellules était largement conservée indépendamment du statut de réponse, a 1’exception d’une
augmentation significative de la proportion de LT CD8" parmi les cellules vivantes, dans le cadre de
la rechute au traitement (Figure 1B). Les DC présentaient une tendance a la baisse, non significative.
Une analyse du phénotype des LT CDS8", montre que cette augmentation de la proportion n’était
toutefois pas associée a une altération de leur profil naif, ou a la proportion de LT épuisés PD-1"TIM-
3", qui d’ailleurs étaient en proportion relativement faible (moins de 2% des LT CD8" totaux), ou
encore a leur expression du Granzyme B. Ainsi, ces analyses préliminaires montrent qu’une résistance
secondaire a I’Ibrutinib ne semble pas impacter largement la distribution des sous-types immunitaires

dans le sang circulant.

Etude de I’expression des checkpoints en fonction du statut de réponse

Afin de déterminer si une stratégie d’immunothérapie par ciblage de checkpoint serait
envisageable chez les patients en rechute, nous avons ensuite effectu¢ une analyse supervisée
différentielle de ces protéines en fonction du statut de réponse, sur les différentes populations T et NK.
Comme décrit dans la littérature, nous avons détecté une proportion non négligeable des LT CD8"
exprimant les récepteurs inhibiteurs PD-1 ou TIGIT (Figure 2A, C). A I’inverse les autres récepteurs
étudiés étaient faiblement exprimés par les LT CD8", et étaient exprimés préférentiellement par les
Treg (CD39, CTLA-4, ICOS) ou les NK (TIM-3, NKG2A) (Figure 2B-H). Néanmoins, aucun de ces
marqueurs n’est apparu modulé lors de la rechute au traitement par Ibrutinib. A ce stade de notre étude,
il semblerait donc que I’arrét de la réponse a 1’Ibrutinib affecte les LB tumoraux, mais pas les LT ou

NK.
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Figure 1

"] Progression (8)=3

D 60— *% o Responders patients

o Progressing patients
o o
a a
o o
=]
o

% population in live cells

=3 au moins 3 margueurs
B 2 marqueurs

= 1 marqueur
=3 0 marqueur
w 100-4
E 2 P F
: 80— E 154 w 1009 3
+ = 3 m
@ + o 80
c%7 & o § 104 © 3 k
E 60
= o H
* 404 = 5} 3
- & c
& 2 s L 407
= o & 504
5 20 iy = 201
+ 20 +
I - o E S
[=] o
E 0- & 0= = 0- E ® (]
[¥] ¢ @ & & )
B3 . w&'q é\'e" ;‘_\bo 60(‘ \e_(‘ Qe'i‘
& Qé‘ ¢ & & &
Q- &
& @ ¢ & & ®
& N &
& & &
> ¢ < T r
Q‘ < CR patients (10} Progressing patient (8)

Figure 1. Etude des populations immunitaires dans le sang circulant des patients
LLC-B. (A) Projection des clusters (définis par FlowSOM) sur une représentation UMAP,
sur tous les échantillons concaténés. (B) Distribution générale des échantillons des patients
en réponse compléte (CR) ou en progression. (C) Projection de I'expression de différents
marqueurs de populations sur UMAP. (D) Proportion des différents types immunitaires
aprés analyses supervisées. CD8+ T cells: CD3+TCRgd-CD8+CD4- ; CD4+ T cells :
CD3+TCRgd-CD8-CD4+, Treg cells : CD3+TCRgd-CD8-CD4+Foxp3+ ; gd T cells:
CD3+TCRgd+, mono/macrophages : CD3-CD11c-CD163+; NK cells : CD3-CD7+CD56+;
DC: CD3-CD163-CD11c+ . (E) Proportion de LT CD8+ naives, epuisées et cytotoxigues.
(F) Analyse booléenne de I'expression de checkpoints inhibiteurs par les LT CD8+.
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Figure 2
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Figure 2. Expression des checkpoints sur les sous-types T et NK. Histogrammes montrant la
proportion de cellules exprimant le checkpoint indiqué, en fonction du statut de réponse
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Conclusion

Ces ¢études préliminaires dans la LLC démontrent tout d’abord la faisabilité de notre approche
de cytométrie spectrale dans une autre pathologie que les PTCL nodaux. De fagon importante, il faut
noter que 1’étude du sang circulant a présenté beaucoup moins de difficultés d’acquisition ou d’analyse

que les tissus lymphoides.

Ces résultats sont pour ’instant préliminaires et une analyse plus approfondie des différents
clusters de cellules est requise, notamment concernant les analyses non supervisées. Toutefois, il
semble que globalement, le statut des LT, NK et cellules myé¢loides, ne soit par fortement impacté par

la rechute au traitement. Briévement, cela pourrait étre di a différents parameétres :

- Les LT et NK, continuent d’étre impactés par 1’Ibrutinib via la modulation d’ITK, alors que les
LB ne répondent plus a I’inhibition de BTK (via des mutations dans BTK ou de sa cible en aval
PLGC2) (529).

- Notre analyse se limite aux PBMC, il est possible que des altérations des compartiments T/NK
soient observées dans la moélle osseuse ou les tissus lymphoides.

- Les patients ont été prélevés des le diagnostic de rechute, il est donc possible que des altérations

puissent étre détectées plus tard dans le temps.

A ce jour, I'immunothérapie dans la LLC s’est concentrée sur 1’utilisation d’anticorps ciblant
les cellules tumorales (anti-CD20 notamment, plus récemment bi-spécifiques CD3/CD19) et de CAR-
T cells anti-CD19 (520,527,528). Nos données présentent un phénotype exhaustif de I’expression des
différents checkpoints, et suggerent une immunostimulation possible, par exemple 1’inhibition de
TIGIT, fortement exprimé dans les différentes sous-populations, ou la déplétion des cellules CTLA-
4", comme nous avons pu le proposer dans les PTCL nodaux. L’analyse approfondie de ces paramétres
en fonction du temps, ainsi que des tests fonctionnels ex-vivo et 'utilisation de modeles in vivo,

pourraient soutenir cette stratégie.
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DISCUSSION

Le décryptage des mécanismes orchestrant les réponses immunitaires face aux cellules
cancéreuses a permis au cours des derniéres décennies, le développement de nouvelles thérapies anti-
tumorales toujours plus efficaces. Cependant, malgré certains progres, I’immunothérapie dans les
PTCL nodaux est encore largement inefficace. Une des étapes importantes dans cette compréhension
consiste a documenter la distribution et le phénotype des populations immunitaires, afin de comprendre
quelle population cellulaire et/ou quelle molécule de surface peut étre exploitée au profit des patients ;
il existe un manque évident de connaissances sur ces paramétres dans les PTCL. Notre projet visait
donc a accroitre notre connaissance du microenvironnement des AITL et des PTCL-NOS, en termes
de phénotype profond des cellules immunitaires, afin d’identifier des éventuels défauts et découvrir

des potentielles cibles thérapeutiques.

L. Une technique innovante d’étude du microenvironnement

immunitaire

A notre connaissance, il s’agit de la premiere étude ayant analysé le microenvironnement
tumoral d’AITL et PTCL-NOS au niveau protéomique par cytométrie spectrale. Cette technologie, en
comparaison a la cytométrie de flux conventionnelle, présente ’intérét d’un plus grand nombre de
marqueurs analysés sur un méme échantillon avec une meilleure résolution par suppression du signal
d’autofluorescence (530). Ceci est un avantage certain au vu du nombre limité de cellules analysables
dans les échantillons tumoraux. Elle présente par rapport a la cytométrie de masse, un colit moins
important et un nombre de cellules analysées plus important (530). De méme en comparaison aux
analyses d’ARN-seq, elle a I’intérét d’analyser 1’expression protéique et non celui de I’ARN avec une

résolution unicellulaire, et de ce fait de mettre en évidence les protéines réellement exprimées.

Bien que révolutionnaire dans le domaine de la cytométrie, la mise au point de notre panel a
nécessité du temps de conception (531): sélection des cibles et des fluorochromes ; titrage ;
vérification ; validation. L’une des autres difficultés présentées par cette technique résidait dans les
algorithmes de déconvolution qui ont nécessité¢ des ajustements afin d’obtenir des compensations

correctes.
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[I.  Une ambiance générale altérée

Nos premicres analyses ont permis de mettre en évidence des perturbations générales dans les
populations cellulaires immunitaires au sein des PTCL. Ainsi comme attendu les échantillons
tumoraux présentaient une réduction des LB au profit des LT (500). Nous avons fait le choix lors de
la confection de notre panel de cytométrie de nous intéresser plus particulierement au LT. De ce fait
notre panel ne permettait pas une investigation profonde des LB. Leur réduction n’exclut pas leur
ciblage car ils peuvent soutenir les cellules tumorales (532,533). En effet, de par leurs interactions avec
les LT TFH de mani¢re physiologique dans les organes lymphoides et lors de la formation des TLS
dans les cancers, leur role dans les PTCL, notamment AITL aurait intérét a étre investigué (271). Dans
une ¢étude récente, une baisse d’expression de CD73 et de CXCRS sur les LB dans ’AITL a été
constatée (500). De plus la présence fréquente de LB EBV', parfois clonaux, avec une valeur
pronostique, est un argument en faveur de leur potentielle implication (71). La description de rechute
ou de progression de lymphome initialement AITL sous la forme de lymphome B argumente une

interaction entre ces cellules (534).

Comme il a pu étre proposé dans d’autres cancers, nous n’avons pas retrouvé d’inversion du
rapport CD4"/CD8" au sein du pool des LT dans le PTCL (495,497). Cela pouvant en partie s’ expliquer
par la nature des cellules tumorales de nos échantillons, qui étaient toutes CD4" et étaient sujettes a

une probable prolifération incontrolée.

