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Chapl Les lymphocytes T y&

Introduction

Les années 60 sont considérées comme marquant les débuts de
limmunologie moderne, grace a des progrés incontestables de la recherche au
niveau technique. Par exemple, la découverte des propriétés de la PHA permettra la
culture in vitro des LT (Nowell, 1960), facilitant considérablement I'étude de ces
cellules. Dans les années 80, suite aux premiers balbutiements de la cytométrie de
flux (1" appareil breveté en 1971), et au développement de nouvelles méthodes
permettant la production d’Ac monoclonaux (Acm) (Schwaber and Cohen, 1973), la
recherche en immunologie moderne connait une véritable explosion. Grace a ces
nouvelles techniques, les chercheurs commencent a diviser et subdiviser les
« globules blancs » en sous-populations cellulaires toujours plus homogeéenes.

Au milieu des années 80, le clonage des génes TCR (T Cell Receptor) a et
TCRp est suivi de prés par celui d’'un géne de TCRYy (Saito et al., 1984) apportant les
premieres preuves de l'existence d'une lignée T différente de la lignée T af3. En
paralléle, une autre équipe isole des lymphocytes qui, parmi d’autres caractéristiques
étranges, expriment un TCR « alternatif » a la place du TCRap « conventionnel »
(Bank et al.,, 1986). Mais I'excitation accompagnant cette découverte retombe
rapidement lorsque le rdle des cellules yd apparait comme étant plus ou moins
redondant a celui des ap.

Par la suite, les Lymphocytes T (LT) yd se sont révélés étre une population
profondément hétérogene, possédant des caractéristiques tout a fait distinctes de
celles des LTaB. La recherche sur les LTyd a rencontré un regain d’intérét
extrémement prolifique ces derniéres années, générant une pléthore de nouveaux
concepts et de controverses... Actuellement, rares sont les aspects de la biologie des
LTyd qui ne sont pas sujets a débats. Aussi, ce chapitre ne prétend pas regrouper
'ensemble des données accumulées jusqu’a présent sur ces cellules, mais
seulement apporter quelques connaissances et rappels aidant a la compréhension
globale des éléments présentés dans ma thése.
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I Place des LTyd au sein de 'immunité transitionnelle

Le systéme immunitaire est généralement séparé en un systéme immunitaire
inné et un systeme immunitaire adaptatif, caractérisés par des effecteurs cellulaires,

des modes d’activations et des fonctions distincts.

1) L’immunité innée et adaptative

L'immunité innée (ou naturelle) est caractérisée par une réponse rapide, a
large spectre, immédiatement déclenchée lorsque lintégrité de l'organisme est
menacée. Elle constitue la premiére ligne de défense de l'organisme contre les
pathogénes, et est de ce fait, souvent associée aux tissus exposés au milieu
extérieur. Les défenses de I'immunité innée reposent sur différents éléments incluant
des barriéres anatomiques et physiologiques (peau, muqueuses, pH, température),
des molécules chimiques, et des effecteurs cellulaires tels que les macrophages, les
polynucléaires neutrophiles, les mastocytes, les cellules NK (Natural Killer) et les
cellules dendritiques (DC).

Suite a une perte d’intégrité de I'organisme, I'immunité innée, initiatrice de la
réponse immunitaire, induit trés rapidement une inflammation au niveau du site de
l'agression. Celle-ci se caractérise par une vasodilatation des capillaires
environnants, une augmentation de la perméabilité vasculaire et un recrutement local
de cellules immunitaires. Les cellules de I'immunité innée migrent rapidement vers
les sites inflammatoires (en quelques heures), et sont capables de contrdler la
plupart des agressions extérieures.

L'immunité adaptative, quant a elle, fait intervenir des mécanismes
immunologiques spécifiques qui se mettent en place en quelques jours en cas
d’échec de la réponse immunitaire innée. Elle consiste en I'amplification et la
différenciation de clones de LB et LT capables de cibler spécifiquement un antigéne
(Ag) donné du pathogéne, et d’y associer a une réponse adaptée au type d’agent
pathogéne a éliminer. L'immunité adaptative dispose d’'une mémoire immunitaire,
c’est-a-dire qu’'une réponse adaptative va aboutir, en plus de I'éradication de I'agent
pathogéne, a la génération de cellules spécifiques d’Ag de ce pathogéne, qui
persisteront a long terme, et permettront une réponse plus rapide et efficace en cas

de nouvelle rencontre avec cet Ag.
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2) L’immunité transitionnelle

Alors que les effecteurs de limmunité innée et de I'immunité adaptative
possedent des caractéristiques distinctes et des fonctions non redondantes, il existe
un 3° type deffecteurs qui partagent a la fois des caractéristiques innées et
adaptatives, et sont responsables de

réponses immunitaires qualifiees de

transitionnelles (table 1).

Ces lymphocytes particuliers (ex: iNKT, MAIT, LTyd), qualifiés de non-
conventionnels, innate-like, ou transitionnels, jouent un réle central dans la réponse
immunitaire, notamment dans le cas de défauts dans le déclenchement de la
réponse innée et/ou adaptative (ex: infection a mycobactéries, transformation
tumorale,...). Ces lymphocytes font partie de I'immunité adaptative par l'origine de
leur récepteur a I'Ag mais ils sont caractérisés par des modalités d’activation
généralement attibuées aux cellules de I'immunité innée (localisation, cinétique, Ag

reconnus,...) (table 1).

Les cellules de l'immunité transitionnelle partagent des caractéristiques

communes qui seront détaillées dans ce chapitre a travers I'exemple des LTyd.

Histoire évolutive

Ag reconnus

Récepteurs aux Ag

Restriction (molécules
présentatrices d’Ag)
Temps de réponse
Phénotype majoritaire

Localisation majoritaire

Effecteurs de I'immunité
innée

Ancienne (plusieurs billions

d’années)
PAMPs et DAMPs
conserves
PRR, non réarrangés,
conserves

Non restreint

immédiat
inné

Tissus muqueuses

Effecteurs de I'immunité

transitionnelle

Moderne (400  millions
d’années)
PAMPs/DAMPs ? a
identifier.

TCR/BCR, réarrangés mais
conservés/invariants

CMH non classique (NKT,
MAIT) ou non restreint
immédiat
préactivé/mémoire

Tissus muqueuses

Effecteurs de I'immunité
adaptative
Moderne (400  millions
d’années)

Ag extrémement divers

TCR/BCR,
extrémement variables
CMH classique (LT)

Non restreints (LB)

réarrangés et

retardé
naif

périphérie

Table 1 : Caractéristiques des effecteurs de I'immunité transitionnelle

PAMP, Pathogen Associated Molecular Pattern ; DAMP, Danger Associated Molecular Pattern ; PRR,
Pattern Recognition Receptor; TCR, T Cell Receptor; BCR, B Cell Receptor; CMH, Complexe

Majeur d’Histocompatibilité ; LT, Lymphocyte T ; LB, Lymphocyte B.
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Il. Evolution, diversité et développement des LTyd

Dans ce chapitre consacré aux LTyd, de la nomenclature utilisée pour définir
les génes de TCRy®d sera celle de Heilig et Tonegawa (Heilig and Tonegawa, 1986)

pour la souris, et de Lefranc et Rabbitts (Lefranc and Rabbitts, 1990) pour 'homme.

1) Conservation/diversité inter-espéce des LTyd

a- Définition des LTyd par leur TCR

Tous les LT sont caractérisés par un récepteur de cellules T hétérodimérique
appelé TCR. A la différence de celui des LTaP constitué de chaines TCRa et TCR,
le TCR des LTyd est constitué de chaines TCRy et TCRd. Ces chaines subissent
des mécanismes de recombinaison somatique V(D)J similaires a ceux des chaines
TCRa et TCR, et sont divisés en sous-populations généralement caractérisées par
les régions variables (segments géniques Vy et VO) utilisées lors de la

recombinaison somatique de leurs chaines TCRs.

b- Conservation des génes TCR y et d entre les primates

L’étude comparative des génes codant pour le TCRyd avait révélé
d’'importantes similarités et différences entre 'homme et le chimpanzée (Sturm et al.,
1992). Plus récemment, I'équipe d’E. Adams a réalisé une étude comparative
exhaustive du répertoire de segments géniques V, D, J des locus y et & de 5
espéces de primates humains et non-humains (Homo sapiens, Pan troglodytes,
Pongo pygmaeus, Macaca mulatta et callithrix jacchus), représentant 5 points de
divergence au travers du régne des primates, au cours d’une évolution de prés de 45
millions d’années. Cette étude, dont le but était de comprendre l'origine des
pressions évolutives ayant modelé le répertoire yd et de mieux appréhender la
nature des ligands reconnus par les LTyd, a montré que des mécanismes
évolutionnaires distincts semblent avoir agit sur les loci y et & primates (figure 1). En

effet, les segments géniques du locus ® ont été globalement conservés, tandis que



Intro Chapl 11

les segments du locus y ont subi une extréme diversification au cours de I'évolution
de la lignée primate. Seuls les génes Vy9, 10, 11 ont été relativement bien
conservés. Par ailleurs, des analyses génétiques poussées montrent que certains
segments géniques portent la signature d’'une forte sélection dans les régions codant
pour les boucles CDR (Complementarity Determining Region)1 et 2, probablement
dues a une co-évolution avec un ligand de TCR (Kazen and Adams, 2011).
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Figure 1 : Arbres phylogénétiques des génes codant pour les régions variables des TCRy3.
Liens phylogénétiques existant entre les segments V& (A) et Vy (B) des primates Homo sapiens
(Hosa), Pan troglodytes (Patr), Pongo pygmaeus (Popy), Macaca mulatta (Mamu) et callithrix jacchus
(Cala), et quelques uns de leurs homologues murins (Mumu). Les intervales de confiance sont
indiqués pour la plupart des branches. Les groupes de génes les plus fiables apparaissent en couleur.
Une échelle de distance est indiquée pour chaque arbre. (Kazen and Adams, 2011)

c- Peu/pas de conservation entre primates et rongeurs

Certains génes Vd murins apparaissent comme homologues a des génes de
primates (Clark et al., 1995; Kazen and Adams, 2011). Par exemple, les quatre
génes DV6 murins sont homologues au gene V31 primate, le géne DV4 au V32, et le
DV5 au V&3 (figure 1). A l'inverse, les génes Vy murins sont trés peu conservés
avec les primates, et seul les génes TRGV1, 2, 3, et 4, sont clairement homologues
au géne Vy11 primate (Huck et al., 1988; Kazen and Adams, 2011). Ainsi, les LTyd
humains n'ont pas d’orthologues chez la souris, en accord avec l'absence de

corrélations fonctionnelles évidentes entre les LTyd de ces deux espéces.
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2) Conservation/diversité intra-espéce des LTy

a- Répertoire des LTy et diversité combinatoire restreinte

Chez 'hnomme, le locus & est inclu dans le locus a, sur le chromosome 13
(figure 2A). Il n'existe que trois vrais génes Vo (Vd1, V32, Vd3), mais dans quelques
rares cas, certains segments Va peuvent étre utilisés dans le réarrangement des
chaines 9, donnant lieu a des dénominations Vo particulieres : Vo4 (Va14), Vo5
(Va29), Vo6 (Va23), Vo7 (Va36), et Vo8 (Va38) (Kazen and Adams, 2011). Le
répertoire Vy, situé dans le locus y sur le chromosome 7, comporte douze génes Vy,
parmi lesquels seuls sept sont décrits comme fonctionnels (Vy1, Vy5P, Vy6, Vy7 et
Vy10 sont des pseudogénes). Cette faible diversité est également reflétée par le
nombre de segments J, a la fois pour le locus y et le d (5 et 4 respectivement).

A Iocus y humain (chromosome 7) B
V}f J)" Cy ‘JY CY
—t — —
1 2 3 4 5 P8 7 8 A 8 10 B 11 P1P 1 ct JP2 J2 2 },5 01,5
Jl I |+1ﬂ I B + I I I | I I I l homme souris homme souris
—5ke Vs 3(+5Va) 11 Var 47 23
Dé 3 2
locus o/d humain (chromosome 13) Js 4 2 Jo 58 61
. I » s 1 1 Ca 1 1
;:( P [=] =4
= K 153 s 3 3 1 vy 7 7 VB 54 31
_ n» DB 2 2
Jy 5 4 JB 14 14
Cy 2 4 CcB 2 2

D&t D&2

Figure 2 : Organisation des loci et diversité des génes TCR y et 3.

(A) Organisation génomique des loci TCRy et TCR®, respectivement situés sur les chromosomes 7 et
13 chez 'homme. Les pseudogénes sont représentés en blanc (psi). Le locus d est inclut dans le
locus a. (Hochstenbach and Brenner, 1990). (B) Nombre de genes disponibles pour le réarrangement
somatique V(D)J des TCRaf et yd, chez 'homme et la souris. Chez 'homme, cinqg segments Va
peuvent étre incorporés a la place de segments V& (+5Va) durant le réarrangement des génes 9,
augmentant d’autant leur diversité. Adapté de (Allison et al., 2001)

Ainsi, chez 'homme comme chez la souris, les LTyd ont un répertoire
relativement restreint de segments géniques V D et J utilisés pour le réarrangement
TCRyd, comparé a la diversité significative des loci a et 3 (Lefranc et al., 1999)
(figure 2B), et a conduit a I'hypothése que cette diversité restreinte reflétait la
conservation des protéines du Soi reconnues par les TCRyd (Janeway and
Medzhitov, 1998).
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b- Diversité jonctionnelle théorique fabuleuse des TCRyd

En contraste avec le petit nombre de segments géniques Vy et Vo utilisés, le
réarrangement V(D)J des génes TCRyd est caractérisé par I'insertion de segments D
multiples (Elliott et al., 1988). Par ailleurs, ces segments peuvent étre incorporés
dans un sens ou dans l'autre, et chez 'homme, la plupart des cadres de lecture ne
contiennent pas de codons stop. La spécificité antigénique des récepteurs de
limmunité adaptative est majoritairement portée par trois boucles d’acides aminées
appelées CDRs, formant une surface de contact entre le TCR et son ligand (figure
3). L'ensemble des paramétres intervenant lors de la recombinaison V(D)J font de la
chaine CDR30 la boucle d’acides aminées la plus longue et la plus diverse de tous
les récepteurs de l'immunité adaptative (Rock et al., 1994). La disparité entre la
faible variabilit¢é des domaines V codant les boucles CDR1 et 2 et l'incroyable
diversité potentielle de la boucle CDR3d crée un véritable dilemne pour la prévision
des Ag reconnus par ces TCRs. Dans le cas ou la reconnaissance est centrée sur le
CDR30, certains TCRyd pourraient s’avérer capables de reconnaitre des Ag
hypervariables de la méme maniére que les TCRaf ou les BCRs. Dans le cas
contraire, les TCRyd reconnaitraient des ligands trés conservés au cours de
I'évolution et faiblement polymorphes, a l'instar des récepteurs de 'immunité innée.

Pour revue, voir (Chien and Konigshofer, 2007).

Vs N, D, N, D, N; J
O ImN O mm 0 Caw TCRSS
CDR1 CDR2 CDR3
10 10
Vy N J
D == TCRYy
CDR1 CDR2 CDR3
7 7

Figure 3: Composition et diversité des chaines TCRy et 5 aprés réarrangement somatique.

Les segments géniques constituant les génes TCRy et TCRd recombinés sont indiqués, ainsi que la
position des CDRs susceptibles de déterminer la spécificité antigénique des TCRyd. La diversité
combinatoire V(D)J et jonctionnelle (N) des chaines TCRy et & est exclusivement concentrée dans le
CDR3 et est particulierement intense pour la chaine 3. A linverse, les CDR1 et 2 codés par des
segments germinaux Vy et Vo ne portent aucune diversité.
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c- Diversité réelle trés réduite des TCRyd

En réalité, le potentiel de diversité combinatoire et jonctionnelle des LTyd ne
semble quasiment pas s’exprimer. En effet, seul un nombre réduit de combinaisons
de segments germinaux associé a une diversité jonctionnelle relativement faible
voire inexistante (ex: DETC, Dendritic Epidermal T Cells caractérisées par un
TCRVY5Vd1 invariant chez la souris), sont effectivement retrouvé in vivo chez les
individus adultes, et seulement a des localisations spécifiques (table 2). Cette
diversité réduite est due a un ensemble de mécanismes intervenant au cours du

développement thymique des LTyd, et en périphérie durant les stades précoces de la

vie.

Localisation Usage prédominant des segments V Diversité V(D)J des TCRs
Souris

thymus adulte divers élevée

rate Vy1 et Vy4 élevée
ganglions lymphatiques divers élevée
épiderme Vy5Vd1 nulle

foie Vy1Vd6.3, Vy4 et Vy6 intermédiaire
épithélium intestinal Vy7Vd4, Vy7Vd5 et Vy7Vd6 intermédiaire
épithélium urovaginal Vy6Vd1 nulle
épithélium pulmonaire Vy4 et Vy6 intermédiaire
Homme

thymus Vo1 élevée

sang périphérique Vyovd2 intermédiaire
rate Vo1 élevée

foie Vo1 et VO3 élevée
épithélium intestinal Vo1 et VO3 élevée
derme Vo1 élevée

Table 2 : Répertoire, diversité et localisation des LTyd chez ’homme et la souris (adulte).
Malgré les mécanismes de recombinaison susceptibles d’affecter les génes TCRy et TCRd et de
donner lieu a un répertoire théorique de LTyd fabuleusement divers, seules quelques combinaisons
de chaines TCRyd associées a une diversité jonctionnelle limitée voir inexistante, sont retrouvées
dans des localisations spécifiques chez les individus adultes. Adapté de (Bonneville et al., 2010).

3) Développement et sélection des LTyd

Nos connaissances sur le développement des LTyd sont beaucoup plus
limitées que celles acquises sur celui des LTaB. Par ailleurs, ce sujet est
actuellement au coeur des débats dans la recherche sur les LTyd, et voit
'émergence de nombreux modéles opposés et controversés, voir (Wiest, 2010).
Globalement, le développement des LTyd semble des plus complexes, et les
différentes sous-populations de LTyd subissent probablement des processus divers
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de maturation, sélection, réorientation..., propre a chacune. Cette partie n’a donc pas
pour but de passer en revue la littérature existant a ce propos, mais seulement de

définir quelques pistes de réflexion utiles a la suite de I'exposé.

a- Ontogénie des LTyd et programmation fonctionnelle

Les LTyd dérivent des mémes progéniteurs hématopoiétiques que les LTap,
et se développent également dans le thymus (sauf cas particuliers). Les LTyd sont
les premiers LT a se développer durant 'ontogénie thymique, et sont prédominants
pendant les stades précoces du développement foetal. Chez la souris, leur
développement se déroule par vagues successives correspondant chacune a
I'’émergence de sous-populations exprimant un TCR particulier (figure 4), résidant
par la suite dans des tissus déterminés (table 1), ou elle tiendra des fonctions
précises (Intro Chapl IV 3).
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Figure 4: Développement programmé des LTyd chez la souris.

Les différentes sous-populations de LTyd portant des TCR composées de régions Vy spécifiques sont
exportées du thymus par vagues successives, a des périodes définies du développement foetal et
néonatal. Par la suite, chacune de ces populations migre vers un tissu spécifique, généralement
épithélial, ou elle résidera chez l'adulte et tiendra des fonctions précises. Le développement de
certains LTyd Vy7 localisés dans les épithélia intestinaux pourrait se dérouler a I'extérieur du thymus.
(Carding and Egan, 2002)
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Ainsi, un nombre croissant d’études suggere une coordination entre
I'acquisition de TCRyd particuliers, de caractéristiques de tropisme tissulaire, et de
fonctions effectrices, s’apparentant a une « programmation fonctionnelle» innée des
différentes sous-populations de LTyd au cours du développement. Mais les
mécanismes a l'origine de cette coordination restent trés mal connus et sujets a
débats. Pour revues, voir (Garbe and von Boehmer, 2007; Hayes and Love, 2007;
Lauritsen et al., 2006).

Ces données, obtenues chez la souris, sont probablement généralisables aux
autres espéces. Chez 'homme, par exemple, les réarrangements des génes du
TCRyd sont détectés dés la 8° semaine de développement foetal et concernent
seulement les régions V32, Vy8, Vy9, et Vy11. Par la suite, une premiére vague de
migration de LTyd vers le sang et le foie intervient, participant notamment a la mise
en place du répertoire Vy9Vd2 du sang périphérique, qui constituera la sous-
population majeure des LTyd chez I'adulte. Aprés la naissance, les réarrangements
impliquent les segments géniques V01 et plus rarement V&3 et V35, dont les
localisations anatomiques seront principalement épithéliales (Krangel et al., 1990)
(figure 5).

Sang
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récurseur
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Figure 5 : Développement programmé des LTyd chez ’lhomme.

Comme chez la souris, les LTyd humains sont les premiers a se développer dans le thymus. On
distingue principalement deux vagues de développement de sous-populations de LTyd, qui, comme
chez la souris, seront localisées dans des compartiment disjoints chez l'adulte, et y tiendront des
fonctions spécifiques. (Catros et al., 2010)

Les LTyd subissent des processus de maturation distincts de ceux observes
lors du développement des LTaB. En particulier, la programmation des TCRyd

exprimés et les déterminants innés de leurs spécificités antigéniques en font des
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effecteurs fonctionnels innés ne nécessitant généralement pas de sélection positive
ou négative par engagement TCR. Par ailleurs les LTyd n’expriment que rarement

les co-récepteurs CD4/CD8 caractéristiques des LTa.

b- Sélection positive de certaines sous-populations.

Sélection positive intra-thymique des DETC murines

Les connaissances concernant les acteurs moléculaires de la sélection des
LTyd ont récemment progressé grace a l'identification chez la souris d’'une nouvelle
famille de génes reliés a la famille des butyrophilines. Cette famille de génes skint
pourrait jouer un rdle essentiel dans le développement des LTyd. En effet,
I'expression thymique de skint-1 s’est avérée nécessaire au processus de maturation
d’'une sous-population particuliere de LTyd, les DETC (Boyden et al., 2008). Le
produit de ce géne n’étant pas exprimé en surface des cellules, il ne semble pas
s’agir d'un acteur direct de la sélection, mais plus probablement d’'un acteur indirect
intervenant dans I'expression du ligand de TCR des DETC. Ce réle est notamment
suggeré par la restauration du déficit en skint-1 par des anti-TCR agonistes (Barbee
et al., 2011). Nous pouvons supposer que d’autres génes apparentés a skint-1
pourraient jouer des rdles similaires dans la sélection d’autres sous-populations yo.
Ainsi, I'étude de cette famille de génes offre piste de recherche inédite pour la

compréhension des mécanismes de sélections des LTyd (Intro Chaplll I11).

Sélection positive périphérique des LTy952 humains

Chez 'homme, la majorité des lymphocytes périphériques du sang (Peripheral
Blood Lymphocytes, PBL) expriment un TCR composé de régions Vy9 et Vd2. La
fréquence élevée de ces LT Vy9Vd2 (ou LTy962) (jusqu’a 5% des PBL CD3+) est
probablement la conséquence d’une expansion périphérique post-natale (Bonneville
and Fournie, 2005), comme le suggere I'acquisition précoce de marqueurs mémoires
(durant les premiéres années de la vie). Alors que des stimulations répétées par des

Ag environnementaux pourraient expliquer la rapide maturation immunologique des
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LTy9d2 post-nataux, le fait que 40% des LTy902 de sang de cordon portent déja des
marqueurs de cellules mémoires suggere plutét une stimulation chronique par des
ligands endogénes surexprimés durant les stades précoce du développement (De
Rosa et al., 2004). Par ailleurs, malgré une diversité significative au niveau de leurs
jonctions V(D)J, la majorité des LTy902 présents en périphérie présentent certaines
caractéristiques jonctionnelles récurrentes (usage du segment JyP) qui ne sont pas
particuliérement retrouvées chez les thymocytes y962 (Davodeau et al., 1993). En
outre, les motifs TCR invariants partagés par ces LT semblent directement liés a leur
specificitt commune pour les phospho-Ag (PAg) (Intro Chap Ill), qui, de par leur
expression endogene, sont probablement responsables de cette sélection positive

périphérique précoce.

Sélection positive indépendante de ligands

Chez la souris, la sélection d’'une population particuliere de LTyd spécifique
des molécules T10/T22 a été décrite comme pouvant se dérouler en I'absence de
ligand de TCR. Cette maturation est rendue possible par un auto-engagement des
TCR, par un processus de dimérisation similaire a celui des pré-TCR des LTaf
conventionnels. Par ailleurs, linteraction des TCR de ces LT avec leurs ligands
T10/T22 engage cette méme population dans un processus classique de sélection
positive. Ces deux types de sélections mutuellement exclusives aboutissent a une
maturation phénotypique et fonctionnelle différentielle, générant en absence de
ligand des LTyd naifs producteurs d’IL (Interleukine)-17, et en présence de ligand
des cellules mémoires productrices d’'IFN (Interferon)-y (Jensen et al., 2008). Ce type
de sélection pourrait étre utilisé par d’autres sous-populations yd présentant une telle

dichotomie fonctionnelle (Ribot et al., 2009).
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c- Maintient d’un répertoire yd naif en périphérie

La plupart des LTyd ne semblent pas nécessiter de sélection positive pour
acquérir leur phénotype effecteur. C’est notamment le cas de la majorité des
populations V&1 et V&3 chez 'lhomme qui, a lI'inverse des V2, sont caractérisés par
le maintien d’'un phénotype naif en périphérie chez la plupart des individus.

Par ailleurs, chez la souris, un répertoire naif serait activement maintenu en
périphérie, par I'élimination de certaines sous-populations yd ayant rencontré leur Ag
(Jensen et al., 2008). Ce mécanisme pourrait permettre de maintenir une meilleure
plasticité fonctionnelle de certaines sous-populations yd, leur permettant d’exercer
différentes fonctions effectrices, selon le contexte inflammatoire et les récepteurs

engagés (Jensen et al., 2008).
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lll. Modalité d’activation des LTyd et Ag de TCRyd

L’activation des LTyd est déclenchée a la fois par le TCR et dautres
molécules, qui peuvent agir séparément ou en synergie pour activer I'une ou l'autre
des fonctions effectrices des LTyd. La voie majeure d’activation des LTyd est celle
du TCR, mais, jusqu’a présent, peu de données ont été accumulées quant a la
spécificité et aux modalités de reconnaissance antigénique des TCRy®d.

1) Quelques ligands de TCRyo

a- Comparaison entre ligands de TCRaf et ligands de TCRy®.

Une des différences fondamentales des LTyd par rapport aux LTaf est qu’ils
reconnaissent leur Ag sous sa forme native. Mis a part quelques clones, la
reconnaissance antigénique des LTyd n’est donc pas restreinte par le CMH, et de ce
fait, le TCRyd est plus apparenté au BCR qu’au TCRap. Par ailleurs, quelques
clones particuliers reconnaissent des molécules de CMH, et parmi les nombreux
candidats proposés comme ligands de TCRy9, la plupart sont des protéines du Soi
apparentées au CMH (table 3).

b- Reconnaissance d’'un méme ligand par des TCRs extrémement divers

Les Ag de TCRyd les mieux caractérisés sont les molécules murine T10 et T22,
apparentées au CMH de classe |, associées a la chaine b2m, mais incapables de
présenter de peptides (Intro Chaplll | 2). Initialement identifiées comme ligands
activateurs des clones yd murins KN6 et G8 (lto et al., 1990 ; Schild et al., 1994), leur
reconnaissance a pu étre étendue a une proportion non négligeable de LTyd chez la
souris (environ 0,3 a 0,6% des LTyd de la rate, et de l'intestin) (Crowley et al., 2000).
La reconnaissance de T22 est partagée par des sous-populations exprimant des
TCR composés de combinaisons extrémement diverses de chaines variables de
TCR, mais portant un motif invariant au niveau de la boucle CDR3 de la chaine &



Sous-population
Souris

Vg1

Vg2/Vd5 (cl. LBK5)
Vd2/Vg8 (cl.Tgl4.4)
Vg1, Vg4, Vg7
Vg1(2 hybridomes)
Homme

Vd1 (IEL)

Vd1 (clones)

Vd1 (clones)

Vd1 (clones)
Vdo/vd2

Vg9/Vd2 (clones)
Vgo/vd2

Vgo/vd2

Vgo/vd2

Vgovd2

antigéne

Hsp60 mycobactérienne

I-E¥ (CMH-I1)

herpes simplex virus glycoprotein 1
T10/T22 (CMH-Ib)

Cardiolipine et apolipoprotéine H

MICA/B (MHC class | polypeptide-related sequence A/B)

lipohexapeptides

HLA-A2, HLA-A24 (CMH-I)
CD1c (+lipide ?) (CMH-Ib)
PiP (IPP, HMBPP, TubAg)

Peptides (Hsp65 myco et toxine tétanique)+HLA-DRw53 (CMH-II)

Staphylococcal Enterotoxin a (SEA)
Hsp60 mycobactérienne
Ecto-F1-ATPase/apoA-I|

ULBP4

Contexte physiopathologique

Infection bactérienne
Alloréactivité ?
Infections virale

Immuno surveillance ?

Stress et transformation

alloréactivité

Infection bactérienne
Transformation, infection, activation
Infection bactérienne

Infections bactérienne

Stress+ infection

tumeur

Stress et transformation

Nature/origine

Proteine Soi
Proteine Soi/Non Soi
Proteine Non Soi
Proteine Soi

Lipide+proteine Soi

Proteine du Soi

lipoproteine

Proteine du Non Soi

Proteine Soi
Phospholipidique Soi/Non Soi
Proteine Non Soi+ Soi
Proteine

Proteine Non Soi

Proteine Soi

Proteine

ref

(O'Brien et al., 1992)
(Matis et al., 1989)
(Johnson et al., 1992)
(Shin et al., 2005)
(Born et al., 2003)

(Groh et al., 1998)
(Vincent et al., 1998)
(Ciccone et al., 1989)
(Porcelli et al., 1989)
(Constant et al., 1994)
(Holoshitz et al., 1992)
(Rust et al., 1990)
(Fisch et al., 1990)
(Scotet et al., 2005)
(Kong et al., 2009)

Table 4 : Quelques ligands de TCRyd humains et murins, suspectés ou avérés.
Les sous-populations de LTyd concernées par ces réactivités sont plus ou moins restreintes, et se réduisent parfois a un ou plusieurs clones. HSP, heat-
shock protein ; HLA, human leukocyte antigen; ULBP, cytomégalovirus UL16-binding protein. (Carding and Egan 2002) modifié




(Shin et al., 2005). Le TCR du clone G8 avec T22 reste a I'heure actuelle le seul cas

de co-cristallisation entre un TCRyd et son ligand.

c- Diversité de nature des Ag activant les LTyd

Si la plupart des Ag de LTyd identifiés jusqu’a présent sont de nature
protéique (table 3), certains clones Vb1 humains pourraient reconnaitre des lipides
d’origine endogéne ou exogene, associés a la molécule de CMH-I non classique
CD1c (Spada et al., 2000). Chez 'homme, les LTy932 sont capables de reconnaitre
de petits composés phosphorylés (taille inférieure a 1kDa), d’origine endogéne ou
exogéne, de structure similaire a celle des isoprénoides et regroupés sous le terme
de PAg (Intro Chapll | 2). Méme si l'interaction directe entre le TCRyd et de tels
composés n'a pas eté formellement montrée, les Ag capables d’activer les LTyd
semblent étre de natures beaucoup plus diverses que ceux reconnus par les LTap.
En ce sens, les LTyd pourraient jouer des rdles tout a fait complémentaires a
d’autres sous-populations T, conventionnels ou non, dans la détection de contextes

pathologiques.

2) Interaction TCR/ligand

a- Topologie des TCRyd et af

A ce jour, seules quatre structures tridimensionnelles de TCRyd ont été
cristallisées: un domaine V33 humain de spécificité antigénique inconnue (#ES204)
(Li et al., 1998), un ectodomaine de TCRVy9Vd2 humain (#G115) (Allison et al.,
2001), le TCR #G8 murin en interaction avec son ligand T22 (Adams et al., 2005) et
un ectodomaine de TCRVy1.4Vd1 humain spécifique de MICA (#01A/B-3) (Xu et al.,
2011).
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L’architecture globale de tous ces TCR est similaire a celle des TCRaf et des
BCRs, notamment caractérisées par les deux domaines V Ig-like des récepteurs de
limmunité adaptative (Intro Chaplll | 1)(Allison et al.,, 2001). En revanche, la
topologie des boucles CDR difféere considérablement entre les TCRaf et yd, mais
également d’'un TCRyd a un autre. En effet, dans le cas des LTap, les six boucles
CDRs de longueurs équivalentes forment une surface quasiment plane, permettant
de multiples points d’ancrages entre les TCRaf3 et les pCMH, le CDR3 constitué du
CDR3a et du CDR3p portant la majeure partie de la spécificité antigénique (figure
6A). Dans le cas des TCRy®d, la boucle CDR3d qui porte la majorité de la diversité
jonctionnelle est généralement plus longue que la boucle CDR3y. De plus, la
conformation des boucles CDR30 est totalement différente d’'un TCRyd a l'autre.
Alors que les boucles CDR36 particulierement longues des TCR #G8 et #G115
protrudent a plus de 10A° de la surface du CDR, I'ensemble des boucles CDRs
génere une surface quasiment plane dans le cas du TCR®1A/B-3 et du domaine V&3
(Xu et al., 2011) (figure 6B).

T22

hud1A/B-3 huES204 huG115 muG8

Figure 6: Diversité des modes de reconnaissance antigénique des TCRy®.

(A) Position des boucles CDRs du TCRyd #01A/B-3 vu de dessus. Les différentes boucles CDRs
forment une surface de contact avec un Ag spécifique, mais leur participation respective a l'interaction
est inégale et peut varier dun TCRy® a un autre. Les boucles CDRs de ce TCRyd sont
particuliérement similaires a celles d’'un TCRab conventionnel. (B) Différents TCRy® présentent une
protrudance de la boucle CDR3d extrémement variable, suggérant des modes de reconnaissance
antigénique distincts. Les TCRs sont représentés de coté, tous dans la méme orientation, et la
distance de protrudance de la boucle CDR3 par rapport a la surface formée par le reste des boucles
CDRs est indiquée. (C) Détail de l'interaction entre la boucle CDR36 protrudante du TCR #G8 et son
ligand T22, soulignant I'importance de cette boucle dans ce singulier mode de reconnaissance. (Xu et
al., 2011)
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Globalement, la topologie des CDR de TCRyd est beaucoup moins plane que
celle des TCRap, et varie considérablement d'un TCRyd a un autre, suggérant des

ligands et des modes d'’interaction tout a fait distincts.

b- Topologie de I'interaction TCRyd/ligand

Une des énigmes yd concerne les détails moléculaires de la spécificité de
reconnaissance antigénique de leur TCR. Les TCRaf présentent une topologie
relativement plane, et la reconnaissance des ligands de TCRaf implique de multiples
points d’ancrages, généralement répartis dans les six CDRs (figure 6A). Dans la
plupart des cas, les boucles CDR1 et CDR2 fournissent un contact périphérique,
autour d’'une région centrale ou le CDR3, constitué des boucles CDR3a et CDR3[3 de
longueurs équivalentes, assure la majeure partie de linteraction. Pour revue, voir
(Rudolph et al., 2006). La surface des TCRyd est beaucoup plus accidentée, et les
différentes boucles CDRs contribuent probablement de maniéres trés inégales a
l'interaction TCR/ligand, et variable d'un TCRy®d a un autre.

Les études concernant ce processus se sont principalement focalisées sur la
molécule de CMH de classe | non-classique T22, reconnue spécifiquement par le
TCR murin. En effet, a ce jour, la structure tridimensionnelle de T22 associée au
TCR #G8 est le seul exemple de co-cristallisation d’'un TCRyd avec son ligand. La
comparaison entre les interactions TCRap/pCMHI et TCRyd/T22 a mis en évidence
un mode d’interaction totalement différent entre ces deux TCRs et leurs ligands
pourtant apparentés. Alors que les « axes longs » du TCRaf et du pCMHI en
interaction sont alignés (Garboczi et al., 1996; Garcia et al., 1996), le TCRyd #G8
interagit avec T22 sur un angle. En effet, 'exceptionnelle longueur de la boucle
CDR3d empéche le rapprochement rectiligne des deux molécules (figure 6B), et se
trouve étre responsable de la majeure partie de l'interaction entre le TCR #G8 et T22
(figure 6C). Cette boucle protrudente porte un motif spécifique d’acides aminés,
nécessaire et suffisant a l'interaction TCR #G8/T22 (Intro Chapl Il 2d) tandis que la
contribution du CDR3y est tout a fait mineure (Adams et al., 2005).
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Chez I'homme, l'analyse de la structure tridimensionnelle d'un TCRVd1
spécifique de MICA/B exclue une telle stratégie de reconnaissance. En effet, la
surface relativement plane formée par I'ensemble des CDRs suggére un mode
d’interaction a points d’ancrages multiples, proche de celui des TCRap (Xu et al.,
2011). En outre, a l'inverse du TCR #G8, Le CDR3d aurait une contribution mineure
dans la reconnaissance de MICA, qui serait principalement due aux boucles
protrudentes CDR1d et CDR2d (Xu et al., 2011; Zhao et al., 20006).

c- Quelques parameétres physiques de I'interaction TCRyd/ligands

TCR ligand Koo M'8")  Ker(s™)  Tua(s)  Kocaio (UM) Koeq (UM)  référence
TCRyd&

#51A/B-3 MICA*001 53 0,004 170 110 nd (Xuetal., 2011)
#51A/B-3 MICB*005 5 0,005 140 900 nd (Xuetal., 2011)
VyoVd2 #G25 Apo A-1 88 0,007 97 0,81-1,5 nd (Scotet et al., 2005)
#G8 T22 2,5*10° 0,017 41 0,067-0,113  nd (Adams et al., 2008)
TCRap

paramétres moyens pCMHI 6*10°-2*10° 0,02-0,2 3-35 nd 0,1-90 (Davis etal., 1998)

Table 4 : Comparaison des paramétres d’interaction TCRy®d/ligands et TCRaf/ligands.