Concernant les autres types cellulaires, on pourra noter que la distribution des NK entre les
populations CD56#" (associées a la production de cytokines) et CD56%™ (fortement cytotoxiques)
ne semble pas altérée par rapport aux amygdales contrdles. Ceci est en opposition avec d’autres cancers
comme le myélome multiple, ot une perte des CD56%™ a été décrite (535). Toutefois une partie de ces
NK expriment des checkpoints inhibiteurs comme TIM-3, TIGIT ou LAG-3 (article 1, figure 4),
suggérant une possible perte de fonction qu’il serait intéressant de mesurer. Les DC quant a elles
¢taient augmentées de maniere significative dans les 2 types de PTCL. Dans les AITL étant donné la
prolifération décrite des FDC cela n’est pas surprenant (13), en revanche pour les PTCL-NOS, I’impact

des DC n’est pas décrit dans le soutien tumoral et pourrait étre étudi¢ de maniere plus approfondie.

Dans cette analyse générale des cellules de nos échantillons, notre analyse non supervisée par
clusterisation en fonction des marqueurs d’expression caractéristiques de ces différents sous-types
cellulaires, a permis de séparer efficacement les échantillons tumoraux des amygdales (Figure S1B).

Certes 1’¢échantillon 13 était classé avec les amygdales, mais il s’agissait d’un patient dont les cellules
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tumorales exprimaient fortement le marqueur CD20 des LB, le rapprochant de la haute densité en LB
des amygdales. Ceci établit bien la nature tumorale des échantillons et renforce 1’idée de perturbations
immunitaires dans ce contexte. On pourra notamment noter la ressemblance générale entre les PTCL
AITL/TFH et les PTCL NOS en comparaison des échantillons non-tumoraux. Il existait bien des
différences dans la clusterisation significatives entre les 2 types, mais qui représentaient un cluster
fortement présent chez un seul patient. De ce fait notre clusterisation automatique n’a pas permis de
séparer les échantillons TFH des échantillons NOS en fonction de 1I’expression des marqueurs typiques
des grandes sous populations immunitaires. Ceci suggere que, bien que les AITL et les NOS
constituent deux entités différentes du point de vue pathologique et pronostique, leur impact sur
I’homéostasie immunitaire est relativement similaire. Toutefois, on pourra souligner 1’hétérogénéité
inter-individuelle dans les deux types de PTCL, suggérant la possibilité de thérapies personnalisées

pour ces pathologies.

[II. Cellules T conventionnelles et tumorales : une frontiére

incertaine

Nous nous sommes ensuite intéressés aux cellules T CD4" conventionnelles et de ce fait aux
cellules tumorales. Concernant les AITL, comme nous avons pu en discuter dans 1’introduction leurs
cellules tumorales sont dérivées des LT de phénotype TFH (34). En tant qu’organe lymphoide
secondaire, il existe des cellules TFH au sein des amygdales. De maniere intéressante notre algorithme
de clusterisation a permis a partir des marqueurs des LT CD4" et des checkpoints de séparer les
échantillons d’AITL des amygdales, démontrant une différence de phénotype des LT CD4"
conventionnels. Les différences de densité des clusters entre les amygdales et les AITL a permis de
mettre en évidence que les cellules TFH au sein des AITL ne sont phénotypiquement pas les mémes
que les cellules TFH des amygdales. Elles pouvaient exprimer des marqueurs aberrants tel que CD10,
et perdre I’expression de marqueurs pan-T tel que CD7, comme décrit dans la littérature (20). Elles
présentaient un état hautement activé comme en témoigne la répression de 1’expression de CD45RA
et I’expression de nombreux points de contréle (marqueur de type TFH et autre TIM-3, LAG-3 ou

0X40).

Néanmoins, 1’'une des limites de notre étude est que nous n’avons pas été capables avec
certitude d’identifier les cellules tumorales au sein de ces cellules TFH, bien que la plus part puissent
étre tumorales. La perte d’expression du CD7 ou I’expression aberrante de CD10 peut renforcer cette

identification mais en I’absence de certitude, nous prenons le risque d’une sur-interprétation en
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incluant des cellules tumorales qui n’en sont pas ou inversement. Cette difficulté est par exemple
représentée dans deux échantillons d’AITL (figure 5). Pour le premier cas (figure 5A) les clusters de
cellules tumorales semblent évidents, avec une perte d’expression de CD7, une expression d’ICOS et
une forte expression de PD-1. En revanche pour le deuxiéme cas (figure 5B) cette identification est
hasardeuse, en effet il existe plusieurs clusters potentiels avec une expression hétérogene de PD-1,
ICOS et CD7. Tous ces clusters pourraient représenter des cellules tumorales, mais sans certitude. La

clusterisation non supervisée ne les a pas hiérarchisés au méme endroit.
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Figure 5. Identification des cellules tumorales difficiles.
(A-B) Heatmap représentant la distribution non supervisée des cellules immunitaires autres que les LB au sein de deux
échantillons d’AITL distincts. Les clusters encadrés représentent les potentielles cellules tumorales.

Une ¢étude du Memorial Sloan Kettering observe un niveau d’expression de PD-1 plus fort par
les cellules tumorales par rapport aux autres cellules TFH au sein des AITL, indiquant que ce niveau
d’expression pourrait permettre d’identifier les cellules tumorales (28). De notre c6té nous n’avons pas
high

retrouvé de population PD-1 "#" au sein des échantillons ou en comparaison aux amygdales (figure 6),
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et ce marqueur ne nous a pas permis de différencier les cellules tumorales des autres cellules TFH avec
certitude. Il n’est pas exclu que I’ensemble de cellules PD-1" au sein de nos échantillons soient toutes
des cellules tumorales et que le niveau d’expression de PD-1 dans les amygdales ne soit pas

représentatif de celui des cellules TFH des ganglions sains.

Type PTCLAITL (10) Type PTCL:Amygdale (5)

count
count

BV786-A | PD-1 BV786-A | PD-1

Figure 6. Niveau d'expression de PD-1 au sein des AITL et Amygdales.

Cette incapacité d’identification des cellules tumorales était majorée dans les PTCL-NOS. En
effet, bien que la perte ou la réduction des marqueurs pan-T puissent apporter un argument dans leur
identification, 1’absence d’autre marqueur phénotypique spécifique n’a pas permis leur

reconnaissance.

Cette limite technologique refléte bien la difficulté de pouvoir isoler les cellules tumorales des
PTCL en I’absence de NGS avec séquengage du TCR ou d’identification de mutation telles que RHOA
ou TET2 (42,55,536). L’une des solutions récemment développées pour la cytométrie en flux est
I’anticorps liant TRBCI, c’est-a-dire I’un des deux domaines constants de la chaine B du TCR (537).
Cependant cet anticorps peut reconnaitre tout développement clonal T qu’il s’agisse ou non d’une
population tumorale. Ainsi il peut reconnaitre potentiellement les populations clonales antitumorales
se développant dans le microenvironnement résultant de 1’activation immunitaire des LT « normaux ».
De méme, certains clones de LT présentent de faible niveau d’expression de TRBC1 faussant sa

négativité. Cette technique nécessite également de nombreuses mises au point, dont le niveau de
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sensibilité d’une population clonale, ayant relevé la présence de clones chez des patients sains. Une
des solutions pour contourner ce probléme serait donc d’utiliser une technologie combinant

ADN/ARN et protéine, comme le CITE-Seq par exemple.

IV.  Une immunosuppression généralisée dans le PTCL

Le role des Treg dans les PTCL est encore débattu (498,499)... bien qu’il s’agirait du seul
cancer (a I’exception de quelques cancers colorectaux) dans lequel I’accumulation de Treg ne serait
pas délétere. Contrairement a certains rapports (499), nous avons observé dans nos échantillons une
augmentation de leur proportion par rapport aux amygdales. De maniere intéressante les Treg présents
étant majoritairement CD45RA et T-cell factor 1 (TCF1) négatifs, étaient donc activés, suggérant une

immunosuppression active (292).

Nous savons que l'issue du cancer est généralement liée a la qualité des réponses des
lymphocytes T CD8". Celles-ci sont souvent atténuées dans le TME, notamment par 1'acquisition d'un
phénotype épuisé se définissant par ’accumulation de 1’expression de marqueurs inhibiteurs
(293,315,538). Dans le PTCL, nous avons pu mettre en évidence un changement de distribution des
sous-types des lymphocytes T CD8" du TME dans les AITL et les PTCL-NOS. En effet, il y a une
perte des cellules naives (CD45RA"TCF17GzmB") qui devraient étre retrouvées dans un ganglion
lymphatique. De plus la plupart des lymphocytes T CD8" dans I'AITL et le PTCL NOS expriment au
moins un checkpoint inhibiteur, et un enrichissement trés important des LT CD8" exprimant au moins
3 marqueurs inhibiteurs a été mis en évidence. Plus de 30% des LT CD8" exprimaient au moins 3
checkpoints inhibiteurs pour moins de 10% dans les amygdales. Ces résultats soulignent un probable
épuisement de ces LT. En effet, des analyses in vitro de LT CD8" de patients, spécifiques du mélanome
ont montré que ceux co-exprimant PD-1 et TIM-3 étaient non fonctionnels par rapport au LT CD8"
n’exprimant que PD-1 ou aucun des ces 2 checkpoints (328). Leur production de cytokines de type
IFN-g, TNF et IL-2 était réduite. Ces résultats suggerent qu'un processus d'épuisement actif pourrait
avoir lieu dans les tissus du PTCL. Ceci est conforme aux observations faites chez des patients atteints
de TCL cutané et d'autres lymphomes non hodgkiniens (539-541). Néanmoins, il est important de
noter que notre étude se limite a une description phénotypique et non pas fonctionnelle, ce qui empéche
de tirer des conclusions définitives quant a I’épuisement des CD8". Deux types d’expériences auraient
pu étre envisagés si nous avions eu acces a plus d’échantillons et surtout a un plus grand nombre de

cellules par échantillons :
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- une mesure de la prolifération et de la capacité fonctionnelle in vitro, des CD8" de PTCL en

comparaison a des CD8" de donneurs sains (328).

- une analyse du profil épigénétique des CDS8", par exemple par ATAC-Seq (Assay for
transposase-Accessible Chromatine with high-throughput sequencing). Il a en effet été¢ montré
que I’épuisement est caractérisé par une signature d’ouverture/fermeture de la chromatine trés

spécifique (542).