La force d’interaction entre le TCR #G8 et son ligand T22 ne semble pas étre
une caractéristique commune des LTyd (table 4). En effet, l'analyse des
caractéristiques de reconnaissance d’'un méme ligand par un TCRap et un TCRyd
révéle une interaction d’affinité bien plus faible du TCRyd par rapport au TCRaf
(Bluestone et al., 1988; Matis et al., 1989), et quasiment indétectable. L’interaction
entre l'ectodomaine du TCR #01A/B-3 et ses ligands MICA/B est également
caractérisée par une affinité (Kd) tres faible. Mais des constantes
d’association/dissociation (Kon/Koff) exceptionnellement lents aboutissent malgré
tout a des complexes de demi-vie (T1/2) relativement longues (Xu et al., 2011).

L’extréme faiblesse des constantes d’affinité d’interaction TCRyd/ligand est
probablement la cause de la difficulté a identifier formellement de nouveaux ligands
de TCRyd. De ce fait, trées peu d’Ag activateurs de LTyd ont réellement été
caractérisés comme ligands de TCRy® jusqu’a présent. Par ailleurs, la faiblesse des
interactions mises en évidences laisse planer un doute sur leur pertinance

physiologique.
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d- Les déterminants de la reconnaissance antigénique TCRyd

Initialement, les hypothéses concernant les déterminants de la
reconnaissance antigénique des TCRyd évoluaient entre deux modéles extrémes,
reliés a la dichotomie séparant le systéme immunitaire en deux entités distinctes :
limmunité innée et 'immunité adaptative. Ainsi, a la maniére des autres récepteurs
de l'immunité adaptative (TCRaf conventionnels et BCR), l'extréme diversité
potentielle des TCRyd (diversité jonctionnelle) aurait pu générer des cellules
susceptibles de répondre a une infinit¢ de ligands. A linverse, la spécificité
antigénique des TCRyd aurait été déterminée par leur composition en terme de
régions variables Vy et VO, leur permettant de répondre a un nombre trés restreint de
ligands conservés au cours de I'évolution et faiblement polymorphes, a l'instar des
récepteurs de limmunité innée (diversité combinatoire faible). Actuellement, le
modele de la détermination de la spécificité antigénique des TCRyd n’est toujours
pas résolu, et crée un véritable dilemne pour la prévision des Ag reconnus par ces
TCRs.

L’étude des déterminants de la reconnaissance de T22 par des sous-
populations yd exprimant des TCRs composés de diverses chaines variables, a
permis de comprendre certaines des bases moléculaires de la reconnaissance
antigéniques des LTyd. En effet, cette reconnaissance s’est révélée étre conféréee
par un motif invariant de six ou sept résidus, nécessaire et suffisant, situé au niveau
de la boucle CDR3 de la chaine & du TCR, et principalement codé par des segments
germinaux (1 résidu codé par Vd/Dd1, 4-5 résidus codés par Dd2) (figure 7).
(Adams et al., 2008; Shin et al., 2005). La grande variabilité de séquence dans les
régions CDR30 entourant ce motif modulerait quant a elle l'affinité et la cinétique
d’interaction avec le ligand T22. En outre, I'analyse de la structure d'un TCRVd1
humain spécifique de MICA/B récemment cristallisé suggére que l'interaction avec
MICA/B pourrait étre principalement due aux boucles CDR10 et CDR2d. Or, les
séquences de ces régions, particulierement bien conservées entre différents
TCRV®1 reéactifs contre MICA/B, se trouvent étre également codées par des

segments germinaux (Xu et al., 2011) (figure 7).
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Les interactions TCRyd/ligands dépendant de régions hypervariables, a
I'instar des autres récepteurs de 'immunité adaptative, pourraient donc impliquer des
motifs germinaux récurrents. En effet, alors que le CDR3B est presque
exclusivement codé par des nucléotides ajoutés aléatoirement, (nucléotides N)
(Davis et al., 1998), le CDR30 est majoritairement codé par le segment D82, avec
une contribution V3 et Dd1 (figure 7).

TCR & TCRpP

2] I P 7 S vj[n][o][n][s

(W (W) SEGYE

Figure 7 : Comparaison de l'origine des déterminants antigéniques des régions CDR3 de
chaines TCR& et TCRB.

La localisation du motif codant pour les acides aminés conférants la réactivité T10/T22 a la chaine
TCRd (gauche), et la réactivitt pCMH a la chaine TCRpB (droite) sont indiqués en rouge. Les
déterminants de la reconnaissance antigénique des TCRyd seraient codés par des portions des
segments germinaux (V D J) tandis celle des TCRaf3 est principalement codée par les nucléotides (N)
ajoutés/délétés aléatoirement au niveau des jonctions entre segments germinaux. (Chien and
Konigshofer, 2007)

Ainsi, les mécanismes classiques de recombinaison somatique sont a 'origine
d’'un répertoire plus ou moins divers, mais ou les résidus codés par les segments
germinaux sont naturellement portés par une large proportion de TCRs. Par
conseéquent, une fréquence élevée de cellules partagent la spécificité antigénique
conférée par ces résidus, sans nécessiter de sélection positive. Les TCRyd, malgré
ce mécanisme de recombinaison somatique a l'origine de l'incroyable diversité des
récepteurs de I'immunité adaptative, portent donc des caractéristiques de récepteurs
de 'immunité innée, et reconnaissant trés probablement un petit nombre de ligands
conserves au cours de I'évolution. Par ailleurs, la diversité du CDR30 pourrait étre a
'origine d’une variabilité d’affinité et de cinétique d’interaction TCRyd/ligand. Pour

revue, voir (Chien and Konigshofer, 2007).

Ces données découlent d’'un nombre restreint d’études, et ne s’appliquent pas
nécessairement a lI'ensemble des LTyd. Par ailleurs, les déterminants de la
spécificité antigénique semblant varier d’'une spécificité a une autre, I'identification de
nouveaux ligands de TCRyd reste impossible a anticiper sur la base des

connaissances déja accumulées sur ce sujet.

-33.-



3) Modulation de I’activation TCR et activations TCR-indépendantes

A Tlinstar des populations T conventionnelles, I'activation TCR des LTyd est
finement modulée par de nombreux types d’interactions récepteurs/ligands. Alors
que la plupart des LTyd n’expriment pas de co-récepteurs CDS8, ils expriment
généralement un grand nombre récepteurs non clonaux tels que des récepteurs de
cytokines, des TLRs (Toll Like Receptor) ou des NKRs (Natural Killer Receptor)
comme la plupart des LT mémoires, ainsi que des molécules d’adhésion, pouvant
s’avérer cruciales au cours de I'activation (ex : ICAM1) (Kato et al., 2003).

ligands de NKRs stress-induits
(ex: MICs, ULBPs...)
cellule cible

LTyd

NKG2D

cytotoxicité

inflammation, prolifération,
dom‘mages a sécrétion de
I'ADN, cytokines,

oncogénése et

A ! immunorégulation
infections

et cytoprotection

inflammation

® 0
oA (IL-17 et IFN-g)
DAMPS et

PAMPs

ligands de TCRyd stress-induits
ou d’origines microbiennes
(ex: CD1c, T10/T22, PiP...)

Figure 8 : Modes d’activation des LTyd impliquant ou non le TCR.

Les LTyd sont capables de percevoir le stress et/ou l'infection de cellules cibles par le biais de leur
TCR et/ou de récepteurs non polymorphiques (NKRs, TLRs, NLR,...) dont I'action isolée, additionelle
ou synergique, aboutit au déclenchement de différents types de réponses effectrices. (Bonneville et
al., 2010).

En particulier, le NKR activateur NKG2D joue un réle clé dans la détection de
cellules tumorales ou infectées par les LTyd, grace a sa large expression par les
LTyd, et sa réactivité envers des ligands conservés reliés au CMH-| et sur-exprimeés
a la surface de cellules transformées ou infectées. Le NKG2D fonctionne
généralement en synergie avec les TCRyd comme co-stimulateurs (Viey et al., 2005)
(Corvaisier et al., 2005; Nedellec et al., 2011), mais peut également déclencher les
réponses cytotoxiques de cellules T murines intra-épidermiques Vy5Vd1 contre des
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tumeurs épithéliales (Girardi et al., 2001) ou de LTy982 humains contre des cellules
infectées par des virus (Quin et al., 2009) en I'absence d’engagement TCR. Des
mécanismes similaires pourraient impliquer d’autres PRRs (TLR ou NLR) (Li and
Wu, 2008; Martin et al., 2009; Shibata et al., 2007). Plus communément, I'activation
de LTyd par les PAMPs et DAMPs se fait de maniére indirecte, par relarguage de
cytokines pro-inflammatoire par des cellules dendritiques (DC) activées par le biais
de PRRs. Ce type d’activation indirecte, accompagnée ou non d’'un engagement du
TCR ou de NKRs exprimés par les LTyd, peut aboutir dans certains cas a une
production précoce d’'IFN-y par ces cellules (Devilder et al., 2006).
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IV. Roble des LTyd au sein du systeme immunitaire

L’abondance relative des LT portant un TCRyd varie beaucoup d’'une espéce a
une autre, d’'une localisation tissulaire a une autre, mais également d'un individu a un

autre, en fonction de I'historique immunitaire de chacun.

1) Localisation stratégique des LTyd

Alors que les LTyd ne représentent généralement qu'une petite fraction des
LT des organes lymphoides primaires et secondaires, ils sont largement enrichis

dans les tissus et muqueuses, ou ils peuvent constituer la majorité des LT.

Chez 'hnomme adulte, les LTyd représentent en moyenne entre 1 et 5 % des
PBL CD3+. Globalement, la fraction des LT exprimant un TCRyd est largement
enrichie dans les sites épithéliaux, directement au contact du milieu extérieur. Cet
enrichissement est particulierement prononcé chez les rongeurs, ou les LTyd
représentent au moins 1/3 des LT intra-épithéliaux des tractus digestif et génital, et

constituent la majorité sinon la totalité des LT intra-épidermiques.

Singuliéerement, les LTyd d’un tissu donné expriment généralement un TCR
invariant ou presque, qui differe d’'un tissu a un autre, reflétant probablement un
répertoire de reconnaissance antigénique homogene mais distinct d’un tissu a un
autre, ou encore des caractéristiques de tropisme tissulaire acquises
concomitamment a leur TCRyd (table 2). Par exemple, Chez 'homme, alors que la
plupart des LTyd intra-épithéliaux expriment un TCR V&1 ou V&3, la majorité des
PBL expriment un TCR composé de régions Vy9 et Vd2. La fréquence élevée de ces
LTy9d2 peut atteindre 5% des PBL CD3+.

2) Cinétique d’activation

Une des caractéristiques majeures des LTyd, comme d’autres effecteurs de

limmunité transitionnelle, est leur rapidité d’activation. En effet, plusieurs sous-

populations yd sont caractérisées par un phénotype mémoire pré-active,
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conséquence d’une programmation intra-thymique particuliere au cours du
développement, ou d’'une stimulation chronique par un ligand environnemental ou
induit par le stress (ex des LTy9d2 chez 'homme, Intro Chapl Il 3) (Parker et al.,
1990). De plus, la fréquence élevée de LTyd capables de répondre a un type de
stimulation donné a une localisation donnée, permet des réponses rapides ne
nécessitant pas de sélection ou d'expansion préalable. (Intro Chapl Ill 2d). Par
exemple, chez I'homme, la fréquence des V01 naifs réactifs contre le
cytomégalovirus (CMV) est relativement élevée en périphérie, méme chez des
individus sains séronégatifs (Ehl et al., 2005). Ainsi, a la maniére des effecteurs de
limmunité innée, ces cellules sont généralement parmi les premiéres a étre activées
lors d’un stress physiopathologique, et leurs réponses effectrices précédent celle des
LTap.

3) Fonctions effectrices des LTyd

Les LTyd, humains comme murins, possedent de multiples fonctions
effectrices qui pourraient refléter leur potentiel d’action dans de nombreux processus
physiopathologiques.

a- Cytotoxicité

Les LTyd sont capables de détruire des cellules infectées (virus et bactéries),
transformées ou activées, par l'intermédiaire de voies impliquant 'engagement de
récepteurs de mort (CD95 ou FAS), des récepteurs pro-apoptotiques (Tumor
Necrosis Factor, TNF-related apoptosis-inducing ligand receptors ou TRAILR), ou
encore le relargage de molécules effectrices cytotoxiques telles que la perforine ou
les granzymes (Quin et al., 2009) (Dieli et al., 2001).

lls peuvent contribuer a la clairance des pathogénes directement par
production de molécules bactériostatiques ou lytiques telles que la granulysine ou les
défensines (Dieli et al., 2001; Dudal et al., 2006), ou indirectement par induction des

fonctions antibactériennes d’autres types cellulaires (Hamada et al., 2008).
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b- Production de cytokines

Les LTyd peuvent également produire des cytokines immuno-modulatrices
impliquées dans limmunité protectrice contre les virus et les pathogenes
intracellulaires (TNF-a et IFN-g), les bactéries extracellulaires et les champignons
(IL-17), ou encore les parasites extracellulaires (IL-4, IL-5 et IL-13). De ces réponses
cytokiniques découlent également les réles bénéfiques ou délétéres des LTyd lors
réponses immunitaires induites par le stress endogéne telles que l'inflammation
induite par les tumeurs (par la production d’IFN-y, IL-6, GM-CSF), l'auto-immunité
(par la production d’IFN-g et IL-17), les allergies ou I'asthme (par la production d’IL-4
et IL-13). Finalement, les LTyd peuvent inhiber les réponses de cellules effectrices
innée ou adaptatives par la production de cytokines immuno-suppressives (TGF-b et
IL-10), ou encore promouvoir la réparation et le maintien des tissus épithéliaux par la
production de facteurs de croissance (kenatinocyte growth factor 1 et 2) ou de survie
(fibropellin 1) de cellules épithéliales. Pour revue, voir (Jameson and Havran, 2007;
O'Brien et al., 2007).

c- Présentation des Ag aux LT conventionnels

En plus de ces multiples fonctions effectrices locales, I'équipe de B. Moser a
récemment décrit une série de résultats suggérant I'implication directe les LTyd dans
l'initiation de la réponse adaptative T. En effet, la stimulation in vitro de LTyd (LTy952
humains) par des agents microbiens peut conduire a la génération de LTyd portant
des caractéristiques de cellules présentatrices d’Ag (CPA) professionnelles. Ces
cellules, par I'acquisition de caractéristiques fonctionnelles (phagocytose) (Wu et al.,
2009) et phénotypiques (expression de récepteurs de chimiokines et de molécules
d’adhésion et de co-stimulation par les LB et DC activés) normalement réservées
aux CPAs, pourraient migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques et présenter des
peptides microbiens aux LT naifs dans les contextes de CMHI et Il, conduisant a un
priming efficace des LT CD4+ (Brandes et al., 2003; Brandes et al., 2005) et CD8+
(Brandes et al., 2009) (Intro Chapl Ill 2 b). En revanche, la possibilité que les LTyd

puissent effectivement agir comme des CPA professionnelles in vivo reste
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controversée, et certains mécanismes intervenant dans le processus de présentation

des Ag par les LTy982 sont peu clairs. Pour revue, voir (Moser and Eberl, 2007).

4) Réle des LTy$d in vivo

a- Réles physiopathologiques des LTyd

Les réles physiologiques potentiellement remplis par les LTyd sont trés variés,
et incluent I'immunité protectrice contre des pathogenes intra- et extra-cellulaires, la
surveillance des tumeurs, la modulation des réponses immunitaires innées et
adaptatives, la réparation et le maintien des tissus épithéliaux, et la régulation
physiologique de la fonction de certains organes.

En plus de leur participation directe a I'élimination de diverses sources de
stress (pathogénes, tumeurs,...) (immunité a médiation cellulaire et humorale) par le
biais de leurs multiples fonctions effectrices (cytotoxicité, cytokines,...), les LTyd
peuvent jouer un réle central dans la modulation de la réponse immunitaire. En effet,
les LTyd sont capables de multiples interactions et dialogues avec divers effecteurs
de limmunité innée comme adaptative, permettant de moduler et d’adapter les
fonctions effectrices de ces cellules. Ainsi, les LTyd, au coeur de I'action, participent
a I'amplification précoce de la réponse immunitaire innée, a l'activation secondaire
de la réponse immunitaire adaptative, au contréle tardif et a la réparation des

dommages collatéraux de la réponse immunitaire (figure 9).

b- Roles des différentes sous-populations de LTyd chez la souris

La contribution centrale des LTyd dans ces nombreux processus physio-
pathologiques a été révélée par I'analyse de souris déficientes pour I'une ou l'autre
des sous-populations yd. Pour revues, voir (Bendelac et al., 2001; Hayday, 2009).
Ainsi, chez la souris, les difféerentes sous-populations de LTyd semblent jouer des
rébles non-redondants dans divers processus physiopathologiques, reliés a leurs
spécificités antigéniques, leurs distributions tissulaires, et leurs fonctions effectrices.
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Un nombre grandissant d’études suggérent une coordination entre I'acquisition de
TCRyd particuliers, de caractéristiques de tropisme tissulaire, et de fonctions
effectrices précocemment au cours du développement, permettant aux LTyd de
mettre en place par la suite, des réponses ayant des caractéristiques cinétiques,
spatiales et fonctionnelles appropriées. En plus de cette programmation « innée »
dont les mécanismes sont encore mal compris, quelques sous-populations
spécialisées pourraient garder une certaine plasticité fonctionnelle en périphérie,
leurs permettant d’exercer différentes fonctions effectrices, selon le contexte
inflammatoire et les récepteurs engagés (figure 9). Pour revue, voir (Bonneville et
al., 2010).

A phase précoce : amplification de B phase intermédiaire: amplification de C phase tardive: contrdle des réponses immunitaires
la réponse innée la réponse adaptative et réparation des tissus
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Figure 9 : Implication centrale des LTyd au cours de la réponse immunitaire.

La richesse des contextes activateurs des LTyd, et de leurs fonctions effectrices, programmées au
cours de leur développement ou acquises durant la réponse immunitaire, implique ces cellules dans
de multiples interactions cellulaires médiées par des facteurs solubles comme membranaires. (A) Les
LTyd sont capables de percevoir trés précocement de nombreux signaux de stress a la surface de
cellules épithéliales ou dendritiques et, ainsi activés, participent au recrutement et a I'activation des
effecteurs responsables de la réponse immunitaire innée. (B) Le dialogue entre les LTyd et des DCs
immatures conduit a la maturation de ces derniéres ainsi qu’a la polarisation fonctionnelle et la
prolifération des LTyd. Les LTyd peuvent ensuite participer a I'activation des LB, et, en collaboration
avec les DCs matures moduler I'activation et la polarisation fonctionnelle des LTaf3 conventionnels.
(C) Finalement, durant les phases tardives de la réponse immunitaire, les LTyd® contrdlent
linflammation ainsi que les effecteurs de I'immunité par le biais de leurs fonctions cytotoxiques et
cytokiniques immunosuppressives. lls participent également a la réparation tissulaire par sécrétion
locale de facteurs de croissance et de survie des cellules épithéliales ainsi que par le recrutement de
cellules innées participant a ce processus. Adapté de (Bonneville et al., 2010)

E ILﬂ kCLZ E suppression
- LT 'l
é{\/cnﬂ LTyd programmés o l R
3 -

—




Intro Chapl IV

c- Réles des différentes sous-populations de LTyd chez ’lhomme

Dichotomie phénotypique et fonctionnelle des LTyd humains

Chez T'hnomme, le rdle des LTyd au cours de divers processus
pysiopathologiques est trés mal connu. Pour des raisons évidentes d’éthique et
d’accessibilité  aux échantillons, les données concernant les rbles
physiopathologiques potentiels des LTyd ont généralement été obtenues de maniére
tout a fait indirecte, par I'analyse des fréquences et des caractéristiques de sous-
populations de LTyd ex vivo en contextes pathologiques a différentes localisations
notamment dans le sang périphérique, ou encore par I'étude de leur réactivité in vitro
contre divers types de stimulations. Ce type d’analyse a notamment conduit a
séparer les LTyd humains en deux catégories principales, distinguées par 'usage de
leur chaine TCR Vo : (i) les LT Vd2+, co-exprimant les chaines de TCR Vy9 et V52,
et par opposition, (ii) les LT Vd2-, utilisant majoritairement les chaines TCR V&1 et
VO3 associées a diverses chaines Vy.

Les sous-populations V62+ et Vd2- difféerent par de nombreux aspects,
incluant leur ontogénie (Intro Chapl Il 3a), localisation (table 1), phénotype (Intro
Chapl Il), fonctions effectrices potentielles (Kress et al., 2006), et leurs contextes
d’activation (table 3). Par ailleurs, in vivo, certaines pathologies sont caractérisées
par une inversion du ratio V52+/Vd2- en périphérie. Ce phénomeéne, di a une
amplification spécifique des populations V&2- (infections CMV) (Dechanet et al.,
1999), ou a une deletion spécifique des LT Vd2+ (infections HIV) (Poccia et al.,
1996), révéle des contextes d’activation physiopathologique tout a fait distincts de

ces deux populations.

Absence de redondance fonctionnelle des populations V62+ et Vo2- in vivo
Les contextes d’amplification des LT Vd2+ seront exposés précisément dans

le chapitre suivant. Les LT Vd2- quant a eux sont amplifiés dans divers contextes
infectieux impliqguant notamment des bactéries intracellulaires (Mycobacteria,
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Listeria, Borrelia,...), et des virus (HIV, CMV,...). Pour revue, voir (Bonneville and
Scotet, 2006; Poccia et al., 2005).

Chez divers individus immuno-déprimés subissant une réactivation CMV, on
observe une amplification spectaculaire et durable des sous-populations Vd1 et Vo3
en périphérie (Ehl et al., 2005; Halary et al., 2005). In vitro, une grande proportion de
ces Vo1 et VO3 reconnaissent de maniere TCR-dépendante des fibroblastes infectés
par le CMV ainsi que des carcinomes coliques (Devaud et al., 2009; Halary et al.,
2005). Les Ag de TCR impliqués dans ces types d’activations sont encore inconnus,
mais ces résultats suggeérent que les Ag de TCR putatifs reconnus par les sous-
populations Vd2- amplifiés en conditions CMV ne sont pas des Ag codés par le virus,
mais correspondent plutét a des ligands de stress endogénes dont I'expression
pourrait étre induite/augmentée a la fois dans des cellules infectées par le CMV et
dans des cellules tumorales. En outre, in vivo, ces populations semblent
effectivement jouer un réle dans la résolution de l'infection CMV (Lafarge et al.,
2001), ainsi que dans la surveillance des tumeurs (Couzi et al., 2010).

Par ailleurs, dans la plupart des cas d’infections bactériennes, les stimuli
conduisant a I'expansion des LTyd V&1 ne sont pas dérivés des pathogenes, mais
correspondent plutdt a des produits endogénes dont I'expression serait augmentée
sous l'effet de I'infection (Das et al., 2004).

Problematiques actuelles des rbles physiopathologiques des LTyd humains

Les populations Vd2-, actuellement méconnues, pourraient donc se
rapprocher de leurs équivalents Vd2+ relativement bien étudiées, et dont la large
poly-réactivité est attribuée a la reconnaissance, par le biais de leur TCR, d’'une
seule famille de molécules du Soi Altéré et Non Soi, surexprimés dans de
nombreuses conditions pathologiques (les PAg, Intro Chap Il Il 2). A Tlinstar des
ligands de TCRs Vd2+, les ligands putatifs de TCRs Vd2- seraient des molécules du
Soi Altéré, dont I'expression pourrait se trouver augmentée dans divers contextes
physiopathologiques incluant [linfection bactérienne et virale, ainsi que la

transformation tumorale.
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Les populations V62-, tout d’abord définies relativement aux Vo2+, et
considérées comme un ensemble relativement homogéne de cellules, se révélent
désormais de plus en plus hétérogéenes. Les avancées dans la compréhension de la
biologie des LTyd chez la souris nous conduisent a présent a envisager les LT V2-
comme un ensemble de sous-populations disjointes, jouant probablement des réles
non-redondants dans divers processus physiopathologiques, reliés a des spécificités
antigéniques, des distributions tissulaires, et des fonctions effectrices distinctes.

Actuellement, de par la richesse des modes d’activation des LTyd, dépendant
ou non du TCR, et de la diversité de leurs fonctions effectrices, il est trés difficile de
délimiter des populations de LTyd homogénes, susceptibles de reconnaitre des
ligands de TCR communs. Par ailleurs, les ligands de TCRYyd, identifiés jusqu’a
présent de maniére ponctuelle, ne semblent répondre a aucun critére général
permettant de prévoir leur nature, origine, mode de reconnaissance. Ainsi, malgré
'essor de nouvelles techniques biochimiques, biophysiques, et bioinformatiques de
plus en plus pointues permettant des approches prédictives dans de nombreux
domaines, les recherches visant a identifier de nouveaux ligands de TCR Vd2- sont
toujours menées par des méthodes traditionnelles. Ces travaux représentent
actuellement un véritable enjeu pour la compréhension de la biologie des LT Vd2- et
'analyse de leur potentiel immuno-thérapeutique dans différentes pathologies

humaines.
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Chapll Modalités d’activation des LT V62 humains

. Généralités sur les LTVd2+ et le TCRVY9V2

Définition de la sous-population V32+ par son TCR LTVy9Vd2.

Chez 'homme, la population Vd2+ constitue la sous-population yd majeure du
sang périphérique chez l'adulte (1 a 5% des LT et > 80% des LTyd), et est
également la mieux étudiée. Cette population, généralement qualifiee de Vd2+ par
opposition aux LT Vd2- qui regroupent 'ensemble des autres sous-populations yd,
est en réalité une population homogéne caractérisée par un TCR portant les régions
variables Vy9 et Vd2. En effet, chez I'adulte sain, la région Vd2 est retrouvée
exclusivement associée a la région Vy9. Par ailleurs, la région Vy9 est fréquemment
associée a d’autres régions Vo (majoritairement Vo1 et V83), et dans les stades
précoces de la vie ou dans certaines conditions pathologiques, la région V32 peut
étre associée a d’autres régions Vy. En bref, ce chapitre s’intéresse exclusivement
aux LTyd situés en périphérie chez I'adulte, coexprimant des chaines TCR portant
les régions Vy9 et Vb2 (TCRy962), et qualifiés de LTy9d2.

Conservation/diversité des TCRy902 chez 'homme.

Malgré une diversité significative au niveau de leurs jonctions V(D)J, la
majorité des LTy902 périphériques présentent certaines caractéristiques
jonctionnelles récurrentes, notamment par I'usage du segment JyP. De nombreuses
données suggérent que I'association prédominante des segments Vy9 JyP et V52 au
sein des LTyd humains chez I'adulte serait de a une sélection positive périphérique
(Intro Chapl Il 3b), et directement liée a la spécificité antigénique partagée par

'ensemble des LTy902 périphériques chez I'adulte.
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Conservation/diversité des TCRy902 entre les primates.

Les segments géniques Vy9 et Vd2 sont présents seulement chez les
primates humains et non humains, et sont parmi les plus conservés par I'évolution de
la lignée des primates (Intro Chapl Il 1). Par ailleurs, une analyse geénétique
comparative fine des régions susceptibles d’'intervenir dans la spécificité antigénique
des TCRs Vy9Vd2 chez ces primates, suggére une co-évolution entre le TCRy952 et
son ligand putatif au sein du régne des primates (Kazen and Adams, 2011).
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Il. Fonction des LTy962 et lien avec les PAg

1) Multitude de contextes activateurs de LTy9562

Le réle potentiel des LTy902 au cours de diverses pathologies a
historiquement été évalué par criblage des contextes physiopathologiques
conduisant a une amplification in vivo de ces cellules, ce type de dérégulation étant
susceptible d’étre causé par une activation spécifique des LTy902.

En conditions physiologiques, les LTy932 constituent 1 a 5% des LT
périphériques présents dans le sang. Cependant, il a rapidement été mis en
évidence que ces cellules étaient largement amplifiées chez les patients souffrant de
diverses infections virales, bactériennes et protozoaires, ainsi que dans certains
contextes tumoraux, a tel point qu’ils pouvaient devenir majoritaires parmi les LT
circulants de certains individus. La plupart du temps, ces données d’amplification ont
été complétées par des études in vitro mettant en évidence une activation directe
des LTy902 au contact de cellules tumorales ou infectées par ces différents
pathogénes, ou encore au contact de parasites tels que plasmodium. Pour revues
voir (Morita et al., 2000 ; Morita et al., 2007).

Les contextes activateurs de cette population pourtant trés homogéne et
exprimant des TCRy902 conservés semblaient donc extrémement variés, et a

historiquement été attribuée a une pléiade d’Ag de toutes sortes...

2) Unification des contextes d’activation des y952 : le modéle des PAg

a- identification d’Ags bactériens activant spécifiquement les y952

Au cours d’études reéalisées in vitro, des extraits ded bactéries comme
Mycobacterium tuberculosis, se sont révélés capables de stimuler directement des
LTy9d2. De ces extraits ont été isolés et décrits des Ag spécifiques de y902, de
faible poids moléculaire, capable de lier les lectines, et de résister aux protéases
(Pfeffer et al., 1992). Ces différents Ag (TUBag 1- 4) ont ensuite été structurellement
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reliés les uns aux autres, et caractérisés comme de petits composés phosphorylés
contenant de la thymidine triphosphate (Constant et al., 1994), regroupés sous le
nom de phospho-Ag (PAg). Par la suite, un de ces Ag a été purifié et identifié comme
l'isopentényl pyrophosphate (IPP) (Tanaka et al., 1995). Ce prényl-pyrophosphate
est un intermédiaire central de voies de biosynthése des isoprénoides, essentielles
au métabolisme cellulaire. Il est donc naturellement produit chez tous les étres

vivants, procaryotes comme eucaryotes (figure 10).

Chez la plupart des Eubactéries et parasites protozaires, I'lPP est issu de la
voie DOXP/MEP qui doit son nom respectivement a son 1° (1-deoxy-D-xylulose-5
phosphate) et 2d intermédiaire (2-C-methyl-D-erythritol-4 phosphate) (figure 10A).
En plus de I'lPP, plusieurs métabolites de cette voie ont rapidement été identifiés
comme Ag de LTy962 (Jomaa et al., 1999 ; Morita et al., 1999 ; Belmant et al.,
1999). D’autres études ont montré que la délétion de deux enzymes amont de la voie
DOXP/MEP abrogeait I'antigénicité d’E.Coli pour les LTy982 in vitro (Altincicek et al.,
2001), tandis que la délétion d'une enzyme terminale (lytB), augmentait
considérablement cette antigénicité (Eberl et al., 2002) (figure 10A). L’Ag alors
accumulé fut identifie comme le HDMAPP ((E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2enyl
pyrophosphate) (Hintz et al., 2001), et reste aujourd’hui I'agoniste y982 le plus

puissant.

b- Identification d’Ag similaires chez I’lhomme

Alors que la plupart des Eubactéries et parasites protozaires utilisent
généralement la voie DOXP/MEP pour la biosynthése des isoprénoides, il existe une
voie équivalente chez les eucaryotes (animaux et plantes) et les Archaebactéries : la
voie des meévalonates (MVA) (figure 10B). Ainsi, les cellules humaines produisent
naturellement de I'lPP, qui se trouve étre par conséquent un Ag du Soi.
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Figure 10 : Voies de production et de dégradation des molécules agonistes y982 chez les
organismes procaryotes et eucaryotes.

La plupart des organismes procaryotes utilisent la voie MEP/DOXP (A) pour la biosynthése des
isoprénoides, tandis que les eucaryotes utilisent généralement la voie MVA (B). (A) La voie
MEP/DOXP aboutit a la production de puissants agonistes y962 : le HDMAPP, le DMAPP et I'lPP. (B)
Le DMAPP et I'lPP sont également produits par la voie MVA. (C) Dans les cellules mammaliennes, la
métabolisation de I'lPP et du DMAPP passe par une série d’intermédiaires phosphorylés capables
d’activer les LTy962 (GPP, FPP, GGPP) et aboutit notamment a la synthése du cholestérol. La
modulation de ces différentes voies peut aboutir a 'augmentation de la production d’agonistes y962
(ex: (A) délétion de I'enzyme terminale lytB de la voie MEP/DOXP, ou (C) inhibition de I'enzyme
incontournable de dégradation de I'IlPP/DMAPP, la FPP synthase, par les aminobisphosphonates
(ABP) ou les alkylamines (AA)), ou la diminution de cette production (ex: (B) inhibition par les
statines, de le HMG-CoA réductase, enzyme majeure de la voie MVA, située en amont de la
production d’IPP et de DMAPP). Les composés activateurs des LTy9582 sont indiqués en rouge, et les
composés inhibiteurs en vert. Adapté de (Morita et al., 2007).
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Les aminobisphosphonates (ABP) sont des molécules pharmacologiques
utilisées contre la résorption osseuse, et sont classiquement administrées aux
patients souffrant de la maladie de Paget (Hosking, 2006), de tumeurs osseuses
(Perry and Figgitt, 2004), et de I'ostéoporose (Boonen et al., 2005). L’effet activateur
des ABP a été mis en évidence chez des patients traités pour de telles affections
avec du pamidronate. Aprés leur premier traitement, ces patients présentaient une
réaction aigue accompagnée d’une forte amplification des LTy962 (Kunzmann et al.,
1999). Cet inhibiteur pharmacologique a par la suite été décrit comme étant capable
d’activer les LTy902 in vitro (Kunzmann et al., 2000).

La structure des ABP, une courte chaine hydro-carbonée attachée a un résidu
bisphosphonate (figure 11), suggérait initialement un mode de reconnaissance
similaire des ABP et des PAg par les LTy902. Mais (Miyagawa et al., 2001) ont
rapidement mis en évidence une différence fondamentale entre le mode d’action des
ABP et celui des PAg, montrant que contrairement a 'activation directe des LTy902
par les PAg, I'action des ABP est strictement dépendante de la présence de cellules
accessoires, dotées d’une certaine capacité de pinocytose, telles que les cellules
monocytaires. De plus, I'activation des LTy902 par les ABP est retardée comparée a
celle par des PAg (Miyagawa et al., 2001). Le mode d’action des ABP est alors
rapproché de celui d’'un peptide antigénique capable d’activer les LTaf3 de maniére

indirecte aprés chargement sur des cellules « présentatrices » adéquates.

Par la suite, les ABP (Fleisch, 2002) ainsi que les alkylamines (Thompson et
al., 2006), une autre famille de molécules pharmacologiques capables d’activer les
LTy9d02 (Bukowski et al., 1999) (figure 11B), seront décrits comme inhibiteurs de
l'activité de la farnesyl pyrophosphate synthase (FPP synthase). L’inhibition de cette
enzyme située en aval de la voie MVA, entraine I'accumulation d’intermédiaires de la
voie des MVA tels que la géranylPP et I'|PP dans les cellules, ainsi transformées en
CPA de PAg pour les LTy932 (Gober et al., 2003) (figure 10C).

La preuve de I'action exclusivement indirecte des ABP et des alkylamines sur
la voie des MVA a été apportée par une famille supplémentaire d’inhibiteurs
pharmacologiques, les statines. En effet, ces composés, décrits comme inhibiteurs
de l'action de 'HMG-CoA réductase située en amont de la voie MVA (figure 10B),
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prévenaient I'action des ABP sur les LTy962 (Gober et al., 2003 ; Thompson and

Rogers, 2004), sans avoir d’effet sur celle des PAg.
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Figure 11 : Structure et activité des divers agonistes activant les LTy952.

(A) Les phospho-Ag (PAg) naturels et synthétiques forment une famille molécules non-peptidiques
phosphorylées, ayant pour structure générale une chaine hydrocarbonée reliée a un pyrophosphate.
Les PAg naturels sont dérivés des voies MVA ou MEP/DOXP partagées par tous les organismes
vivants et, au vue de leurs activités agonistes in vitro (ECsp), il est probable que seuls le HDMAPP et
I'IPP soient capables d’activer les LTy982 in vivo. Les principaux PAg synthétiques sont le methyl
phosphate (MP), le monoethyl pyrophosphate (EPP), le bromohydrine pyrophosphate (BrHPP), et le
2-méthyl-3-butenyl-1-pyrophosphate (cHDMAPP), les deux derniers étant utilisés dans le cadre
d’essais cliniques. Les PAg sont des agonistes directs des LTy982. (B) D’autres molécules sont
capables d’activer les LTy982 de maniéere indirecte en présence de tierces cellules (ex : monocytes),
en inhibant 'enzyme de dégradation des métabolites de la voie MVA (FPP synthase), provoquant
ainsi 'accumulation de PAg naturels tels que I'lPP. Ces agonistes indirects sont séparés en deux
grandes familles : les aminobisphosphonates et les alkylamines. Les aminobisphosphonates tels que
le pamidronate ou le zolédronate sont utilisés dans le cadre d’essais cliniques, ciblant les LTy952. Les
alkylamines sont des composés naturels produits par certaines bactéries. Adapté de (Morita et al.,
2007).

Plus directement, la voie des MVA a pu étre mise en cause dans des
contextes d’activation de LTy9d2 par des cellules tumorales telles que les Daudi. En
effet, I'activation des LTy902 par ces cellules était inhibée par les statines (Gober et
al., 2003), et inversement, le knock down (par ARNi) de la farnesyl pyrophosphate
synthase, transformait des cellules tumorales non-activatrices de LTy9d2 en
activatrices (Li et al., 2009). Finalement, La fraction stimulant les LTy932, isolée a
partir d’extrait cellulaire Daudi, a été identifice comme étant I'lPP (Gober et al.,
2003).
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c- Définition de la structure globale des PAg

La compréhension des modalités de reconnaissance de tels métabolites par
les LTy9d2 a été grandement facilitée par la synthése de divers composeés
phosphorylés non naturels, dont 'activité antigénique sur les LTy902 a été évaluée
(figure 11A). Ce type d’études a permis, d’'une part, de mettre en évidence les bases
moléculaires de leur reconnaissance par les LTy902 en définissant structuralement
les PAg, et d’autre part, d’étudier I'effet de tels Ag sur les fonctions des LTy902 et

leur implication éventuelle lors de réponses immunitaires.

Les bases structurales de I'antigénicité des PAg ont pu étre définies ainsi:
(i) La taille minimale des PAg agonistes est le mono-methyl phosphate, le site
de reconnaissance de base étant une chaine alkenyl de 5 carbones avec une portion
pyrophosphate (Morita et al., 2001).
(i) La perte d’'un phosphate du groupement pyrophosphate diminue I'antigénicité
du PAg de 40 a 240 fois (Morita et al., 2001). En effet, 'hydrolyse du
pyrophosphate semble contribuer de maniére critique a son action sur les LTy9562
(Belmant et al., 2000).
(iif)  La longueur de la chaine alkenyl affecte dramatiquement l'activité des PAg,
les plus puissant contenant entre 2 et 5 carbones (Morita et al., 2001).
(iv) L'ajout de groupements chimiques divers (ex: halohydrin, aldéhydes,
prényl, époxide) a distance du groupement pyrophosphate augmente largement son
antigénicité (Belmant et al., 2000).
(v)  L’ajout d’un nucléotide triphosphate a la chaine alkenyl du c6té opposé du
pyrophosphate ne modifie pas particulierement l'activité du PAg (Tanaka et al.,
1995 ; Morita et al., 2001 ; Tanaka et al., 2007).

Parmi ces composés synthétiques, on peut notamment citer le bromohydrine
pyrophosphate (BrHPP ou Phosphostim™, Innate Pharma) (Belmant et al., 2000 ;
Espinosa et al., 2001 ; Song et al., 2004), et le 2-méthyl-3-butenyl-1-pyrophosphate
(cHDMAPP ou Picostim™, Innate Pharma) (Tanaka et al., 2007), utilisés dans le

cadre d’essais cliniques (figure 11A).
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3) Les PAg, discrimination Soi vs Non Soi et Soi Altéré

Alors que I'lPP est le PAg le plus puissant produit par la voie MVA dans les
cellules eucaryotes (Gober et al., 2003), les organismes procaryotes produisent
également du HDMAPP (Hintz et al., 2001), dont I'activité comme agoniste y962 est
largement supérieure a celle de I'IlPP (>30 000 fois). Les autres PAg naturels
(DMAPP, GPP, FPP, GGPP...) (figure 10C), beaucoup moins puissants, n’ont
probablement peu ou pas d’activité agoniste in vivo. Par ailleurs, les alkylamines,
sécrétées par certaines bactéries commensales et pathogénes, sont ubiquitaires
dans les fluides corporels humains, et pourraient également jouer un rdéle dans
I'activation des LTy982 in vivo (Bukowski et al., 1999) (figure 10C).

a- Détection des métabolites de la voie DOXP/MEP de microorganismes

La nécessité absolue de cellules accessoires humaines jouant le réle de
cellules « présentatrices » de PAg est une des caractéristiques fondamentales de
'activation des LTy902 par les PAg (Intro Chapll Ill 2¢). Ainsi, il est plus que
probable que I'activation de LTy932 par des PAg issus de microorganismes soit
exclusivement indirecte. Les métabolites de la voie DOXP/MEP pourraient étre :

(i) sécrétés dans le milieu par des pathogénes extracellulaires, ou relargués
lors de leur lyse. Ces PAg, présentés aux LTy9d2 par de tierces cellules (mécanisme
similaire a la cross présentation), pourraient directement participer a I'élimination des
pathogénes extracellulaires par production de molécules bactériostatiques ou
lytiques par les LTy902 (Dieli et al., 2001) (immunité a médiation humorale) (Intro
Chap Il IV 3a).

(ii) sécrétés dans le cytoplasme de cellules hotes dans le cas de pathogénes
intracellulaires, ou de pathogénes extracellulaires phagocytés. La reconnaissance
par les LTy902 de PAg présentés par la cellule infectée ou phagocytaire aboutit alors
a la lyse de celle-ci (Intro Chap Il IV 3a) et participe donc directement a I'élimination
du pathogéne (Dieli et al., 2001) (immunité a médiation cellulaire) (Intro Chap Il IV 3).

-53-



b- Dérégulation de la voie MVA au sein des cellules humaines

Alors que le HDMAPP seulement produit par les microorganismes et les
parasites est clairement un Ag du Non Soi, I'lPP est produit par 'ensemble des
organismes, eucaryotes comme procaryotes. La discrimination entre Soi et Soi
Altéré/Non Soi par la reconnaissance de cet « auto-Ag » par les LTy982 se fait donc
par la détection d’'un « seuil ». En effet, '|PP est capable d’activer les LTy962, mais
seulement a des concentrations trés élevées (de I'ordre du nM-uM), qui ne peuvent
étre atteintes dans les cellules humaines que dans certaines conditions
pathologiques. Par ailleurs, la détection de ce « seuil » par les LTy902 peut étre
modulée par d’autres molécules (ligands costimulateurs, molécules d’adhésions,...)

capables d’élever/abaisser le seuil d’activation de ces cellules.

Transformation tumorale et voie MVA

Certaines lignées humaines de lymphomes et de leucémies activant les
LTy9d2 ont été décrites comme possédant un niveau d’activité de I'enzyme HMG-
CoA réductase particulierement élevé (Harwood et al., 1991). Cette enzyme étant un
point de contrdle majeur de la production de PAg par la voie MVA, cette observation
suggérait que de telles cellules contiennent un taux élevé d’'IPP. C’est effectivement
le cas de la lignée Daudi (lymphome de Burkitt) dont la reconnaissance par les

LTy9d2 est directement corrélée avec la production d’'IPP (Gober et al., 2003).

Infections et implication de la voie MVA

La reconnaissance par les LTy952 de DC infectées par certaines bactéries est
affectée par un traitement statines, suggérant une production de PAg par la cellule
hoéte. Dans ce cas de figure, il y a donc probablement une synergie entre les voies
MVA de la cellule héte et la voie DOXP/MEP du pathogene intracellulaire (figure 12),
mais la contribution relative de chacune de ces voies n'a été que peu étudiée
(Kistowska et al., 2008). Par ailleurs, le mécanisme d’action du pathogene sur la voie
MVA n’a pas été étudié précisément. Il pourrait passer par (i) une interaction directe
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entre les 2 voies, par le biais de leurs intermédiaires métaboliques, (ii) un effet de
stress de la cellule héte, non spécifique du pathogene, (iii) une action indirecte sur la
voie MVA d’alkylamines sécrétées par certaines bactéries. L'infection de cellules
humaines par certains virus (ex: HIV) entraine également une dérégulation de la

voie MVA et une reconnaissance par les LTy9d2.

cellule cible INFECTION

(i) interférence

MVA entre les voles? EP/DOX

l(H,l stress cellulalre? l
PAg  |-IPP HDMAPP
endogénes "
(Soi Modifié) l {il) alkylamines? l
cholestérol &P
bactérie
PiPs exogénes
(Non Soi)
ACTIVATION

Figure 12 : Synergie entre les voies MVA et MEP/DOXP pour la production de PAg lors d’une
infection bactérienne intracellulaire.

La plupart des bactéries produisent naturellement de I'lPP, mais surtout du HDMAPP, un puissant
agoniste y9862 reconnu comme Ag du Non Soi. L’infection a également pour effet une surexpression
de la voie MVA de la cellule infectée donnant lieu a une accumulation de PAg endogénes sous l'effet :
(i) d’'une éventuelle interaction entre les métabolites des voies MVA et MEP/DOXP, (ii) d’'un stress
cellulaire non spécifique du pathogéne, (iii) d’alkylamines potentiellement sécrétées par la bactérie.
Cette surproduction de PAg est pergue par les LTy982 comme du Soi Altéré. L’ensemble de ces PAg,
ainsi que des signaux additionnels (ligands de NKRs, TLRs, NRLs,...) vont permettre 'activation des
LTy982, aboutissant au déclenchement de fonctions effectrices (lyse de la cellule cible, sécrétion des
cytokines, prolifération) et a la mise en place d’une réponse immunitaire.

La nature ubiquitaire des voies de production des PAg fournit une explication
a la large réactivité des LTy902. Actuellement, il n'existe que de trés rares contextes
d’activation de LTy902 qui ne soient directement ou indirectement imputables a la
reconnaissance de PAg (activations indépendantes du TCR, voir Intro Chapl III 3).
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c- Pertinence de I’activation des LTy982 par les PAg in vivo

Stratégies d’études des LTy902 et des PAg in vivo

Toutes les données portant sur l'effet des PAg sur les LTy902 sont issues
d’études in vitro, et leur pertinence physiologique in vivo est extrémement difficile a
évaluer du fait de la difficulté de détection des PAg (détection exclusivement par
HPLC), et de I'absence de modéle animal adapté a I'étude de ces cellules. En effet,
seuls les primates expriment des LTy902, et toutes les tentatives d’humanisation de
souris par transgénese, ayant pour but I'expression de LT murins exprimant un
TCRy902 humain, ont échoué. Ces échecs, di a des problemes de développement
des LTy902, sont trés probablement imputables a I'incapacité des cellules murines a
activer des LTy9562 méme murinisés (non publié). Actuellement, le modéle le plus
utilisé est celui de souris nude ou SCID (Severe Combined Immunodeficiency)
naturellement dépourvues de systéme immunitaire, et humanisées par transfert
adoptif de PBMCs humains ou de LTy902 amplifiés in vitro. Le modéle primate est lui
plus pertinent mais beaucoup moins exploité pour des raisons éthiques, financiéres

et de validation en cancérologie.

Implication des LTy982 dans I'immunité anti-bactérienne, anti-virale, anti-tumorale, ...

Le réle de la voie DOXP/MEP des microorganismes dans l'activation des
LTy9d2 in vivo, au cours d’infections a été évalué dans des souris SCID
reconstituées par des PBMCs, humains. Le suivi des LTy902 dans ces souris aprés
infection par différentes souches d’E. Coli mutées pour certaines enzymes de la
voies DOXP/MEP a permis de corréler le niveau d’amplification des LTy962 avec le
niveau de HDMAPP produit par ces bactéries (Morita et al., 2007). D’autre part, il a
été observé que le transfert adoptif de LTy962 humains chez des souris SCID
infectées en intra-péritonéal par des bacilles Gram- (E.coli ou Morganelle morgannin),
ou des coques Gram+ (Staphylococcus aureus), prévenait la mort de ces souris
(Wang et al., 2001). Enfin, linfection de modéles primates non-humains par
Mycobacterium bovis BCG induit une expansion des LTy902, corrélée a la clairance
du bacille (Shen et al., 2002).
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Le potentiel anti-tumoral des LTy902 humains a été relativement bien étudié in
vivo a des fin immunothérapeutiques. Par exemple, dans des souris nude ou SCID
reconstituées avec des PBMCs humains et injectées au niveau intrapéritonéal ou
intraveineux avec des cellules tumorales Daudi, les LTy982 proliferent et conferent
une immunité antitumorale aux animaux (Malkovska et al., 1992) (Chen et al.,
2001a). Dans des modéles similaires, I'action anti-tumorale des LTy902 in vivo a par
la suite été mise en évidence sur de nombreux types de tumeurs humaines tels que
des carcinomes nasopharyngés, des mélanomes ou adénocarcinomes
pancréatiques. Pour une revue, voir (Bonneville and Scotet, 2006). Certaines études
mettent en évidence la présence de LTy902 dans linfiltrat de certaines tumeurs
comme celles du sein (Bank et al., 1993), du rein (Choudhary et al., 1995) et du
colon (Corvaisier et al., 2005). D’autres travaux suggérent au contraire que la
fréquence des LTy902 sur les sites tumoraux est relativement faible, et que ces
cellules pourraient disparaitre par mort cellulaire aprés recrutement et activation sur
le site (Braza et al., 2010). L'ensemble de ces résultats suggérent donc une
implication  naturelle des LTy902 dans [limmunité anti-tumorale et

I'immunosurveillance des tumeurs in vivo.

De nombreuses stratégies immunothérapeutiques anti-bactériennes, anti-
virales (ex : influenza) (Tu et al., 2011), anti-parasitaires, ou anti-tumorales basés sur
'expansion de LTy982 in vivo, ou le transfert adoptif de LTy902 amplifiés ex vivo
sont actuellement évaluées dans des modeles murins, ainsi que dans quelques

modeles de primates.

Applications immunothérapeutiques anti-tumorales des LTy952

Plusieurs essais cliniques (phase I/lIl) impliquant des patients a un stade
avanceé de la maladie, et réfractaires aux traitements conventionnels ont été mis en
place afin d’évaluer la sécurité et I'efficacité de 'immunothérapie anti-tumorale basée
sur les LTy902 dans différents types de cancers (table 5). Pour revue, voir (Gomes
et al., 2011).
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Au cours de certains de ces essais, des LTy902 ont été activés et amplifiés in
vitro a partir de PBMCs autologues, puis réinjectés aux patients. Dans ce cas,
I'amplification sélective des LTy902 était obtenue par coculture en présence de PAg
synthétiques de grade GMP, tel que le BrHPP (Phosphostim™, Innate Pharma,
Marseille, France), ou d’ABP comme le zolédronate ou le pamidronate, combiné a de
'IL-2 nécessaire a la prolifération des LTy9d2 (Sicard et al., 2005). Dans d’autres
essais, les ABP étaient directement co-injectés avec de I'lL-2 pour activer et amplifier
les LTy9d2 in vivo.

Type de cancer Nb de patients % MP % MS % RP  Référence

Transfert adoptif de LT y962 autologues amplifiés ex vivo
Carcinome rénal (métastatique) 10 40 60 0 (Bennouna et al., 2008)
Cancer du poumon a grosses cellules 8 63 37 0 (Nakajima et al., 2010)

Injection d’aminobisphosphonates in vivo
Lymphome non hodgkinien (en récidive A=9 89 11 0 (Wilhelm et al., 2003)

et/ou réfractaire) ou myélome multiple B=9 45 22 33

Cancer métastatique de la prostate A=9 78 11 11 (Dieli et al., 2007)
(réfractaire aux hormones) B=9 33 45 22

Cancer du sein (avancé) 10 70 20 10 (Meraviglia et al., 2010)

Table 5 : Résultats des principaux essais cliniques de phase l/ll visant les LTy952.

MP, Maladie progressive ; MS, maladie stable ; RP, rémission partielle. Aucune rémission totale n'a
été observée pour le moment. A/B, cohortes distinctes ayant regut des traitements différents. Adapté
de (Gomes et al., 2011)

Les essais cliniques achevés jusqu’a présent, notamment ceux impliquant une
stimulation in vivo, ont donné des rémissions partielles allant de 10 a 33% (table 5).
Si dans certains cas, 'absence de réponse a la thérapie pouvait étre attribuée a un
défaut d’expansion des LTy962 (Dieli et al., 2007; Meraviglia et al., 2010; Wilhelm et
al., 2003), de nombreux patients présentant une activation et prolifération des
LTy9d2 significative et durable in vivo manquaient également de réponse au
traitement (Dieli et al., 2007). Ce dernier résultat pourrait étre di a une disparition de
ces cellules par mort cellulaire apres recrutement et activation sur le site (Braza et
al., 2010).

Les essais cliniques impliquant les LTy902 ayant déja prouvé la faisabilité et la
sécurité de tels traitements, de nouveaux essais prenant en compte les dernieres
avancées de la recherche concernant la compréhension et la manipulation des
LTy9062 sont nécessaires pour en améliorer I'efficacité thérapeutique. Pour revue,
voir (Gomes et al., 2011).



Intro ChaplI 11T

lll. Modalités d’activation des LTy962 par les PAg

1) Réle du TCRy952 dans la réactivité aux PAg

a- Spécificité de I'activation des LTy952 par les PAg

La réactivité des LTy9d2 induite par les PAg, initialement observée chez
'homme a ensuite été étendue aux primates (Sicard et al., 2005) (Casetti et al.,
2005) (Wang et al., 2003), mais n’a jamais été formellement observée chez d’autres
especes. Chez les bovins, une population de LTyd détectable seulement chez les
animaux infectés par Mycobacterium bovis BCG (M. BCG) et potentiellement
répondeuse aux PAg, a été décrite. Cependant cette population, activée trés
faiblement par la fraction non protéique d’extraits de M. BCG ainsi que par des PAg
tels que I'lPP et le monomethyl phosphate, n’a pas encore été caractérisée (Welsh et
al., 2002).

Ainsi, la réactivité aux PAg semble étre restreinte aux seules espéces
primates, humaines et non humaines. Or ces espéces sont également les seules a
exprimer des LTy902, et une analyse poussée montre que seuls les LTy962 de
PBMCs de primates sont activés par les PAg. En effet, si I'activation d’autres
populations lymphocytaires est parfois observée en réponse aux PAg, ce
phénomeéne est en réalité une conséquence de l'activation premiére des LTy902

(activation bystander) (Nussbaumer et al., 2011).

Sur la base de ces données montrant la reconnaissance des PAg comme une
caractéristique exclusive des LTy9d2, une analyse comparative de LTy9d2
répondeurs (périphériques, sélectionnés) vs non répondeurs (thymiques, non
sélectionnés) a permis d’associer cette réactivité a certains motifs récurrents du
TCRy902 (Davodeau et al.,, 1993). Ainsi, le réle assez logique du TCR dans ce

phénomeéne a d’emblée été analysé.
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b- Réactivité aux PAg strictement dépendante du TCRy952

Alors que le blocage de certaines réactivités liées aux PAg pouvait étre
observé en présence d’Ac dirigés contre le TCRy982 ou le CD3, ce type d’inhibition
n'a pas toujours été décrit comme révélateur d’'une implication du TCR dans
I'activation de LT (van Seventer et al., 1987). Historiquement, I'implication formelle
du TCR dans l'activation de LTyd par divers Ag a été mise en évidence par transfert
de TCRyd dans un variant particulier de la lignée leucémique Taf Jurkat (variant
J.RT3-T3.5) (Havran et al., 1991 ; Rust et al., 1990). Ce variant, par ailleurs pourvu
de la machinerie transductionnelle nécessaire a I'activation TCR, n’exprimait pas de
TCRaB en surface (déficience en chaine TCRB). Un simple transfert des génes
codant pour les chaines TCR d’intéréts dans ces cellules Jurkat en faisait donc une
lignée reporter de I'activation impliquant ce TCR.

L’'implication du TCR a ainsi été formellement mise en évidence dans
I'activation des LTy9d2 humains par (i) la lignée tumorale humaine Daudi (Bukowski,
et al. 1995) décrites par ailleurs comme contenant de grandes quantité d’'IPP (Gober
et al., 2003), (ii) des extraits mycobactériens contenant notamment du HDMAPP
(Bukowski, et al. 1995), (iii) une grande variété de lignées tumorales humaines apres
traitement par des ABP (Das et al., 2001; Kato et al., 2003), et (iv) une série de PAg
synthétiques incluant I'lPP et le cHDMAPP (Morita et al., 2001).

La comparaison entre les séquences en acides aminés des TCRs portés par
des LTy902 spécifiques de PAg issus de PBMCs de singes rhésus et d’humains a
révélé une forte conservation de résidus, notamment au niveau des boucles CDRs
ou seules quelques différences mineures sont notables (Wang et al., 2003). Par
ailleurs, des TCRy902 chimériques constitués d’'une chaine y9 de singe rhésus et
d’'une chaine 82 humaine ou inversement, conférait a la lignée Jurkat une réactivité
contre 'ensemble des contextes activateurs de LTy932 humains (Wang et al., 2003).
Ainsi, la réactivité aux PAg est strictement dépendante du TCRy982, chez 'homme
comme chez le singe, et les déterminants antigéniques de cette réactivité semblent

extrémement conservés par I'évolution.
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c- Divers TCRy952 pour divers PAg ?

Comme exposé précédemment (table 2), les TCR portés par les LTy9562
périphériques chez I'adulte sont parmi les plus divers des TCRy®, humains comme
murins. Ces LT portent pourtant la marque évidente d’'une sélection positive
périphérique, probablement due a une confrontation avec d’un ensemble de PAg

endogénes et exogénes au cours des premiéres années de la vie (Intro Chapl Il 3b).

Une étude récente a montré un biais significatif des TCRs exprimés par des
LTy9d2 amplifies a partir de PBMCs sous différentes conditions de stimulation. En
effet, une analyse immunoscope des régions CDR3 a mis en évidence une forte
restriction de la variabilité TCR de LTy962 amplifiés en présence de DCs infectées
par le M. BCG comparés a ceux amplifiés en présence de DCs+IPP (Spencer et al.,
2008). Ce résultat suggere I'amplification préférentielle d’'une certaine population de
LTy962 en réponse au M. BCG, probablement par une activation impliquant la
reconnaissance TCR-dépendante de cHDMAPP produit par cette mycobactérie. Ce
biais d’amplification pourrait s’expliquer par de subtiles différences dans les
modalités d’interactions entre le TCRy902 et son ligand en fonction du PAg impliqué,

et suggére fortement une interaction directe entre TCRy962 et PAg.

Par ailleurs, cette étude pourrait donner une pertinence physiologique a la
diversité des TCRy902 portés par les LTy962. En effet, I'lPP, contrairement a
certains PAg exogénes comme le HDMAPP, serait capable de d’activer un large
répertoire de LTy982, par des interactions impliquant des déterminants antigéniques
relativement peu spécifiques. Ainsi, la sélection périphérique néonatale des LTy902,
probablement due a une stimulation chronique par des PAg endogénes tels que I'lPP
pourrait créer un répertoire de LTy952 diversifié, capable de répondre efficacement
et spécifiguement aux divers PAg exogenes susceptibles d’étre rencontrés au cours

de la vie d’un individu.
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2) Bases moléculaires de I'interaction directe entre TCRy9562 et PAg

a- Analyse des déterminants TCR de la reconnaissance des PAg

Les efforts conjugués d’un certain nombre d’équipes ont permis de mettre en
évidence certains motifs TCR susceptibles d’intervenir dans la reconnaissance des
PAg par les LTy902. En effet, les clonages d’'un nombre incalculable de LTy962,
criblages de réactivités aux PAg, séquencages de cDNA de chaines TCR, et
alignements de séquences, ont permis d’identifier des motifs TCR récurrents chez
les LTy9d2 répondeurs ainsi que des motifs présents dans les LTy902 répondeurs et
absents des LTy982 non répondeurs. (Panchamoorthy et al., 1991 ; Davodeau et al.,
1993 ; Morita, et al. 1995 ; Bukowski, et al. 1995 ; Daubenberger et al., 2001 ; Evans
et al., 2001 ; MacDougall et al., 2001 ; Miyagawa et al., 2001)... Ces études ont
abouti a la définition de déterminants potentiels de la spécificité antigénique des
LTy9d2. En particulier, en plus des segments Vy9 et Vb2 et de certains résidus, le
segment JyP (également appelé Jy1.2) localisé dans le CDR3y a été mis en

évidence comme étant primordial pour la reconnaissance des PAg.

b- Modélisation de I'interaction PAg/TCRy952

Récemment, un TCRg962 (#G115) a été cristallisé (Allison et al., 2001),
permettant la modélisation de l'interaction potentielle entre le TCRy902 et les PAg.
En effet, 'ensemble des CDRs des chaines TCRy et & forme une structure en forme
de poche chargée positivement, pouvant logiquement servir de site d’interaction
putatif avec les PAg, caractérisés comme de petites molécules chargées
négativement (figure 13A) (Allison et al., 2001 ; Morita et al., 2001).

L’ensemble des données accumulées, incluant :(i) la structure et les propriétés
chimiques des PAg (Intro Chapll Il 2c), (ii) les déterminants antigéniques potentiels
identifies (Intro Chapll Il 2a), (iii) la structure de la poche formée par les CDRs
(figure 13), a ainsi permis de sélectionner une série de résidus TCR servant
potentiellement de site d’ancrage aux PAg. L’'ensemble de ces candidats a alors été
analysé par l'étude de la réactivité aux PAg de cellules Jurkat exprimant des

TCRy902 mutés pour I'un ou l'autre de ces résidus.
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A potentiel de surface B Position des boucles CDR Cc types de résidus D Origine genetique

Figure 13: Surface de reconnaissance antigénique du TCR y952 #G115.

TCR vu de dessus. (A) Le potentiel de surface est indiqué de -10kT (rouge) a +10kT (bleu), soulignant
les zones d'interactions putatives avec les résidus phosphorylés des PAg formant une poche
positivement chargée (bleu, entourée). (B) Position des boucles CDRs. La limite entre les chaines
TCRy et TCRd est marquée en pointillés jaunes. (C) La fente entre les 2 boucles CDR3 contient des
résidus chargés (-, rouges ; +, bleus), hydrophobes (jaunes) et polaires (verts). (D) Les résidus de la
surface de reconnaissance antigénique de la chaine TCRy sont codés par les genes Vy9 (blancs),
JyP (verts), ainsi que des nucléotides N (roses). Ceux de la chaine TCR® sont majoritairement codés
par le géne DO et des nucléotides N et sont beaucoup moins conservés que ceux de la chaine TCRy.
Les trois résidus putatifs d’ancrages des PAg proposés par Allison et al., (2001) sont R59 (CDR2y),
R51 (CDR23), et K109 (CDR3y, JyP), positivement chargés, et situés au fond de la poche ou le PAg
serait susceptible de loger. Par la suite, Yamashita propose un autre mode d’ancrage, par lequel les
groupes phosphates des PAg interagiraient avec les résidus K108 (CDR3y, JyP) et R51 (CDR293), et
la chaine carbonée interagirait avec une chaine latérale hydrophobe en position 897 (CDR38). Ainsi,
les PAg interagiraient avec le bord de la poche, plutét qu'avec le fond. (Allison et al., 2001).

Tout d’abord, trois résidus positifs : R59, R51 et K109, ont été proposés par
Allison et al., comme site d’ancrage des PAg au fond de la poche hydrophobe
(figure 13) (Allison et al., 2001). Miyagawa, et al. confirme tout d’abord I'importance
de la K109, codée par le segment JyP (Miyagawa et al., 2001). Mais Yamashita, et al
propose peu aprés un modeéle différent, dans lequel les PAg se lieraient au TCR via
des interactions entre les groupes phosphates négativement chargés des PAg, et 2
résidus cationiques adjacents (K108, JyP et R51) ainsi qu'entre des chaines
carbonées de PAg et une courte chaine latérale aliphatique de dL (V ou I) 97 par
interaction hydrophobe. D’aprés ce modéle, les PAg interagiraient avec les bords de
la poche TCR, plutét qu’en y étant inséré (figure 13) (Yamashita et al., 2003).
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c- Insuffisance du modéle d’interaction simple TCRy952/PAg.

Jusqu’a présent, aucun de ces séduisants modéles, ni aucune autre technique
n’a permis de documenter l'interaction directe entre le TCRy902 et les PAg. En effet,
toutes les techniques visant a démontrer formellement ces interactions par des
meéthodes biochimiques ou biophysiques ont échoué (ex : co-cristallisation, dialyse a
I'équilibre ou microcalorimétrie) (Allison et al., 2001 ; Morita et al., 2007). Ces
résultats pourraient s’expliquer par la faiblesse des interactions déja observées entre
les TCRyd et leurs ligands (table 4), faiblesse cependant difficilement associable
avec la puissance des effets biologiques de ligands solubles comme les PAg sur
I'activation des TCRy902.

Par ailleurs, le contact entre les LTy902 et des cellules accessoires humaines
a été documenté comme étant nécessaire a I'action des PAg solubles, suggérant
une forme de « présentation » des PAg aux LT. En effet, une étude fine des
modalités d’activation des LTy902 par les PAg solubles a révélé que les LTy952
n’étaient activés qu’en cas de contact membranaire avec d’autres cellules, tandis
que des cellules individualisées ne s’activaient pas (Morita, et al. 1995 ; Lang et al.,
1995). Dans le cas des PAg solubles, la cellule présentatrice peut étre un LTy902.
(notion d’auto-présentation).

Dans le cas des ABP, Kato, et al. ont mis en évidence que seules les cellules
humaines étaient capables d’activer les LTy902 sous l'effet d’'un traitement
pamidronate alors que I'effet pharmacologique de cet inhibiteur n’est pas restreint a
cette espéce. Ce résultat suggére que certaines interactions cellulaires espéces-
spécifiques sont nécessaires a l'activation des LTy902 par les PAg, et que les PAg
produits sous I'effet du pamidronate ne sont pas simplement relargués dans le milieu
extra-cellulaire, ou ils pourraient alors activer les LTy932 par auto-présentation (Kato
et al., 2003). En outre, un certain nombre d’études a également proposé la possibilité
d’'un « chargement » de PAg sur des cellules cibles, qui seraient ainsi sensibilisées a
une reconnaissance par les LTy962 (Vantourout et al., 2009 ; Kato et al., 2006). Mais
ce résultat, relativement controversé, pourrait étre expliqué par des lavages
insuffisants des cellules cibles, ayant pour conséquence la présence résiduelle de
PAg activateurs (Thedrez et al., 2007).
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L’ensemble de ces résultats suggére que les PAg n’agissent pas sur les
LTy9d2 par simple interaction avec le TCRy932, mais que cette interaction
probablement trop transitoire est stabilisée par un contact particulier entre LTy902 et
cellule cible. Ainsi, les PAg ne sont pas actifs sous forme soluble dans le milieu, mais

sont « fixés » a la membrane des cellules de maniére plus ou moins spécifique.

3) Présentation des PAg aux LTy952 ?

a - Internalisation/transformation des PAg ?

Contrairement aux LTaf conventionnels, les LTyd ont initialement été
caractérisés comme étant capables de reconnaitre leurs Ag sous une forme native a
la maniére des LB, sans nécessiter de modification (processing), ou de présentation

(sauf quelques cas particuliers, table 3).

Dans le cas de l'activation des LTy902 par les PAg, I'hypothése d'une
internalisation active, modification ou présentation par les molécules classiques a été
immédiatement exclue (Morita, et al. 1995 ; Lang et al., 1995). En effet, la fixation
des cellules cibles avec du glutaraldéhyde, prévenant I'entrée des Ag lipidiques ou
peptidiques dans les CPAs, n’empéchait pas leur reconnaissance par les LTy902 en
présence de PAg (Morita, et al. 1995 ; Sarikonda et al., 2008). De plus l'utilisation de
lignées déficientes pour diverses molécules présentatrices classiques (ex : CMH-I, I,
CD1), ou encore d’Ac bloquant dirigées contre ces molécules, n’avait pas d’effet sur
leur capacité a présenter des PAg (Morita, et al. 1995).

Par ailleurs, I'hypothése d'une éventuelle transformation de ces Ag a été
fortement mise en doute, au vu de leur rapidité d’action. En effet, suite au contact
des LTy902 avec les PAg, on observe tres rapidement une acidification métabolique
(environ 10 sec pour le BrHPP : Espinosa et al., 2001; Sirecci et al., 2001), ainsi que
le déclenchement de flux calciques (<1,5mn en présence d’IPP) (Morita, et al., 1995)
; (<5bmn en présence de BrHPP) (Nedellec et al., 2011). Ces phénoménes ne
révélent pas nécessairement le déclenchement d’'une signalisation TCR, pourtant ils

sont exclusivement observés avec des LTy9d2.
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En outre, I'analyse des voies de transduction TCR a donné des résultats
hétérogénes selon le PAg utilisé pour I'activation. La signalisation déclenchée par de
I'IPP était extrémement retardée comparée a une activation par un anti-CD3 agoniste
immeédiate (2h) (Lafont et al., 2001), relativement retardée dans le cas du BrHPP
(jusqu’a 20 mn) (Nedellec et al., 2011; Thedrez et al., 2007), et immédiate et
soutenue avec du cHDMAPP (Correia et al., 2009). Les interactions PAg/TCR étant
considérées comme trés transitoires (Intro Chapl Ill), la divergence concernant le
délai d’activation pourrait étre due a une différence d’affinité des PAg pour le
TCRy902, dont la signalisation pourrait nécessiter un engagement en série plus ou
moins long. La différence de durée de signalisation pourrait étre die une différence
de stabilité des PAg, plus ou moins rapidement dégradés sous leffet de
phosphatases ubiquitaires. L’interprétation correcte de cet ensemble de résultats
nécessiterait une étude réellement comparative de I'activation par différents PAg
(ex : mémes populations de LTy902 en culture ou ex vivo, mesure des mémes

parametres d’activation).

Ainsi, la « présentation » des PAg aux LTy9d2 ne semblait nécessiter ni
d’internalisation active, ni de transformation, ni de chargement sur des molécules de

présentation classiques.

b- Stabilisation membranaire/présentation des PAg ?

Comme énoncé précédemment (Intro Chapll Ill 2c), alors que les PAg avaient
initialement été étudiés comme des ligands solubles du TCRy982, un certain nombre
d’observations suggéraient une interaction, spécifique ou non, entre les PAg et la
membrane des cellules cibles, alors considérées comme « cellules présentatrices »
d’Ag de PAg.

La mise en évidence d’attributs indispensables a cette fonction de « cellules
présentatrices » de PAg a permis de préciser ce mécanisme. En effet, parmi toutes
les espéces testées (ex: souris, rat, hamster), seules les cellules humaines sont
capables de présenter les PAg aux LTy902 (Green et al., 2004; Kato et al., 2003;
Lang et al., 1995). Par ailleurs, certaines cellules humaines en sont incapables (Kato
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et al., 2006; Kato et al., 2003). Ce résultat pouvait s’expliquer par : (i) une interaction
non-spécifique des PAg avec la membrane de n'importe quelle cellule, couplée a un
déficit de certaines cellules en molécules de costimulation ou d’adhésion nécessaires
a l'activation T (disparité inter-espéce ou déficit global de cellules humaines), ou, (ii)
une interaction spécifique des PAg avec une molécule membranaire humaine,
nécessaire a l'activation les LTy9d2 par les PAg, et qualifiée alors de « molécule
présentatrice de PAg ».

Récemment, I'équipe de C. Morita a développé une série de PAg photo-
sensibles, capables de former réversiblement des liaisons covalentes a la surface
des cellules cibles sous I'effet de rayonnements UV (réaction avec les ponts C-H). La
mise en contact de cellules humaines avec de tels composés suivit d’'un traitement
UV permettait une activation efficace des LTy902, méme aprés d’'importants lavages,
suffisants pour éliminer les PAg classiques. L’incubation de cellules humaines avec
des PAg classiques en plus de ces PAg photosensibles a révélé une compétition
entre ces deux types de composés, mettant en évidence I'existence d’'un nombre

limité de sites fixation de PAg a la surface des cellules (Sarikonda et al., 2008).

Cet important résultat a permis de poser les bases d’'un nouveau mode
d’action des PAg. Deux modeles distincts sont actuellement envisagés :

(i) en accord avec le modéle initialement congu, les PAg pourraient interagir
directement avec le TCRy982 (Intro Chapll Il 2b), mais cette interaction faible et
transitoire nécessiterait d’étre stabilisée par une molécule accessoire spécifiquement
humaine, capable d’interagir a la fois avec le PAg et le TCRy902.

(i) a l'inverse, un modele alternatif peut étre imaginé au vu de l'importance
cruciale de la molécule « présentatrice » hypothétique. Ainsi, les PAg pourraient
interagir avec cette molécule, et interférer ensuite avec son interaction avec le
TCRy902 (par démasquage ou modification du site d’interaction avec le TCRy962
par exemple).
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c- Molécules présentatrices de PAg

Modélisation de I'empreinte moléculaire de la molécule présentatrice de PAg

Dans la lignée des travaux déja réalisés par plusieurs équipes dans le but de
poser les bases moléculaires de l'interaction directe entre TCRy902 et PAg (Intro
Chapll Il 2b), I'équipe de C. Morita a récemment entrepris I'étude exhaustive de
I'effet, sur la reconnaissance des PAg, de mutations largement réparties a la surface
des différents CDRs du TCRy982 (Wang et al., 2010).

En plus des mutations précédemment définies comme étant cruciales pour la
reconnaissance des PAg par les LTy932 (Intro Chapll Ill 2b) (Yamashita et al.,
2003), cette étude a conduit a l'identification d’'un ensemble de mutations, également
capables d’abolir la reconnaissance TCR-dépendante du HDMAPP. Situés dans les
régions CDR1y (T29), CDR2y (Y54, T57), CDR15 (E28), et CDR25 (E52) (figure
14), les résidus concernés sont localisés dans des zones exposées aux solvants, et

trés accessibles. De maniére inattendue, ces zones se trouvent étre extrémement

distantes (16-23A) de la poche initialement proposée comme zone d’ancrage des
PAg, dont les résidus clés sont situés dans le CDR3y (K108), le CDR2b (R51), et le
CDRS35 (L97) (Yamashita et al., 2003).