Cette association de I’expansion des LT Treg activés et des LT CD8" au profil phénotypique
épuisé suggere qu'une forte immunosuppression se produit dans les PTCL nodaux soulignant la

possibilité et la nécessité de stratégies d’immunothérapies dans ces conditions.

V.  Des cibles potentielles : choisir I'élu ?

Comme nous ’avons discuté en introduction, I’une des difficultés dans le développement des
immunothérapies ciblant les checkpoints, quel que soit le cancer, est leur expression hétérogéne sur
des populations cellulaires aux fonctions antagonistes dans la lutte antitumorale. De plus une autre
difficult¢ s’ajoute dans le cadre des lymphomes T : la possible action a double tranchant de ces
immunothérapies. Elles peuvent a la fois agir sur les cellules du microenvironnement tumoral et sur
les cellules tumorales elles-mémes. Les résultats discordants des anti-PD-1 dans les PTCL et les ALL-
T , avec D’observation d’hyperprogression, en sont la preuve (508-511). C’est pourquoi outre la
description des états des cellules immunitaires dans le PTCL, I'un de nos objectifs était d'identifier des
molécules de points de contrdle exploitables, c'est-a-dire les récepteurs de surface exprimés par les

cellules T cytotoxiques et/ou les cellules NK mais pas par les cellules malignes et Treg, ou vice versa.

A.  Duplicité et fourberie

Comme attendu PD-1 était fortement exprimé par les différentes sous-populations cellulaires,
ne représentant pas une cible attrayante et pouvant expliquer I'hyperprogression détectée chez certains
patients suite au blocage de PD-1. Les mémes constatations en termes d’expression ont été faites pour
d’autres checkpoints. Nous avons observé que TIGIT et TIM-3 étaient largement exprimés a la fois
par les cellules tumorales, les Treg et les cellules antitumorales (cellules T CD8", cellules NK). Cette
large expression pourrait annuler le potentiel thérapeutique dans les PTCL, des anticorps bloquants
actuellement en cours de développement clinique dans les tumeurs malignes solides et hématologiques

(543).
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B. Des alliés potentiels chez I’ennemi

En revanche, d’autres marqueurs de surface présentaient une expression spécifique. La
premicere cible d’intérét que nous avons identifiée fut CTLA-4. Tout d’abord il est intéressant de noter
que dans une cohorte d’AITL et d’ALCL, I’analyse d’ARN-seq a identifié la surexpression de CTLA-
4 comme marqueur de mauvais pronostic sur la SG (544). Ensuite dans notre étude son expression
était beaucoup plus élevée sur les LT CD4" (comprenant les cellules tumorales et les cellules Treg)
que sur les autres sous-ensembles, dont les CD8" et NK. CTLA-4 peut donc représenter une cible
thérapeutique attractive pour le traitement des PTCL. Cependant pour cela, en tant que checkpoint
identifi¢ comme inhibiteur, les AcM ne devraient pas lever cette inhibition dans ces cellules mais
induire leur déplétion. Plus précisément, cela nécessiterait I'utilisation d’anticorps monoclonaux
déplétant grace a I'utilisation de molécules IgG1 optimisées pour I’ADCC et la phagocytose a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCP) (545). Concernant les AcM anti-CTLA-4, leurs
roles et effets chez la souris semblent bien compris. Il a ét¢ démontré dans des études murines
précliniques que ’activité de ces AcM était due a la déplétion sélective des Treg intra-tumoraux via
I’ADCC et dépendamment des macrophages exprimant le récepteur Fcy (299). Cependant 1’effet
déplétant chez I’homme des AcM anti-CTLA-4 actuellement utilisés en clinique, notamment
I’Ipilimumab et le Tremelimumab, est largement débattu et ce malgré qu’ils puissent se lier au
récepteur Fc et induire ’ADCC (300-302,546). Plusieurs équipes travaillent a optimiser les différents
AcM et notamment les anti-CTLA-4. Ainsi différentes stratégies ont été utilisées pour créer des mAb
IgG1 anti-CTLA4 dotés de fortes propriétés d’ADDC et d’ADCP et/ou de fortes capacités de dépletion
des Treg médiés par le récepteur Fcy (547,548). Ces AcM ont démontré dans des modéles précliniques
une plus grande capacité de déplétion sélective des Treg et une plus grande capacité a provoquer une
immunité antitumorale (547,548). Des essais cliniques précoces sont en cours chez I’homme dans les
tumeurs solides avancées. Ces AcM méritent une attention particuliére pour le traitement du PTCL et
devraient étre testés. Il est a noter, de facon surprenante, que 1’inhibition/déplétion de CTLA-4 n’a pas

été testée dans le PTCL a notre connaissance.

Deux autres ciblent présentent un intérét de par leur expression restreinte aux Treg et LT
conventionnels : ICOS et OX-40. Notamment ICOS qui était retrouvé a la surface d’environ 50% des
Treg et 70% des LT conventionnels. Nos résultats viennent soutenir 1’observation d’une expression
forte d’ICOS par les PTCL AITL/TFH (26). Or il a ét¢ démontré que MEDI-570, un mAb IgGl
afucosylé anti-ICOS, induisait une déplétion des LT CD4" exprimant ICOS sans dépléter les LT CD8"
totaux chez le singe cynomolgus (303). Récemment les résultats de I’étude de phase précoce

NCT02520791, évaluant MEDI-570 dans le cadre de PTCL en R/R, ont été publiés (507). 23 patients
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ont été inclus dont 16 AITL et 1 PTCL-TFH. Le traitement a été bien toléré sans toxicité limitant la

dose (DLT) et le TRG dans le groupe AITL était de 44% avec une réduction des LT CD4" ICOS".

A ce jour et a notre connaissance, les mAb OX-40 en cours de développement ont une fonction
agoniste et ne devraient pas étre recommandés pour le traitement du PTCL. En revanche le

développement d’AcM déplétant devrait étre envisagé.

Ces résultats sont encourageants pour le futur des PTCL. En effet nos résultats démontrant
I’expression de maniére spécifique de cibles sur les cellules tumorales et les Treg associés aux résultats
de leur possible déplétion et des premiers résultats cliniques de MEDI-570 sont autant d’arguments en

faveur d’une telle stratégie.

En plus de ces agents ciblant les lymphocytes T, il est intéressant de discuter de NKG2A.
Comme décrit dans d’autres situations dans la littérature, nos résultats ont retrouvé que son expression
¢tait largement limitée aux cellules NK (549). Les AcM anti-NKG2A bloquants, actuellement en
évaluation clinique dans les cancers solides, entrainent une levée d’inhibition de ces cellules
cytotoxiques et un controle des tumeurs dans les modeles précliniques murins (549). Ils pourraient

représenter une future voie thérapeutique dans le PTCL.

C. CD39 : un avenir prometteur

Comme nous en avons discuté en introduction 1'action combinée du CD39 et du CD73, qui
conduit a la production d'adénosine, a été largement décrite pour ses fonctions immunosuppressives
favorisant les tumeurs dans les cancers solides (550). I1 a été constaté que I’inhibition du CD39
revigorait 1’activité des lymphocytes T cytotoxiques dans des modeles précliniques de mélanome ou
de sarcome, entre autres (551). L'expression de CD39 était également augmentée dans différentes
hémopathies malignes, y compris les cancers dérivés des lymphocytes T tels que I'ATLL ou le
syndrome de Sézary (SS) (552,553). Il a été¢ démontré qu’'une expression ¢levée de CD39 était associée
a un mauvais pronostic dans les DLBCL et le myélome multiple (554,555). L'expression de CD39 sur
les lymphocytes T était corrélée a la gravité de la maladie chez les patients atteints de LLC (556). En
raison de cette association avec la progression tumorale, le potentiel thérapeutique de I’inhibition du
CD39 a été testé dans les cancers du sang. Par exemple, les anticorps ciblant CD39 ont potentialisé
I’efficacité thérapeutique du transfert de lymphocytes T dans un modele humanisé de lymphome a
cellules B (557), tandis que ’ARL67156 et le POM-1, deux inhibiteurs de I’ectonucléotidase ayant

une forte affinité¢ pour CD39, ont amélioré la fonction des lymphocytes T dans les échantillons de

130



patients atteints de lymphome folliculaire et de myélome multiple (555,558). L’inhibition de CD73 ou

d’A2AR a augmenté la prolifération des lymphocytes T non tumoraux dans le SS in vitro (559).

Dans notre étude nous révélons que CD39 est fortement exprimé dans les PTCL notamment
par les LT alors qu’il est principalement exprimé par les DC et NK dans les PBMC et amygdales
saines. Son expression était trés enrichie dans les LT CD8" activés par rapport au LT CD8" naifs. De
plus son niveau d’expression s’est avéré pronostic dans notre cohorte de 43 patients présentant un
AILT. Cependant sa valeur pronostique ne sortait qu’apres optimisation du cut-off d’expression de
CD39 par les LT via une analyse de la courbe ROC, en partie probablement du fait de la forte
expression de CD39 sur les CD8" dans la majorité des échantillons de notre cohorte d’AITL, comme
le montre la figure 7. Une évaluation sur une cohorte de validation externe s’avere nécessaire afin de

valider sa valeur pronostique.
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Figure 7. Niveau d'expression de CD39 sur les lymphocytes T des AITL en IHC.

Ces données suggérent une activité immunosuppressive de CD39 dans les PTCL en étendant

désormais ses propriétés tumorales aux PTCL et qu’il pourrait représenter une cible prometteuse. Dans
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ce cadre nous avons effectué des tests in vitro de prolifération et de cytotoxicité des cellules issues de
biopsies de PTCL nodaux (n=4) en présence d’ATP +/- d’inhibiteur de CD39 (ARL-67156) (figure 8).
L’ajout de I’inhibiteur a permis d’augmenter significativement la prolifération des LT CD8" (figure 8
A-B) et de restaurer leur cytotoxicité, reflétée par leur production de GZMB, a la limite de la
significativité. Il s’agit de premiers résultats prometteurs in vitro du potentiel d’inhibition de CD39.
Cependant il convient de vérifier ces résultats et d’investiguer de maniére plus approfondie 1’impact
de ce ciblage sur les LT conventionnels et plus spécifiquement sur les LT tumoraux. En effet dans nos
tests nous n’avons pas noté d’augmentation de la prolifération des LT conventionnels, mais nous

n’étions pas capables, comme discuté précédemment, d’identifier les cellules tumorales.
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Figure 8. L'inhibition de CD39 restaure la prolifération et la cytotoxicité des LT CD8* des PTCL nodaux.

in vitro de cellules en suspension marquées au CellTrace Violet (CTV) de biopsie de PTCL nodaux (n=4), 2 expériences
distinctes, en présence d’adénosine triphosphate (ATP) +/- d’inhibiteur de CD39 (ARL-67156). (A) Mesure du CTV des LT
CD8* et (B) calcul du cycle de division moyen des LT CD8*. (C) Mesure de I'expression du GZMB par les LT CD8*.

Nous proposons donc que 1'expression de CD39 puisse étre évaluée par IHC et/ou cytométrie
en flux en tant que facteur pronostique dans I'AITL. De plus, les patients atteints de PTCL pourraient
bénéficier des agents bloquant le CD39 actuellement en cours de développement clinique pour d'autres

cancers (476).
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VI.  Conclusion et perspectives

En conclusion notre étude met en lumiére un changement du microenvironnement dans les
PTCL nodaux de type AITL et PTCL-NOS, avec une accumulation de LT CD8" au profil épuisé et de
Treg, au détriment des LB, argumentant une possibilité et une nécessité de cibler et de lever ces défauts
via les immunothérapies. Notre étude révele différentes cibles potentielles telles que CTLA-4, ICOS
et OX40 dont I’expression par les cellules tumorales et les Treg nécessiterait 1’utilisation d’AcM
déplétant, et révele des cibles a éviter tel que PD-1. Enfin elle étend le role pro tumoral de CD39 au

PTCL et indique son possible ciblage thérapeutique et son utilisation en tant que marqueur pronostique.

Comme nous avons pu en discuter, notre étude présente une limite majeure, intrinséque a la
cytométrie, dans I’incapacité a identifier avec certitude les cellules tumorales au sein des LT CD4"
conventionnels. Bien que les LT CD8" ont longtemps été considérés comme 1’élément majeur de
I’immunité antitumorale, I’implication des LT CD4" conventionnels est de plus en plus mise en avant
(229). Outre I’intérét pour I’étude des LT CD4" « normaux », un autre élément important qui
apporterait une identification certaine de la population tumorale serait la possibilité¢ d’identifier une
cible exprimée essentiellement par celle-ci. En effet a I’heure actuelle cela représente un frein
important dans le développement d’autres thérapies et notamment les CAR T-cells dans les PTCL. En
effet le fratricide est I’'un des facteurs limitant, face auquel des stratégies sont ¢laborées tel que le
développement de CAR restreint a un domaine de la chaine  du TCR (514). Nous pourrions également
envisager le développement de CAR T-cells exprimant en sus un récepteur inhibiteur qui reconnaitrait
une protéine exprimée par les cellules T normales et non exprimée par les cellules tumorales, par

exemple les marqueurs dont elles perdent 1’expression comme CD7.

Notre étude s’est limitée a des analyses ex vivo et in vitro, des études in vivo sont nécessaires.
Le développement récent de différents modeles murins, basés sur les anomalies moléculaires
retrouvées chez les patients (57,58,63,64), présentés dans 1’introduction a la section [.B.2.b)(3)e), avec
des caractéristiques d’AITL, devrait permettre d’étudier rapidement les cibles potentielles que nous
proposons. De méme le couplage de ces modeles aux modeles de souris humanisées CD39/CD73
pourra permettre des essais précliniques des AcM bloquant cette voie (551). Il serait particulierement

G177 spécifiquement dans les LT CD4" des souris

intéressant d’induire une mutation de Tet2 et Rhoa
humanisées CD39/CD73, par exemple via un knock-in par CRISPR/Cas9. Cependant les modeles
précliniques sont encore absents pour une grande majorité des PTCL. L’absence de modele a été

longtemps et reste encore un probléme dans I’étude préclinique des PTCL nodaux. Dans ces conditions

134



il est possible d’envisager des modeles de xénogreffe de tumeur provenant de patient chez des souris
immunodéficientes. Cependant le maintien des conditions du TME d’origine de ces mode¢les est

incertain (560).

D’autres nombreuses questions restent encore a ¢lucider. Nous nous sommes principalement
concentrés sur le phénotype profond des LT, or comme pour tout cancer le microenvironnement des
PTCL est constitué¢ d’'une multitude de cellules immunitaires. Ainsi comme nous avons commence a
en discuter précédemment il serait opportun d’étudier plus en profondeur le role des LB, des FDC et
des NK. Les premiers interagissent avec les LT TFH dans un contexte physiologique dans les AITL
ils semblent représenter un élément clé : charge EBV, prolifération clonale (71)... Pour les seconds,
les FDC, leur prolifération est spécifique des AITL et pourrait représenter un soutien a leur
développement (13). D’autant plus que I’équipe de Pritchett et al. a mis en évidence une augmentation
de I’expression de XCL2/XCL1 par les LT CD8" infiltrant les AITL, dont le récepteur est exprimé par
les DC et entre en jeu dans I’activité antitumorale médiée par les DC (500). Pour les troisiémes, notre
analyse s’est limitée a un seul récepteur NK, NKG2A, il serait nécessaire d’étendre 1’analyse du
phénotype et de la fonction des NK dans les PTCL et tout particulierement dans les AITL. En effet
I’équipe de Nicolas Dulphy a récemment montré que les mutations de TET?2 associées au syndrome
my¢lodysplasique, également retrouvaient dans les AITL, affectaient le phénotype et la fonction des
NK (561). Nous pourrions par exemple comparer le profil phénotypique (a I’aide d’une nouveau panel
de cytométrie), I’état de méthylation des genes clés de Iactivité cytotoxique des NK et de I’expression
des récepteurs NK, et 1’état fonctionnel des NK entre des amygdales, des AITL non mutés TET? et des
AITL mutés TET2. De méme nous pourrions via les modéles murins évaluer I’impact de 1’utilisation

d’agent hypométhylant sur le profil des NK.

D’autre part, notre étude ne permettait pas I’analyse des relations inter-cellulaires. En effet la
cytométrie nécessite 1’utilisation de cellules en suspension pour marquage et analyse. Or de
nombreuses études récentes indiquent que c’est I’impact des cellules immunitaires au contact des
cellules tumorales qui joue un réle primordial (562). Il existe donc une nécessité d’étude spatiale du
microenvironnement immunitaire dans les PTCL. Ainsi il serait intéressant d’utiliser des techniques
multiparamétriques de protéomique (CODEX) et de transcriptomique (Nanostring GeoMX et
Nanostring SMI) spatiale déja mise au point dans d’autres types de lymphome tel que le lymphome T
cutané (562—-564).

Enfin, notre étude s’est limitée a 1’analyse d’échantillons au diagnostic et la taille restreinte de

la cohorte FACS n’a pas permis de comparaison entre les patients répondeurs au traitement de premiere
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ligne par rapport aux non répondeurs. Une cohorte plus large permettrait de détecter les différences de
statut des LT et d’expression de checkpoint entre les patients chimio sensibles et les autres. De méme
une comparaison entre 1’état du microenvironnement au diagnostic et a la rechute permettrait
I’identification des mécanismes d’échappement et les marqueurs potentiels a cibler en association au

CHOP de 1% ligne.

En résumé, mes travaux de these révelent une forte perturbation immunitaire dans les
lymphomes T et indiquent un certain nombre d’axes de recherche pour améliorer le diagnostic, le suivi

et le traitement des PTCL nodaux.
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Simple Summary: Cancer outcomes are often indexed to the quality of the immune response to the
tumor. Among immune cells, Foxp3™ regulatory T cells (Treg cells) are potent inhibitors of cancer
immunity, and their presence within solid tumors is generally associated with a poor prognosis.
Thus, understanding how Treg cell identity is controlled, is of utmost importance for the development
of novel anti-cancer therapies. In this review, we summarize the current knowledge on the different
intracellular pathways involved in the programming of Treg cell homeostasis and functions in
cancer. We also highlight the therapeutic approaches aiming at targeting these regulators to enhance
anti-tumor immunity.

Abstract: Extensive research in the past decades has highlighted the tight link between immunity and
cancer, leading to the development of immunotherapies that have revolutionized cancer care. However,
only a fraction of patients display durable responses to these treatments, and a deeper understanding
of the cellular and mechanisms orchestrating immune responses to tumors is mandatory for the
discovery of novel therapeutic targets. Among the most scrutinized immune cells, Forkhead Box
Protein P3 (Foxp3)* Regulatory T cells (Treg cells) are central inhibitors of protective anti-tumor
immunity. These tumor-promoting functions render Treg cells attractive immunotherapy targets,
and multiple strategies are being developed to inhibit their recruitment, survival, and function in the
tumor microenvironment. In this context, it is critical to decipher the complex and multi-layered
molecular mechanisms that shape and stabilize the Treg cell transcriptome. Here, we provide a
global view of the transcription factors, and their upstream signaling pathways, involved in the
programming of Treg cell homeostasis and functions in cancer. We also evaluate the feasibility and
safety of novel therapeutic approaches aiming at targeting specific transcriptional regulators.