Figure 14 : Implication de tous les CDRs du TCR y932 dans I’activation induite par les PAg.

La surface du TCR est vue de dessus. (A) localisation des boucles CDR16 (bleue) CDR23 (rose)
CDR306 (jaune) CDR1y (rouge) CDR2y (orange) CDR3y (vert) du TCRy982. (B) modélisation de
linteraction entre le TCRy902 et I'lPP selon le modéle proposé par Yamashita et al.,, 2003. Les
résidus acides (rouges) et basiques (bleus) sont indiqués. (C) en rouge sont représentés 'ensemble
des acides aminés dont la mutation abroge la reconnaissance des PAg. Les acides aminés non
critiques sont colorés en vert. (D) potentiel de surface du TCRy982 (colorée de -8kT en rouge a +8kT
en bleu) révélant deux sites d’interaction potentiels positivement chargés. (Wang et al., 2010)
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Sans pour autant remettre en question le modéle d’interaction TCRy902/PAg
proposé précédemment par I'équipe de N. Minato (Yamashita et al., 2003) (Intro
Chapll Il 2b), Wang et al., suggérent que ces résidus pourraient entrer en contact
avec une molécule beaucoup plus large, capable d’interagir a la fois avec les
TCRy902 et les PAg, et propose ainsi une empreinte moléculaire du contact entre le
TCRYy902 et I'hypothétique molécule présentatrice de PAg (Wang et al., 2010).

Caractérisation de la molécule présentatrice de PAg

Aucune des molécules présentatrices d’Ag connue n’est requise pour la
présentation des PAg au LTy902 (Morita, et al. 1995) (Intro Chapll Il 3a). Par
ailleurs, la modélisation de I'empreinte moléculaire laissée par la molécule
présentatrice de PAg a la surface du TCRy9d2 n’a pas permis d’identifier de
candidats convaincants (Wang et al., 2010).

Afin de caractériser plus directement cette molécule, I'équipe de Z. Chen a
récemment tiré profit de la technologie des tétrameéeres solubles de TCRs,
communément utilisée pour détecter des ligands membranaires de divers TCRaf
(Chen et al., 2001b) et yd (Aydintug et al., 2004). En accord avec la réactivité des
LTy9d2, des tétrameres de TCRy9d82 de macaques sont capables d’interagir
spécifiquement avec toutes les cellules humaines et macaques traitées avec du
cHDMAPP ou infectées par M. BCG, mais aucune cellule d’autres especes (souris,
rat, cochon). Par ailleurs, le marquage par les tétraméres de TCRy962, visible sous
forme de clusters, est affecté par la digestion des protéines membranaires
(traitement trypsine) (Wei et al., 2008).

En résumé, I'ensemble des travaux réalisés jusqu’a présent et notamment les
plus récents ont permis d’établir un profil relativement précis de la molécule
présentatrice de PAg putative, sur la base de son interaction hypothétique avec les
PAg et le TCRy9562.
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Cette molécule est une protéine membranaire non
polymorphique, ubiquitaire et conservée chez les primates
(humains et non humains), mais restreinte a ces seules espéces, et
distincte de toutes les molécules de présentation décrites jusqu’a
présent (CHMI, CHMII, CD1, b2m associées...).

e

Figure 15 : Marquage de la molécule présentatrice de PAg putative.
Marquage membranaire de DCs infectées par le BCG par des tétraméres de TCRy982 simiens. Les
DCs non infectées ne présentent aucun marquage (non montré). Echelle :10 mm. (Wei et al., 2008)

Sur la base de la cartographie de I'empreinte moléculaire laissée par la
molécule présentatrice de PAg encore inconnue sur le TCRy982, Wang et al. 2010
prévoient que cette protéine pourrait avoir une structure homologue aux molécules
présentatrices classiques et non classiques et leurs ligands (CMHI et Il CD1, MR1,
MICA/B), ou faire partie d’'une nouvelle classe de molécule de présentation, telle
qu’'une enzyme, une HSP (Heat Shock Protein), ou une protéine de la superfamille
des Ig, de structure distincte de celle des molécules du CMH de classe I/ll (Wang et
al., 2010). Cependant, aucune protéine candidate pertinente n’a été proposée a ce

jour...

4) Modéle hypothétique de présentation des PAg aux LTy9562

a- Interactions entre la F1-ATPase ectopique, I’Apolipoproteine A-l et le
TCRy9562

Au cours d'une étude récente visant a identifier un ligand membranaire
intervenant dans la reconnaissance des cellules tumorales Daudi par les LTy962
(Scotet et al., 2005), deux protéines purifiées ont été caractérisées comme étant
capables d’interagir directement avec le TCRy982: (i) I'Apolipoproteine A-I|
naturellement présente dans le sérum n’était ni nécessaire ni suffisante a 'activation
des LTy902, (ii) la sous-unité F1 de I'ATP synthase (F1-ATPase), par ailleurs
exprimée a la membrane des cellules Daudi, semblait suffisante pour I'activation des
LTy9d2 (ATPase bovine purifiee).
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La présence d’Apolipoprotéine A-1 améliorait significativement ['interaction
entre 'ATPase purifiée et le TCRy902, ainsi que la reconnaissance des cellules
Daudi par les LTy962. En effet, cette protéine soluble ubiquitaire et capable
d’interagir a la fois avec le TCRy902 (Scotet et al., 2005) et la F1-ATPase (Martinez
et al., 2003) pouvait servir de molécule chaperonne, stabilisant le contact entre le
TCRy902 et son ligand membranaire 'ATPase.

Initialement décrite comme une enzyme mitochondriale capable d’hydrolyser
'ATP, 'ATPase est exprimée de maniére ectopique a la membrane de diverses
cellules, tumorales ou non (Champagne et al., 2006). Par ailleurs, dans ce contexte
membranaire, ’ATPase serait constitutivement associée avec les molécules de CMH
de classe | qui pourraient prévenir sa détection (Vantourout et al., 2008). Ainsi, cette
enzyme probablement ubiquitaire serait détectée préférentiellement a la surface de
cellules sous-exprimant particulierement les molécules de CMH-I. En particulier,
certaines lignées tumorales comme les Daudi, et K562 sous-expriment les molécules
de CMH-I, expriment la F1-ATPase ectopique, et sont naturellement reconnues par
les LTy932. Inversement, d’autres lignées également déficientes en CMHI comme
les 721.221 mais n’exprimant pas de F1-ATPase ectopique ne sont pas reconnues.

Ces observations aménent donc I'hypothése logique d’'une reconnaissance,
par les LTy9d2, des cellules tumorales a la surface desquelles la F1-ATPase
ectopique démasquée pourrait directement interagir avec le TCRy902.

b- Réle de la F1-ATPase ectopique dans I’activation des LTy952 par les PAg

Par la suite, ce modéle pourtant séduisant a été remis en question,
notamment a cause de la présence probable, dans les extraits d’ATPase purifiés, de
contaminants susceptibles de participer a linteraction avec le TCRy962. En
particulier 'ATPase a été proposée comme étant capable d’interagir avec les PAg,
ceux-ci possédant certaines caractéristiques similaires a I'ATP, ligand naturel de
'ATPase.

Ces derniéres années, I'équipe d’E Champagne a entrepris de concilier les
modeles d’activation des LTy902 par les PAg et par la F1-ATPase ectopique
(Vantourout et al., 2009 ; Mookerjee-Basu et al., 2010). Cet ambitieux projet a abouti

-71 -



a un modele hypothétique complexe qui sera exposé sans étre discuté. Pour revue,
voir (Champagne, 2011).

Récemment, I'Apppl, un PAg nucléotidique analogue de I'ATP, a été décrit
comme étant produit en méme temps que I'lPP par la voie MVA (Monkkonen et al.,
2006 ; Monkkonen et al., 2007). La caractérisation de I'Apppl a révélé que ce
composé, incapable d’activer directement les LTy932, était hydrolysable en IPP. En
outre, il pouvait étre « chargé » sur des cellules bien plus efficacement que I'lPP, par
une association probable avec la F1-ATPase ectopique selon un mode d’interaction
similaire a celui de 'ATP.

Ainsi, I'Apppl a été proposé comme étant une forme de stockage de PAg, (i)
incapable d’activer les LTy982 par lui-méme, (ii) stablement présenté a la membrane
des cellules cibles par association avec la F1-ATPase, (iii) protégé par la F1-ATPase
de la dégradation par les phosphatases, (iv) hydrolysable en IPP actif lors du

rapprochement entre la cellule présentatrice et un effecteur y962 (figure 16).

Ecto-F1-ATPase
IPP

AMP

Apppl

TCR

NPP (inactive)
NPP (active)

@16 0 1 6

Figure 16: Modéle hypothétique de I'activation des LTy932 par des PAg.

(A) Les PAg endogénes sont percus par les LTy982 a la surface de cellules cibles sous forme de
dérivés nucléotidiques inactifs tels que I'Apppl, en interaction avec la F1-ATPase ectopique. Apres
reconnaissance antigénique (étape 1), l'aggregation des TCRs (étape 2) pourrait induire le
recrutement/activation d’'une éventuellement nucléotide pyrophosphatase (NPP) a la surface de la
cellule cible entrainant I'hydrolyse du PAg (étape 3). Cette hydrolyse est nécessaire a I'activation
compléete et au déclenchement des fonctions effectrices des LTy932 (étape 4). (B) Les PAg solubles
actifs ne sont pas capables d’activer les LTy982 en l'absence d’interaction avec la F1-ATPase
ectopique, dont la contribution est fournie par le contact entre le LTy952 et une cellule voisine.
(Mookerjee-Basu et al., 2010)
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E Champagne suggere que des PAg tels que I'lPP ou le HDMAPP,
naturellement produits sous forme active, pourraient éventuellement étre convertis
en de tels PAg nucléotidiques et étre présentés selon ce schéma, mais de
nombreuses questions restent ouvertes, et ce modéele demeure en partie

hypothétique.

c- La F1-ATPase ectopique, protéine présentatrice de PAg ?

Lors de la caractérisation de son interaction avec le TCRy962 (Scotet et al.,
2005), la F1-ATPase ectopique a été envisagée comme une molécule présentatrice
de PAg que I'ensemble des équipes travaillant sur les LTy982 traquaient depuis déja
quelques temps.

Cependant, I'étude des modalités fines d’activation des LTy902 par les PAg,
et plus particuliérement le profilage d’'une molécule présentatrice hypothétique a
connu une avancée phénoménale ces derniéres années (Intro Chapll Il 3c),
détronant ce candidat pourtant idéal. En effet, la F1-ATPase ectopique ne remplit
pas les criteres de sélection de la molécule présentatrice de PAg hypothétiques.

Cette molécule est certes protéique, membranaire, non polymorphique et
conservée entre les différents primates, mais elle est également conservée a travers
tout le régne animal, et ’ATPase murine est aussi proche de 'ATPase humaine que
'ATPase bovine utilisée pour activer les LTy902 (Intro Chapll Il 4a). En outre, la
structure de cette protéine ne correspond aucunement a I'empreinte moléculaire
laissée par la molécule présentatrice de PAg a la surface du TCRy902 (Wang et al.,
2010) (Intro Chapll Il 3c). Finalement, un nouveau ligand de TCRy932 candidat,
immuno-preécipité grace aux outils recemment développés par I'équipe de C. Morita
(Intro Chapll 11l 3b), ne semble pas non plus correspondre a la F1-ATPase ectopique
(CT Morita, non publié).

La F1-ATPase ectopique conserve tout de méme une place de choix dans le
modele d’activation des LTy902 par les PAg, puisque c’est jusqu’a présent le seul
candidat susceptible de faire le lien entre les PAg et le TCRy982. Par ailleurs, les
travaux de plusieurs équipent indépendantes ont mis en évidence la participation de
cette enzyme dans la reconnaissance des PAg par les LTy932 (Scotet et al., 2005)

-73 -



(Vantourout et al., 2009 ; Marcu-Malina et al., 2011). Le modele proposé par E
Champagne, dans lequel l'interaction (directe ou indirecte) entre la F1-ATPase et le
TCRy902 joue un réle central, pourrait probablement étre complété d’autres
intervenants. En particulier, I'interaction entre TCRy962 et F1-ATPase pourrait étre
favorisée ou empéchée par les contributions respectives de I'Apolipoproteine et du
CMH-I (Intro Chapll 1ll 4a). Un certain nombre d’autres protéines pourraient
également intervenir. En particulier, la protéine de stress HSP60 pourrait jouer un
réle de chaperonne similaire a celui de I'’Apolipoprotéine A-1. En effet, cette protéine
a recemment été décrite comme capable d’interagir avec la sous-unité b de 'ATPase
ectopique (Alard et al., 2011). Par ailleurs, I'hydrolyse éventuelle des PAg par la F1-
ATPase ectopique, dont le rble potentiel est actuellement obscur, pourrait étre
modulé. En effet, 'Apolipoproteine A-1 comme HSP60 sont capables d’augmenter
l'activité hydrolytique de 'ATPase ectopique (Radojkovic et al., 2009 ; Alard et al.,
2011).

Finalement, malgré des avancées notables ces dernieres années,
'acharnement conjugué des équipes spécialisées dans la biologie des LTy902 a
identifier la molécule présentatrice de PAg s’avére infructueux. En outre, tous les
modeles envisageés jusqu’a présents pour expliquer le mode d’activation des LTy962
par les PAg, malgré une escalade en complexité, semblent rudimentaires au vu de la
quantité de données nécessitants d’y étre intégrées.

Cette constatation peut soulever certaines interrogations quant a la poursuite
d'une éventuelle chimeére... Cette molécule présentatrice de PAg existe-t-elle
réellement ? Est-elle unique ? ou s’agit-il d’'un ensemble complexe de molécules dont
la reconnaissance par les LTy902 pourrait étre finement régulée par de nombreuses

et diverses contributions ?
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Chaplll Les protéines de la IgSF au sein du systéme
immunitaire adaptatif et les fonctions potentielles des

membres de la famille BTN

. Les familles Ig, CMH, B7 et BTN de la IgSF

1) La superfamille des Immunoglobulines

a- Les Immunoglobulines

Les Immunoglobulines (lg) sont des protéines exprimées par les LB, capables
de lier spécifiquement des Ags du Non Soi. Au repos, elles sont exprimées sous une
forme membranaire appelé BCR et définissent la spécificité d’'un LB donné.
L’interaction entre le BCR d’un LB et son Ag spécifique va se traduire par une
activation et différenciation cellulaire, aboutissant a la sécrétion d’'lgs également
appelées Acs. Les Acs étant une version soluble du BCR, ils portent la méme
spécificité antigénique, et vont permettre la neutralisation puis la destruction du
pathogéne exprimant '’Ag reconnu.

Le séquencgage des Ig a révélé la présence de certains domaines structuraux
particuliers d’environ 100 acides aminés, pouvant se diviser en deux catégories
distinctes par leur fonction et leur taille : des domaines variables ou domaines V et
des domaines constants ou domaines C. La détermination de la structure de ces
domaines il y a prés de 40 ans a montré qu’ils partageaient des caractéristiques de
repliement basé sur un sandwich de 2 feuillets B anti-paralléles (Poljak et al., 1973)
(figure 17).
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Figure 17 : Définition structurale du domaines IgV des TCRs et BCRs.

(A) Structure tridimensionnelle d’'un domaine IgV montrant les brins (rubans) et les boucles (fubes)
formant les feuillets B (B) Vue schématique de la topologie du méme domaine. Les localisations du pli
formé par le sandwich de feuillets b (pointilles), du pont dissulfure conservé entre les brins B et F (S-
S) et des boucles hypervariables CDRs (rouge) sont indiquées. Les domaines IgC sont similaires aux
domaines V, mais ne contiennent pas de brins C’ et C” ni de CDRs. (Barclay, 2003).

b- Les domaines Ig des récepteurs de I'immunité adaptative BCR et TCR

L’ensemble des récepteurs a I'Ag du systéme immunitaire adaptatif TCR et
BCR est construits sur un modéle structural commun définissant la famille IgSF (une
domaine IgV et un domaine IgC). En particulier, leur domaine IgV contient des
régions hypervariables portant la diversité issue de la recombinaison V(D)J propre
aux récepteurs de 'immunité adaptative. Ces régions, appelées CDRs, forment des
boucles complémentaires a un Ag qui leur est propre, avec lequel elles interagissent
spécifiquement, et qui va définir la spécificité antigénique propre aux récepteurs a
'Ag de I'immunité adaptative (figure 17). Dans le cas du TCRaf, 'ensemble des 6
boucles CDRs (3 boucles CDRa et 3 boucles CDRp) lui confére la capacité a
reconnaitre un peptide antigénique particulier présenté sur un molécule donné du Soi
de la famille du CMH (figure 18).
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Figure 18 : Interaction entre un TCR et son complexe peptide-CMH complémentaire.
(A) Structure tridimensionnelle de l'interaction TCR/p-CMH-I. Les 6 boucles CDR du TCR (rouge)
entrent en contact avec le complexe p-CMHI. (B) Schémat de linteraction TCR/p-CMHI. Les
domaines Ig du TCR et Ig-like du CMH-I sont indiqués. Adapté de Kaas and Lefranc, 2005.

c- La superfamille des Ig au coeur du systéme immunitaire adaptatif.

Par la suite, des domaines Ig similaires (lg-like) ont été identifiés dans
beaucoup d’autres protéines (Campbell et al., 1979), et dés la fin des années 80, |l
était établi que les domaines IgSF (Immunoglobulin SuperFamily) étaient largement
présents dans de nombreuses fonctions biologiques (développement, différenciation,
activation, adhésion, régulation, etc...) (Williams and Barclay, 1988) (Hunkapiller and
Hood, 1989) (Bertrand et al., 2004) (Bernard et al., 2007) (Garapati and Lefranc,
2007). En particulier, I'utilisation de domaines IgSF est particulierement répandue au
sein du systéme immunitaire adaptatif, ou les membres de la IgSF remplissent de
nombreux réles impliquant des interactions récepteur-ligand centrales dans la
biologie des LT (TCR, CD3, CD4, CD8, CD80, CD86,...). Seuls le BCR et le TCR
possédent des « vrais » domaines IgV et IgC. Tous les autres membres de la IgSF
sont caractérisés par des domaines Ig-like quelque peu différents. En particulier, le
domaine IgV-like défini par similarité de structure avec le domaine IgV ne partage
absolument pas I'’hyper-variabilité de ce dernier, qui est un attribut exclusif des

récepteurs de 'immunité adaptative.
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2) Les molécules présentatrices de la superfamille du CMH

a- Cartographie du complexe majeur d’histocompatibilité

Depuis sa découverte chez la souris en 1936, le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) est devenu l'une des région les plus étudiées du génome
des vertébrés (Gorer 1936) (Klein, 1986). Découvert a la surface de lymphocytes, le
premier produit des génes du CMH fut connu comme un « leucocyte antigen », qui a
donné son nom au locus du CMH chez 'homme également appelé le complexe HLA
(Human Leucocyte Antigen). Alors que les molécules du CMH ont initialement été
étudiées pour leur capacité a conférer une tolérance (histocompatibilité) aprés des
greffes de tissus, leur principale fonction est de participer a la réponse immunitaire
contre les pathogenes.

Type de cluster Nb total de loci Nb de loci codant pour des Nb de pseudogénes / loci
protéines de transcripts non codants

Super clusters de génes

histones 66 55 11
HLA de classe | 26 9 17
ARNt 157 151

butyrophilines 8 8

Récepteurs olfactifs 34 14 (environ) 20
Protéines a doigts de Zinc 36 26 10
Clusters de génes

Transporteurs 17A 4 4 0
Récepteurs voméronasaux 5 0 5
TNF (tumour necrosis factor) 3 3 0
Ly6 (Lymphocyte antigen-6) 5 5 0
HSP (Heat shock protein) 3 3 0
HLA de classe Il 24 (environ) 15 9

Table 6 : Clusters et supercluster de génes du locus du CMH au sens large chez ’homme.
(Horton et al., 2004).

Au fil des années, le séquencgage progressif de portions du locus du CMH a
récemment abouti a la cartographie d'une région de 7,6 Mb située sur le
chromosome 6, appelée locus du CMH au sens large (Mungall et al., 2003). Les
genes y sont classés en 12 clusters et superclusters, selon des homologies de
séquences/fonctions (table 6).
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Parmi les génes exprimés du CMH, 28% sont potentiellement associés a
limmunité. On y trouve des membres de la superfamille des lg, des protéines
participant au développement des LT, au déclenchement et a la régulation de la
réponse immunitaire, et plus particulierement des protéines spécialisées dans la

présentation d’Ag (table 7). Pour revue, voir (Horton et al., 2004).

Catégorie Geénes

prise en charge/présentation des Ag HLA de classe | et Il classiques ; PRSS16 ; PSMB8, PSMB9 ; TAP1, TAP2, TAPBP;
UBD

superfamille des immunoglobulines ~ AGER ; BTN1A1, BTN2A1, BTN2A2, BTN2A3, BTN3A1, BTN3A2, BTN3A3, BTNL2;
C6orf25 ; MOG

inflammation ABCF1 ; AIF1; DAXX; IER3; LST1; LTA, LTB ; NCR3; TNF

maturation des leucocytes DDAH2 ; LYBG5B, LY6G5C, LY6G6D, LYBG6E, LY6G6C

cascade du complément BF ; C2, C4A, C4B

CMH de classe | non classique HLA-E, HLA-F, HLAG ; HFE

régulation immunitaire NFKBIL1, RXRB, FKBPL

réponse au stress HSPA1A, HSPA1B, HSPA1L ; MICA, MICB

Table 7 : Génes du locus du CMH (au sens large) humain reliés au systéme immunitaire.

La plupart de ces génes ont des fonctions établies dans I'immunité innée ou adaptative. Certains
génes ont été inclus a cause de leur homologie de séquences avec une famille de génes fortement
reliées a 'immunité (IgSF), mais leur fonction précise reste a étre établi. (Horton et al., 2004)

b- Définition des domaines MhcSF de molécules de présentation du CMH.

Les molécules du CMH classique font partie de la IgSF définie précédemment
(Intro Chaplll | 1). Elles sont caractérisées par des fonctions de molécules de
présentation de peptides, centrales dans I'activation des LTa3 conventionnels. Ces
molécules forment deux classes, distinctes notamment par leur structure. Pour revue
voir (Lefranc, 2005). (i) Les molécules de classe I-a, formées par I'association non-
covalente entre une chaine lourde transmembranaire (chaine a) et la chaine Iégére
de la B2 microglobuline, et (ii) les molécules de classe ll-a, formés d’'un hétérodimere
de chaines transmembranaires (une chaine a et une ) (figure 19).

Ces deux types de structures apparentées portent des domaines particuliers
appelés domaines G (Groove domain), caractéristique de la MhcSF (MHC
SuperFamily). L’ensemble formé par les deux domaines G d’une molécule de CMH
classique, forment un sillon dans lequel viennent s’insérer des peptides

potentiellement antigéniques qui seront présentés aux LTap (figure 18 et 25).
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Figure 19 : Structure 3D schématique des molécules de CMH de classe | et Il classiques.

Les domaines G caractéristiques de la MhcSF sont encadrés. L’ensemble formé par deux domaines
G constitue un plancher de feuillet B encadré de deux hélices a, formant une poche dans laquelle
vient s’'insérer un peptide potentiellement antigénique. Adapté de (Kaas et al., 2007).

c- Diversité et fonctions des molécules présentatrices du CMH

CMH-la
humain
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Figure 20 : Relations phylogénétiques et propriétés des molécules du CMH de classe |

Les molécules du CMH-la ont évolué séparément dans chaque taxon, et ne sont donc pas
orthologues entre 'lhomme, la souris, et les oiseaux. Les génes du CMH-Ib sont groupés en anciens,
intermédiaires et récents selon leur degré de divergence. En rouge sont représentées les molécules
liant (trait continu) ou susceptibles de lier (trait pointillé) des peptides, celles présentant des lipides
sont en violet. Certaines molécules du CMH-Ib sont reconnues exclusivement par des NKR (bleu), ou
pourraient également présenter des peptides (rose pointillé). Les protéines en orange et gris lient
d’autres molécules. L'EPCR fixe la protéine C aussi bien que des lipides. En marron, TL et T10
semblent interagir directement avec le TCR sans nécessiter d’aucun ligand. MIC MHC-class-I-
polypeptide-related sequence ; MR1, MHC class | related ; ULBP, UL16-binding protéin du CMV.
(Rodgers and Cook, 2005)
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Des domaines MhcSF plus ou moins proches structurellement de ceux du
CMH-la ont par la suite été retrouvés dans un certain nombre de protéines,
regroupées sous le terme de molécules du CMH non classiques, ou CMH-Ib.
L’ensemble des protéines de CMH classique et non classique serait le fruit de
divergences au cours d’'un processus évolutif continu (figure 20). Les molécules du
CMH-Ib sont parfois différenciées en « vraies » molécules du CMH-Ib et molécules
du CMH-I-like, ces derniéres étant codées par des génes situés a I'extérieur du locus
du CMH (Braud et al., 1999).

Rae-1p
CMH-Ib

CD1a Rae-1p
B CMH-la CMH-lla CMH-Ib CMH-Ib
% ) o . ™
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Figure 21 : Architecture de quelques molécules du CMH.

(A) Organisation globale des molécules du CMH. Les molécules du CMH-I sont constituées d’une
chaine lourde CMH (bleu) associée (CMH-la) ou non (MICA et Rae-18) a une chaine légére 3,m
(orange), reliée (CMH et MICA) ou non (Rae-13) a la membrane. Les molécules du CMH-lla sont un
dimére de chaines CMH. (B) Organisation des domaines MhcSF qui constituent le site de liaison au
ligand et/ou au récepteur des molécules de CMH en représentation tige-ruban. Le ligand éventuel est
représenté en batons. (Rudolph et al., 2006)

Les molécules du CMH-Ib peuvent avoir des structures trés différentes de
celles des molécules classiques du CMH (figure 21A). En particulier, a la différence
des molécules du CMH-la, elles ne sont pas toujours associées a la [(2-
microglobuline et ne sont pas systématiquement liées a la membrane. Par ailleurs,
toutes les molécules du CMH-I ne sont pas capables d’interagir avec des ligands. En
effet, la structure de la poche formée par les deux domaines MhcSF de chaque
molécule du CMH va déterminer sa capacité (ou non) a présenter des molécules,

ainsi que le type de ligand présenté (figure 20 et 27B).
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Globalement, les molécules du CMH classiques sont extrémement

polymorphiques, largement exprimées, et leurs motifs d'ancrage sont peu
spécifiques, ce qui confére a 'ensemble des molécules de CMH exprimées par un
individu la capacité a lier une trés grande variabilité de peptides. A linverse, les
molécules du CMH-Ib sont beaucoup moins polymorphiques, et leur expression est
généralement restreinte a certains tissus (Shawar et al., 1994). L'ensemble des
molécules de CMH-I classique et non classiques peuvent interagir avec des ligands
de toutes natures, de toutes origines, et des récepteurs trés diversifiés impliquant
des effecteurs de I'immunité innée, adaptative, et transitionnelle (table 8). Alors que
les LTaB conventionnels interagissent exclusivement avec des Ag peptidiques
chargés sur des molécules de CMH classiques, les LT non conventionnels (af3
comme yd) sont capables d’interagir spécifiquement avec des Ag beaucoup plus

divers, « présentés » par des molécules de CMH classiques et non classiques.

humain murin ligands récepteurs adaptatifs (diversité) récepteurs innées (diversité)
CMH de classe la

HLA-A,B,C H2-K,D,L peptides TCRaf (++++) et TCRyD (+) NKR (++++)
CMH de classe Ib récent

HLA-F - Peptides ? ND NKR (++++)
HLA-G - peptides TCRaB NKR (+) et peptides Qdm
= Q10 peptides TCRap NKR (+)

- Qa2 peptides TCRaB NKR (-)

- B1 peptides ND peptides Qdm
CMH de classe Ib intermédiaire

HLA-E Qa1 peptides TCRap NKR (-)

- H2-M3 N-formyl peptides TCRaB ND

- T10/T22 et TL aucun TCRYyD (++) ND

- H2-M2 aucun ? ND ND

- H2-M1 et H2-M10 aromatiques ND ND

CMH de classe Ib ancien

MIC MILL aucun TCRYD (+) NKR (-)/ND
HFE HFE Transferin aucun ND

CD1 CD1 lipides et peptides TCRapB (++) et TCRyd (++) NKR (?)
EPCR EPCR lipides et protéine C ~ TCRy®d (-) ND

MR1 MR1 peptides ? TCRaB (+) ND

ULBP Rae1 et H60 aucun TCRyS (-) NKR (-)

FcRn FcRn 1gG ND ND

ZAG ZAG acides gras ND ND

Table 8 : Spécificité de ligands et de récepteurs des principaux groupes de molécules de CMH

de classe I.

ND non déterminé. Adapté de (Rodgers and Cook, 2005).
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Les processus de présentations antigéniques sont extrémement complexes, et
la plupart restent encore mal compris. Alors que les molécules de la superfamille du
CMH ont été rapidement identifiees comme des protéines présentatrices grace a leur
domaine caractéristique MhcSF et examinées comme telles, il est plus que probable

que d’autres molécules moins étudiées puissent jouer de telles fonctions.

3) Les Familles B7 et BTN de molécules de costimulation T

a- Les molécules de la famille B7 et B7-like

Les molécules de la famille B7 sont inclus dans la IgSF par leurs deux
domaines extracellulaires Ig-like (Intro Chaplll I) (Williams and Barclay, 1988). Les
protéines B7.1 et B7.2 (CD80 et CD86 respectivement), éponymes de la famille B7,
ont historiquement été décrits pour leur réle nécessaire dans le priming des LT naifs,
par interaction avec le récepteur de signalisation positive CD28 exprimé par les LT
(Azuma et al., 1993; Koulova et al., 1991). Par ailleurs, ces mémes molécules sont
capables de se lier au récepteur CTLA-4 a la surface des LT, conduisant a un signal
négatif ou inhibiteur (Linsley et al., 1991; Linsley et al., 1994).

D’autres membres de la IgSF reliés phylogénétiquement a la famille B7 ont
ensuite été caractérisés par homologies de séquences et identifiés comme « B7-
homologs » (B7-H). Ces protéines sont caractérisées par une séquence tres
conservée en acides aminés situé dans le domaine IgV-like, qui définit leur
appartenance a la famille B7 (Bojorath, et al. 1994). D’autres molécules partageant
cette séquence de 40 acides aminés ont été identifiees dans le locus du CMH, et
regroupées sous l'appellation B7-like. Il s’agit de la protéine MOG (Myelin
Oligodendrocyte Glycoprotein), de 'Ag de poulet B-G, et de la famille des BTN
composée de sept membres (Intro Chaplll | 3b).

Cette grande famille de ligands et leurs récepteurs comprend des molécules
de costimulation positive et négative, et des protéines de fonctions inconnues ou peu
claires (ex : famille BTN). Par liaison a leurs récepteurs et/ou ligands, ces protéines
sont capables de moduler finement I'activation dépendante du TCR en co-stimulant
ou co-inhibant différentes fonctions effectrices, la différenciation, la prolifération et

méme la survie des LT. Leur expression est souvent régulée de maniére trés
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complexe, au niveau dynamique et temporel. Pour revue, voir Greenwald et al.,
2005.

b- Les molécules de la famille BTN et BTN-like

Le membre fondateur de la famille des butyrophilines, BTN, a été initialement
isolé a partir de lait de vache et décrit pour son rdle spécifique dans le contrdle de la
lactation des mammiféres (Jack and Mather, 1990). Par la suite, I'orthologue de ce
géene, BTN1A1 (Taylor et al., 1996) a été identifié dans le locus du CMH chez
'homme, ainsi que 6 genes homologues partageant dans I'ensemble 40% d’identité
de séquence en acides aminés, et formant la famille des BTN (Rhodes et al., 2001;
Ruddy et al., 1997; Tazi-Ahnini et al., 1997) (figure 22) (Intro Chaplll | 2a).
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Figure 22 : Localisation des génes la famille BTN dans le locus du CMH-I chez ’lhomme.
Cartographie de la région 6p21-6p23 du locus du CMH humain. La position des génes de la famille
restreinte BTN est indiquée en rouge. Les génes dont les positions sont indiquées par des traits fins
sont les génes du CMH classique et non classique. Les génes indiqués par des traits gras partagent
certains domaines avec les BTN, notamment le domaine B30.2. Adapté de (Henry et al., 1998).

La famille BTN regroupe des molécules présentant une homologie structurale
avec les membres de la famille B7 (figure 23) mais a significativement divergé entre
les espéces par duplications successives. En effet, chez la souris, on ne trouve que
deux membres de la famille BTN: BTN1A1, et BTN2A1. Chez 'homme, on trouve
trois sous-familles de butyrophilines : (i) la sous-famille BTN1 comprend un seul
membre, BTN1A1, orthologue du membre fondateur de la famille (BTN), ainsi que du
géne BTN1A1 murin. (ii) la sous-famille BTN2 comprend trois copies d’'un méme
gene, BTN2A1, BTN2A2, et BTN2A3 partageant 88% d’identité de séquence en
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acides aminés, BTN2A1 étant I'orthologue du géne du méme nom chez la souris. (iii)
la sous-famille BTN3 comprend également 3 génes : BTN3A1, BTN3A2 et BTN3A3
partageant 95% d’identité de séquence en acides aminés. Cette sous-famille est

présente spécifiqguement chez les primates humains et non humains.

D’autres génes, tels que les génes Skint chez la souris (Intro Chaplll 11l) ou les
génes BTNL, ont été identifiés par homologie de séquences avec la famille BTN et
font partie de la famille BTN-like (figure 23). Actuellement, les produits de la famille
BTNL sont relativement bien étudiés comparés a ceux de la famille BTN, et semblent
partager les fonctions de molécules costimulatrices de la réponse T des molécules
B7. Les membres de la famille BTN semblent jouer des réles multifonctionnels dans
diverses processus physiopathologiques incluant la lactation (Mather and Keenan,
1998; Ogg et al.,, 2004), la sélection et la régulation des cellules T (Arnett et al.,
2007; Boyden et al., 2008; Nguyen et al., 2006; Valentonyte et al., 2005), et la
modulation de maladies auto-immunes (Guggenmos et al., 2004; Stefferl et al.,
2000). Et de fortes similarités de structures et/ou fonctions entre les familles Ig,
CMH, B7, BTN, et BTN-like, nous donnent matiere a spéculation sur les mécanismes
pouvant impliquer les membres les plus méconnus de ces familles, et en particulier
les protéines de la sous-famille BTN3 qui font I'objet d'une majeure partie de ce
travail de thése (Intro ChapV II).

famille B7 L1gv | [igc] [m] |

famille butyrophiline ‘ Igv‘ "oc | E| ‘ B30.2 ‘ ‘

famille butyrophiline-like
BTz | Igv | [gc | | 1gv | [TigC |

|
BTNL3 | 1gv | ™ [Bl2 | |
BTNL8 | 1gV | ™ [B2 | |
BTNLS | 1g | ™ [Baz | |
ERMAP v | M B30z | |

v

Figure 23 : Organisation des domaines conservés entre les membres des familles B7, BTN,
BTNL humaines.

L’'organisation des domaines de chaque famille a été simplifiée pour donner une vue globale
comparative des différentes familles. Elle ne prend pas en compte certaines exceptions. Par exemple,
certains membres de la famille BTN sont dépourvus de domaine B30.2. TM: domaine
transmembranaire, B30.2 : domaine intracellulaire B30.2. Adapté de (Arnett et al., 2009).
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Il. La famille BTN3 chez ’homme

1) Généralités sur les BTN3

a- Expression globale des protéines BTN3

Chez 'homme, les transcrits de la plupart des génes BTN et BTN-like sont
largement exprimés dans divers tissus, notamment dans les cellules
hématopoiétiques ex vivo (Arnett et al., 2009; Compte et al., 2004). En particulier, les
protéines BTN3 ont été montrées comme ubiquitaires au sein de PBMCs ex vivo
(Compte et al., 2004; Yamashiro et al., 2010), et ont été détectées a la surface de
tous les types cellulaires analysés jusqu’a présent, incluant des cellules tumorales ou
présentatrices fraichement isolées (Cubillos-Ruiz et al., 2010), ainsi que diverses
lignées tumorales, transformées ou activées in vitro (Compte et al., 2004). Ces
résultats suggerent donc une expression membranaire ubiquitaire des protéines de
la famille BTN3 chez 'homme. Par ailleurs, I'expression de ces protéines pourrait
étre régulée dans divers contextes physio-pathologiques. Elle serait notamment
augmentée sous l'effet de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IFN-g, TNF-a, CCL3),
anti-inflammatoires (IL-10), de liquides d’ascites de tumeurs ovariennes, ou encore
de médiateurs associés a I'hypoxie (VEGF, PLGF-1) (Compte et al., 2004; Cubillos-
Ruiz et al., 2010). En outre, une diminution globale de I'expression protéique des
BTN3 a été observée sur certaines populations lymphocytaires aprés stimulation
(LTaB, LTyd, LB) (Yamashiro et al., 2010).