Keywords: regulatory T cells; cancer; transcription; immunotherapy

1. Introduction

Forkhead Box Protein P3 (Foxp3)* regulatory T (Treg) cells compose 5-20% of the total CD4* T
cell pool. Their primary and most described function is to maintain immune tolerance and prevent
autoimmunity at all time [1]. This is illustrated by the systemic autoimmune syndrome observed in
Scurfy mice and Immunodysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X-linked (IPEX) patients who
carry mutations in Foxp3 and after the ablation of Treg cells in young and adult mice [2-5]. In addition,
through their multiple mechanisms of suppression, Treg cells are involved in the inhibition of a wide
variety of immune responses, ranging from infection to cancer immunity [6]. Studies conducted in
preclinical murine models have established the deleterious function of Treg cells in cancer. Indeed,
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genetic and antibody-mediated depletion of Treg cells enhances tumor immunity and reduces tumor
burden in many settings [7,8]. These conclusions have been largely confirmed in cancer patients,
where the accumulation of Treg cells in the blood and tumor tissues is generally indicative of poor
prognosis, though several exceptions, such as colorectal cancer, have been identified [9]. Because of this
deleterious facet, the development of therapies aiming at modulating Treg recruitment, accumulation,
and function in the tumor microenvironment is an area of extensive investigation in the field of cancer
immunotherapy. As a prominent example, anti-Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4)
antibodies, the first approved checkpoint-blockade therapy for cancer, were shown to exert their
beneficial effects in cancer by decreasing Treg cells in mouse models [10], though the relevance of this
mechanism in patients is still under debate [11,12]. The effect of Programmed Death-1 (PD-1) blockade
on Treg cells and its contribution to therapeutic efficacy is also under scrutiny (reviewed in [13]).
Interestingly, it was suggested that PD-1 inhibition on Treg cells may contribute to the hyperprogressive
disease observed in a number of patients with gastric cancer [14]. Together, this demonstrates the
central role of Treg cells in cancer immunotherapy. Cutting-edge technologies now provide scientists
with the ability to comprehend the complexity of Treg cell populations and their molecular regulation
to highlight additional therapeutic targets.

2. An Overview of Treg Cell Subsets and Their Transcriptional Regulation

The existence of different flavors of Treg cells underlies their large panel of functions. First, Treg cells
can either develop in the thymus (tTreg) or differentiate in peripheral lymphoid tissues from naive
conventional (Tconv) cells (pTreg cells and their in vitro relatives, iTreg). To date, whether these
two populations rely on shared or distinct transcription factor activity remains unclear. The proper
development of Treg cells relies on a large number of transcriptional and epigenetic regulators, either for
their survival or for the expression of Foxp3 or its stabilization. These mechanisms have been largely
deciphered elsewhere [15,16], and we will therefore focus our review on the transcriptional regulation
of mature Foxp3* Treg cells.

Treg cell subsets can also be defined based on their activation status. Whereas naive-like Resting
cells (rTreg) are primarily found in lymphoid tissues, engagement of the T-Cell Receptor (TCR) and its
co-stimulation partner CD28, as well as members of the Tumor Necrosis Factor Receptor SuperFamily
(TNERSFs), drives the maturation of rTreg cells to a highly immunosuppressive Activated subset (aTreg
cells, also known as effector eTreg cells) [17]. aTreg cells migrate to non-lymphoid tissues, where they
maintain tissue homeostasis and potently suppress ongoing immune responses. In particular, aTreg
cells are highly abundant in the tumor microenvironment and express a large panel of immune
checkpoints (i.e., inhibitory and stimulatory surface receptors), making their regulation an important
aspect in the development of immune checkpoint-blockade therapies [18,19] (Figure 1).

CCR7 ICOS
KLRG1 I TIGIT
CcDe2L l
- T-bet
Foxp3* TCR/CD28/TNFRSF Foxp3* Cytokines - GATA3
dIeg NE-kB Y EGE ny aTreg specification gg?{t
IRF4 cD103 ' ‘ PD-1 PPARY
CD44 CTLA4
FOXO 1 BATF
E2A JunB
HEB Blimp 1
I Homing and activation markers Myb

N Co-stimulation/inhibition receptors

Figure 1. Activation steps of regulatory T cells (Treg cells) and their transcriptional regulation.
The figure depicts the main transcription factors involved in the programming and maintenance of
Treg cell subsets and highlights the expression of a numbers of surface receptors being targeted in
cancer immunotherapy.
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This immense regulatory power is under tight transcriptional control. Foxp3 is the master
transcription factor of Treg cells, as it provides them with their suppressive function and largely
establishes their transcriptomic pattern [20,21]. Moreover, Foxp3 can interact with a myriad other
transcriptional regulators, thereby enabling potent repression or activation of gene expression [22,23].
Downstream of the TCR/CD28/TNFRSF signaling cascades, a number of transcription factors are
essential for the specification of the aTreg subset. Briefly, Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4),
Myb, and Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) seem to kick-start
the aTreg specification program [24-27], whereas Basic Leucine Zipper Transcription Factor (BATE),
B-lymphocyte-induced maturation protein 1 (Blimp1), JunB, and Myb are then required to establish
and maintain the aTreg landscape [24,28]. Importantly, negative regulators of the aTreg program
have been described, such as Forkhead Box protein O (Foxo) or E-protein transcription factors [29,30].
At a more advanced level of differentiation, aTreg cells can acquire the expression of tissue- or
microenvironment-induced transcription factors historically linked to the polarization of Tconv cells
into Thelper (TH) subsets. Indeed, T-Box Expressed in T cells (T-bet), GATA Binding Protein 3 (GATA3),
Retinoic Acid Receptor (RAR)-related Orphan Receptor (ROR)yt, and B-Cell Lymphoma 6 protein
(Bcl6), hallmarks of TH1, TH2, TH17, and T follicular helper cells, respectively, can also be expressed
by aTreg cells and contribute to the diverse and highly adaptive functions of this population [31].
This precise molecular regulation of Treg cell identity has major implications for the regulation of
cancer immunity that we will now emphasize.

3. Signaling Pathways and Transcription Factors in Treg Cells in Cancer

3.1. Foxp3

Because of its critical function in shaping the Treg cell transcriptome and function, Foxp3 itself
is an attractive target for cancer immunotherapy. Several groups have identified small-molecule
inhibitors able to impair Foxp3 nuclear translocation dimerization or its interaction with known
partners such as Nuclear Factor of Activated T-cells (NFAT) [32-34]. Interestingly, all these inhibitors
had a significant therapeutic effect on syngeneic murine tumors when administered with a peptide
vaccine or anti-Programed cell Death 1 (PD-1) checkpoint-blockade therapy. However, one of the
major obstacles to further developing such therapies is the expression of FOXP3 by non-Treg cells
in humans [35,36]. In recent years, alternative strategies have aimed at targeting Foxp3 cofactors or
other pathways, transcription factors, and epigenetic regulators involved in Treg cell biology in cancer;
these will be the focus of this review.

3.2. IRF4

Irf4 (encoding IRF4), whose expression in T cells is driven by TCR engagement, is important
in many aspects of CD4" and CD8" T-cell biology [37]. In addition, IRF4 is one of the master
regulators of aTreg generation [24] and was described as critical for the maintenance of peripheral
immune homeostasis. Indeed, conditional ablation of Irf4 in Treg cells leads to a multifocal and lethal
autoimmune disease [38]. More recently, it was shown that IRF4 expression also defines the activated
subset of tumor-infiltrating Treg cells in patients with lung cancer and may even regulate the human
aTreg phenotype [39]. Furthermore, this tumor-promoting function was demonstrated in mice with
tamoxifen-induced ablation of Irf4 in Treg cells, which display reduced growth of transplanted colon
adenocarcinoma [39]. Because IRF4 may also promote T conv cell exhaustion [40], it is emerging as a
promising target in cancer.

3.3. The Complex Functions of the PI3K/AKT/Foxo Axis

Induced in T cells by CD28 engagement among other signals, the Phosphoinositide 3-Kinase
(PIBK)/AKT signaling cascade is well recognized for its critical role in the activation of the Mammalian
Target of Rapamycin (mTOR) complex, which serves as a central metabolic rheostat. Aside from this
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function, AKT also phosphorylates the Foxol transcription factor, promoting its exclusion from the
nucleus. The function of this axis in Treg cells, especially in the context of cancer, has been under
scrutiny in recent years. Historically, it was shown that Treg cells have impaired AKT and mTOR
activity, suggesting that the pathway could be expendable or even deleterious for their homeostasis.
In support of this latter hypothesis, genetic disruption or chemical inhibition of the phosphatase
Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) that leads to exacerbated activation of AKT, drives the
conversion of Treg cells into Tconv cells and a significant arrest in tumor growth [41]. Similar results
were found upon Treg-restricted ablation of the Neuropilin-1 surface receptor, which normally triggers
PTEN recruitment [42,43]. However, at odds with this conclusion, ablation of the PI3K p1100 isoform in
Tregs, also leads to major delays in the growth of several types of cancers [44,45]. Administration of the
p1100-selective inhibitor PI-3065, as well as other PI3K and AKT inhibitors, has a marked therapeutic
effect in preclinical models [44,46]. Similarly, another p1106 inhibitor was shown to strongly inhibit
human Treg cell proliferation and function in in vivo assays [47].

Together, this suggests that a balanced activation of the PI3K/AKT pathway is mandatory for the
proper suppression of anti-tumor responses by Treg cells. In line with this, both the inactivation and
constitutive activation of Foxol in Treg cells (using Foxo1°* and non-degradable Foxo1“A/CA
respectively), lead to multifocal autoimmune syndromes [30,48]. However, Foxo1“** mice expressing

constructs,

only one copy of the transgene, do not develop autoimmunity but mount strong anti-tumor immune
responses, resulting in reduced tumor growth in spontaneous and transplanted cancer models [30].
This could be attributed to a reduced accumulation of Treg cells in the tumor microenvironment.
Specifically, Foxol, while important for the initiation of Foxp3 expression, is actually an inhibitor of the
aTreg cell program. Consequently, Foxol1“* Treg cells fail to upregulate aTreg genes and to migrate to
the tumor tissue. In conclusion, even though growing evidence highlights the PI3K/AKT/Foxo axis as
an attractive therapeutic target for cancer immunotherapy, one should be cautious when it comes to
the specificity, the duration, and the dose—effect of this type of treatment.

3.4. Helios

Helios, encoded by Ikzf2, is a member of the Ikaros family of transcription factors and expressed
by Treg but not Tconv cells in mice [49]. It was originally described that the expression of Helios could
be enriched in mouse tTreg when compared to pTreg, though this finding was later debated [50,51].
In addition to this phenotypic hallmark, Helios also supports the identity of Treg cells. Germline
deletion or conditional ablation of Ikzf2 in Treg cells leads to a multifocal autoimmune syndrome
detectable from 5 to 6 months of age. Indeed, Treg cells from these animals are present in normal
numbers but exhibit impaired suppressive functions in vivo [49,52]. Consequently, melanoma and
colon adenocarcinoma growth is significantly delayed in mutant mice [53]. This is associated with an
unstable phenotype consisting of enhanced expression of inflammatory cytokines, such as Interferon
(IFN)y or Granzyme B, by tumor-infiltrating Helios-deficient Treg cells [54]. It was also proposed that
the expression of Helios by human Treg cells may promote leukemic cell survival and angiogenesis in
in vitro assays [55]. Overall, and because it is mainly expendable for Tconv cell function [56], Helios
represents an attractive target for cancer immunotherapy. Consistently, it was proposed that agonistic
anti-Glucocorticoid-Induced TNFR-Related protein (GITR) antibodies may exert their anti-tumor
functions by down-modulating Helios expression in Treg cells [53].

3.5. Eos

Eos (encoded by Ikzf4), another member of the Ikaros family, is also critical in Treg cell biology. Eos
is highly expressed by Treg cells, although in vitro stimulated Tconv cells can express substantial levels of
the protein, and physically interacts with Foxp3 to help mediate Foxp3-mediated gene repression in Treg
cells [57,58]. Eos is mainly expendable for Tconv cell function in vivo [58]. In contrast, Ikzf4 knock-down
or knock-out drives loss of numerous Treg-specific genes and expression of Tconv-associated genes [57].
Consequently, mice with conditional ablation of Ikzf4 in Treg cells develop a lymphoproliferative and
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autoimmune syndrome starting 3 months after birth [59]. This loss of in vivo functionality also leads
to impaired suppression of anti-tumor immunity, as shown by the increased T-cell infiltration and
function and reduced burden of colon cancer in mutant animals [59].

3.6. The Nr4a Family

The Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A (Nr4a) family of orphan nuclear receptors is composed
of 3 members encoded by Nr4al (Nur77), Nr4a2 (Nurrl), and Nr4a3 (Norl). In T cells, Nr4a expression is
induced by TCR signaling in a dose-dependent manner. Interestingly, the expression of the 3 proteins is
higher in Treg than in Tconv cells, likely because of the supposedly high autoreactivity of Treg cells [60].
Mechanistically, Nr4a proteins largely regulate the expression of Foxp3 itself and of Treg-signature
genes [61,62]. Nr4a-deficient Treg cells express many inflammatory genes of the TH1 and TH2
(but not TH17) signatures, in particular because Nr4a directly represses the 114 locus [63]. Together,
these alterations lead to a loss of Treg suppressive function in in vitro assays. Moreover, conditional
ablation of the 3 receptors in total T cells almost leads to the complete absence of Treg cells and
drives a Th2-mediated lethal autoimmune syndrome early after birth [62]. A similar phenotype
was observed in mice with Treg-restricted ablation of all 3 receptors, while ablation of Nr4al and 2
only, was not sufficient to induce disease [63]. These unstable Treg cells are also poor suppressors of
anti-tumor immunity. Transplanted tumor growth is significantly reduced in Nr4al/2 double mutant
animals, in a CD8-T-cell dependent fashion [64]. Importantly, single deletion of Nr4al or Nr4a2 is not
sufficient to induce the phenotype, reinforcing the concept of major redundancy between Nr4a proteins.
In this line, an in vitro screening assay revealed that the chemotherapeutic agent camptothecin,
a topoisomerase inhibitor widely used in cancer care [65], is a potent inhibitor of Nr4a-induced
transcription [64]. Its administration, either alone or with a Cyclooxygenase-2 (COX2) inhibitor,
reduces tumor progression in syngeneic transplanted cancers, associated with reduced expression of
Nr4a-dependent, Treg-associated genes and enhanced Tconv cell function. Finally, in addition to this
effect on Treg cells, inhibition of Nr4a proteins also seems to salvage the dysfunctional state of exhausted
anti-tumor T cells, bestowing cells with potent anti-tumor properties [66,67]. Thus, by affecting both
Treg cells and exhausted Tconv cells, Nr4a proteins seem to be attractive targets in cancer therapy:.

3.7. Bach2

Broad Complex-tramtrack-bric a brac and Cap’n’collar Homology 2 (Bach2) is a transcription
factor of the Basic Leucine Zipper (bZip) family. Bach2 competes with Activator Protein-1 (AP-1) family
members such as Jun and Fos and promotes the repression of AP-1 target genes, thereby restraining
the terminal differentiation of CD8" T cells and reducing II2 expression in CD4" T cells [68,69].
Bachz? is also critical for the development and homeostasis of Treg cells. Its germline deletion drives
systemic lethal autoimmunity in adult mice, associated with reduced Treg cells in the periphery [70,71].
Mechanistically, Bach2 was shown to prevent excessive activation of the rTreg pool by limiting the
sensitivity to TCR signals, repressing aTreg-associated genes, and limiting cell apoptosis. For instance,
Bach? restricts the transcription of IRF4 target genes such as Positive Regulatory Domain Containing 1,
with zinc finger domain (Prdm1) (encoding Blimp-1), allowing the long-term maintenance of rTreg cells
and enabling their suppressive activity [72]. Bach2 expression is stabilized at the protein level by
SUMO-specific Protease 3 (SENP3), which directly deSUMOylates Bach2 and prevents its nuclear
export [73]. This central function has major implications in cancer immunity, since tumor growth
is significantly delayed in Bach2-null mice transplanted with melanoma or thymoma cells, which is
associated with reduced Treg cell accumulation in the tumor [74]. Similarly, conditional Bach2 or Senp3
ablation in Treg cells leads to enhanced anti-tumor immunity and delayed progression of transplanted
colon cancer and melanoma, respectively, demonstrating a Treg-cell-intrinsic function of Bach2 in
cancer [73,75].
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3.8. E-Proteins and Their Inhibitor of DNA Binding (Id) Counterparts

E-proteins are transcriptional activators and repressors, the activity of which is inhibited by Id
proteins. The E-proteins E2A and HEB inhibit the transition to the aTreg cell state [29]. Consequently,
conditional ablation of E2A and HEB in mature Treg cells, leads to the accumulation of highly
suppressive aTreg cells in the periphery [29]. Conversely, Treg-restricted deletion of Id2 and Id3 drives
lethal autoimmunity in mice [76]. Paradoxically, forced expression of Id2 in Treg cells enables mice to
mount strong anti-tumor immune responses, with reduced melanoma growth and Treg cell numbers
in the tumor bed [77]. This puzzling observation underlines the need for further analyses on the
maintenance of the Treg pools through a balance between E-proteins and Id proteins.

3.9. STAT3

As the downstream signaling module of many cytokines and soluble factors, Signal Transducer
and Activator of Transcription-3 (STAT3) appears to be an important regulator of Treg cell accumulation
and function in cancer. Together with STAT5, STAT3 stabilizes Foxp3 expression in response to IL-2 [78];
IL-23-driven STAT3 activation in tumor-infiltrating Treg cells achieves the same phenotype [79].
Furthermore, STAT3 and Foxp3 co-operate to promote the suppression of Th17 immunity by Treg cells,
as demonstrated by the TH17-mediated intestinal inflammation observed in mice with conditional
ablation of STAT3 in Treg cells [80]. Inhibition of Janus Kinase 2 (JAK2), which phosphorylates
and activates STAT3, or STAT3 itself using a chemical inhibitor or antisense oligonucleotides,
respectively, reduces the growth of transplanted tumors in mice, associated with decreased Treg
cell frequencies [81,82]. However, it is unclear whether this therapeutic effect actually relies on Treg cell
inhibition in these settings. Indeed STAT3 is involved in the differentiation and function of many other
cell types, including TH17 cells that can be protective or deleterious in cancer, depending on the tumor
type (reviewed in [83]). Therefore, additional studies are required to elucidate the cell-autonomous
functions of STAT3 in Treg cells and other immune cells during cancer.

3.10. The NF-xB Pathway

In the last few years, the NF-kB pathway has emerged as a nexus regulator of Treg cell differentiation,
gene expression, and function in autoimmunity and cancer. NF-«B is a family of transcription factors
composed of 5 subunits that associate as homo- or heterodimers and all share a Rel Homology Domain
(RHD): NF-«kB1 (p105/p50, encoded by Nfkb1), RelA (encoded by Rela), and c-Rel (encoded by Rel)
of the canonical pathway and NF-«kB2 (p100/p52, encoded by Nfkb2) and RelB (encoded by Relb) of the
alternative pathway [84]. In T cells, the canonical pathway is classically activated by the engagement
of the TCR and its CD28 partner. Briefly, TCR/CD28 triggering leads to the activation of Protein Kinase
C, Isoform Theta (PKCO). Activated PKC6 phosphorylates Caspase Recruitment domain-containing
Membrane-Associated guanylate kinase protein-1 (Carmal), enabling the formation of the CBM complex
composed of Carmal, B-cell lymphoma/leukemia 10 (Bcl10), and Mucosa-Associated Lymphoid Tissue
lymphoma translocation protein 1 (Maltl). The CBM complex can then recruit the IkB kinase (IKK)
complex (composed of IKK«, 3, and ), which phosphorylates the Inhibitor of NF-kB (IkB) proteins to
relieve inhibition of NF-«kB1, RelA, and c-Rel subunits, allowing their nuclear translocation. Both the
canonical and the alternative pathway can also be activated by several members of the TNFRSF and
CD28 families, in an activation mechanism that involves the TNFR-Associated Factor (TRAF) family
of adaptors.

3.10.1. The Many Roles of NF-«B in Treg Cells

The alternative NF-kB pathway exhibits limited functions in Treg cell homeostasis. Conditional
ablation of Nfkb2, but not Relb, in Treg cells, leads to a mild lymphoproliferation and colon
inflammation [85]. Nfkb2-deficient Treg cells display a slight reduction in their suppressive function
and are mostly characterized by an increased expression of TH17-associated genes, including I/17a.
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In contrast, the canonical pathway is involved in many different aspects of Treg cell biology. The use of
Treg-restricted conditional ablation of the canonical pathway intermediates and subunits has revealed
the fundamental roles of NF-«kB in mature Treg cells in the periphery. Deletion of either Carmal, Bcl10,
Malt1, Ikbkb (IKKf), or Rela leads to a lethal autoimmune syndrome [86-90]. Interestingly, Rel mutant
mice display a milder, non-lethal inflammatory syndrome that only arises from >20 weeks of age [90].
This indicates a selective and differential contribution of each NF-«B subunit in the maintenance of
peripheral Treg cell homeostasis.