Malheureusement, ces données d’expression protéiques prennent en compte
'ensemble de la famille BTN3, également référée comme CD277. En effet, les
domaines extracellulaires des trois membres de ce groupe sont extrémement
proches les uns des autres et les Acm générés a ce jour contre les protéines BTN3,
dirigés contre le domaine IgV-like, ne permettent pas de les différencier.
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b- Diversité des protéines BTN3

Structure générale des BTN3

La famille BTN3, seulement présente dans le génome de certains primates
dont 'homme, est composée de 3 génes (BTN3A1, BTN3A2, BTN3A3) identiques
entre eux a 95% (figure 24). Les génes BTN3A1 et BTN3A3 possedent une
construction exonique commune au reste de la famille BTN (figure 23), tandis que le
géne BTN3A2 est dépourvu de l'exon final codant pour le domaine intracellulaire
B30.2. La diversité de séquence entre les trois génes BTN3 est particuliérement
concentrée au niveau des domaines transmembranaires et intracellulaires, tandis

que le domaine IgV-like est conservé a I'extréme.

ll L 11 O O A A
BTN3A1 [] [ |
BTN3A2 [ ] [ I
BTN3A3 [ ] [ I
pep. sign. IgV-like IgC-like TM ? B30.2
(29aa) (105aa)  (121aa) (16aa)(63aa) (179/250aa)

Figure 24 : Structure comparative des trois membres de la famille BTN3.

Les différents exons ainsi que les domaines protéiques correspondant et leur taille en acide aminés
sont indiqués. Le niveau de polymorphisme entre les 3 génes est schématisé par la densité des
fleches dans chaque domaine. Ce polymorphisme est quasi-exclusivement concentré au niveau des
domaines intracellulaires en C-term (vert et jaune).

Epissage alternatif

L’analyse fine des transcripts des BTN3 a mis en évidence un épissage
alternatif soutenu de ces différents génes (Rhodes et al., 2001). Les génes BTN3
peuvent étre découpés en huit (BTN3A2) ou neuf (BTN3A1 et BTN3A3) exons,
correspondants aux différents domaines structuraux des protéines, comme c’est
souvent le cas des protéines IgSF (figure 28). De nombreux produits d’épissage
alternatifs différents ont pu étre détectés dans plusieurs type cellulaires. En
particulier, le domaine B30.2 des BTN3A1 a été décrit comme étant majoritairement

épissé, comparé a celui des BTN2. Les courts exons situés entre le domaine
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transmembranaire et le domaine B30.2 peuvent également étre épissés, et sont
retrouvés en nombres variables dans les transcripts (Rhodes et al., 2001).

Modifications post-traductionnelles

La structure des protéines BTN semble également dépendre d'un certain
nombre de modifications post-traductionnelles  (clivages  protéolytiques,
glycosylations) pouvant varier selon les contextes physiopathologiques (Malcherek et
al., 2007; Yamashiro et al., 2010). A [I'échelle cellulaire, les modifications de
glycosylation peuvent avoir un fort impact sur le comportement des cellules et
l'interaction avec différentes molécules. En effet, les carbohydrates peuvent
restreindre la dynamique de mouvement des protéines membranaires, modifier
'accessibilité a de sites d’interactions, ou encore participer a l'acquisition de la
structure tridimensionnelle des protéines lors de leur maturation... Pour revue, voir
(Rudd et al., 1999).

Globalement, il est tres difficile de prévoir quels isoformes protéiques de BTN3
sont réellement présents dans les cellules et en quelles proportions, mais il est plus
que probable que le niveau d’expression des différents génes, leur épissage
alternatif et les modifications post-traductionnelles des proteines BTN3 sont finement
régulé en fonction des types cellulaires (Messal et al., 2011) et du contexte physio-
pathologique (Compte et al., 2004; Cubillos-Ruiz et al., 2010). En particulier, la
balance entre les produits pourvus ou non du domaine B30.2, ainsi que la présence
de certaines glycosylations pourraient moduler significativement la/les fonctions de
ces protéines.

2) Réles potentiels des domaines extracellulaires des BTN3

a- Domaines extracellulaires des protéines BTN3

Les protéines BTN3 et plus généralement les protéines des familles CMH, B7,

BTN et BTNL portent les domaines extracellulaires IgV-like et IgC-like
caractéristiques de la IgSF du c6té N-terminal (Intro Chaplll 1). Les domaines IgSF
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ne possédent pas d’activité enzymatique, mais ont une propension particuliére a
interagir avec de nombreuses protéines. Généralement, c’est le domaine IgSF situé
en N-term (trés souvent IgV-like) qui porte la spécificité de la protéine (ex : CD80),
mais il arrive que les 2 domaines soient impliquée (ex : CD8), ou encore le domaine

N-term des deux chaines d’un dimére de protéines IgSF (ex : TCR).

Le domaine IgC-like des BTN3 est de type 1, et correspond aux domaines
retrouvés dans les molécules du CMH de classe | et |l, la b2-microglobuline, les Ig et
le TCR, et plus globalement, les génes prototypes de la réponse immunitaire
adaptative (Williams and Barclay, 1988), tandis que les domaines IgC2-like sont

plutét trouvés dans les récepteurs de cytokines ou les molécules d’adhésion.

Le domaine IgV-like des BTN3 est le domaine le plus conservé. Un seul acide
aminé differe en position 66 entre BTN3A3 (Arg) et les 2 autres protéines (Lys). Un
second nucléotide differe entre BTN3A2 et les deux autres BTN, mais cette mutation
est silencieuse. Cette extréme conservation suggére un rble particulierement
important du domaine IgV dans la fonction de cette famille de protéines. Par ailleurs,
chez les molécules de la IgSF, le domaine IgV est trés souvent responsable des
interactions protéiques récepteurs/ligands nécessaires a la fonction de ces protéines.
En particulier, les domaines IgV interagissent généralement avec d’autres domaines

IgV en trans et/ou en cis et permettent la formation d’homo/hétérodiméres.

b- Domaines IgSF et interaction en trans

Il existe une grande proximité d’interaction entre les membres de la famille B7
et leurs ligands/récepteurs, suggérant que le contre-récepteur les protéines BTN3
pourrait étre une de ces molécules. Pour le moment, 'ensemble des candidats
envisagés comme ligands de BTN3 ont été éliminés. Ces protéines incluaient une
grande partie des ligands connus des protéines B7 (CD28, CTLA-4, PD-1, ICOS et
BTLA) (Compte et al., 2004) ainsi que la lectine DC-SIGN capable d’interagir avec
BTN2A1 (Malcherek et al., 2007). L'expression du ligand de BTN3, et plus
particuliérement de son domaine IgV-like, détecté par marquage a l'aide de protéines
BTN3 recombinantes IgV-lgC-Fc ou IgV-Fc, a seulement été notifiee sur quelques
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lignées tumorales telles que la lignée leucémique C91, le lymphome de Burkitt
Daudi, ainsi que des cellules endothéliales (Compte et al., 2004). Par ailleurs,
l'interaction entre BTN3 et son ligand pourraient dépendre du statut de glycosylation
des BTN3 ou de leur(s) ligand(s), variable selon les contextes physiopathologiques
(Malcherek et al., 2007; Yamashiro et al., 2010).

c- Domaines IgSF et interaction en cis

De nombreuses interactions protéiques en cis impliquant des membres de la
IgSF ont été décrites. Elles ont généralement lieu entre plusieurs protéines IgSF
formant des homo- ou hétérodiméres (interactions entre chaines TCR a et b),
principalement par le biais de leur domaine IgV (figure 25), mais peuvent également
avoir lieu entre des membres de la IgSF et d’autres protéines (ex : association entre
CD3z et le reste du complexe CD3/TCR). Ce type d’interaction peut jouer un réle
crucial pour la fonction des protéines IgSF en étant par exemple nécessaire a la
stabilisation d’interactions en trans, a la reconnaissance de contre-récepteurs ou a la

signalisation.

cellule T

__________________________

cellules présentatrice d'antigéne

Figure 25: Modéle de stabilisation d’interaction cellule-cellule par formation d’un treillage
impliquant des interactions multiples entre domaines IgSF.

La cocristallisation de B7.1 avec CTLA-4 (Stamper et al., 2001) a révélé que des homodiméres de
B7.1 pouvaient intéragir avec des homodiméres de CTLA-4, permettant la formation d'un treillage de
B7-CTLA-4, augmentant considérablement la stabilité des interactions entre CTLA-4 et B7.1 a
linterface entre un LT et une CPA. C, extrémité carboxyl-terminale; N, extrémité amino-terminale.
Adapté de (Collins et al., 2005).
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3) Réles potentiels du domaine intracellulaire des BTN3
a- Structure du domaine B30.2

Le domaine B30.2, également appelé domaine PRY/SPRY (car constitué de
'assemblage entre un domaine PRY et un domaine SPRY en C-terminal), est
considéré comme homologue au domaine SPRY dont il serait issu (figure 26). Les
domaines SPRY et B30.2 sont retrouvés dans onze familles de protéines chez
'homme, en combinaison avec divers autres domaines protéiques. C’est le seul type
de domaine retrouvé a la fois dans des protéines transmembranaires, intracellulaires

et sécrétées.

protéines a domaine
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Figure 26 : Liens phylogénétiques entre les domaines SPRY et B30.2

Les protéines a domaines SPRY au sens large se divisent en 2 classes : les protéines a domaine
SPRY seulement, et celles a domaine SPRY/PRY, également nommé B30.2. Le domaine SPRY
serait un domaine ancestral duquel serait issu le domaine SPRY/PRY apparut seulement au début du
regne des vertébrés. Adapté de (Masters et al., 2006).
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Le domaine B30.2 est exclusivement présent dans le génome des vertébreés,
et semble étre apparu récemment au cours de I'évolution, consécutivement aux
meédiateurs de l'immunité adaptative. Chez 'homme, ce domaine est seulement
présent chez deux grandes familles de protéines : la famille TRIM (Tripartite Motif) et
la famille BTN (figure 26), toujours en position C-terminale des protéines. En
particulier, plusieurs copies de ce domaine sont retrouvées dans difféerents genes
codés dans le locus du CMH chez 'homme (figure 22), et la conservation inter-
espéce de ce domaine suggére une certaine pression de sélection positive au cours
de l'évolution (Song et al., 2005). Ce type d’évolution expansif et rapide est
semblable aux processus évolutifs adaptatifs subit par les récepteurs de I'immunité.
Pour revue, voir (Rhodes et al., 2005).

B lpap-2  loop-12 Iu-op-ﬂ- - .
loop-6
In-npﬁ loop-T
loop-0 _kop-10
- 1 I 1 I
[ leap2
TTE
loop-1
o= loop-3 hoop11

Figure 27 : Structure générale des domaines B30.2.

(A) Structure tridimensionnelle en représentation rubans et (B) représentation topologique du domaine
B30.2 de TRIM20. Le domaine B30.2 a une structure en sandwich de feuillet b enroulé, formé d’un
feuillet B anti-paralléle convexe a 7 brins, et un feuillet § antiparalléle concave et tordu a 6 brins. Ce
sandwich forme un noyau central hydrophobe, plat et allongé. Le domaine forme une structure
compacte ou les sous-domaines PRY (rouge) et SPRY (verf) sont indissociables I'un de l'autre. La
longueur des boucles est variable d’'une domaine B30.2 a un autre, et les boucles indiquées en lettres
rouges sont trés probablement impliquées dans des interaction avec d’autres molécules. N : extrémité
amino-terminale, C : carboxy-terminale (Weinert et al., 2009).

Récemment, cing domaines SPRY et B30.2 ont été cristallisés. Les trois
domaines B30.2 des protéines TRIM21 (James et al., 2007), TRIM20 (aussi connue
comme la pyrine) (Weinert et al., 2009), et sSRFPL1 (Grutter et al., 2006), ainsi que
les deux domaines SPRY des protéines SSB-2 (Masters et al., 2006), et
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GUSTAVUS, une protéines SSB exprimée par la drosophile (Woo et al., 2006a; Woo
et al., 2006b), ont permis de poser des bases communes a I'ensemble des domaines
B30.2.

Le domaine B30.2, constitué d’'un assemblage de domaines PRY et SPRY, a
une structure grossiérement similaire a celle des domaines IgSF (figure 27). La
longueur et la constitution des boucles reliant les brins des feuillets B est
extrémement variable d’'une protéine a une autre a la maniére des CDRs des
domaines IgV des récepteurs de limmunité adaptative. Cette variabilité pourrait

déterminer les interactions moléculaires impliquant les divers domaines B30.2.

b- Domaine B30.2 et multimérisation

La plupart des protéines portant un domaine B30.2 ont été notifiées comme
formant naturellement des homodiméres : (Grutter et al., 2006; Jeong et al., 2009;
Short et al., 2002; Weinert et al., 2009) ou encore des triméres (Javanbakht et al.,
2006), hexaméres et méme des multiméres de niveaux supérieurs (Kar et al., 2011,
Nepveu-Traversy et al., 2009) par le biais de leur domaine intracellulaire. En outre,
ces phénomenes de multimérisations semblent étre importants pour la fonction de

ces protéines.

Le domaine B30.2 a été décrit comme étant nécessaire a la plupart de ces
phénomeénes de multimérisations, sans pour autant étre suffisant. Par ailleurs, une
étude récente a révélé le potentiel de dimérisation de certains domaines B30.2.
L’obtention de la structure tridimensionnelle du domaine B30.2 de sRFLP1 a permis
d’observer la formation de diméres au sein des cristaux (figure 28) (Grutter et al.,
2006). En effet, le boucle carboxy-terminal d’'un des domaines B30.2 (donneur),
entre en interaction avec un autre domaine B30.2 (accepteur), formant une courte
hélice a avant de quitter le site d’accrochage.

Ce site de fixation est localisé dans la cavité formée du feuillet anti-paralléle b
concave, encadré des boucles flexibles 2, 5, 6, 7 et 12 (figure 28). L’interaction
implique principalement des ponts hydrogénes entre chaines principales, ainsi que
des interactions hydrophobes entre chaines latérales au fond de la poche.
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L’interaction affecte la structure entiére des deux domaines. La plupart des
modifications sont situées prés du site de fixation, mais certaines différences sont
situées a distance. En particulier, le site de fixation du domaine donneur ne peut
devenir accepteur pour un autre domaine, et la boucle carboxy-terminale du domaine
accepteur est réarrangée de telle maniére qu’elle ne peut se lier a un autre domaine

donneur. Ce type de dimere est également détecté en solution (Grutter et al., 2006).

Figure 28 : Structure tridimensionnelle d’'un dimére de domaines B30.2.

Le domaine B30.2 donneur est en orange, et 'accepteur en bleu. La structure en feuillet b concave du
domaine accepteur encadré de boucles flexibles (gauche), forme une cavité (droite) dans laquelle peu
s’insérer I'extrémité carboxy-terminale du domaine donneur. (Grutter et al., 2006)

c- Domaine B30.2 et interactions multiples

Les structures tridimensionnelles de domaines B30.2/SPRY récemment
obtenues, ainsi que des structures de domaines SPRY ou B30.2 en interaction avec
leurs ligands (co-cristallisation des GUSTAVUS+peptide VASA, TRIM5a+fragment
Fc des Ig), et 'analyse des mutations du domaine B30.2 affectant les fonctionnalités
de différentes protéines (mutations de TRIM20/pyrine responsables du syndrome
des fievres Meéditerranéennes; mutations de TRIM18/MID1 responsables du
syndrome Opitz ; mutations de TRIMb5a responsables de la restriction virale), ont
permis de définir quelques caractéristiques des interactions entre les domaines
B30.2 (et SPRY) et leurs ligands (Grutter et al., 2006; James et al., 2007; Masters et
al., 2006; Weinert et al., 2009; Woo et al., 2006a; Woo et al., 2006b).
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L’ensemble de ces études a révélé que tous ces domaines B30.2 ou SPRY
possédent au moins deux zones disjointes pouvant accueillir différents ligands. La
localisation de ces zones est particulierement conservée entre tous les domaines
B30.2 cristallisés. Une premiére zone serait située dans la cavité formée par les
feuillets b concaves, et est responsable de la dimérisation des domaines B30.2 de
sRFLP1, tandis que la seconde zone serait sur I'autre face du domaine, au niveau du
feuillet convexe. Ces sites de fixation impliqueraient notamment de longues boucles
flexibles joignant les brins b entre eux a la maniere des boucles CDRs des domaines
lg (figure 28). Ces boucles sont particulierement variables d’'une protéine a une
autre et détermineraient la spécificité des partenaires moléculaires intracellulaires
des protéines a domaines B30.2. Ainsi, il est tres difficile de prévoir la nature des
interactants des domaines B30.2, qui, d’apres la structure et la variabilité des zones
d’ancrage, different totalement d’'un domaine B30.2 a un autre, et pourraient inclure
des ligands variés tels que de trés petites molécules, des carbohydrates, des

peptides, des protéines entiéres...

Les interactants directs de domaines B30.2 identifiés chez quelques protéines
(table 9), témoignent de la variabilit¢ des modalités d’interaction des domaines
B30.2 avec leurs ligands intracellulaires. Actuellement, aucun candidat n’a pu étre
mis en évidence pour la famille BTN3. En particulier, la xanthine oxydase, capable
d’interagir avec le domaine B30.2 de BTN1A1 ne se fixe pas sur les domaines
intracellulaires BTN2A1 ou BTN3A1 (Jeong et al., 2009). Un nombre grandissant
d’études suggerent que le domaine B30.2 serait un module de fixation de multiples
protéines, et pourrait notamment jouer un réle de protéine chaperonne, nécessaire a

l'interaction d’autres protéines entre elles (Jeong et al., 2009).

Par ailleurs, une étude récente montre que le domaine B30.2 de BTN3A3 est
phosphorylé sous l'effet d’'un cross-link par Ac, suggérant pour cette famille de
protéines une fonction de récepteur doué de propriétés signalisatrices (Yamashiro et
al., 2010). Ainsi, la présence ou non du domaine B30.2 pourrait moduler de maniere
centrale la fonction de ces protéines, qui pourraient jouer des rbles de protéines
chaperonnes ou encore récepteurs ou récepteurs leurres en fonction de I'expression

des différents génes BTN3 et de leur épissage alternatif.
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protéine a dom B30.2 Interactant (fonction) Directe ? ref

BTN3 Voies de signalisation TCR ? (Yamashiro et al., 2010), (Cubillos-
Ruiz et al., 2010), (Messal et al., 2011)

BTN2 Voies de signalisation TCR ? (Smith et al., 2010b)

BTN1A1 Voies de signalisation TCR ? (Smith et al., 2010b)

BTN1A1 xanthine oxydase (lipides) directe (Ishii et al., 1995), (Jeong et al., 2009)

BTN1A1 Lipides (sécrétion des lipides) ? (Banghart et al., 1998), (Mather and
Keenan, 1998)

TRIM7/GNIP Glycogénine (synthése du glycogéene) directe (Zhai et al., 2004)

TRIM11 peptide Humanin directe (Niikura et al., 2003)

TRIM21 Fragment Fc des IgG (régulation de la sécrétion des Ig ?) directe (Rhodes and Trowsdale, 2007)

TRIM5a Capside rétrovirales (immunité innée anti-virale) directe (Stremlau et al., 2006)

TRIM18/MID1 Microtubules (syndrome Opitz G/BBB lié a I'X) ? (Schweiger, et al. 1999)

TRIM20/Pyrine Casse 1 (inflammation) directe (Chae et al., 2006)

Table 9 : Interactants directs/indirects connus des domaine B30.2 de quelques protéines.

4) Fonction des BTN3 chez ’'homme

Ainsi, la structure des molécules BTN3, un domaine extracellulaire homologue
a celui des protéines de la famille B7 et un domaine intracellulaire homologue a celui
des protéines TRIM, suggére de multiples fonctions telles que celles de récepteur

et/ou ligand ou encore un role de protéine chaperonne intracellulaire.

Les interactants extracellulaires de ces protéines n‘ont pas encore été
identifiés, mais les homologies existant avec les autres membres de la IgSF et
notamment ceux de la famille B7, suggérent des interactions homo/hétérotypiques
en cis/trans impliquant le domaine IgV extrémement conservé entre les 3 protéines
BTN3. Le domaine B30.2 pourrait également étre impliqué dans des phénoménes de
dimérisation nécessaires a la fonction de BTN3. Par ailleurs, ce domaine
éventuellement doué de propriétés signalisatrices, pourrait interagir avec divers
constituants intracellulaires tels que des enzymes, des lipides, des constituants du
cytosquelette et pourrait jouer un rbéle de protéine chaperonne nécessaire a
l'interaction entre différentes molécules. Les domaines B30.2 de BTN3A1 et
BTN3A3, sensiblement différents, ne portent pas nécessairement la méme spécificité
d’interaction, mais pour le moment, aucun interactant directe n'a pu étre identifié
pour I'un ou l'autre de ces domaines. A I'image d’autres membre de la famille B7 et
BTNL, BTN3 pourrait étre impliqgué dans des mécanismes de signalisation
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bidirectionnelle, ou la présence ou non de son domaine B30.2 pourrait déterminer de

maniére cruciale sa fonction de ligand/récepteur/leurre.

Le réle des protéines BTN3 est trés probablement relié a la réponse
adaptative chez I'homme, et leur fonction de ligand/récepteur/leurre/chaperonne
serait régulée a la fois par une expression différentielle des génes BTN3 (Messal et
al., 2011; Yamashiro et al., 2010), un épissage alternatif (Rhodes et al., 2001), et des
modifications post traductionnelles (Yamashiro et al., 2010) dépendant probablement
du type cellulaire (Messal et al., 2011) et du contexte physiopathologique (Compte et
al., 2004; Cubillos-Ruiz et al., 2010).

Trés réecemment, la sous-famille BTN3, méconnue jusqu’a présent, a été
étudiée a la lueur d’autres travaux portant sur les réles communs aux sous-familles
BTN1 et BTN2 (Smith et al., 2010a), ainsi qu’a la plupart des membres de la famille
BTNL dans la régulation de l'activation T. Pour revue, voir (Arnett et al., 2009).
Successivement, les équipes de N. Seo, JR. Conejo-Garcia, et D. Olive ont observé
des phénomeénes de co-stimulation par des protéines de la famille BTN3 dans
I'activation des cellules T (Cubillos-Ruiz et al., 2010; Messal et al., 2011; Yamashiro
et al., 2010). D’aprés ces travaux, cette famille de protéine pourrait fonctionner
comme récepteur costimulateur positif ou négatif de la réponse T en fonction de
paramétres encore mal compris. Par ailleurs, I'expression ubiquitaire de ces
protéines suggere des roles multiples des BTN3, ou encore un rdle général dans la

modulation globale des voies d’activation des cellules (Messal et al., 2011).
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lll. Les fonctions des protéines Skint chez la souris

1) Généralité sur la famille Skint

La famille Skint (Selection and upkeep of intrapetithelial T cells) est une famille
de génes recemment identifiée chez la souris, et reliée a la famille des BTN. Ainsi,
les protéines Skint font partie des familles IgSF, B7-like, et BTN-like. Le membre
fondateur de la famille Skint, Skint-1, est actuellement le seul géne étudié, et sa
fonction a été reliée a la sélection d’'une famille de LTyd chez la souris. Un cluster de
10 génes situé sur le chromosome 4 chez la souris a ensuite été relié a celui-ci, et
forme la famille Skint (Skint-1 a -11).

Skint-1 est protéine de 364 acides aminés comportant une séquence signal,
les domaines extracellulaires caractéristiques de la IgSF IgV-like et IgC-like, suivit
par 3 domaines transmembranaires et une courte queue intra-cytoplasmique sans
rapport avec le domaine intracellulaire B30.2 des BTN (figure 29). La structure
globale de Skint-1 est relativement conservée entre les différents membres de la
famille Skint qui différent principalement par le nombre d’exons, codant notamment
pour les domaines transmembranaires. Par ailleurs, 'ensemble des produits de cette
famille de génes subit un épissage alternatif aboutissant a de multiples isoformes

pouvant étre dépourvus de domaine transmembranaire.

Cette famille de protéine est présente dans d’autres espéces mammiféres que
la souris. En particulier, des orthologues du géne murin de Skint-1 ont été identifiés
chez le rat et la vache, et sont présents sous forme de pseudogénes chez les
primates (Boyden et al., 2008). La famille Skint semble avoir subit une rapide
évolution inter-espece, et porte les marques d’une forte pression de sélection
positive. Chez la souris, le polymorphisme du géne Skint-1 est principalement
concentré au niveau des deux premiers domaines transmembranaires et de la

boucle intracellulaire les reliant.
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Figure 29 : Structure générale de Skint-1.

La structure générale de Skint-1 est celle de la plupart des protéines de la IgSF, avec les deux
domaines extracellulaires caractéristiques IgV-like et IgC-like, suivit de trois domaines
transmembranaires et d’'une courte queue intra-cytoplasmique a I'extrémité C-terminale. Cette
structure est celle d’'une protéine transmembranaire, mais les domaines transmembranaires sont
largement épissés, et Skint-1 semble peu ou pas exprimée a la surface des cellules. Contrairement a
la plupart des membres des familles IgSF, B7, BTN et BTNL, cette protéine est plutdt retenue au
niveau intra-cytoplasmique, et sa fonction est tout a fait obscure pour le moment.

2) Réle de Skint-1 au cours du développement des DETC

Skint-1 a récemment été identifiée comme un acteur nécessaire de la
sélection thymique positive ainsi que de la localisation intra-épidermique et du
maintien du répertoire d’'une sous-population de LTyd chez la souris, appelée DETC
(Intro Chapl II 3b) (Boyden et al., 2008; Lewis et al., 2006). En accord avec cette
fonction, I'expression de skint-1 est restreinte au thymus et a la peau, et
exclusivement aux cellules épithéliales thymiques (meédullaires principalement) et
aux kératinocytes. Les transcripts sont détectés a partir du 15° jour de la vie
embryonnaire, et tout au long de la vie. Les autres membres de la famille Skint
montrent également une expression dans le thymus et la peau, mais certains d’entre

eux peuvent également étre exprimés dans d’autres tissus (Boyden et al., 2008).

L’expression de Skint-1 par les thymocytes n’est pas nécessaire a leur
sélection (Barbee et al., 2011), et cette protéine participe donc a un processus
indirect de sélection positive impliquant probablement un engagement du TCRyd a la
surface de ces cellules. En effet, le déficit en Skint-1 aboutissant a un défaut de
maturation des DETC peut étre restauré par engagement TCR des DETC thymiques
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a l'aide d’anti-TCR agonistes (Lewis et al., 2006). Pourtant, cette protéine n’est peu
ou pas exprimée au niveau membranaire, et est majoritairement retenue dans le

cytoplasme des cellules (Barbee et al., 2011).

Les domaines Ig de Skint-1, participant probablement a l'interaction avec
d’autres protéines comme la plupart des domaines Ig, ne sont pas suffisants pour la
sélection des DETC. Chacun des domaines protéiques semble nécessaire a la
sélection des DETC, puisque la délétion dun ou plusieurs domaines
transmembranaires, ou encore le remplacement des domaines Ig par des domaines
équivalents d’autres membres de la famille Skint, suffit a abroger la fonctionnalité de

la protéine (Barbee et al., 2011).

Par ailleurs, Skint-1 semble capable de s’homo-dimériser, mais cette
multimérisation n’est pas suffisante a sa fonction. En outre, cette protéine peut
également subir certains processus protéolytiques affectants les domaines Ig,
nécessaires mais non suffisants a sa fonction (Barbee et al., 2011).

Actuellement, le peu d’'informations disponibles concernant Skint-1 ne permet
méme pas de proposer de modéle hypothétique spécifiant le réle de cette protéine
au processus de développement des DETC. Mais les travaux de I'équipe d’A
Hayday, actuellement focalisés sur cet acteur central de la biologie des DETC
devraient permettre d’enrichir largement la compréhension du développement de
cette sous-population singuliére de LTyd, et pourraient apporter des bases
communes aux processus regissant le développement de plusieurs sous-populations

de LTyd, chez la souris mais également chez d’autres espéces mammiféres.

3) Réles hypothétiques des protéines Skint et de leurs homologues

Les différents membres de la famille Skint ne semblent pas jouer de rdles

redondants. En effet, aucune des expressions d’autres membres de la famille Skint,

ou de diverses protéines chimériques Skint-1 comprenant des régions d’autres
protéines Skint par les cellules épithéliales thymiques n’a pas permis de restaurer le
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déficit de maturation des DETC résultant de la perte de fonction de Skint-1 (Barbee
et al., 2011).

L’identification de Skint-1 comme un acteur indispensable au développement
et au maintien des DETC chez la souris (Boyden et al., 2008; Lewis et al., 2006), est
une avancée fondamentale dans la compréhension des mécanismes regissant le
développement de cette population cellulaire, et plus largement des LTyd . En
particulier, le réle crucial de Skint-1 au cours du développement d’'une population
invariante de LTyd chez la souris, et 'absence de redondance fonctionnelle
apparente au sein de la famille Skint suggérent que les autres membres de cette
famille pourraient jouer des réles similaires dans les processus de développement
d’autres sous-populations de LTyd. En effet certaines sous-populations de LTyd chez
'homme comme chez la souris portent les marques évidentes d’une sélection
positive thymique ou périphérique draconnienne (Intro Chapl 1l 3b), et le
développement rapide de familles de multiples protéines conservées comme les
familles Skint ou BTN est généralement attribuée a une co-évolution rapide avec un
ligand indéterminé. Par ailleurs, au sein du systeme immunitaire, ce type d’évolution
est la marque de fabrique des récepteurs de I'immunité adaptative tels que les TCRs

et leurs ligands.

Les processus développementaux auxquels pourraient participer les protéines
Skint et leurs homologues sont encore obscurs et semblent impliquer indirectement
des ligands de TCR, Skint-1 n’étant peu ou pas exprimée au niveau membranaire, et
l'interaction entre des protéines Skint-1 recombinantes et la membrane des DETC
étant indétectable (Barbee et al., 2011). En tous cas, l'identification récente de cette
nouvelle famille de protéines offre une piste inédite a la compréhension des
meécanismes de sélection des LTyd. Par ailleurs, certaines de ces protéines et leurs
homologues peuvent également participer a la costimulation de populations
cellulaires innées et adaptatives (ex : homologie entre Skint-1 chez la souris et
B7S3L chez 'homme (Nurieva et al., 2009) ; homologie entre Skint-2 chez la souris
et B7S3 chez 'homme (Yang et al., 2007)).
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Résult Chapl I

Chapl Modalités d’activation et fonctions de sous-

populations de LTyd humains V52-

l. Introduction

Chez 'homme, I'ensemble des LTyd a historiquement été divisé en deux
populations mutuellement exclusives distinguées par I'usage de leur chaine TCR V&:
(i) la population Vd2+ exprimant un TCR composé de chaines Vy9 et V52, majoritaire
dans le sang périphérique adulte, est de trés loin la plus étudiée notamment en
raison de la facilité d'acceés aux échantillons sanguins. (ii) la population Vd2-
regroupant tous les LTyd non V&2- exprimant divers TCRs réside principalement
dans les épithélia ( Intro Chapl Il 2 b).

Cette population tres peu étudiée est fondamentalement hétérogéne et de
plus en plus d’études tendent a morceller les LT V&2- en multiples sous-populations
de LTyd dont les caractéristiques sont encore mal définies. A I'extréme inverse de la
population Vd2+ qui, malgrés une certaine hétérogéneité, reconnait une famille
homogeéne de d'Ag, les sous-populations Vd2- semblent capables de reconnaitre un
ensemble tres divers d’Ag. En effet, les quelques ligands de TCR V&2- identifies
jusqu’a présents sont seulement reconnus par des populations trés restreinte de
LTyd Vd2- (Intro Chapl Il 1).

Alors que les LT Vd2- résident principalement dans les tissus et sont souvent
quasiment indétectables dans le sang périphérique des individus adultes sains, ils
peuvent représenter une fraction non négligable des LT périphériques dans certaines
conditions pathologiques. L’analyse fine des populations Vd2- retrouvées dans ces
conditions révele une amplification et/ou relocalisation périphérique de populations
polyclonales voir clonales, suggérant la rencontre d’'un Ag particulier capable

d’activer une proportion extremement réduite des LTyd Vd2- (Intro Chapl V 4c).

Ainsi, lidentification de nouveaux ligands de TCR Vd2- semble presque
nécessiter d’'une analyse clonale de cette population cellulaire hétérogéne. A l'instar

des ligands de TCR reconnus spécifiquement par la population Vd2+, les Ag
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activateurs de V2- semblent étre des molécules du Soi Altéré, dont I'expression par
les cellules du Soi pourrait étre augmentée dans certains contextes pathologiques
tels que linfection et la transformation tumorale (Das et al., 2004; Halary et al.,
2005). Par ailleurs, un nombre grandissant d’études mettent en exergue le réle
crucial de certaines molécules dans la modulation fine des activations dépendantes
de TCRyd autoréactif ou encore dans I'activation de certaines populations de LTyd

préactivées, en I'absence de ligands de TCRyd (Intro Chapl Il 3).

Ainsi, I'identification des Ag activateurs de LT Vd2-, reconnus par le TCRyd ou
par d’autres récepteurs, est actuellement un enjeu important pour la compréhension

de la biologie de ces cellules et leurs applications éventuelles en thérapie cellulaire.



Résult Chapl 111

Il. Modulation de l'activation de populations V52- humaines par

engagement des molécules de CMH de classe I.

1) Article 1 : Up-regulation of cytolytic functions of human V62- yd T lymphocytes
through engagement of ITL2 expressed by tumor target cells.

Harly C, Peyrat MA, Netzer S, Déchanet-Merville J, Bonneville M, Scotet E.

Blood, 2011, 117(10):2864-73.

Ce projet de recherche, ayant a I'origine pour objectif I'identification d’'un nouveau
ligand de TCRyd Vd2-, a abouti a la caractérisation d’'un acteur crucial, nécessaire mais
non suffisant, de I'activation de certaines sous-populations V62-. En effet, la protéine ILT2
exprimée a la surface de nombreuses cellules hématopoiétiques est cruciale lors du
processus d’activation de certaines populations Vo1+ et Vo3+.

Ce travail décrit un réle tout a fait atypique d’'ILT2, initialement identifie comme un
récepteur de cellules NK et également impliqué dans divers processus de costimulation
par interaction avec ses ligands (CMH-I) exprimés a la surface des cellules cibles. Dans le
cas présent, I'lLT2 joue le role d’'un ligand pour les molécules de CMH de classe |
exprimées par la cellule effectrice, et est donc impliqué dans une voie de signalisation
inverse de celle classiqguement décrite.

Ce type de signalisation reverse avait préalablement été observé par plusieurs
équipes par cross-link des molécules de CMH de classe | a I'aide d’Acm spécifiques, mais
n'‘avait encore jamais été décrit dans des contextes « naturels » impliquant des
interactions intercellulaires entre les molécules de CMH-I et leurs ligands. Par ailleurs, il
est probable que d’autres ligands de molécules de CMH de classe | pourraient jouer un

réle similaire a celui de I'lLT2.
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Up-regulation of cytolytic functions of human V82~ yd T lymphocytes through
engagement of IL'T2 expressed by tumor target cells

Christelle Harly,! Marie-Alix Peyrat,! Sonia Netzer,2 Julie Déchanet-Merville,2 Marc Bonneville,' and Emmanuel Scotet!

Inserm Unité Mixte de Recherche 892, Centre de Recherche en Cancérologie Nantes-Angers, Institut de Recherche Thérapeutique Université de Nantes,
Nantes, France; and 2Centre National de la Recherche Scientifique Unité Mixte de Recherche 5164, Bordeaux, France

In humans, the majority of peripheral
blood vd T cells expresses Vy9Vs2 T-cell
receptors (TCR) and recognize nonpep-
tidic phosphorylated antigens. In con-
trast, most tissue-derived y5 T cells, which
are located mainly in spleen and epithe-
lia, preferentially use V81 or V&3 chains
paired with diverse Vy chains to form
their TCR. Our knowledge about the anti-
genic specificity and costimulation re-
quirements of human V82~ v3 T cells
remains limited. In an attempt to address

this important issue, we characterized
the specificity of a monoclonal antibody
(mAb 256), screened for its ability to spe-
cifically inhibit cytolytic responses of
several human V32~ y8 T-cell clones
against transformed B cells. We show that
mAb 256 does not target a TCR ligand but
blocks key interactions between non-TCR
molecules on effector v T cells and ILT2
molecule, expressed by tumor targets. In
line with the previously reported specificity
of this NK receptor for classic and nonclas-

sic major histocompatibility complex (MHC)
class | molecules, blockade of MHC class
IILT2 interactions using MHC class |- or
ILT2-specific mAbs and ILT2-Fc molecules
inhibited tumor-induced activation of
Vy8V&3 T-cell clones. Therefore, this study
describes a new cytotoxic T lymphocyte
activation pathway involving MHC class |
engagement on y3 T cells. (Blood. 2011;
117(10):2864-2873)

Introduction

One important feature of yd T cells is the preferential expression of
T-cell receptor (TCR) V regions in distinct tissue locations. In
humans, v T cells are distinguished by usage of one of the 3 main
TCR V81, V32, or V83 regions. Vd2™ T cells (Vy9V82) represent
the major peripheral yd T-cell population in blood (0.5%-5% of the
peripheral blood leukocyte [PBL] pool).'? In a nonpathologic
context, V317 subsets are preferentially located in thymus, spleen,
liver, gut epithelia, and dermis, and to a lesser extent in blood,
whereas V33" subsets are mainly found in liver and gut epithelia.
Tissue-localized yd T cells are considered as unique self-reactive
sensors of cell stress and transformation that may recognize
endogenous molecules whose expression is up-regulated in particu-
lar physiopathologic conditions. Accordingly, a growing number of
studies support a critical role played by yd T cells in protective
immunity against extracellular and intracellular pathogens, tumor
surveillance, modulation of innate and adaptive immune responses,
tissue healing or epithelial cell maintenance, and regulation of
physiologic organ function.>*

Va2* T cells, the best characterized human y8 T-cell subset,
recognize in vitro a wide array of transformed or infected target
cells and, accordingly, are activated in vivo in various tumoral and
infectious contexts.”>”” Human V32~ y3 T cells express TCR with
greater combinatorial and junctional diversity, consistent with
recognition of a wide range of antigens. Human V31* T cells
reactive against major histocompatibility complex (MHC), MHC-
like, or non-MHC molecules, such as MICA/B, CDlc or HLA-
DR} have been described in tumor and infection contexts, but
formal evidence for cognate interactions between V82~ yd TCRs
and their suspected ligands has not been provided so far. As for

their peripheral V82 counterpart, the precise modalities of V&2~ vyd
T-cell activation remain poorly understood. Importantly, efficient
triggering of TCR-mediated human y3 T-cell activation is induced
with the help of nonclonal surface receptors, such as adhesion
molecules (eg, ICAM-1/2), TLRs (eg, TLR3), Fc receptors (eg,
CD16), and natural killer receptors.!? Indeed, most human V32" and
V82~ 3 T cells, which do not express CD4 or CD8 coreceptors, use
activating (eg, NKG2D) and inhibitory natural killer receptors (eg,
CD94/NKG2A or ILT?2) to fine-tune their TCR-mediated activation
threshold and ensure discrimination between normal and altered self.!7-!?