Importantly, these critical functions have a major impact in the context of cancer. Transplanted
melanoma growth is dramatically impaired in mice carrying a germline ablation or a Treg-restricted
ablation of Rel, butnot Rela [26]. Similar results were obtained when using conditional ablation of Carmal,
Bcl10, and Malt1 and transplanted models of melanoma, thymoma, or colon adenocarcinoma [86,88,89].
Mechanistically, CBM- and Rel-deficient Treg cells exhibit impaired expression of aTreg-associated genes
and accumulation in tumor tissues, while significantly increasing their expression of Tconv-associated
markers, in particular IFNy. This even leads to a dominant, Treg-cell-intrinsic anti-tumor function,
as the sole transfer of Carmal-deficient Treg cells into immunocompetent recipients, is sufficient
to reduce tumor growth in an IFNy-dependent manner [86]. Of note, the transcriptional program
of c-Rel- and Carmal-deficient Treg cells does not fully overlap. Moreover, the expression of an
TKKBCA transgene, that leads to the constitutive activation of p50 and RelA (but not c-Rel, personal
communication) fails to rescue the autoimmune syndrome in Carmal and Bc/10 mutant animas [86,89].
It is therefore possible that the function of the CBM complex, in this setting, may partially rely on
NEF-«B-independent functions.

These observations have led to the use of CBM, IKKf, and c-Rel inhibitors as therapeutic
agents in preclinical models of cancer, with encouraging observations. Administration of the Malt1
inhibitors mepazine or MI-2 significantly delays tumor growth when injected in a curative schedule,
alone or in combination with a tumor vaccine. The drug also sensitizes checkpoint-blockade-resistant
tumors to anti-PD-1 therapy [86,89]. Interestingly, mepazine was proposed to exert its anti-cancer
properties through the inhibition of c-Rel in human pancreatic cancer xenografts [91]. Consistently,
prolonged systemic inhibition of IKK( by the Kinase Inhibitor of NF-kB-1 (KINK-1) agent, though
ineffective when administered alone, potentiates the anti-cancer effect of a tumor vaccine in transplanted
melanoma [87]. Another well-known, though poorly selective, IKK inhibitor, curcumin, decreases the
number of intra-tumoral Treg cells in preclinical models of cancer [92-94], and enhances Th1 cells,
while decreasing Treg cells in patients with lung and colon cancer [95,96]. Finally, c-Rel inhibition
using the methylxanthine derivative Pentoxifylline (PTXF) or the selective c-Rel inhibitors, IT-603 or
R96A, significantly reduces tumor growth and synergizes with anti-PD-1/Programed cell Death Ligand
1 (PD-L1) therapy as well as doxorubicin [26,97-99]. Interestingly, it seems that most of these drugs,
in particular mepazine and PTXF, act through the destabilization of tumor-infiltrating Treg cells by
inducing their expression of effector cytokines, rather than by depleting the cells or directly perturbing
their inhibitory program.

3.10.2. NF-kB Is a Nexus Regulator of the Treg Cell Transcriptional Program in Cancer

In addition to these observations, it is interesting to note that not only does NF-«B directly
control many Treg-hallmark genes [90], but it also drives the expression of other transcription factors
and epigenetic regulators involved in the suppression of cancer immunity by Treg cells (Figure 2).
For instance, NF-kB controls the expression of Ikzf2 and Ikzf4 in a RelA- and c-Rel-dependent manner.
Enhancer of Zeste Homolog 2 (Ezh2), whose function will be detailed below, is a c-Rel-dependent gene in
T cells [100]. Similarly, expression of Bach2 and Irf4 is lost in c-Rel-deficient B cells [101,102], though
similar observations are currently lacking for T cells.
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Figure 2. Molecular programming of Treg cells in cancer. Different pathways and transcription

factors converge to maintain Treg cell identity in tumors, i.e., the expression of Activated Treg cells
(aTreg)-signature genes and the inhibition of inflammatory cytokine expression. Nuclear Factor
Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-«B), through its regulation of downstream targets,
occupies a central place in this program. A number of chemicals, natural products, and small-molecule
inhibitors with potent anti-tumor properties are also highlighted.

Collectively, canonical NF-«B and its upstream canonical pathway are of utmost interest for
cancer therapy. Of course, owing to the crucial role of NF-kB in cancer initiation, progression,
and dissemination [103], many attempts have been made to introduce NF-«B inhibitors into clinics [104].
However, the numerous adverse effects of these inhibitors originally tested in patients have eventually
discouraged this research [105]. For further developments in this field, it is thus important to keep in
mind that the specificity and safety of such drugs is mandatory for their clinical application. In light of
our recent reports demonstrating a selective contribution of each NF-«kB subunit to different aspects of
Treg cell biology, an attractive option may be to specifically inhibit c-Rel instead of targeting general
upstream regulators. No severe adverse effects of the c-Rel inhibitor PTXF (commercialized as Trental)
were reported when administered to humans [106]. The recent description of potent and apparently
safe c-Rel inhibitors further advocates for such a use [97,99].

4. Epigenetic Programing of Treg Cells in Cancer

In addition to the regulation of Treg cell biology by transcription factors, their identity is also
linked to the activity of a number of epigenetic regulators, with implications for their targeting in cancer.
Among these regulators, the histone methyltransferase EZH2, is a prime determinant of Treg
activity. As part of the Polycomb Repressive 2 (PRC2) complex, EZH2 represses gene transcription
through the addition of H3K273™¢ marks. Importantly, in T cells, Ezh2 expression is enhanced by CD28
signaling, in a c-Rel-dependent manner [100]. Foxp3 and EZH2 have been shown to co-localize on
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Treg-associated gene loci, providing a possible mechanism for the repressive activity of Foxp3 [107].
Conditional ablation of Ezh2 in Foxp3™* cells drives a spontaneous lethal inflammatory syndrome
linked to Treg cell instability. Moreover, Ezh2-deficient naive T cells display an impaired ability to
form Foxp3* iTreg cells in vitro [108,109]. In addition, these unstable Treg cells are poor suppressors of
anti-tumor responses, as conditional knock-out (KO) animals show impaired growth of transplanted
melanoma colon, prostate, and bladder tumors, associated with enhanced T-cell infiltration and
function in the tumor microenvironment [110,111]. Conversely, Treg-restricted ablation of the H3K27
demethylase Jumanji domain-containing protein D3 (Jmjd3), increases tumor growth [110]. This set of
data is of particular interest, as the efficacy of small-molecule inhibitors of EZH?2 for the treatment of
cancer is currently under investigation [112]. In support of such strategies, EZH2 inhibitors reduce
tumor progression and synergize with anti-CTLA4 therapy in a T-cell-dependent fashion [111,113].
Another layer of epigenetic regulation is the critical role of Histone Deacetylases (HDACs) in Treg cell
identity. Four different classes of HDACs are known to repress gene expression and protein stability in
various ways and can therefore be either beneficial or deleterious for Treg cells [114]. The class I HDAC
inhibitor Entinostat, currently under investigation in different types of cancer, was shown to decrease
Foxp3 expression in vitro and in vivo [115]. Similarly, chemical inhibition or genetic ablation of REST
Corepressor 1 (Rcor 1) in Treg cells that leads to disruption of HDAC1 and HDAC?2 activity, promotes
the expression of inflammatory cytokines by Treg cells, and impairs their ability to suppress anti-tumor
immunity [116]. Finally, it was shown that genetic ablation of the histone/protein acetyltransferase
p300 specifically in Treg cells, delays the growth of transplanted tumors, while autoimmune symptoms
remain mild and non-lethal [117].

Together, these studies argue in favor of the importance of epigenetic regulation in Treg cells
during cancer. It is interesting to note that many of the inhibitors tested in the above studies do not
seem to affect anti-tumor Tconv cells, revealing Treg-cell-specific requirements for EZH2 or p300 in
Treg genome architecture and gene expression. Because many epigenetic modulators are currently
tested in the clinics [118], this provides an additional rationale for their use as Treg-cell-targeting agents
in cancer immunotherapy.

5. Shared Mechanisms of Treg Cell Reprogramming in Cancer

It can appear surprising that so many individual transcription factors and pathways exhibit
non-redundant functions in Treg cells during cancer. One explanation may reside in the following
common observation: whereas the number of Treg cells and/or their function remains generally
intact or only slightly impacted, their stability and their “identity” is largely impaired. Specifically,
the conversion of rTreg into aTreg and/or the stability of the aTreg subset is deeply affected by ablating
the CBM/NEF-«B axis or upon constitutive activation of Foxol [26,30,86]. More interestingly, discrete
alterations in transcription factors and upstream signals lead to a common increase in the expression
of major inflammatory cytokines. Specifically, Carmal, Rel, Nrp1, Ezh2, Senp3, and Ikzf2-null Treg all
produce appreciable amounts of IFNy and/or TNF in the tumor microenvironment [26,43,53,73,86,110]
(Figure 2). This transformation into anti-tumor cells was nicely demonstrated with Carmal-deficient
Treg cells, the transfer of which was sufficient to delay tumor growth in recipient animals [86].
Hence, this highlights Treg “reprogramming” as a relevant and dominant approach to improve
anti-tumor immunity [119].

6. Challenges on the Path toward Cancer Therapy

We have now at our disposal an exhaustive list of transcription factors involved in
Treg-cell-mediated suppression of anti-tumor immunity. Although this highlights many possible
molecular targets, there are still a number of challenges that must be considered if we are to apply
these discoveries to cancer therapy.
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6.1. Missing Pieces of the Puzzle

Despite the extensive and thorough knowledge on Treg cell regulation in cancers described above,
this obviously remains incomplete. It is likely that other transcriptional regulators will be described
in the near future as important for tumor immunosuppression and as putative therapeutic targets.
The specific function in cancer, of many master regulators of Treg cell identity and differentiation,
has not yet been investigated. For example, the Interleukin-2 (IL-2)/Signal Transducer and Activator of
Transcription 5 (STAT5) axis is critical for Treg cell differentiation and function [120,121], but its role in
cancer has not been formally evaluated yet. Downstream of the TCR/CD28 signaling, NFAT is integral
for the transcriptional landscape of Treg cells [122]. AP-1 transcription factors, in particular JunB, seem
to be involved in the specification of aTreg cells [28]. Similarly, the role of Blimpl, a central hub of
aTreg cell identity, remains unknown in cancer immunity [123].

It is important to note that many of the studies described in the above sections, used the Foxp3°®
mouse strain as a model to investigate Treg cell autonomous functions of given genes. In recent
years, it has been largely demonstrated that expression of Cre recombinase can occur in Foxp3~
non-Treg cells. This stochastic activity of the Foxp3 promoter—and “leaky” expression of the Foxp3“™
allele—may lead to recombination of the loxP-flanked regions in other immune cells that are involved in
cancer immunity, such as CD4" Tconv, CD8" T cells, and also myeloid cell subsets [124-126]. Therefore,
it would be of the greatest interest to reevaluate some of the functions that were attributed to the sole
activity of transcription factors in Treg cells. Different models can be proposed and are already in
use: the Foxp3cre-ert2
duration of Cre activity [127]; the comparison of results obtained with Foxp3“¢ and other strains such
as CD4® or germline ablations; or the reconstitution of immunodeficient mice with wild-type and
mutant immune cell subsets.

In addition, our knowledge will undoubtedly be improved by the implementation of large-scale
screening technologies. For instance, three recent studies have used genome-wide and pooled Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) screen approaches, to identify unknown
elements involved in the maintenance of Foxp3 expression and Treg cell identity both in murine

strain that allows tamoxifen-inducible ablation of floxed genes, which limits the

and human cells [128-130]. These reports have highlighted a series of novel pathways, such as
ubiquitin ligases and deubiquitinases, chromatin remodelers, and transcription factors; in particular,
Loo et al. nicely demonstrated that ablation of the Bromodomain-containing protein 9 (Brd9) subunit
of the non-canonical BRG1/BRM Associated Factors (BAF) complex, impaired Foxp3 expression and
reduced Treg cell function, leading to enhanced tumor immunity and delayed growth of transplanted
MC38 colon adenocarcinoma cells [129]. The quantity of data brought by modern technologies such as
CRISPR screens will be invaluable for the discovery of unique or shared molecules that can be targeted
to impair Treg cells specifically in tumors.

6.2. Avoiding Autoimmunity

Immune-related adverse events, in particular autoimmunity, are among the main complications
of the checkpoint-blockade cancer therapies anti-CTLA-4 and anti-PD-1. In patients, CTLA-4 blockade
often leads to severe autoimmune symptoms, in particular colitis. Although PD-1/PD-L1 blockade
generally induces milder complications, thyroiditis is a frequent complication [131]. Mechanistically,
there are commonalities between the two treatments: both the engagement of CTLA-4 and PD-1 drive
the recruitment of the phosphatase SHP-2 (Src Homology region 2 domain-containing Phosphatase-2)
(and PP2A (Protein Phosphatase 2A) for CTLA-4), leading to impaired activation of the TCR/CD28
cascade through PIBK, MAPK, AP-1, and NF-kB [132,133]. Inhibition of either receptor leads to
enhance activation of the aforementioned pathways [133-135], which might thus be responsible for the
autoimmune symptoms. It is therefore of the utmost interest to understand the role of these signaling
cascades both in Treg and Tconv cells.

In addition, these symptoms are likely due to the stimulation of T cells not only at the tumor
site but also in peripheral tissues. An important step in the development of safe therapeutics would,
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therefore, be to identify targets that are restricted to the cancer microenvironment. It is noticeable that
in many instances, the same pathway or transcription factor can be involved in Treg cell function both
in the settings of cancer and tolerance to self. As described in Table 1, Treg-specific ablation of a single
gene can lead to pronounced autoimmune symptoms. In contrast, mice with conditional ablation of
Ikzf2, Pten, Rcor 1, or Rel, for instance, display no (or limited) signs of autoimmunity while enabling
enhanced tumor clearance, perhaps indicating “safer” therapeutic targets in terms of adverse effects.

Table 1. Autoimmune symptoms in mice with enhanced anti-tumor immunity. Models are ranked by
severity of the syndrome.

Protein/Family =~ Mouse Model Autoimmune Symptoms Lethality  Ref.
IKKp Foxp3°eIkbkb!/F Scurfy-like syndrome Yes [87]

From 1 month of age, spontaneous
Ezh2 FoxpL’»C“’EthF/F T conv cell activation and Yes [108]
tissue infiltration

From 6 to 8 weeks of age,
IRF4 Foxp3“eIrf4F/F spontaneous T conv cell activation Yes [38]
and tissue infiltration

From 6 to 8 weeks of age, progressive
Id proteins FoxpSCteIdZTg T conv cell activation and Yes [77]
tissue infiltration

From 6 to 8 weeks of age,
STAT3 Foxp3°eStat3H/F splenomegaly and Yes [80]
colon inflammation

From 3 months of age, spontaneous
Bach2 Bach2~/~ T conv cell activation and Yes [70]
tissue infiltration

From 10 weeks of age, spontaneous

P300 Foxp3creep3OOF/F T conv cell activation and n.d. [117]
tissue infiltration
Foxp3°Bcl10FF Scurfy-like syndrome Yes [89]

from 6 to 8 weeks of age, spontaneous
FoxpSCfeMaltlF/ C47124 T conv cell activation and n.d. [88]

CBM complex tissue infiltration
No detectable signs of autoimmunity
Foxp3°/*Carma1™/F (Foxp3<re/cre Carmal /¥ develop No [86]
Scurfy-like syndrome)
NF-kB FoxpSCteRelF/F Mild lymphoproliferation from No [90]

20 weeks of age

From 5 months of age, spontaneous
Helios Foxp3creIsz2F/ F T conv cell activation and No [52]
tissue infiltration

No detectable signs of autoimmunity
Foxol Foxp3Foxol1A/* (Foxo1CA/CA develop No [30]
lethal autoimmunity)

From 12 weeks of age, spontaneous

cre F/F
Pten Foxp3““PTEN T conv cell activation, kidney damage No [136]
Foxp3*PTEN!/F . ) )
(2nd construct) No detectable signs of autoimmunity No [41]
No detectable signs of autoimmunity
Nr4a Foxp3<®Nr4al"FNr4a2/F dKO  (Nr4al/3 dKO and Nr4al/2/3 tKO No [63]
develop lethal autoimmunity)
PI3K Foxp3°ep110d7/F No detectable signs of autoimmunity No [44]

n.d.: not described; dKO: double knock-out; tKO: triple knock-out.
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6.3. The Issue of Multiple Cell Type Targeting with a Single Agent

The vast majority of the studies described in Section 3 have used Treg-cell-restricted deletion of
gene(s) as models. However, it is obvious that many of these transcription factors and regulators also
are expressed by other cell types and may impact their function. To ensure the specificity and potency
of novel therapeutics, we should at some point obtain a global view of the molecular regulation of the
tumor microenvironment as a whole, i.e., assess the potential role of these pathways in other immune
cells, as well as in tumor and stromal cells. In some cases, small-molecule inhibitors may impair the
fitness of both Treg cells and tumor cells, thus exhibiting a double beneficial effect to restrict cancer
progression. This is clearly illustrated, for the various inhibitors of the NF-«kB pathway described
above. Indeed, in addition to their effect on Treg cell stability, mepazine, KINK-1, or PTXF have all
been shown to directly impair tumor cell proliferation, gene expression, and invasiveness [137-141].
However, it is important to keep in mind that signaling pathways and transcription factors can also be
expressed and required by anti-tumor immune cells, such as Tconv cells. Once again, this is the case
for NF-kB, well-described as a critical component of Tconv cell function in many settings, including
cancer [142-145]. This need for a global delineation of the different players is further illustrated by the
importance of the balance between Treg and Th17 cells in many cancer types [146]. Indeed, it appears
that the same pathways and transcription factors (e.g., STAT3, NF-«B, or Notch) can be involved in the
differentiation and function of both subsets. Thereby, important work remains to be done to dissect the
different cell types and mechanisms that can be triggered or targeted by a single agent. This could
lead to the use of Treg-cell-directed compounds, for instance, using antibody-drug conjugates that are
currently under development [145].

6.4. Mouse and Human Treg Cells: Commonalities and Divergences

Mechanistic understanding of the pathways involved in the suppression of tumor immunity
by Treg cells has required the use of mouse models. These have enabled the discovery of a myriad
therapeutic targets. Nevertheless, it is now essential to compare the expression of transcription factors
in murine and human Treg cells and to investigate whether these proteins exhibit similar or divergent
functions. This need is exemplified by the absence of consensus on the phenotype of human Treg cells.
For instance, FOXP3 can also be expressed by a subset of effector T cells [35,36]. In addition, even the
function of human Treg cells in promoting tumor growth is controversial or at least is dependent on
the type of cancer [9].

7. Conclusions

Different strategies can be considered to impair Treg cell “fitness” in cancers. Protocols aiming at
impairing their numbers (recruitment, expansion, survival, etc.) or their suppressive function (CTLA-4,
inhibitory cytokines, etc.) are under extensive investigation. The amount of literature described above
now suggests that by modulating the transcriptional profile of Treg cells, their potential instability
can be exploited in a therapeutic manner. Indeed, instead of depleting Treg cells, strategies aiming at
reprogramming Treg cells into anti-tumor cells deserve further development. It may seem optimistic
to find the “perfect” mechanism, i.e., a targetable pathway or transcription factor selectively involved
in human Treg (but not Tconv) cells, specifically in the tumor (but not normal tissues). However,
novel technologies, such as single-cell sequencing and CRISPR/Cas9 approaches, should help unravel
fundamental mechanisms in the biology of human Treg cells in cancer, and thus provide a strong
rationale for the use of modulators of the transcriptional process for cancer therapy.
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