In an attempt to analyze the activation modalities of V32~ vd
T cells, we generated monoclonal antibodies (mAbs) against a
transformed B-cell line not recognized by V32" v8 T cells, and
screened them for their ability to selectively block tumor cell
recognition by reactive V82~ yd T-cell clones. Characterization of
the tumor ligand recognized by one such blocking mAb revealed a
key role played by the ILT2 (or LILRB1/CD85j) molecule, a type I
transmembrane protein of the immunoglobulin superfamily of
receptors that is broadly expressed by hemopoietic cells and that
binds for most classic and nonclassic MHC class I molecules,20-24
in transformed B-cell recognition by several V82~ T-cell clones.
We further showed that target cell-derived ILT2 costimulated
V82~ 38 T-cell activation through interaction with non-TCR
molecules (eg, MHC class I) expressed by yd T-cell effectors.
Altogether, these results suggest the existence of a new cyto-
toxic T lymphocyte (CTL) activation pathway involving MHC
class I engagement on many subsets of human V82~ yd T cells
and provide new insights into mechanisms regulating vy& T-cell
functional responses.
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Methods

Antibodies and reagents

The following antibodies were used: CD107a-fluorescein isothiocyanate
(FITC; clone H4A3), CD107b-FITC (H4B4), and mouse isotypes IgG1 and
1gG2 purchased from BD Biosciences. CD3e-phycoerythrin (PE), -PCS5,
-FITC, and purified (UCHT1), ILT2 (GHI-75), ILT2-PE and purified
(HP-F1), CD14-PE (RMO052), CD56-PE (N901), CD69-PC5 (TP1.55.3),
and pan TCRy8-PC5 (IMMUS10) were obtained from Immunotech/Beckman
Coulter. MHC class I mAb (W6/32) was obtained from eBioscience. Goat
anti-human Fc-FITC and goat anti—-mouse-PE secondary mAbs were from
Jackson ImmunoResearch Laboratories. Goat anti—-mouse-Alexa 647 and
-Alexa 488 mAbs, Live/Dead cell marker, and carboxyfluorescein succin-
imidyl ester were from Invitrogen. Recombinant human ILT2-Fc molecule
was purchased from R&D Systems. Mouse serum, monensin A, phorbol
myristate acetate, and ionomycin were from Sigma-Aldrich. Full-length
human ILT2 ¢cDNA was kindly provided by M. Lopez-Botet (IMIM,
Barcelona, Spain).

Cells

Human vd T cells were cultivated in complete RPMI 1640 medium
(2mM L-glutamine, 10 pg/mL streptomycin, and 100 IU/mL penicillin)
with 10% fetal calf serum and supplemented with 300 IU/mL of recombi-
nant human interleukin-2 (Proleukin; Chiron Therapeutics). yd T cells were
expanded in vitro in complete RPMI 1640 medium containing 10% human
serum and supplemented with 0.5 pg/mL of purified leucoagglutinin (Sigma-
Aldrich) and irradiated (30 Gy) allogeneic feeder cells. These human 3
T cells, Vy8Va3 (clones 73R9, R3R11, and 73R 13), Vy9V31 (73R 14), and
Vy3V33 (84R33), were obtained from standard mixed lymphocyte (10 X 10°
fresh human PBL from healthy donors)-tumor (5 X 10° irradiated Raji Burkitt
lymphoma cells) cultures performed in the presence of recombinant human
interleukin-2. After 2 weeks, yd T cells were magnetically sorted using a
pan y8 TCR mAb (IMMUS510, Beckman Coulter), cloned by limiting
dilution (0.3 cells/well) and amplified. Peripheral blood mononuclear cell
(PBMC)-VY9V32 (G12) and -Vy2-3V83 (94-5-14) and thymic-18S3.1 (Vy2—
3V83), -18S3.5 (Vy8Va3), -21S3.15 (Vy4V33) vd T-cell clones were similarly
sorted, cloned, and expanded. B cells were kept in complete RPMI 1640
medium. Daudi, Raji, and its MHC class II deficient mutant RJ225 (Burkitt
lymphomas), RPMI8226 (myeloma), and 721.221 (B-lymphoblastoid cell line
[B-LCL]) were from ATCC. Epstein-Barr virus®™ (EBV*)-B-LCLs were
generated by culturing 2 X 10° PBMCs from healthy human donors (identified
as Do#) with EBV-containing supernatant from the virus-producing B95.8
marmoset cell line. Cultures were performed in the presence of 1 pwg/mL
cyclosporine A; 00136, BM16, GRC212, IBW9, GRC138, BM9, GO85,
26/27, SP0010, JESTHOM, and KT17 were homozygous typing cell human
B-cell lines that were derived from the International Histocompatibility
Working Group. The human C91 T2.2 T-cell line was kindly provided by D.
Olive (Inserm Unité Mixte de Recherche 891, Marseille, France). U20S
cells (human osteosarcoma) were kindly provided by D. Heymann (Inserm
Unité Mixte de Recherche 957, Nantes, France). ILT2* and ILT2~ 721.221
B cells were sorted using a FACSAria cell sorter (BD Biosciences) and next
cloned by limiting dilution.

Proliferation

Proliferative activity of responder yd T cells was measured after a 48-hour
culture with irradiated target cells followed by an overnight pulse with 3H
thymidine. Cells were harvested, and *H thymidine incorporation was
detected by liquid scintillation counting.

Cytolytic activity

Cytolytic activity of yd T cells was measured by a standard 4-hour >'Cr
release assay. Percentage of tumor target cell lysis was calculated according
to the following formula: ((experimental release-spontaneous release)/
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(maximum release — spontaneous release)) X 100. Maximum and sponta-
neous release was determined by, respectively, adding 1% Triton X-100 or
medium to >!'Cr-labeled tumor target cells in the absence of yd T cells.
When indicated, cytolytic activity of human yd T cells was also analyzed by
measuring CD107a/b surface mobilization by flow cytometry. yd T cells
were cocultured for 4 hours together with target cells (1:1 cell ratio) at
37°C in complete RPMI 1640 medium in the presence of monensin (5uM)
and a combination of FITC-conjugated CD107a/b mAbs. T cells were
harvested, stained with CD3-PC5 mAb and Live/Dead cell marker, and
analyzed by flow cytometry. Data were collected on a FACSCanto
cytometer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software Version
8.7.1 (TreeStar).

Generation and production of mAb 256

Six-week-old BALB/c mice were intraperitoneally immunized in 3 periods
with B-LCL (5 X 106 cells, Do#AD) cells. Hybridoma cells were a fusion
product between splenic lymphocytes of immunized Balb/c mice and
SP2/0 myelomas, according to standard procedures. Supernatant of hybrid-
oma cells were screened for detection of antibody by ELISA. The suitable
clones were selected for limiting dilution, and batches of mAb 256 (IgG1)
were produced in vitro and in ascitic fluids.

V+v8V53 TCR Jurkat transductants

The v and 3 chains of the 73R9 (Vy8V33) T-cell clone were cloned by
reverse-transcribed polymerase chain reaction using specific primers that
amplify the full-length molecule. The polymerase chain reaction products
were subcloned in the pCR2.1 vector (Invitrogen) and sequenced. The
v8 and 83 cDNAs were cloned into the lentiviral vector pPTEEW (vectorology
facility of Bordeaux 2 University, Bordeaux, France; www.ifr66.u-bordeaux?2.fr/
pages/vectorologie.html) under the control of the promoter EF1a. Transduc-
tion of human Jurkat T cells (J.RT3-T3.5, TCR B-chain-deficient variant)
was performed using lentiviral particles, which were produced by transient
transfection of 293T HEK cells as previously described,? at a multiplicity
of infection of 2, 4, and 8 in RPMI 1640 medium with 8% fetal calf serum
and 8 mg/mL protamine sulfate (Sigma-Aldrich). After 24 hours of infection,
cells were washed twice, amplified for 5 days, and sorted for TCR expression
by flow cytometry (BD FACSAria). Jurkat T cells stably expressing, or
not, the Vy8V33 TCR (supplemental Figure 3, available on the Blood
Web site; see the Supplemental Materials link at the top of the online
article) were activated for 4 hours at 37°C in complete RPMI 1640 medium,
harvested, and stained with a CD69-PC5 mAb. Surface expression of
CD69 on Jurkat T cells was analyzed by flow cytometry on LSR-I cytometer
(BD Biosciences) and FlowJo software Version 8.7.1. Carboxyfluorescein
succinimidy] ester staining was used to exclude target cells.

Western blots

Whole cell extracts were obtained by cell pellet lysis in RIPA buffer
(50mM Tris HCI, 150mM NaCl, 0.25% deoxycholate (DOC), 1% Triton X-100,
0.1% sodium dodecyl sulfate, 100nM Na3;VO,, ImM phenylmethylsulfonyl
fluoride/Pefabloc, 1 pg/mL leupeptin, and 1 pg/mL aprotinin). Proteins
(50 g for cell lysates or 0.5 pg for purified recombinant proteins) were
resolved by 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore-
sis and transferred to Immobilon polyvinylidene difluoride membranes
(Millipore). Unbound sites were blocked with Western Blocking Reagent
(Roche Applied Science), and blots were probed by overnight incubation at
4°C with purified primary mAbs (1 pg/mL). After washing with Tris-
buffered saline-Tween 0.1%, membranes were further incubated 1 hour at
room temperature, with a horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse/
anti-rabbit secondary antibodies (Roche Applied Biosystem), and visual-
ized using Chemiluminescence Western Blotting Substrate (Roche Applied
Biosystem).

Confocal microscopy

Raji cells were left to adhere for 1 hour at 37°C on poly-L-lysine-coated
glass slides (Biocoat, BD Biosciences). Cells were washed and fixed
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Table 1. Cytolytic and proliferative activity of human V529 y3 T-cell clones against B lymphoid target cells

Daudi Raji RPMI 8226 B-LCL (Do#DA) T ap§
Clones* TCRt Lysist Proliferation Lysis Proliferation Lysis Proliferation Lysis Proliferation Lysis Proliferation
73R5 Vv8V33 72 = 1| 1669 = 6 52 + 3 3453 + 1325 7+0 0 67 = 12| 29389 + 2479 14 *1 5887 + 174
73R9 Vy8V33 74 = 2| 18889 + 31567 50 + 3| 12103 = 8249 3+0 3317+1081 80 =6 35686 =2899Y 4*6 825 + 274
73R11 Vy8V33 74 x 0 12815 = 15981 50 = 1| 10 906 + 4361 7+2 4324 1300 86 =+ 1| 29 981 = 9029 7x2 1894 + 468
73R13 V8V33 50 = 8| 192 = 100 27 =1 4206 + 1525 4+2 3276+ 1528 62 = 3| 2649 + 768 7*+7 8551 + 1173
73R14 Vy9Va1 73 + 5| 25711 = 2749 35 + 5 9963 + 269 63 = 5] 3913 + 200 12+0 22108 3951 12 =1 10 019 + 7301
84R11 Vy8Va1 1+0 0 6x2 0 15+ 3 0 13+3 121029 6x 10 0
84R33 Vy3V33 1+0 0 2*0 2905 = 199 23+5 2501 + 656 1+1 0 15+6 3919 + 50
84R45 Vy2-3Vax 0 0 3x1 0 29 £ 1 0 4x1 0 9+ 10 0
84R50 Vy2-3Vadx 1+0 0 2x0 3604 + 74 39 4| 1312+ 849 1+3 0 7x2 282 = 174
84R51 Vy9Va2 64 = 4 ND 9+2 ND ND ND 5*1 ND ND ND
84R48 Vy9Va2 63 = 10| ND 4x8 ND ND ND 15+ 3 ND ND ND

ND indicates not determined.

*v8 T-cell clones were derived from MLTC performed with PBL of 2 healthy human donors (Do#73 and Do#84), as described in “Cells.”

TExpression of Vy and V3 TCR chains was determined by flow cytometry using specific mAbs.

FCytolytic activity (% of specific lysis) and yd T-cell proliferation (cpm) were measured, respectively, in a standard 5'Cr release (30:1 effector-to-target cell ratio) and 3H
thymidine incorporation assays, as described in “Proliferation.” Data are shown as mean = SD of triplicate (n = 3).

§Control human CD8* «f T-cell line.
|Cytolysis value > 30%.
Y|Proliferation value > 10 000 cpm.

(4% paraformaldehyde for 20 minutes at room temperature) and preincu-
bated for 15 minutes with human serum. After addition of primary mAbs,
mADb 256 (ascites diluted at 1/1000) or purified mouse IgG1 (10 pg/mL)
and incubation for 15 minutes at 4°C, samples were washed and stained
with goat anti-mouse Ig-Alexa 488. After washing, slides were dried,
mounted using Fluoromount G solution (Southern Biotechnology), and
analyzed using a Leica SP1 confocal microscope (63 X 1.4 NA objective).

Data analysis

The significance of differences between 2 means was assessed with a
paired Student ¢ test. Differences were considered statistically significant
with P less than .05.

Results

Human V52~ yd T-cell subsets display cytolytic and
proliferative responses against transformed
B lymphoid target cells

In an attempt to study the activation requirements of human
V82~ 8 T cells, we first isolated in vitro tumor-specific
polyclonal and clonal y8 T-cell populations derived from mixed
lymphocyte-tumor cultures using a Burkitt lymphoma line
(Raji) not recognized by V32" y8 T cells. After a 2-week
coculture with irradiated Raji cells in IL-2-supplemented me-
dium, yd T cells were purified by immunomagnetic sorting
using a TCR C3&-specific mAb, and their phenotype was analyzed.
The majority (> 75%) of yd T cells expressed V82~ TCRs, including
Vy8V33, Vy9Val, or Vy8Va1 T-cell populations (data not shown).
vd T cells were next cloned by limiting dilution, and their reactivity
against various target cells was measured. Strikingly, several V2~ yd
T-cell clones (8/16 and 14/30 from, respectively, donor (Do)#73
and Do#84), such as Vy8Vd3 T cells, strongly reacted in both
cytotoxicity and proliferation assays against several B lymphoid
target cells, such as Raji and Daudi Burkitt lymphoma cells and
B-LCLs, in contrast to Vy9V82 T cells, which were stimulated for
their cytolytic activity by Daudi cells only (Table 1). As shown in
Figure 1A, the activation process of V32~ yd T-cell clones was
independent of MHC molecule expression as Daudi and RJ225
cells, which are, respectively, MHC class I~ and 11~ targets, were

lysed by 2 V382~ T-cell clones (73R9, Vy8V33 and 73R14,
Vy9Va1). Importantly, the ability of V&3* clonal and polyclonal
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Figure 1. Human V32~ v3 T-cell subsets display strong cytolytic responses against
transformed B lymphoid target cells. (A) Cytolytic activity of 3 distinct mixed lymphocyte-
tumor culture-derived human V&2~ v T-cell clones (73R9, 73R14, and 84R33) was
measured by 5'Cr release assay after coculture together with Burkitt lymphoma
(Daudi, Raji, and RJ225), multiple myeloma (RPMI226), B-LCL (Do#AD), and af3
T cells at both 20:1 and 5:1 v8 T cell-to-target ratios. (B) Cytolytic activity of a
Vv8V33 T-cell clone (73R9) was measured by 5'Cr release assay after coculture
together with B cells from a panel of 7 B-LCLs generated from PBMCs of healthy
donors (Do#) or 9 homozygous typing cells at a 20:1 v3 T cell-to-target ratio.
(A-B) Data are the percentage of specific lysis in triplicate assays (mean = SD),
calculated as described in “Cytolytic activity.” Data are representative of at least 3 indepen-
dent experiments performed with yd T-cell clones from different healthy donors.
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Figure 2. mAb 256 specifically inhibits cytolytic responses of
V32~ v3 T cells induced by human B lymphoid target cells. (A) Mice
were immunized against human EBV* B-LCLs. Cytolytic activity of the
73R9 v3 T-cell clone (Vy8V33) was measured by 5'Cr release assay after
a 4-hour coculture together with B cells from human B-LCL (Do#AD) at
10:1 and 2:1 y3 T cell-to-target ratios, in the presence of supernatants
(dilution, 1:5) collected from 6 distinct cloned hybridomas. (B) Cytolytic
activity of the G12 (Vy9Vs82) and 73R9 (Vy8V33) vd T-cell clones was
measured by 5'Cr release assay after a 4-hour coculture together with
Burkitt lymphoma cells (Daudi) at 10:1 and 1:1 y3 T cell-to-target ratios in
the absence (Ctrl, filled bars) or in the presence of mAb 256 (ascites
1:1000 dilution, open bars; n > 3). Similar data were obtained using
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different Vy9Vd2 T-cell clones/lines from distinct donors. (C) Cytolytic
activity of 7 human V32~ v T-cell clones was measured by 5'Cr release
assay after a 4-hour coculture together with target cells from 2 different
B-LCLs (Do#GR, left and Do#AD, right) at 10:1 and 3:1 y3 T cell-to-target
ratios in the presence of mAb 256 (ascites 1:500, open bars). y3 T-cell
clones 94-5-14, 73R3, 73R11, and 73R13 were derived from PBL of
2 distinct donors. Clones 18S3.1, 18S3.5, and 21S3.15 were derived from
human fetal thymi of 2 distinct donors. (A-C) Data are the percentage of
specific lysis (mean = SD) and are representative of at least 3 indepen-
dent experiments. *P < .05. **P < .005.

Specific lysis (%)

T-cell lines derived from PBLs or thymocytes of different donors to
react against B lymphoid cells was further confirmed and extended
using a large panel of EBV' and transformed B-cell lines
(Figure 1B; supplemental Figure 1).

Taken together, these findings indicate that a wide range of
B lymphoid cells, such as Burkitt lymphoma cells and EBV™
B-LCLs, strongly activate particular human V32~ vd T-cell subsets, in
an MHC class I- and II-independent manner.

mAb 256 specifically inhibits cytolytic responses of V562~ v
T cells induced by human B lymphoid target cells

We next sought to identify key molecular partners that, on
expression by B lymphoid cells, could contribute to their
recognition by human V82~ & T cells. To this end, we
performed intraperitoneal immunization of mice against human
EBV™* B-LCLs, generated and cloned B hybridomas, which
were screened for the production of mAbs able to stain B-LCLs
and inhibit B-LCL killing by V82~ v3 T cells. For this initial
screening and several forthcoming experiments described in this
study, we used as responder T cells the 73R9 (Vy8V83) T-cell
clone because of its strong cytolytic (CTL) and proliferative
activity against B-LCL. The hybridoma clone 256 (murine
IgG1) was further selected as it dramatically reduced the 73R9
T-cell clone cytolytic responses against B-LCL, compared with
other B-LCL-reactive mAbs (Figure 2A). Importantly, although
purified mAb 256 strongly inhibited the lysis of Daudi cells by
Vvy8V33 T cells, it had no effect on the reactivity of Vy9Vs2
T cells against the same target cells (clone G12, Figure 2B).
Finally, the biologic effect of mAb 256 was confirmed and extended
by analyzing its ability to block the reactivity of various clonal and
polyclonal lines of human V82~ 3 T cells derived from different
donors (Figure 2C; supplemental Figure 2).

Altogether, these results suggest that mAb 256 binds to surface
molecules, which probably play a specific and critical role in the
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recognition by several human V82~ y8 T-cell subsets of a wide
range of B lymphoid target cells.

mAb 256 binds to approximately 110 kDa cell surface
proteins widely expressed on human B cells and PBMCs

To better characterize the nature of the molecule(s) bound by mAb
256, we first analyzed their cellular distribution. mAb 256 stained
almost all types of transformed B cells tested (LCLs and lympho-
mas; data not shown). Within ex vivo human PBMCs, mAb 256 bound
to a fraction of T cells, most NK cells (although at heterogeneous
levels) and brightly stained almost all CD19* B cells and CD14* mono-
cytes (Figure 3A). Confocal microscopy analysis of Raji cells
confirmed that the Ag 256 was mainly expressed at the cell surface
and showed a distribution within numerous patches on B-cell
membranes (Figure 3B). Finally, the Ag#256 was susceptible to
proteolytic digestion by pronase (data not shown), which supported
the protein nature of these molecules that were detected by Western
blot as a single band of approximately 110 kDa in B-LCL and
Daudi cell lysates (Figure 3C).

These results indicated that mAb 256 specifically recognizes
membrane-bound protein(s) of approximately 110 kDa, which are
highly expressed on B cell-related targets, such as Daudi, Raji, and
B-LCLs, as well as on main subsets of human PBMCs.

mAb 256 recognizes the ILT2 (LILRB1/CD85j) receptor

Staining of various human cell lines by mAb 256 revealed the
presence of 2 clearly distinct cell subsets within a batch of the
721.221 cell line, an MHC class I~ B-LCL variant generated by
EMS-induced mutagenesis.?® The lack of Ag#256 surface expres-
sion by a substantial fraction of 721.221 B cells (~ 20%) was
stable and not the result of the presence of cell contaminants
(data not shown). Both subsets were next sorted, and several clonal
populations, expressing or not Ag#256 molecules, were isolated
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Figure 3. PBMC expression and biochemical features of mAb 256
ligand(s). (A) Surface expression of Ag#256 on NK cells (CD3~, CD56%),

T cells (CD3%), B cells (CD19%), and monocytes (CD14*) within ex vivo
human PBMCs was analyzed by flow cytometry (mAb 256, 10 wg/mL).
Values for the frequency of Ag#256" cells within each total cell subset are
indicated in the quadrants (gated events). Results are representative of at
least 3 independent experiments performed with PBMCs of different
donors. (B) Surface expression of Ag#256 (green staining) was analyzed
on Raji cells by confocal microscopy. Scale bar represents 5 pm. No
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(Figure 4A). Strong up-regulation of CD107a/b occurred in Vy8V33
T cells after short-term incubation with Ag#256™ 721.221 B cells
(clone 39; Figure 4B upper left dot plot). This reactivity was
drastically reduced in the presence of the mAb 256 (Figure 4B
upper right dot plot), that is, to background levels observed after
coincubation of Vy8V33 T cells with Ag#256-negative B-LCL
variants (Figure 4B lower dot plots).

Having established a tight correlation between Ag#256 expres-
sion by 721.221 B cells and their ability to activate Vy8Va3
T cells, we selected 721.221 B-cell variants expressing or not
Ag#256 (clones 39 and 21) for a comparative microarray analysis
of gene expression. Among differentially expressed genes, in-

A

significant staining was detected when purified mouse IgG1 (isotype
control) was used as the primary mAb. (C) Cell lysates of human B-LCL
(Do#AD), C91 T2.2, and Daudi cell lines were analyzed by immunoblotting
using mAb 256 as primary mAb.

=110 KDa

creased levels of mRNA coding for LILRB1 (for leukocyte Ig-like
receptor, subfamily B, member 1) were detected within the
Ag#256™ clone, compared with its negative counterpart (data not
shown). In line with previous studies suggesting similar cell
expression and distribution patterns between ILT2 and Ag#256 in
PBMCs,2027 additional experiments relying on the use of specific
anti-human ILT2 mAbs unambiguously identified ILT2 as the
surface molecule specifically recognized by mAb 256. This as-
sumption was supported by: (1) the tight correlation between the
mean fluorescence intensity values obtained after staining of
various cell lines with either ILT2-specific or 256 mAbs (Figure 4C),
(2) costaining of human ILT?2 transfectants by ILT2-specific and
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Figure 4. mAb 256 specifically recognizes the LILRB1/CD85j/ILT2 recep-

7%

CD107a/b
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tor. (A) Expression of Ag#256 was analyzed on 721.221 human B cells by
flow cytometry. Ag#256* and Ag#256~ B cells were next isolated by cell
sorting and cloned. Values for the frequency of Ag#256 * and Ag#256~ cells
within each cell subset are indicated in the quadrants. (B) Vy8V33
T cells (clone 73R9) were incubated together with Ag#256+* (39) and
Ag#256~ (21) 721.221 B-cell clones (ratio: 1/1) in the absence (Ctrl, left) or
presence (right) of mAb 256 (10 ng/mL). CD107a/b mobilization wasc
measured by flow cytometry within activated v T cells. Values for the
percentage of CD107a/b™ T cells are indicated in the quadrants. (C) Seven
human B-cell lines and a negative control human renal carcinoma line
(786-0) were stained with either a-ILT2 specific mAb (HP-F1, 10 pg/mL)
or mAb 256 (10 p.g/mL). Correlation coefficient (R2) calculation between
ILT2 and Ag#256 mean fluorescence intensities (MFls) obtained after
analysis by flow cytometry is indicated on the graph. (D) Human osteosar-
coma cells (U20S) were stably transfected with either empty (left) or
human ILT2 cDNA (right) plasmids, costained with o-ILT2 specific mAb
(HP-F1, 10 pg/mL) and mAb 256 (10 wg/mL), and analyzed by flow
cytometry. (E) The binding of both «-ILT2 specific mAb (HP-F1) and mAb
256 to recombinant human ILT2-Fc molecule (106 kDa) was analyzed by
immunoblotting. Ctrl indicates secondary mAb alone. (F) Human B-LCLE
(Do#AD) and Ag#256* 721.221 B cells (clone 39) were preincubated for
15 minutes with either «-ILT2 mAb (HP-F1, @) or mAb 256 (O) at the
indicated increasing concentrations. Vy8V33 T cells (clone 73R9) were
next incubated for 4 hours together with B cells (ratio = 1:1). Values for the
percentage of CD107a/b™ 3 T cells are indicated in the graph. Data are
representative of at least 3 independent experiments.
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Figure 5. B cell-expressed ILT2 acts as a ligand for a costimulatory receptor for the antigenic activation of Vy8V83 T cells. (A) The 73R9 3 T-cell clone (Vy8V33) was
incubated for 4 hours together with different target cells (721.221, B-LCL, Do#AD; Daudi, Raji, and Jurkat) in the absence (open bars) or presence (filled bars) of «-ILT2 mAb
(256, 10 pg/mL). CD107a/b mobilization was measured by flow cytometry, and the values for the percentage of CD107a/b* y3 T cells are indicated. — indicates no stimulation;
CD3, a-CD3 mAb (UCHT1, 5 pg/mL); and PMA/lono, phorbol myristate acetate and ionomycin control. (B) Target cells described in panel A were stained with «-ILT2 mAb
(256, shaded histograms) or control mAb (IgG1, open histograms) and analyzed by flow cytometry. Values for MFI of ILT2* cells are indicated. The frequency of ILT2* cells
within the 721.221 B-cell line is indicated. (C) J.RT3-T3.5 Jurkat T cells expressing the 73R9 TCR (Vy8V33, filled bars) or not (WT, open bars) were incubated for 4 hours
with different human B-cell lines (B-LCL, Do#AD; Daudi, Raji, and 721.221). Surface expression of CD69 on Jurkat T cells was measured by flow cytometry. — indicates
no stimulation; and CD3, «-CD3 mAb (UCHT1, 5 png/mL). Data are MFI of triplicate samples (mean + SD) and are representative of at least 3 independent experiments.
*P < .05.**P < .005. (D) Vy8V33 (73R9) Jurkat T cells were incubated for 4 hours together with human B cells (721.221 or B-LCL, Do#AD) in the absence (Ctrl) or presence of
a-ILT2 mAb (256, 10 ng/mL, ILT2). — indicates no stimulation; and CD3, «-CD3 mAb (UCHT1, 5 ng/mL). Surface expression of CD69 on Jurkat T cells was measured by flow
cytometry. Values for the MFI of CD69 stainings are indicated. Data are representative of at least 3 independent experiments.

256 mAbs (Figure 4D), (3) Western blot analysis of recombinant
human ILT2-Fc molecules (Figure 4E) and, finally (4) compara-
tive titrations of the inhibitory effect of anti-ILT2 and 256 mAbs
on Vy8Va3 T-cell reactivity, after preincubation of B cells with
these mAbs (Figure 4F). Importantly, no expression of ILT2 was
detected on clone 73R9 used in these experiments (data not
shown).

Taken together, these results indicate that IL'T2, initially described as
an inhibitory receptor expressed by NK and T cells, plays a mandatory
role in the antigenic activation of particular subsets of human V&2~ yd
T cells, when expressed on B lymphoid target cells.

B cell-expressed ILT2 surface molecules are necessary
for the antigenic activation of the Vy8Va3 T-cell
clone 73R9 but do not interact with the y6 TCR

We next assessed induction of CD107a/b up-regulation on
Vv8V33 T cells (73R9) after incubation with different [LT2bright
target cells (eg, 721.221, B-LCLs, Daudi, Raji cells) or ILT2 ~/dim
cells (eg, Jurkat T cells). Whereas saturating doses of anti-TCR/
CD3 mAbs and ILT24™ cells had a weak stimulatory effect,
strong CD107 up-regulation was induced by all ILT2%"ig" target
cells tested and efficiently abrogated by anti-ILT2 mAbs

(Figure 5A; and data not shown). Strikingly, similar levels of yd
T-cell activation (% of CDI107a/b) were observed in the
presence of these various ILT2Pright B cells (Figure 5A), despite
major differences in terms of ILT2 expression intensities
(Figure 5B). We next tested whether the necessary contribution
of ILT2 for yd T-cell activation involved direct ILT2 recognition
by v8 TCRs (eg, Vy8V33). As shown in Figure 5C, a significant
TCR-mediated activation of Jurkat J.RT3-T3.5 T-cell transfectants,
expressing Vy8 and V83 TCR chains from clone 73R9 (supplemen-
tal Figure 3), was detected after coculture with both B-LCL and
721.221 cells. Surprisingly, Daudi and Raji target cells, which both
strongly expressed ILT2 and were previously shown to induce strong
degranulation of activated Vy8V83 T cells, were unable to
stimulate Jurkat Vy8V83 TCR transductants. Moreover, we failed
to detect any inhibitory effect of anti-ILT2 mAbs on the activation
of Vy8V33 TCR Jurkat transductants induced by B-LCLs and
721.221 cells (Figure 5D). Finally, we noticed that numerous
ILT2~ cell lines, including the 721.221 B-cell clone 21, were able to
strongly activate Vy8Vd3 TCR Jurkat transductants, despite their
weak ability to stimulate the Vy8Va3 T-cell clone 73R9 (data not
shown).

Altogether, these results strongly suggest that ILT2 is not a
direct ligand of the Vy8V383 TCR but, instead, probably delivers
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Figure 6. Inhibition of B-LCL-induced activation of Vy8V&3 T cells by ILT2-Fc
molecules and mAbs specific for ILT2 or MHC class | molecules. (A) The 73R9 3
T-cell clone (Vy8V33) was preincubated for 15 minutes with either isotypic con-
trol mAb (lgG2a) or a-MHC-I mAb (W6/32, 10 ng/mL, MHC-I) and next stained
with soluble human recombinant ILT2-Fc molecules (30 pg/mL). Values for MFI of
ILT2 staining measured by flow cytometry are indicated. Control indicates sec-
ondary mAb alone. (B) The 73R9 v3 T-cell clone (Vy8V&3) was incubated for 4 hours
with an ILT2* B-cell line (721.221, clone 39). Control mAb (IgG1, 1gG2a), ILT2-Fc
molecules (30 pg/mL), a-MHC-I mAb (W6/32, 10 pg/mL), or a-ILT2 mAbs (256, GHI-
75, HP-F1, 10 ng/mL) were preincubated with either effector (left) or target cells
(right), as indicated. CD107a/b mobilization was measured by flow cytometry, and
values for the percentage of CD107a/b™ 3 T cells are indicated in the quadrants.
Data are representative of at least 3 independent experiments.

critical and necessary costimulatory signals during antigenic activa-
tion of particular subsets of human V32~ v8 T cells.

ILT2 costimulates the antigenic activation of some V52~ yd
T-cell subsets through engagement of MHC class | molecules

We next sought whether interactions between ILT2 and MHC class
I membrane molecules, the only ILT2 ligands so far described,
could deliver a mandatory costimulatory signal for productive yd
T-cell activation when expressed by B and T cells, respectively.
The establishment of specific interactions between recombinant
human ILT2-Fc and MHC class I molecules expressed on Vy8Va3
T cells was first assessed by cytometric analysis (Figure 6A).
These interactions were abrogated on preincubation of T cells with
anti-MHC class I mAbs. Vy8V383 T-cell degranulation induced
by ILT2* 721.221 B cells (clone 39) was inhibited by different
anti-ILT2 mAbs. Similarly, preincubation of effector Vy8Va3
T cells with ILT2-Fc molecules or anti-MHC class I mAbs reduced
their reactivity against ILT2* B-cell targets (Figure 6B). Of note,

BLOOD, 10 MARCH 2011 - VOLUME 117, NUMBER 10

the specificity of blocking mAbs and ILT2-Fc molecules was
assessed by the lack of MHC class I and ILT2 molecules expression
on, respectively, 721.221 B cells and v T-cell effectors.

These observations indicate that the ILT2 receptor, when
expressed by B lymphoid cells, provides critical and mandatory
costimulation anti—transformed B-cell responses mediated by a
subset of human V82~ y3 T cells, through interactions with their
MHC class I surface molecules.

Discussion

Most of our understanding of human yd T-cell immunobiology has
been drawn from analyses of the Vy9Vd2 T-cell subset, which
represents the major yd PBL population in adults. However, the
localization, functions, and antigenic/costimulation requirements of
human V32~ T-cell subsets remain ill defined. To further address
these issues and identify key molecules implicated in the activa-
tion process of human V82~ y3 T-cell subsets, we took advantage
of mixed lymphocyte-tumor culture assays to first isolate tumor
reactive subsets among human V32~ y3 T cells. We showed that
PBL-derived V82~ v T cells, although initially detected at very
low frequencies in adult PBMCs, predominated after 2 weeks of
culture in the presence of Raji tumor cells, a Burkitt lymphoma cell
line. After cell sorting and cloning, we further demonstrated that
several polyclonal and clonal V82~ 3 T-cell populations reacted
against transformed human B cells, such as the Raji and Daudi
Burkitt lymphoma cells and EBV* B-LCLs, as evidenced in cytolysis
and proliferation assays. In contrast, Vy9V82 T cells did not react
to any B-cell targets, with the exception of Daudi cells, in line
with previous observations showing the absence of cytolytic and
proliferative responses of Vy9V32 T cells against human B-LCLs.?

Interestingly, an important fraction of PBL-yd T-cell lines
and clones that reacted against B cells expressed a V33 yd
TCR, frequently associated with V+vy8 chains. Several other
V33" T-cell lines and clones were next isolated from PBLs of
different donors and displayed similar B-cell reactivity patterns.
Moreover, our data further showed that various Vy8V33 T-cell
polyclonal and clonal populations of thymic origin exhibited
similar reactivities against B cells, thus indicating that these
intrinsic functional responses did not reflect a bias response of
peripheral populations. Human V83" 3 T cells, rarely detected
in PBLs of healthy adults, are generally located in liver and gut
epithelia. It will be interesting to determine whether similar
B-cell reactivity is observed among mucosal human V33* yd
T cells. Our knowledge about human V33* & T-cell subsets
remains very limited as these cells have been primarily studied
under pathologic circumstances. These subsets were identified
within lymphoid infiltrates during local tissue inflammation,
such as synovial fluids in rheumatoid arthritis or epithelia in
celiac disease, where expression of the V33 segment was
frequently associated with the Vy8 chain.??30 Increased fre-
quency of V337 subsets was also detected within PBLs and skin
of lupus patients®'3? or after viral infections by HIV3 or
cytomegalovirus (CMV), particularly in an immunodepressed
environment.?*3¢ In these latter studies, dramatic expansion of
V&1, V33, and V385 yd T-cell subsets expressing diverse Vvy
chains was detected in the PBLs of patients receiving renal,
lung, or stem cell allografts. Importantly, V31 and V33 T cells
from CMV-infected transplanted patients specifically prolifer-
ated in response to CMV-infected fibroblast lysates through a
TCR-dependent mechanism. CMV infection in transplanted
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patients was accompanied by a striking restriction of CDR3 size
distribution in the V33 segment. In a recent study, Vermijlen et al
also detected oligoclonal expansions of V82~ subsets of yd T cells,
including V83" T cells, in the cord blood of CMV-infected
newborns.?” Altogether, these studies showing important peripheral
expansions of rare yd T-cell subsets, including V33* T cells,
suggest that most of these T cells probably originate from tissues,
where they are activated after CMV or HIV infection and redistrib-
uted into the blood.?® Interestingly, our results are fully in line with
2 previous studies describing peripheral expansions of V81* and
V33" v8 T cells in PBLs of patients with EBV-infected Burkitt
lymphoma cells or B-cell leukemia.*#? Accordingly, we showed
that several subsets of human V32~ y8 T cells, originally present at
low frequencies in PBLs of healthy donors, are able to recognize a
variety of B-cell lymphomas and EBV* lymphoid B cells, in an
MHC-independent manner. Importantly, B-LCLs or B-cell tumors
induced strong in vitro proliferative and cytolytic yd T-cell
functional responses. Antitumor reactivities of V83* T cells have
been further confirmed in experiments showing their ability to
efficiently lyse a variety of human myeloma cell lines (data not
shown). Altogether, these results suggest that peripheral Vo2~ subsets
of ¥d T cells, as well as the major Vy9V62 T-cell population, play
complementary roles in immunosurveillance against lymphoid and
myeloid tumor cells.

Comparative analysis of yd T-cell reactivities and tumor-
binding patterns of multimerized recombinant yd TCRs (data
not shown) suggested that several subsets of human V&2~ yd
T-cell populations, which express different TCR V segments
(eg, Vy8, V49, V&1, and V33), show antigenic reactivity
patterns clearly distinct from that of Vy9Va32 T cells. In an
attempt to identify new V32~ y8 TCR ligand(s), we immunized
mice against a B-LCL target and selected mAbs that specifically
inhibited V82~ yd CTL responses to B lymphoma lines.
Surprisingly, although mAb 256 did not affect the activation of
Vy9V32 T cells induced by the same Daudi target cells, it had
also no effect on the reactivity of Vy8V83 TCR Jurkat
transductants. This suggested that Ag#256 molecules, which
play a key role in the activation process of V82~ T cells by
B-LCLs and tumors B cells, was not a V82~ TCR ligand.
Nevertheless, our results clearly indicated that Ag#256, further
characterized for its protein nature and cell surface expression,
was expressed not only by B lymphoid cells but also by many
PBMC subsets and plays a key role as a costimulatory molecule
of antitumor responses mediated by V32~ T cells.

Although we failed to isolate and identify the cell membrane
molecules bound to mAb 256 by biochemistry approaches, RNA
profiling of B-LCL variants that differed by their expression of
the 256 epitope allowed us to identify the ILT2 receptor as the
Ag of mAb 256. Leukocyte immunoglobulin-like receptors are
encoded by a set of genes within the leukocyte receptor cluster
on chromosome 19q13.4, adjacent to the killer Ig-like receptor
genes that are responsible for controlling NK- and CDS8 T-cell
survival and effector functions.*!*?> The ILT2 inhibitory recep-
tor, also known as LILRB1/leukocyte immunoglobulin-like
receptor-1/CD85j, is the only leukocyte immunoglobulin-like
receptor expressed by human T cells, including y3 T cells, and
has been shown to down-regulate their effector functions.!%-23:43
ILT2 is an immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif-
bearing receptor for most classic and nonclassic MHC class |
molecules, and directly interacts with the monomorphic o3
domain of MHC class I and the associated [3,-microglobulin
molecules. Interestingly, ILT2 is expressed by a variety of
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myeloid and lymphoid cell subsets, such as dendritic cells, but
its functions in the latter cell subsets remain ill defined.?*** In
B cells, cross-linking of ILT2 has been shown to inhibit both
IgG and IgE production and to down-regulate cytokine
production.®

To our knowledge, this study describes a new role played by
ILT2 as a critical costimulatory molecule of V82~ v& T-cell
activation, when expressed by B lymphoid cell targets. More-
over, our results suggest that this effect is probably not the result
of target cell alterations induced by ILT2 signaling, but rather by
ILT2-mediated engagement of MHC class I molecules on
effector y& T cells. These findings extend previous studies
showing that engagement of MHC class I molecules by natural
ligands, such as CD8 or CD160, or anti-MHC class I mAbs can
provide a signal to T cells that may either amplify functional
responses induced by TCR/CD3 crosslinking or induce cell
death by apoptosis.**4 Whether MHC class I costimulation is
induced in y& T cells through specific signal pathways or is
consecutive of a particular remodeling of the immunologic
synapse between effector and target cells, eventually associated
with a particular kinetic of activation, remains to be determined.
However, a comparative preliminary analysis by confocal
microscopy revealed no differences of ILT2, TCR/CD3, or MHC
class I molecule expression or localization on conjugates
established between either ILT2* or ILT2~ B-LCLs and Vy8Va3
T cells (data not shown). Thus, in addition to their well-
described ability to present peptides to TCRs, MHC class I
molecules might be directly involved in T-cell costimulation,
especially for T-cell subsets expressing low levels of “classic”
costimulatory molecules, such as y8 T cells. Importantly, such a
costimulatory process is probably not restricted to either
particular MHC class I molecules, as indicated by the broad
range of specificities described for ILT2 binding (HLA-A, B, C,
E, F, and G alleles) as well as the extended reactivities of a
variety of V82~ 8 T-cell populations from different donors, or
ILT2, as many other MHC class I-ligands, such as the CD166
natural killer receptor have also been identified.*!

In conclusion, this study provides new insights into the
activation modalities of ill-defined human 8 T-cell subsets
against stressed/transformed lymphoid or myeloid cells. The
fact that ILT2 is strongly up-regulated along several physiopatho-
logic processes, associated with expansion of V82~ yd T-cell
subsets (eg, HIV and CMV infections)*® would suggest a more
prominent costimulatory function played by this receptor in this
particular pathologic circumstances, an issue that remains to be
formally tested. On a more general standpoint, our results
provide new evidence for the importance of costimulatory
signals triggered in some particular T-cell subsets by “nonprofes-
sional” surface partners, such as MHC class I molecules.
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2) Résultats complémentaires et discussion : implication des molécules de CMH

de classe I, costimulation ou coinhibition ?

Le mécanisme précis de la « costimulation » par les molécules de CMH de classe |
n‘a pas été étudié dans le cas du clone 73R9, mais le domaine intracellulaire de ces
molécules a été décrit comme étant dépourvu de propriétés signalisatrices. Par ailleurs,
les études mentionnant des événements de signalisation intracellulaire engendrés par le
cross-link des molécules de CMH de classe | par des Acm spécifiques, attribuent cet effet
a des molécules membranaires non identifiées, associées aux molécules de CMH de
classe |, et capables de médier la transduction du signal d’aggrégation de ces molécules

en une signalisation costimulatrice classique (figure 30A).

A. Costimulation classique

(III) 2. . ACTIVATION

TCRy853 TCRy853

TCRy883

?

cellule cible cellule cible cellule cible

B. Coinhibition constitutive

ACTIVATION

TCRy853 TCRy853

TCRy883

celiule cible cellule cible cellule cible

Figure 30 : Modéles d’implication des molécules de CMH-lI dans I'activation TCR-dépendante des
LTy8583.

(A) Dans le cas d’'une costimulation classique (directe ou indirecte) de l'activation TCR-dépendante par les
molécules de CMH de classe |, (i) 'aggregation des molécules de CMH-I seules ne suffit pas a activer les
LTy8383, (ii) si le seuil d’activation des LT est élevé, I'aggrégation des TCRs peut ne pas suffir au
déclenchement d’'une réponse effectrice efficace, et (iii) la costimulation peut alors étre nécessaire a un
activation TCR dépendante effective. (B) Dans le cas d’'une coinhibition constitutive de l'activation TCR
dépendante par les molécules de CMH de classe |, 'expression de I'lLT-2 par les cellules cibles (ex : ILT-2
exprimé ubiquitairement par les cellules saines hématopoiétiques), ou d’un ligand de TCRy8383 (ex : ligand
non identifié exprimé ubiquitairement par les cellules saines intra-épithéliale ?) ne suffit pas a I'activation des
LTy8383. (iii) Seul la coexpression des deux ligands permet le déclenchement des fonctions effectrices du
LTy8383 (co-expression uniquement en conditions pathologiques ?).

Pourtant, certains résultats préliminaires suggérent que I'effet « costimulateur » de
'ILT2 sur le clone 73R9 par engagement des molécules de CMH-I est un phénomene tout
a fait distinct de ceux précédemment décrits. En effet, 'augmentation de I'activation TCR-
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dépendante du clone 73R9 en présence d’ILT2 exprimé a la surface de cellules cibles a
pu étre mimé par son incubation en présence d’anti-CMH-I, d’anti-b2m ou d’ILT2
recombinante, ajoutés a des anti-TCR ou anti-CD3 agonistes (non montré). Mais contre
tout attente, alors que l'effet « costimulateur » des anti-CMH-I, anti-b2m ou de I'lLT2 sur
I'activation TCR était maximal lorsque ces protéines étaient utilisées sous forme soluble, il
était tout a fait indétectable sous cross-link (coating sur plaque, chargement sur P815,
cross-link par anticorps secondaires).

Par ailleurs, alors que le clone 73R9 répondait trés efficacement a des activations
en présence d’'ILT2 (ex: 721.221 ILT2pos), aucune activation en absence d'ILT2 n’était
significative (ex: 721.221 ILT2neg) (figure 4B article 1). En particulier, les stimulations
par des anti-TCRyd et anti-CD3 pourtant considérés comme de trés puissants agonistes
étaient quasiment indétectables (figure 5A article 1 et non montré). Pourtant, le TCRy883
de ce clone était tout a fait fonctionnel puisque les Jrt3 I'exprimant répondaient fortement a
ces mémes stimulations, ainsi qu’a de nombreuses lignées tumorales d’origines
principalement épithéliales (non montre).

Cet ensemble de résultats suggére donc que l'activation médiée par le TCR du
clone 73R9 serait constitutivement inhibée, et que cette inhibition pourrait étre levée par
un engagement particulier des molécules du CMH de classe | par ILT2 (figure 30B). Ainsi,
le CMH-I, au lieu d’étre un co-stimulateur pourrait étre un inhibiteur constitutif de certains
TCR incluant celui du clone 73R9.

La large polyréactivité de la lignée Jrt3 73R9 contre des lignées tumorales
d’origines diverses est probablement atttribuable a une expression relativement ubiquitaire
du ligand de TCR #73R9, notamment au niveau épithélial. Cet Ag, dont l'identification fait
actuellement I'objet d’une étude dans I'équipe de J Déchanet, est donc probablement un
Ag du Soi, comme la plupart les ligands de TCRyd décrits jusqu'a présent. Ainsi,
l'inhibition constitutive par les molécules de CMH de classe | de réactivités TCR dirigées
contre de tels ligands pourrait jouer un réle crucial dans la prévention de réactions auto-

immunes impliquant les LTyd, largement décrits comme étant naturellement auto-réactifs.
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1) Introduction

L’équipe de Julie Déchanet, spécialisée dans I'étude de la réponse yd Vd2-, a
observé il y a quelques années une expansion polyclonale persistante de LTyd Vo2
négatifs dans le sang périphérique de patients receveurs d’allogreffes d’organes, lorsque
ceux-ci développaient une infection par le CMV (Dechanet et al., 1999), (Halary et al.,
2005). Cette expansion a ensuite été corrélée a la résolution de l'infection CMV (Lafarge
et al., 2001), ainsi qu’a une réduction du risque de carcinome chez ces patients (Couzi et
al., 2010). Ces données cliniques, suggérant un rdle protecteur a la fois antiviral et anti-
tumoral des LTyd V2- ont alors été évaluées in vitro, par une étude appronfondie de LTyd
issus du sang périphérique de patients receveurs d’allogreffes d’organes.

Des populations polyclonales et des clones yd Vd2- ainsi isolés se sont révélés
capables d’étre activés a la fois par des fibroblastes infectés par le CMV (Halary et al.,
2005. JEM), et par des cellules épithéliales tumorales in vitro (Devaud et al., 2009). Ce
type de réactivités pourrait participer a la fois a I'inhibition de la réplication virale du CMV
in vitro (Halary et al., 2005) et in vivo (M Capone, non publié), et a l'inhibition du
développement de xénogreffes de tumeurs coliques humaines in vivo, dans des modéles
de souris immunodéficientes (Devaud et al., 2009). Cette double réactivité, dépendante du

TCRyd au moins chez certains clones (Halary et al., 2005), (V Pitard non publiées),



Résult Chapl 111

pourrait étre due a la reconnaissance d’Ag de stress communs a certains contextes
infectieux et tumoraux. Ainsi, les populations V&2-, pourraient se rapprocher de leurs
contre-partes Vd2+, dont la large polyréactivité est attribuée a la reconnaissance TCR-
dépendante d’'une seule famille de molécules, la famille des PAg. Ces composeés, sur-
exprimés par les cellules du Soi dans de nombreuses conditions pathologiques telles que
la transformation tumorale et I'infection (virale et bactérienne) sont considérés comme des
Ag du Soi Altére.

Ce travail s’inscrit dans projet a grande échelle, dont le but est d’identifier une série
de ligands de TCRyd humains Vd2-, exprimés a la fois par des cellules épithéliales
tumorales et infectées par le CMV, et éventuellement dans d’autres contextes
physiopathologiques, afin de mettre en exergue des modalités d’activations communes a
différentes populations de LTyd Vd2- et d’évaluer le potentiel immuno-thérapeutique
éventuel de cette population cellulaire méconnue.

Les LTyd V02-, dont la localisation est principalement épithéliale en conditions
physiologiques, semblent étre relocalisées et/ou amplifiees en périphérie dans certaines
conditions pathologiques incluant l'infection CMV. Ce type d’amplifications polyclonales
suggeére la rencontre d’'un ou plusieurs Ag particuliers capables d’activer spécifiquement
une proportion extrémement réduite de LTyd Vd2-. Afin d’'identifier les ligands de TCRyd
impliqués dans ces phénoménes d’activations, une série de clones yd V62 négatifs isolés
a partir de sang périphérique de patients receveurs d’allogreffes d’organes, et présentant
une double réactivité envers des cellules tumorales ou infectées par le CMV a été
sélectionnée (Halary et al., 2005). Leurs TCRs, composés de diverses combinaisons de
chaines Vy et Vd ont été clonés et exprimés a la surface de lignées T Jurkat permettant
d’en étudier la spécificité.

Ce projet, portant sur 'un de ces clones (#MAU, #MAU4 ou #5-4) exprimant un
TCR composé des chaines Vy9 et V&1 (Halary et al.,, 2005), a permis d’identifier un
nouveau ligand de TCRyd V©&2- potentiel, 'EphA2, qui, exprimé a la surface de
nombreuses cellules épithéliales tumorales, semble suffisant a leur reconnaissance
spécifique par le clone #MAU. Les modalités fines de reconnaissance de cette protéine
par le clone #MAU, ainsi que I'extension de cette réactivité a d’autres populations yd reste

a étre approfondie.
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2) Materiels et méthodes

Voir matériels et méthodes article 1. Matériel et méthode additionnel :

Acs et réactifs

Les anti-EphA2, anti-EphA4 et isotype contréle (polyclonal, chévre) sont de chez
RetD. Les anti-TCRyd (#IMMU510), anti-TCRV®1 (), anti-TCRVYy9 (#IMMU360) de chez
Beckman Coulter et le témoin isotypique (IgG1, souris) de chez BD biosciences. Les anti-
efnal et 4 sont de chez Santa Cruz Biotechnology, les anti-efna2, 3 et 5 de chez abcam et
le témoin isotypique (polyclonal, lapin) de chez Dako.
I'anti-CD3 (IgGZ2a souris, #OKT3) vient de chez biolegend. Les protéines recombinantes
EphA2 et EphA4 murines fusionnées avec un fragment Fc humain sont de chez RetD. La
PIPLCy vient de chez Sigma Aldrich.

Lignées cellulaires

Les cellules adhérentes humaines : Jar, U373, HT29, Huh7, HelLa ev2, HelLa pf et
murines : L-cells, 3T3, MEF, sont cultivées en DMEM4,5 complet. Les cellules non
adhérentes humaines : Jurkat variant J.RT3-T3.5 (Jrt3), CEM, H9, Daudi, K562, 721.221,

B-EBV et murines : P815, sont cultivées en RPMI complet.

Expression d’EphAZ2 par transduction cellulaire :

Le cDNA codant pour EphA2 a été cloné a partir d’extraits ARNm de la lignée
humaine U373, dans un vecteur de production de particules lentivirales (article 1). Aprés
production des particules, diverses lignées cellulaires ont été transduites (MOl = 3) puis
triées sur la base de leur expression d’EphA2 (tri cytométrique, Aria). Les contréles de
transduction ont été obtenus par transduction de cDNA codant pour la protéine GFP.
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3) Résultats

Le clone MAU reconnait spécifiquement des lignées infectées par le CMV et des lignées

tumorales par le biais de son TCRy951
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Figure 31: La reconnaissance de lignées tumorales ou infectées CMV par le clone MAU est
spécifique et dépendante du TCRy961.

(A) Les cellules MRC5 ont été infectées par le CMV pendant 1 a 4 jours, puis cocultivées ou non avec les
clones Vy9Vd1 MAU (gauche) ou Vy4Vd5 LES (droite) (Halary et al., 2005 modifié). (B) Les clones Vy9Vd1
MAU, Vy4Vd5 LES, et Vy9Vd2 ont été incubés en présence de la lignée HT29 ou du contréle positif PMA
ionomycine. La production de TNFa, quantifiée par ELISA, est présentée sous forme de moyennes de
triplicates +/- ET (Halary et al., 2005 modifié). (C) Les lignées Jurkat exprimant les TCRy981 du clone MAU,
ou y405 du clone LES ont été incubées en présence de diverses lignées tumorales humaines ou murines,
avant d’étre marquées par un anti-CD69 et analysées en cytométrie de flux (V Pitard). La lignée HT29E
correspond a une lignée HT29 surexprimant un ligand de TCRy485 spécifique du clone LES.

Les clones MAU et LES (également référencés comme #5-4 et #4-29
respectivement), issus de deux patients transplantés CMV+, sont tous deux capables de
reconnaitre des lignées infectées par le CMV (figure 31A), ainsi que différentes lignées
tumorales d’origines épithéliales (ex : SKCO1, HelLa, HT29, Caco2,...) (figure 31B et non
montreé), contrairement a d’autres populations yd dont les Vy9Vd2 (figure 31B). Le réle
du TCR dans ce type de reconnaissance a été examiné par transfert des chaines TCR de
chacun de ces clones dans la lignée Jurkat (variant JrT3-T3.5), afin d’obtenir une lignée
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reporter de la reconnaissance médiée spécifiquement par le TCRyd de ces clones. Ainsi,
les lignées Jurkat exprimant le TCRy981 du clone MAU, ou le TCRy485 du clone LES ont
permis de mettre en évidence le réle de ces TCRyd dans la plupart des phénoménes de
reconnaissance de lignées tumorales épithéliales et infectées CMV par les clones
associés. Par ailleurs, la comparaison des réactivités de ces deux lignées Jurkat contre
diverses lignées tumorales ou infectées a montré que les TCRy901 et y4d5 portaient
chacun une spécificité envers des contextes d’activation distincts (figure 31C et non
montré). En particulier, la lignée Jurkat y901 a révélé une large polyréactivité envers
diverses lignées tumorales adhérentes d’origines humaines et murines (figure 31C), alors
que son activation n’était détectable pour aucune des lignées non adhérentes testées (ex :
lignée H9 figure 31C et non montré). Par la suite, la réactivité du clone LES a été
analysée en détail, et un ligand de son TCRy4d5 a été identifié. Les outils associés a ce
clone seront fréquemment utilisés pour contrdler la spécificité de ceux développés pour le

clone MAU dans cette étude.

L’Ac #6G8 bloque spécifiquement les reconnaissances médiées par le TCRy961 du clone
MAU

Dans le but d’identifier un ligand de TCRy981 pouvant expliquer la polyréactivité du
clone MAU et de la lignée Jurkat associée, la lignée humaine de glioblastome U373,
efficacement reconnue de maniere TCR-dépendante par le clone #MAU et la lignée Jurkat
associée (figure 31C et non montré), a été utilisée dans un protocole d'immunisation chez
la souris. Par la suite, des hybridomes murins produisant des Acm potentiellement dirigés
contre un ligand de TCRy9d1 ont été génére, et leurs surnageants ont été criblé sur la
base de leur capacité a bloquer la reconnaissance de la lignée U373 par la lignée Jrt3
MAU. L'Acm #6G8 ainsi sélectionné s’est révélé capable de marquer de nombreuses
lignées tumorales adhérentes humaines, et d’inhiber I'activation de la lignée Jrt3 MAU par
ses cellules cibles humaines (figure 32A). Par ailleurs, cet Acm ne marquait aucune des
lignées murines testées, et n’avait pas d’'effet bloquant sur la réactivité de la Jrt3 MAU
contre ses cibles murines (non montré). Cette observation suggérait que le ligand reconnu
sur les lignées humaines soit distinct de celui reconnu sur les lignées murines ou peu
conservé entre les deux espéces, ou encore que ce ligand soit conservé entre les deux

espéces, mais naturellement exprimé chez la souris et considéré comme un Ag du Soi
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contre lequel 'Acm murin ne serait pas cross réactif. En outre, une lignée HT29
particuliére exprimant un ligand du TCRy405 (HT29E), et capable d’activer a la fois la
lignée Jrt3MAU et la lignée Jrt3LES, a permis de s’assurer de la spécificité de ce blocage.
En effet, 'Ac #6G8 était capable d’inhiber la reconnaissance de la lignée HT29E par les
JrtSMAU sans affecter sa reconnaissance par les Jrt3LES (figure 32B). A l'inverse, un
Acm dirigé contre le ligand de TCRy405 (#2E9) exprimé par la lignée HT29E et capable
de bloquer la reconnaissance de cette lignée par les Jrt3LES, mais n’avait aucun effet sur
la reconnaissance de cette méme lignée par les Jrt3y901MAU (figure 32B).
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Figure 32 : L’Acm #6G8 reconnait une molécule participant de maniére cruciale et spécifique a
I'activation de la lignée Jrt3 y951 MAU.

Parmi différents hybridomes murins générés suite a une immunisation par la lignée tumorale U373,
'hybridome #6G8 a été sélectionné pour sa capacité a produire un Acm capable de bloquer sélectivement la
réactivité de la Jrt3 y981 MAU. (A) La lignée Jrt3 MAU a été cocultivée avec différentes lignées tumorales en
présence (barres noires) ou non (barres blanches) du surnageant de I'hybridome #6G8. (V Pitard) (B) Les
lignées Jrt3 MAU (gauche) et LES (droite) ont été activé par la lignée HT29E, en présence de surnageants
d’hybridomes #6G8 ou #2E9. Leur niveau d’expression du marqueur d’activation CD69 a ensuite été analysé
par cytométrie de flux (V Pitard) (C) 7 lignées non adhérentes et 6 lignées adhérentes ont été marquées par
'Acm #6G8 ou utilisées dans un test d’activation de la lignée Jrt3 MAU afin d’analyser la corrélation entre
ces deux parametres.

De maniére importante, 'Acm #6G8 n’était pas capable de marquer les cellules
Jurkat ni aucune autre lignée humaine non adhérente, alors que toutes les cellules

adhérentes reconnues par la lignée Jrt3 MAU étaient marquées par cet Acm. La réactivité
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de la lignée Jrt3 MAU contre diverses lignées humaines était donc globalement corrélée
avec le marquage de ces lignées par I'Acm #6G8 (figure 32C).

Cet ensemble de résultats suggere donc que '’Acm #6G8 a pour cible une molécule
participant spécifiquement a l'activation de la lignée Jrt3 MAU, exprimée par de
nombreuses lignées humaines adhérentes, et a conduit a caractériser la cible de cet Acm,

dans le but d’identifier un éventuel ligand de TCRy9d1.

L’Acm #6G8 reconnait spécifiquement la protéine humaine EphA2, partenaire spécifique
et crucial de l'activation de la lignée Jrt3 MAU

En collaboration avec le groupe de B. Willcox (Birmingham, UK), une étude
protéomique a été réalisée afin d’identifier la molécule ciblée par I'Ac #6G8. Des immuno-
précipitations par 'Acm #6G8 a partir de lysats de différentes cellules ont permis de mettre
en évidence une protéine de 130 kDa, immunoprécipité a partir des lysats de cellules
adhérentes reconnues par la lignée Jrt3 y961 (HelLa et U373), mais absente des lysats de
cellules non adhérentes humaines non reconnues (K562 et Daudi) (figure 33A). Par
spectrométrie de masse, le micro-séquengage de cette protéine a conduit a l'identification
de 'EphA2 humain comme étant la cible de 'Acm #6G8 (non montré). Ce résultat a pu
étre confirmé par des expériences de compétitions entre 'Acm #6G8 et un Ac polyclonal
commercial dirigé contre 'EphA2 (figure 33B), ainsi que par I'acquisition du marquage par
'Acm #6G8 apres expression de 'EphA2 humain dans une lignée non adhérente (lignée
721.221 EphA2 négative) (figure 33C). En outre, I'anti-EphA2 commercial s’est révélé
capable de bloquer I'activation de la lignée Jrt3 MAU par ses lignées cibles bien plus
efficacement que I'Acm #6G8 (figure 33C). L’Acm #6G8 reconnait donc spécifiquement
'EphA2, exprimé a la surface de nombreuses cellules adhérentes humaines. Par contre, il
n'est pas cross réactif contre 'lEphA2 murins, en accord avec la génération de cet Acm
dans des souris exprimant naturellement 'EphAZ2.
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Figure 33 : L’Acm #6G8 reconnait spécifiquement la protéine EphA2 humaine.

(A) Profil d’immunoprécipitation de I'’Acm #6G8 a partir de lysats de lignées humaines reconnues (HelLa et
U373) ou non (K562 et Daudi) par la lignée Jrt3 MAU, révélation ? biotine ? (C Willcox) (B) Compétition
entre 'Acm #6G8 et un anti-EphA2 polyclonal commercial pour le marquage membranaire de la lignée U373.
Les cellules sont incubées successivement avec les deux Acs purifiés ou les isotypes correspondants dans
I'ordre indiqué, puis le marquage est révélé par un Ac secondaire spécifique de I'un ou de l'autre de ces Acs,
et analysé en cytométrie de flux. (V Pitard) (C) Les lignées 721.221, transduites avec le cDNA de I'EphA2
humain ou un cDNA contréle GFP, ont été marquées avec I'Acm #6G8, un anti-EphA2 commercial
(histogrammes en ftraits pleins), ou les contrdles isotypiques correspondants (histogrammes grisés), et
analysées en cytométrie de flux. (D) La lignée Jrt3 MAU a été incubée avec les lignées HT29 ou U373, en
présence de '’Acm #6G8 ou d’un anti-EphA2 commercial. L’expression du marqueur d’activation CD69 est
analysée sur les Jrt3 en cytométrie de flux.

EphAZ2 est reconnu spécifiquement par la lignée Jrt3 MAU

Alors qu’une corrélation entre I'expression de 'EphA2 a la surface de cellules cibles
et leur reconnaissance par la lignée Jrt3 MAU avait pu étre mise en évidence dans le cas
de cibles humaines (marquages par 'Acm #6G8) (figure 33C), I'anti-EphA2 commercial
capable de reconnaitre 'EphA2 humain et murin a permis d’étendre cette corrélation aux
lignées murines (non montré). Par ailleurs, cet Ac s’est révélé capable d’inhiber
spécifiguement la réactivité¢ de la lignée Jrt3 MAU contre toutes ses cellules cibles,
humaines et murines, bien plus efficacement que 'Acm #6G8 (figure 33D et non montre).
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Figure 34 : EphA2 est un activateur spécifique de la lignée Jrt3 MAU.

(A) La lignée Jrt3 MAU a été cultivée en présence de diverses lignées, adhérentes ou non, transduites par le
cDNA codant pour la protéine humaine EphA2 ou par un cDNA contréle codant pour la GFP. (B) Des lignées
Jrt3 exprimant divers TCRy® ont été incubées en présence d’un anti-CD3 agoniste, ou de la lignées 721.221
transduite avec un cDNA codant pour 'EphA2 humain ou la GFP. (C) La lignée Jrt3 MAU a été activée par
diverses lignées exprimant 'EphA2 humain ou la GFP en présence d’anti-EphA2 ou d’anti-EphA4 polyclonal.
(D) La lignée Jrt3 MAU a été incubée en présence de gammes d’anti-TCRyd, d’EphA2 murin recombinant,
ou d’EphA4 murin recombinant, coaté sur plaque. (E) Les lignées Jrt3 MAU ou G115 ont été incubées en
présence d’anti-TCRyd, d’EphA2 ou d’EphA4 murin recombinant, coaté sur plaque. (A) (B) (C) (D) (E)
L’expression du marqueur d’activation CD69 par les Jrt3 a été analysée en cytométrie de flux par

immunomarquage.
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En outre, la surexpression d’EphA2 sur les lignées adhérentes exprimant EphA2
mais incapables d’activer la lignée Jrt3, ou encore I'expression d’EphA2 a la surface de
cellules non adhérentes (EphA2 négatives), a conduit dans tous les cas a une
reconnaissance de ces cellules cibles par la lignée y901 spécifiquement (figure 34A). De
plus, toutes ces réactivités étaient fortement inhibées par I'anti-EphA2 polyclonal, alors
qu'un anti-EphA4 polyclonal, spécifique d’une protéine trés proche de I'EphA2 n’avait
aucun effet (figure 34B). Finalement, de 'EphA2 recombinant murin coaté sur plaque était
capable d’activer spécifiqguement la lignée Jrt3 y981, mais aucune autre lignée Jrt3 yd
(figure 34D et E). De 'EphA4 coaté sur plaque, ou encore de 'EphA2 soluble n’avaient
par ailleurs aucun effet activateur (figure 34D et E et non montre).

L’ensemble de ces données suggere donc un role nécessaire et suffisant d’'EphA2
murin et humain dans I'activation spécifique de la lignée Jrt3 MAU. Par ailleurs, I'absence
de réactivité de la lignée Jrt3 contre certaines cellules humaines exprimant de I'EphA2
membranaire peut étre attribuée a un manque de sensibilité de la lignée Jrt3 (seuil
d’activation élevé), ou encore a un masquage de I'épitopes d’EphA2 reconnue, par
association entre EphA2 et d’autres molécules a la surface de certaines cellules cibles.

La reconnaissance d’EphA2 par la lignée Jrt3 MAU est dépendante des chaines Vy9 et
V61 du TCRy961

Au vu de la grande spécificité de réactivité de la lignée Jrt3 MAU contre EphA2
comparé a d’autres Jrt3, nous avons ensuite examiné le réle du TCRy9d1 dans la
reconnaissance de 'EphA2. L’analyse de la signalisation spécifique du TCR par I'étude de
la phosphorylation du CD3z au cours de l'activation par EphA2 (OO, CH, non montre),
ainsi que des études de biacore (BW, CW, non montré) n'ont pas permis de mettre en
évidence d’interaction directe entre le TCRy981 du clone MAU et EphA2. Par contre, des
Acm dirigés contre les chaines variables du TCR de la lignée Jrt3 MAU se sont révélés
capables d’'inhiber sa réactivité contre EphA2 (figure 35A). De plus, la génération de
lignées Jrt3 exprimant des TCR chimériques associant la chaine VY9MAU a d’autres
chaines V9, ou encore la chaine VO1MAU a d’autres Vy, ont permis de confirmer le réle
du TCRy961 dans ce processus (figure 35B). En effet, alors qu’aucun autre TCR yd que
celui du clone MAU n’avait fait preuve de réactivité contre EphA2, I'association entre la
chaine Vy9MAU et une autre chaine V1, ou entre la chaine VO1MAU et une chaine Vy8
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ou Vy4 formait des TCRyd capables de reconnaitre des lignées exprimant 'lEphA2 humain

(figure 35B), ou de 'EphA2 murin recombinant coaté sur plaque (non montré).

Ainsi, malgré I'absence de preuves formelles d’une interaction entre EphA2 et le
TCRy961 du clone MAU, nous avons pu mettre en évidence le réle central du TCRy9d1
dans la reconnaissance de 'EphAZ2 par la lignée Jrt3 MAU. Par ailleurs, 'EphA2-Fc, mais
également I'EphA4 murin recombinant étaient capables d’interagir directement avec la
membrane des Jrt3 exprimant ou non des TCRyd (non montré), et la fixation de 'EphAZ2 a
la surface des Jrt3 MAU n’était inhibée par aucun anti-TCRyd ou anti-CD3 (non montré).
Ceci suggérait I'éventuelle implication d’autres molécules que le TCRy9d01 dans la
reconnaissance d’EphA2 par les Jrt3.
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Figure 35 : Implication du TCRy951 dans la reconnaissance d’EphA2 par la lignée Jrt3 MAU.

(A) La lignée Jrt3 MAU a été activée par les lignées 721.221 transduites avec un cDNA codant pour la GFP
ou pour EphA2 humain, en présence ou non d’anti-TCR dirigés contre les chainesVy9 et V&1 du TCR MAU.
L’expression du marqueur d’activation CD69 a la surface des Jrt3 a été analysée en cytométrie de flux aprés
immunomarquage. Les deux panneaux du haut présentent I'activation des Jrt3 MAU par les lignées 721.221
(histogrammes en traits pleins) comparé au témoin négatif (histogrammes grisés). Les quatre panneaux du
bas montrent I'effet d’anticorps spécifiques des chaines TCR (histogrammes en traits pleins) sur I'activation
des Jrt3 par les 721.221, comparé a l'effet d’Acm contrdles (histogrammes grisés). (B) Les lignées Jrt3
exprimant divers TCRyd ont été activés en présence d’anti-TCRy® activateur ou de cellules 721.221
exprimant ou non I'EphA2. L’expression du marqueur d’activation CD69 a la surface des Jrt3 a été analysée
en cytométrie de flux aprés immunomarquage.
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Les efn participent a la reconnaissance d’EphAZ2 par la lignée Jrt3 MAU

EphA2 ainsi que d’autres protéines apparentées comme EphA4 sont connues pour
interagir avec une famille de protéines liées a la membrane plasmique par une ancre GPI,
les éphrines A (efna1 a 5) (ref). Les efnal, efna3 et efna4 étant détectables a la surface
des cellules Jrt3 (non montré), nous avons voulu évaluer I'implication de ces protéines
dans la reconnaissance d’EphA2 par les Jrt3 MAU. A cette fin, nous avons mis & profit les
propriétés de I'enzyme PIPLCy, capable de digérer spécifiquement les ancres GPI. Le
traitement des cellules Jrt3y981 par la PIPLCy s’est révélé capable d’abroger la fixation
d’EphA2 et dEphA4 a la membrane des cellules Jrt3 (figure 36A et non montré). Ce
traitement, également capable de digérer d’autres protéines a ancre GPl comme le CD59,
n’avait aucun effet sur des protéines transmembranaires comme le CD3 ou le TCR (figure
36A et non montré). Ainsi, la fixation d’EphA2-Fc a la surface des cellules Jrt3 était due a
des protéines a ancres GPI, et plus probablement aux éphrines A exclusivement. En
particulier, aprés traitement PIPLCy, aucune fixation résiduelle d’EphA2-Fc n’était visible a
la surface des Jrt3 MAU (figure 36A), confirmant la faiblesse de I'éventuelle interaction
entre EphA2-Fc et TCRy901. L’implication des éphrines dans la reconnaissance d’EphA2
par les Jrt3 a ensuite été évaluée par activation, en présence d’EphA2 recombinant, de la
lignée Jrt3 MAU prétraitée par différentes doses de PIPLCy. Ce traitement inhibait
significativement la reconnaissance d’EphA2 par les Jrt3 MAU, sans avoir d’effet sur
I'activation par un anti-CD3 (figure 36B). Pourtant, alors que I'expression membranaire
des éphrines A n’était plus détectable aprés traitement a dose saturante de PIPLCy
(figure 36A 0,1U/mL), 'activation des Jrt3 MAU par EphA2 restait trés significative (figure
36B). Par ailleurs, I'incubation des Jrt3 MAU avec divers anti-efna activateurs n’a pas
permis de mimer |'effet activateur de 'EphA2 (figure 36C).
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Figure 36 : Implication des efna dans la reconnaissance d’EphA2 par les Jrt3 MAU.

Les Jrt3 MAU ont été incubées pendant 1h a 37°C en RPMI en présence de différentes concentrations de
PIPLCg. Les cellules lavées ont ensuite été (A) marquées par des anti-CD3, anti-CD59 ou EphA2 et
analysées en cytométrie de flux, ou (B) utilisées dans un test d’activation en présence d’anti-CD3, d’EphA2-
Fc ou d’'EphA4-Fc coatés sur plaque. Les Jrt3 MAU ont été incubées en présence d’anti-CD3, d’EphA2-Fc et
d’EphA4-Fc recombinants murins, d’anti-efnal a 5, ou d’isotype contrlle, coatés sur plaque. (B) et (C)
L’expression du marqueur d’activation CD69 a été analysée en cytométrie de flux aprés immunomarquage.
Les données sont présentées sous forme de moyennes de 4 expériences indépendantes +/- ET.

Cet ensemble de résultats suggére donc une reconnaissance d’EphA2 par les Jrt3
MAU médiée spécifiquement par le TCRy981, et renforcée significativement par un co-
engagement impliquant des efna.
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4) Discussion

Ce travail de recherche a permis d’identifier un nouvel acteur potentiellement
central dans l'activation spécifique de sous-populations de LTyd Vd2neg. Les modalités
fines de la reconnaissance de 'EphA2 par les LTyd sont encore peu claires, et pourraient
impliquer une interaction conjointe avec le TCRyd et les efna exprimées a la surface les
LTyd. La pertinence physiologique de cette reconnaissance n’a pas encore été évaluée,
en raison d’'un probleme d’accessibilité a des populations yd naturellement réactives a
EphA2, probablement localisées exclusivement dans certains épithélia.

Interaction entre EphA2 et TCR Vy9Vo1 MAU ?

L’'implication du TCR y981 MAU dans la reconnaissance d’EphA2 a été mise en
evidence par transfert de TCR dans la lignée Jrt3, et par utilisation d’Acms bloquants
dirigés contre les chaines variables de TCR Vy9 et Vd1. Pourtant, aucune des techniques
utilisées n’a pas permis de détecter de signalisation spécifique du TCR lors de I'activation
des Jrt3 MAU par EphA2, ni d’interaction directe entre le TCRy901 et EphA2.

L’'un des obstacles majeurs rencontré par la plupart des équipes travaillant a
l'identification de nouveaux ligands de TCRy®, est I'extreme faiblesse des interactions
entre les TCRyd et leurs ligands. Ainsi, parmi les nombreux ligands de TCRyd suspectés,
trés peu ont formellement été identifiés par interaction directe avec un TCRyd. Notre
échec est donc probablement imputable a ce probléeme réccurent, et de nouvelles
techniques biochimiques plus sensibles pourraient a l'avenir permettre d’identifier
formellement ’lEphA2 comme un nouveau ligand de TCRy?®.

Roéle des efn dans la reconnaissance d’EphAZ2 par la lignée Jrt3 MAU

La reconnaissance d’EphA2 par les LTyd pourrait €également impliquer les efna, une
famille de protéines largement décrites comme interagissant avec EphA2, et dont certains
membres sont naturellement exprimés a la surface des LTyd ex vivo (notamment efna1 et
4, non montré). La reconnaissance d’EphA2 par les efna n'est pas suffisante pour
'activation des Jrt3 MAU par EphA2, puisque les efna interagissant avec EphAZ2
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intéragissent également avec la protéine apparentée mais non-activatrice EphA4, et que
des anti-efna pourtant activateurs dans d’autres contextes (non montré) ne permettent pas
de mimer l'activation des Jrt3 par EphA2. Par ailleurs, les efna ne sont peut-étre pas
nécessaires a la reconnaissance d’EphA2 par les Jrt3 MAU, puisque cette reconnaissance
reste trés significative aprés digestion des efna a la surface des Jrt3. Cette hypothése sera
vérifiée dans un proche avenir par I'extinction de I'expression des efna a la surface des
Jrt3 (shRNA), manipulation qui permettra également d’évaluer le rdle respectif des
différentes efna potentiellement exprimées par les LT dans ce phénomeéne.

Pour le moment, le mode d’action des efna dans la reconnaissance d’EphA2 par les
Jrt3 MAU reste obscur. En effet, la signalisation par les efna n’a pas été formellement
mise en évidence, mais est seulement suggérée par quelques études. Par ailleurs, ces
protéines sont largement impliquées dans divers phénoménes d’adhésions. En outre,
'EphA2 pourrait interagir a la fois avec le TCRyd et les efna, mais cette éventuelle
interaction tripartite n’a pu étre détectée par biacore (BW, CW non montré).

Les efna pourraient donc étre impliquées dans I'activation des Jrt3 MAU par EphA2
en tant que costimulateurs, molécules d’adhésion, ou encore corécepteurs du TCR. Ces
différents modes d’action hypothétiques seront notamment évalués par (i) I'étude des
voies de signalisation déclenchées en présence d’anti-efna et/ou anti-TCR (Western Blot),
(ii) I'étude des interactions cellulaires impliquant les efna et/ou le TCR (vidéomicroscopie),
(iii) I'étude des interactions moléculaires entre efna, TCR, EphA2 (vidéomicroscopie,
biochimie).

Réactivité anti-EphA2 généralisable a d’autres TCR V61 ?

Alors que chacune des chaines TCR du clone MAU a permis de créer des TCRyd
chimériques réactifs contre EphA2, il est peu probable que ces deux chaines TCR soient
capables, indépendamment I'une de l'autre, de porter la réactivité contre EphA2. De plus,
le TCR formé par I'association entre la chaine VY9MAU et une chaine V&5 n’a pas montré
de réactivité contre EphA2. |l est donc plus probable d’envisager que la reconnaissance
d’EphA2 soit principalement due a des déterminants majeurs partagés entre plusieurs
chaines d1 (notamment VO1MAU et VO1PIN), ainsi qu'a des déterminants antigéniques
mineurs apportés par un nombre restreint de chaines Vy spécifiques a chaque chaine
Vo1. Pour le moment, aucune lignée Jrt3 exprimant un TCR naturel V31 autre que le TCR
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MAU n’a montré de réactivité contre EphA2 (figure 31B et non montré). Pourtant, il
semble que la chaine TCRV®1 PIN soit également capable, une fois associée a certaines
chaines Vy, de conférer une réactivité anti-EphAZ2.

Il serait donc intéressant d’étendre I'étude de la réactivité anti-EphA2 a un nombre
plus important de Jrt3 exprimant des TCRV®1 naturels, ainsi qu’a divers TCRyd
chimériques composés des chaines VY9MAU, VO1MAU ou VO1PIN appariées a diverses
chaines Vo et Vy respectivement. Cette analyse permettrait de confirmer le réle central de
la chaine Vo1, et d’évaluer plus précisément les déterminants antigéniques Vo1 et Vy
nécessaires a la reconnaissance d’EphA2 par les Jrt3 TCRyd.

En outre, il apparait crucial de rechercher des populations de LTyd réactives contre
EphA2, afin de confirmer les données obtenues avec les cellules Jrt3, et d'étudier
limpacte de ce type d’activation sur la biologie des LTyd dans différents contextes
physiopathologiques. Jusqu’'a présent, toutes les tentatives visant a détecter des
populations yd réactives contre EphA2 au sein de PBMCs ont échoué (non montré). Cette
recherche mériterait d’étre étendue a d’autres types d’échantillons biologiques humains
incluant des épithélia, principaux lieux de résidence des LTyd Vd2neg.

Pertinence physiologique de la reconnaissance d’EphA2 par une sous-population de LTyd.

Pour le moment, les familles de protéines EphA et efna ont principalement été
impliqguées dans divers processus développementaux (neurogénése, croissance
tumorale,...) (Pasquale, 2008), et leur rble au cours de la réponse immunitaire est tres peu
etudié.

Pourtant, 'augmentation de I'expression membranaire d’EphA2 a été corrélée avec
la transformation tumorale de cellules tumorales épithéliales (Easty et al., 1995; Nemoto et
al., 1997; Ogawa et al., 2000; Walker-Daniels et al., 1999; Zelinski et al., 2001), ou encore
la différenciation des DCs (de Saint-Vis et al., 2003). Pour revue, voir (Tandon et al.,
2011). La reconnaissance de ces contextes pathologiques par les LTyd spécifiques
d’EphA2 pourrait ainsi jouer un réle dans la surveillance des tumeurs ou dans la réponse

immunitaire anti-infectieuse.
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Par ailleurs, 'EphA2, largement exprimé a la surface des cellules épithéliales, est
donc un Ag du Soi, comme la plupart des Ags de LTyd. Sa reconnaissance spécifique par
d’éventuelles sous-populations intraépithéliales de LTyd Vd2neg, est vraisemblablement
finement régulée par diverses molécules d’adhésion et de costimulation qui restent a étre
identifiées. Ces acteurs additionnels permettront aux LTyd spécifiques d’EphA2 de
distinguer efficacement les conditions pathologiques des conditions physiologiques
d’expression d’EphA2 par les cellules du Soi. Ce type de régulation est particulierement
important dans la prévention des éventuelles réactions auto-immunes engendrées par des

activations inoportunes de LT naturellement autoréactifs.

L’analyse de la pertinance physiologique de [lactivation de LTyd par EphA2
nécessite a présent l'identification et la caractérisation de populations yd réactives afin
d’étudier I'impact physiologique de la reconnaissance d’EphA2, ainsi que les éventuelles
applications thérapeutiques impliquant EphA2 et ces populations de LTyd.
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1) Article 2: Key implication of CD277/Butyrophilin-3 (BTN3A) in
phosphoisoprenoid sensing by a major human yd T cell subset.
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Manuscrit soumis.

Ce projet, originaire de I'équipe de D Olive (UMR_S891, Marseilles), est né
d’'une observation inattendue d’Yves Guillaume, dont la thése portait sur la
caractérisation fonctionnelle d’Acms dirigés contre BTN3 (Compte et al., 2004), une
protéine humaine ubiquitaire, reliée a la famille de molécules costimulatrices B7, et
dont le fonction était alors inconnue. En effet, la culture de PBMCs humains en
présence de ces Acms et d'IL-2 aboutissait a long terme a une amplification
spécifique des LTy902.

Par la suite, une collaboration fructueuse entre I'équipe de D Olive et la nétre
a permis de décripter une partie du mode d’action de cet anti-BTN3, capable, au
premier abord, de mimer en tous points I'effet activateur spécifique des PAg sur les
LTy902. La caractérisation d’un autre anti-BTN3, capable, a 'inverse, de bloquer les
activations PAg-induites des LTy902 a permis de suspecter une fonction particuliére
des BTN3 dans ce processus. Le rOle clé des protéines BTN3 au cours de la
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reconnaissance des PAg par les LTy902 a ensuite été établit par I'extinction de
I'expression de ces protéines a la surface de certaines cellules humaines. Ce déficit
aboutissait a une absence totale de reconnaissance de ces cellules par les LTy952
apres divers traitements impliquants des PAg exogénes ou endogénes.

Le mécanisme précis d’action des anti-BTN3 activateurs et bloquants, ainsi
que les interactions reliant les PAg, les BTN3, et le TCRy9582 est encore loin d’étre
compris, mais ce travail de recherche a abouti a la génération et la caractérisation
partielle de nombreux outils cellulaires, protéiques et moléculaires qui n‘ont pas
encore livré tous leurs secrets et seront utilisés dans un proche avenir pour
approfondir cette étude. Par ailleurs, les Acms anti-BTN3 activateurs et bloquants
pourraient s’avérer étre de puissants outils immunothérapeutiques applicables dans
diverses stratégies ciblants les LTy982 (Intro Chapll Il 3c).
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Abstract

Detection of microbial and mammalian phosphoisoprenoids by human Vy9Vé2 T cells
leads to activation of this major peripheral yo T cell subset following infectious or
metabolic distress. The mechanisms underlying 0 T cell activation by
phosphoisoprenoids are not known. We show that antibodies against CD277, a
member of the extended B7 receptor superfamily related to butyrophilins, either
mimick or abrogate phosphoisoprenoid-induced-Vy9Vé2 T cell activation. Gene
expression knock down and domain-shuffling approaches confirmed the key role
played by CD277 in this phenomenon. They also indicated that phosphoisoprenoids
are not cognate antigens for 0 T cell receptors, but act upstream of CD277-induced
vo T cell activation. This study demonstrates a novel and unique role played by B7-
like molecules in human yd T cell activation, and paves the way for new strategies to

improve the efficacy of immunotherapies targeting this 0 T cell subset.



vo T cells are key players in the immune surveillance of cellular distress, thanks to
their ability to recognize conserved determinants that are upregulated following
inflammation, infection or cell transformation'. While v§ T cell receptors (TCR)
contribute to detection of danger-associated determinants, cognate interactions
between y5 TCR and defined antigens have been reported in a few cases only®. Thus
the antigenic specificity and fine activation modalities of ¥ T cells in response to cell

stress remain largely unknown.

One of the best studied y0 T cell subsets in humans expresses Vy9V62 TCR and
predominates in blood, where it makes up several percent of the whole peripheral
lymphoid pool in most adults. Vy9V52 T cells are activated by non-peptidic
phosphorylated isoprenoid pathway metabolites, referred to as phosphoantigens or
phosphoisoprenoids (PiP)*°. Natural Vy9V&2-stimulating PiP include isopentenyl
pyrophosphate (IPP)°, a metabolite of the mevalonate pathway found in mammalian
cells, and hydroxy-methyl-butyl-pyrophosphate (HMBPP)’, an intermediate of the
desoxyxylulose phosphate pathway shared by many microorganisms. PiP detection
by v0 T cells underlies their broad reactivity towards infected and transformed cells.
Indeed tumor cell recognition by Vy9Vé2 T cells is linked to enhanced production of
the weak agonist IPP, as the result of increased cell metabolism and cholesterol
biosynthesis. Accordingly, pharmacological inhibitors of the mevalonate pathway that
upregulate (e.g. aminobisphosphonates, NBP) or downregulate (e.g. statins) IPP
production respectively, increase or decrease anti-tumor Vy9Vo2-T cell responsess'g.
Moreover, owing to the high Vy9Vé2 T cell-stimulating activity of the microbial agonist
HMBPP, VY9Vd2 T cell responses are elicited by infected cells producing even traces

of this PiP 7. While PiP-induced activation is restricted to Vy9V52 T cells and can be
3



conferred by Vy9V52 TCR gene transfer'®"", attempts to detect cognate interactions
between PiP and Vy9V52 TCR have failed so far'®. Therefore, how exactly VyoVé2 T
cells sense PiP remains an enigma. PiP rapidly induce calcium signaling and
activation of Vy9Voé2 T cell clones but have no effect on cells maintained in
suspension, which suggests implication of additional target cell surface receptors in
this phenomenon. PiP or NBP elicit VyY9Vé2 T cell responses against basically all
human target cells, irrespective of their tissue origin, but do not induce recognition of
murine target cells. Therefore the putative target cell receptors involved in PiP-
mediated T cell activation are expected to be broadly expressed by human, but not

murine, cells.

Activation of antigen-stimulated T cells is tuned by interactions involving T cell-
derived CD28-related receptors and target cell-derived B7-related counter
receptors13. The latter receptor family includes more recently identified members, like
the Skint and butyrophilin (BTN) receptors. The mandatory role played by Skint-1 in
the intrathymic positive selection and functional maturation of the murine
intraepidermal Vy5Vd1 T cell subset raises issues about the general role played by
Skint1-related receptors in the selection and activation of yd T cells in mice and other
species'"". While there are ten intact skint1 paralogs in the mouse, the only human
skint1 orthologue is a pseudogene. Besides murine B7S3/SKINT2, the closest
homologues of skint1 gene products in their extracellular part are the mouse and
human BTN. These are type | membrane proteins with two extracellular Ig domains
frequently linked to an intracellular B30.2 (PRY/SPRY) domain, which encompass
three gene subfamilies in humans : btn1, btn2 and btn3. BTN receptors exert both

non-immunological and immune modulating functions. In particular BTN1A1 plays a

4



role in milk fat globule formation. Moreover in line with their homology with several
B7-related co-inhibitory receptors, most BTN gene products can downmodulate TCR-

induced T cell activation and contribute to dampening of inflammatory responses’>'®

19

In this study, we provide evidence that the ubiquitous human CD277/BTN3A
molecules play a mandatory role for TCR-mediated activation of Vy9V62 T cells
induced by PiP in both tumor and infectious physiopathological situations. These
results yield new insights into a novel mechanism linking metabolic and infectious
distress and immune cell activation. On a more applied standpoint, this study
describes several CD277-specific reagents and monoclonal antibodies that either

boost or inhibit VY9Vo2 T cell responses towards tumor or infected cells.

RESULTS
Broad activation of human Vy9Vo62 T cells by anti-CD277 antibodies

While screening monoclonal antibodies (mADb) raised against isoforms of the BTN3
(CD277) subfamily®®, we noticed that one mAb (clone #20.1) elicited a dramatic
expansion of yd T cells in IL-2-supplemented peripheral blood lymphocyte cultures
(Fig. 1a and data not shown). Accordingly, mAb #20.1 induced proliferation
(Supplementary Fig. S1a) and ex vivo production of IFN-y and TNF-a (Fig. 1b) by
vo T cells, but had no effect on other mononuclear cell subsets. This mAb also

pos

induced rapid CD69 upregulation and IFN-y production by most V§2™°, but not

V2™, v PBL ex vivo (Fig. 1c and Supplementary Fig. S1b), and triggered



degranulation and cytokine responses of Vy9Vo2 T cell clones only (Fig. 1d and data

not shown).

Since CD277 is ubiquitously expressed by human cells® and since anti-CD277 mAb
readily induced VYy9Vé2 T cell activation in the absence of third-party cells, we
performed pre-incubation experiments to test whether this mAb acted on effector or
on target cells. Pretreatment of Raji tumor target cells, but not effector Vy9Vé2 T cell
lines, with the #20.1 mAb (and several other anti-CD277 mAb such as the clone
#7.2) enhanced tumor cell killing by VY9Vé2 T cells (Fig. 2a and Supplementary Fig.
S2a). However, it had no effect on cytolytic responses mediated by human CD8"° o3
T cell clones (data not shown). Raji target cell pre-incubation with anti-CD277 mAb
also induced Vy9Vo2 T cell degranulation and TNF-o cytokine responses to levels
reached after target cell pre-treatment with NBP (Fig. 2b). Similarly, anti-CD277
mAbs enhanced degranulation and cytotoxic Vy9Vé2 T cell responses towards a
wide array of CD277"°° human cell lines, irrespective of their tissue origin and basal
susceptibility to VY9Vo2 T cell recognition (Fig. 2c and Supplementary Fig. S2b).
This effect was not due to mAb-redirected killing or mAb-dependent cell cytotoxicity,
as it did not depend on CD16, CD32 or CD64 Fc-receptors expression on target or
effector cells (Supplementary Fig. S3). Taken together our data indicate that anti-
CD277 mAbs can sensitize human target cells to Vy9Vé2 T cell recognition, in a cell-

to-cell contact dependent manner.

VY9V32 TCR implication in anti-CD277 mAb-induced activation



The broad stimulatory effects of anti-CD277 mAb, but exquisitely on Vy9Vé2 T cells,
suggested implication of the TCR in this activation process. Accordingly down-
regulation of V62 TCR chain expression was rapidly induced on T cells after
incubation with anti-CD277 mAb-sensitized target cells (Fig. 3a). Moreover mAb-
treatment induced co-recruitment of target cell-derived CD277 and effector cell-
derived CD3 molecules at the target/yd T cell interface, as shown by confocal and
video microscopy studies using HEK293 cells expressing fluorescent CD277-EGFP
chimeric receptors (Fig. 3b,c). TCR implication in anti-CD277-induced activation was
also supported by the reduced velocity and enhanced Cca® signaling of yd T cells
incubated with anti-CD277 mAb-treated target cells, when compared to those
incubated with untreated target cells (Fig. 3d,e). To more directly assess the TCR
dependency of anti-CD277 Ab-induced T cell activation, we studied the in vitro
responses of human T cell lines transduced with y6 TCRs. Unlike non-transduced or
Vy8V&3-transduced human T lymphomas (Jurkat cell line derivatives,?"), Vy9V&2
Jurkat transductants were readily activated by mAb #20.1 (Fig. 4a). Similarly, Vy9V&2
TCR gene transfer into non-transformed human CD4P o T cells? conferred strong
in vitro T cell responsiveness to both anti-CD277- and NBP-pretreated human target
cells (Fig. 4b). Therefore, Vy9Vd2 TCR expression is necessary and sufficient for

recognition of anti-CD277-treated target cells.

Lack of PiP upregulation by anti-CD277 mAbs

Analysis of Jurkat TCR transfectants carrying point-mutated Vy9V&2 TCR?

suggested the same key residues within the TCR antigen-binding loops, such as the



positively charged lysine L97 in the V32 chain, are implicated in recognition of NBP-
and anti-CD277-treated cells (Supplementary Fig. S4 and data not shown). This
observation led us to assess the PiP levels in cells treated with NBP or anti-CD277
mAb by mass spectrometric analysis of two major Vy9V62-stimulating PiP (IPP and
its adenosine triphosphate isopentenol (Apppl) derivative)24. Both IPP and Apppl
were detected in target cells incubated with NBP, but not anti-CD277 mAb, although
both treatments led to strong Vy9V62 T cell activation (Fig. 5a,b,c). Taken together,
our results indicate that although Vy9V42 T cell recognition of anti-CD277-treated
target cells is linked to endogenous PiP, upregulation of their production and/or

accumulation in target cells by anti-CD277 mAb seems unlikely.

Abrogation of Vy9V62 T cell responses by blocking anti-CD277 mAbs and

CD277 expression knock-down

Further insight into the mechanisms underlying CD277-dependent activation of y0 T
cells was gained from analysis of additional anti-CD277 mAbs. Among the various
clones that were screened and tested, one clone (#103.2) efficiently stained
CD277"° cells, such as Raiji cells (Fig. 6a), but did not sensitize them to Vy9Vé2 T
cell recognition (Fig. 6b, middle left vs. middle right panels). In fact this mAb strongly
inhibited Vy9V&2 T cell activation and Ca®" responses induced by NBP- and PiP-
treated cells (Fig. 6c,d, left panels and data not shown). mAb #103.2 also abrogated
Vy9V62 T cell responses induced by the Vy9V62-susceptible Daudi lymphoma (C.H.,
M.B., E.S., unpublished) and by Mycobacterium bovis BCG- in vitro infected THP-1

cells (Fig. 6e). Importantly, mAb #103.2 did not modulate anti-CD3-induced



activation of Vy9Vé2 T cells (Fig. 6d, right panel). Nor did it affect activation of CD8°°
ofy T cell clones by anti-CD3 mAb or a specific antigenic peptide (Supplementary
Fig. S5a). Moreover, like their stimulating counterparts, blocking CD277-specific mAb
acted on target rather than on effector cells (Supplementary Fig. S5b). These
results indicate a unique mandatory role played by CD277 in Vy9Vé2 T cell

responses elicited by both tumor and infected cells and PiP-treated cells.

In support of this, two short-hairpin RNAs (shRNA) mediating knockdown of all
CD277 isoforms (Fig. 7a) significantly reduced Vy9Vo2 T cell cytolytic and cytokine
responses to target cells treated with either agonist anti-CD277 mAb (#20.1), NBP or
soluble PiP (Fig. 7b,c and data not shown ). The shRNA most effective for CD277
knockdown (sh#284) provoked the greatest reduction in 0 T cell responses. In
contrast, CD277 knockdown had no effect on antigenic activation of o3 T cells (data

not shown).

Key role played by BTN3A1 in PiP-induced activation of Vy9V52 T cells

The CD277 subfamily comprises 3 isoforms (BTN3A1, -A2 and -A3) with highly (> 95
%) homologous extracellular domains but less conserved intracellular sequences'®
20 Since CD277-specific mAbs cross reacted with all three CD277 isoforms®, they
did not allow the role played by individual isoforms in VY9Vé2 T cell activation to be
assessed. To address this, we generated cells expressing each of the three CD277
isoforms, by transfecting CD277-knockdown HEK cells with cDNAs carrying
mutations in the sh#284 target nucleotidic sequence designed to confer resistance to

shRNA-mediated down-modulation without changing the protein sequence coded
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(Fig. 8a). Selective re-expression of each of the three CD277 isoforms restored
Vy9Vé2 T cell responses induced by the agonist anti-CD277 mAb #20.1 (Fig. 8b). In
contrast, only re-expression of BTN3A1 isoform, and to a much lesser extent
BTN3AS3, restored the ability to activate Vy9Voé2 T cells to NBP-treated knockdown
cells. Similarly, soluble PiP-induced yd T cell responses were restored after BTN3A1,

but not BTN3A2 or -A3 re-expression in CD277-knockdown cells (Fig. 8c).

Unlike BTN3A1 and BTN3A3, BTN3A2 is devoid of an intracellular B30.2 domain’.
Could this domain be involved in translating intracellular PiP accumulation into a
VYOVo2 activation signal ? In agreement with this hypothesis, truncated BTN3A1
molecules lacking a B30.2 intracellular domain failed to restore NBP-induced y6 T cell
responses, although they were still able to activate Vy9Vé2 T cells after crosslinking
by agonist anti-CD277 mAb. Furthermore we obtained strong Vy9Vé2 T cell
responses against NBP-treated target cells expressing chimeric CD277 molecules in
which the extracellular domain of BTN3A3 was fused to the intracellular B30.2
domain of BTN3A1 (Fig. 8d and data not shown). Weakness of PiP-induced y5 T cell
responses towards transductants expressing BTN3A3, which carries a B30.2 domain
highly homologous to that of BTN3A1, is most probably explained by the presence of
a peptidic tail at the carboxy-terminal end of the protein, which could interfere with
proper B30.2-dependent CD277 recruitment. This hypothesis is supported by the fact
that, unlike wild-type BTN3A1, transduction of CD277 knockdown cells with BTN3A1-
GFP chimeras carrying a GFP sequence at the carboxy-terminal end of their B30.2
domain did not restore NBP- or PiP-induced activation. By contrast BTN3A1-GFP
transductants were still able to activate Vy9Vo62 T cells after sensitization by agonist

anti-CD277 mAb (data not shown). Taken together these results indicate that
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protein/protein interactions involving the B30.2 intracellular domain of BTN3A1 are
required for sensing of both endogenous and exogenous PiP by human Vy9Vo2 T

cells.

DISCUSSION

Sensing of microbial and mammalian PiP represents an elegant strategy for immune
detection of infectious and metabolic distress that is exploited by a major ¥6 T cell
subset shared by primates, but absent in other species®*. Although expression of
Vy9V62 TCR has been known for years to be a prerequisite for PiP-induced
activation'’, how such small non-peptidic metabolites could promote Y0 TCR
engagement has remained a mystery. By identifying a key role for the recently
identified member of the extended B7 receptor family CD277, our results yield
important insights into an immune mechanism that has puzzled immunologists for
more than 15 years. The key implication of the ubiquitous CD277 molecule in yo T
cell activation is consistent with the lack of tissue restriction of NBP- and PiP-induced
v8 T cell responses'®. Moreover the lack of functional CD277 orthologues in rodents
could explain the absence of PiP-responding v T cell subsets in the latter species?,
and the lack of Vy9Vé2 T cell reactivity towards NBP- or PiP-treated murine cell

lines*°.

Nevertheless, CD277 transduction into murine recipient cells failed to
restore VyYAVo2 T cell responses induced by either agonist anti-CD277 mAb or PiP
(C.H., R.B.,, M.B., E.S., unpublished observations). Therefore this would indicate

implication of additional species-specific players in this phenomenon.
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While CD277 is implicated in Vy9Vd2 responses, we have found no evidence that it
plays a role in human V82" y8 or aff T cell activation. This observation brings to
mind the mandatory role played by Skint-1, another member of the extended B7
receptor family, in the selection of murine intraepidermal ¥5 T cells'*"®. While Skint-1
deficiency prevents differentiation of T cells expressing invariant Vy5V41 TCR, it has
no effect on other ¥d or af3 T cell compartments. Whether Skint-1 directly interacts
with Vy5V81 TCR or modulates TCR engagement by yet undefined antigens remains
unclear. It is striking that apart from murine B7S3/SKINT2, the gene products that are
most homologous to SKINT1 in their extracellular regions are the mouse and human
butyrophilins, including CD277"°. Therefore the implication of BTN/Skint-related
members of the extended B7 receptor family in cell selection and/or peripheral
activation could represent a unifying feature shared by seemingly unrelated yo T cell

subsets from distinct species.

So how are CD277, PiP and the Vy9V42 TCR linked together ? We suggest,
consistent with previous failures to demonstrate interactions between PiP and
Vy9V82 TCR'?, that PiP is not a bona fide y5 T cell antigen. Our results suggest that
PiP acts in fact through CD277, and particularly through the intracytoplasmic domain
of its BTN3A1 isoform. On the basis of further functional and structural studies
described in a companion paper®®, we hypothesize that PiP induces, directly or
indirectly, topological or conformational changes in the CD277 extracellular domain.
These changes could be sensed by the Vy9Vé2 TCR directly, or alternatively
promote recruitment or unmasking of another molecule recognized by the Vy9Vo2
TCR, such as ecto-F1 ATP synthase®. In either case the changes would also be

provoked by binding of CD277 mAb agonists to the extracellular domain of any of the
12



three CD277 isoforms, thus bypassing the PiP requirement. Binding of CD277 mAb

antagonists could block these changes or block their consequences.

On an applied standpoint, trials using clinical grade Vy9Vo2 T cell agonists (like NBP
or synthetic PiP) have yielded promising preclinical and clinical responses in viral
infections and several cancers®*. Such protocols are nevertheless suboptimal
because of the progressive exhaustion of Vy9Vo2 T cell responses after repeated
treatment with specific agonists, and because of the rather weak reactivity of in vitro
or in vivo expanded Vy9V&2 T cells towards fresh autologous tumor cells*. Enhancing
antitumor responses of Vy9Vo62 T cells with agonist anti-CD277 mAbs may prove a
good way to improve their antitumor efficacy. On the other hand, antagonist anti-
CD277 mAbs might be exploited to dampen deleterious Vy9Vo2 T cell responses, for
instance during Mycobacterium tuberculosis-induced immune restoration syndrome

in acquired immunodeficiency syndrome patients under therapy27.
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Figure Legends

Figure 1: Broad activation of human Vy9Vé2 T cells by anti-CD277 mAbs. (a)
Frequency of human yd T cells in IL-2-supplemented ex vivo PBMCs following a 2
week-incubation in the presence of anti-CD277 mAb (#20.1; 10 ug/ml). The values
for the percentage of 0 T cells within PBL are indicated. No stim., no stimulation. (b)
Intracellular stainings of IFN-y and TNF-a in ex vivo human PBL-yd T cells following
incubation with anti-CD277 mAb (#20.1; 10 ug/ml). Numbers inside or adjacent to
outlined areas indicate the values for the percentage of IFN-y*°° (top row) or TNF-o*°°
(bottom row) cells within y8"*° and y8°°° PBL subsets. (¢) Expression of CD69 on ex
vivo human PBL subsets following treatment with either anti-CD277 mAb (#20.1; 10
ug/ml) or soluble PiP (BrHPP; 3 uM). MFI, geometric mean of fluorescence intensity.
Data are presented in the graph as mean values * s.d. (n=3 healthy donors). *, p <
0.05 and **, p < 0.005 (Student's t-test). (d) Stainings of CD107a/b (left), IFN-y
(middle) and TNF-a. (right) of Vy9V82 (clone GR4), Vy8V483 (clone 73R9), CD8° o
(clone 13) and invariant NK (iNKT, line MAD11) T cells after treatment with anti-
CD277 mAb (#20.1; 10 ug/ml). PMA/Iono., non-specific activation induced by PMA
and ionomycin. Data in (a), (b), and (d) are representative of at least three

experiments.

Figure 2: Anti-CD277 mAb induces strong Vy9Vdé2 T cell cytolytic and cytokine
responses. (a) Cytolytic activity of human Vy9Vé2 T cells (clone GR4) against Raji
Burkitt’'s lymphoma cells. Raiji (targets) or Vy9Vo2 T (effectors) cells were treated for

2 h with anti-CD277 mAb (#20.1; 10 ug/ml), washed and cocultured at the indicated
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vo T cell-to-target (E/T) ratios. Data are presented as mean values + s.d. of triplicate
measurements. **, p < 0.005 and ***, p < 0.0005 (Student's t-test). (b) Stainings of
CD107a/b (top row; surface) and IFN-y (bottom row; intracellular) of Vy9Vé2 T cells
(clone GR4) following coculture with anti-CD277 mAb (#20.1; 10 pug/ml)- or NBP
(Pamidronate, 250 uM)-treated Raji cells. Numbers adjacent to outlined areas
indicate percent and geometric mean of fluorescence intensity (numbers in brackets)
of CD107a/bP®® and TNF-o"*® T cells. (¢) Expression of CD107a/b on Vy9Vé2 T cells
(clone GR4) following coculture with anti-CD277 mAb (#20.1; 10 ug/ml)-treated
human tumor/transformed cell lines (n=18). The values for the percentage of

CD107a/b”® Vy9Va2 T cells are represented in the graph. Control, no antibody.

Figure 3: Vy9V62 TCR implication in anti-CD277 mAb-induced activation. (a)
Kinetics of y0 TCR expression (V82 chain) on Vy9Vé2 T cells (line AL) following
incubation with either anti-CD277 mAb (#20.1; 10 ug/ml) or soluble PiP (BrHPP; 3
uM). (-), untreated cells. geo. mfi, geometric mean of fluorescence intensity. One
experiment representative of three is shown. (b) Confocal microscopy. CD3 (red) and
CD277 (green) distribution in conjugates of Vy9Vé2 T cells (line AL) and HEK293
cells expressing EmGFP-CD277 molecules, following pre-incubation of target cells
with anti-CD277 mAb (#20.1; 10 ug/ml). Composite pictures showing overlays of both
colors and bright field pictures. Confocal images of representative v T cell-HEK293
conjugates are shown. Bars, 10 um. (-), untreated cells. One experiment
representative of three is shown. (c) Time-lapse imaging. Kinetics of BTN3

accumulation at synaptic area. Left, HEK293 cells in conjugates with Vy9V62 T cells
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were divided into two regions of interest (ROI) of identical size and parallel to the
synaptic interphase. Kinetics of EmGFP fluorescence intensities were determined for
each ROl by calculating the number of thresholded pixels above background
fluorescence. Pseudocolor representation (blue to red). Right, graph represents the
values for the percentage of synaptic pixels above threshold, calculated at the
indicated timepoints according to the following formula: (number of synaptic pixels /
number of total pixels in the cell) x100 (n=30 conjugates). Results are shown as
mean * s.e.m. frequencies. * p < 0.05 and ** p < 0.005 (Student's t-test). (d) Vy9V52
T cells velocity. Graph represents the mean + s.e.m. values of calculated velocity of
¥8 T cells in the field (n=30). ** p < 0.005 (Student's t-test). (e) Intracellular Ca?*
levels measured by videomicroscopy within Vy9V62 T cells for the indicated
acquisition time. Graph represents the kinetics of intracellular Ca** levels (340/380
nm ratio). Values correspond to the mean of emissions measured among all y5 T

cells engaged with HEK293 cells within the field (n=30).

Figure 4: Anti-CD277 mAbs activate human T cells transduced with Vy9V42 TCRs.
(a) Surface expression of CD69 on Jurkat T cell y0 TCR transductants (human
Vy8V43 or Vy9Vo2 TCRs) following incubation with either anti-CD3 (#OKT3; 10
ug/ml) or anti-CD277 (#20.1; 10 ug/ml) mAbs. WT, wild-type Jurkat cells with no TCR
expression. The values for the MFI of stained cells are represented in the graph. ** p
< 0.005 and *** p < 0.0005 (Student's t-test). Data are representative of three
independent experiments. (b) IFN-y response in PBL-derived human of3 T cells

expressing a human Vy9V42 TCR following incubation with NBP (Pamidronate)- or
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anti-CD277 (#20.1; 10 pug/ml) mAb-treated Daudi cells. Production of IFN-y was
determined via ELIspot analysis. Data are presented as mean values * s.e.m. ** p <
0.005 and *** p < 0.0005 (two-way ANOVA). Comparable results were obtained in

three independent experiments.

Figure 5: Lack of PiP upregulation by anti-CD277 mAbs. (a) CD107a/b surface
expression on Vy9Vo2 T cells following incubation with either pamidronate (250 uM)-
or anti-CD277 mAb (#20.1; 10 ug/ml)-treated Raji target cells. The values for the
percentage of CD107a/b™ T cells are indicated. (b) Selective reaction monitoring
chromatograms of extracts from: untreated Raiji cells (-), Raji cells treated with NBP
(Pamidronate, 250 uM), Raji cells treated with both NBP (Pamidronate, 250 uM) and
mevastatin (25 uM), and Raji cells treated with anti-CD277 mAb (#20.1; 10 ug/ml).
The chromatograms are drawn on the same scale. (c) IPP and Apppl formation in
either human B-LCL or Raji cells treated with NBP (Pamidronate) or anti-CD277 mAb
(#20.1; 10 ug/ml). The molar amounts of IPP and Apppl were determined in cell
extracts by using high performance liquid chromatography—electrospray tandem
mass spectrometry (detection limit: 30 fmole). The molar amounts of IPP and Apppl
in extracts prepared from untreated B-LCL or Raji cells were below the detection

limit. Data are presented as the mean value + s.d. (n>3).

Figure 6: Specific abrogation of Vy9Vo2 T cell responses by a blocking anti-CD277
mAb. (a) Surface staining on Raji cells with either 20.1 and 103.2 CD277-specific
mADbs. Filled histogram, control IgG. (b) Stainings of CD107a/b (top), IFN-y (middle)
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and TNF-a (bottom) of VY9Vd2 T cells (clone GR4) activated by soluble PiP (BrHPP,
3 uM) or incubated with Raji cells treated with either 20.1 or 103.2 anti-CD277 mAbs
(10 pg/ml). Numbers adjacent to outlined areas indicate the percentage of
CD107a/b”, IFN-y*** and TNF-0"*® v T cells. (-), no activation. (c) Staining of
CD107a/b on Vy9Vé2 T cells (line GUI) following coculture with 721.221 target B
cells, treated, or not, with NBP (Pamidronate; 250 uM) in the presence of either
control IgG or anti-CD277 (#103.2) mAbs (10 ug/ml each). Numbers adjacent to
outlined areas indicate the percentage of CD107a/b™ v T cells. (d) TNF-o. production
by Vy9Vé2 T cells (clone GR4) after activation induced by grading doses of either
soluble BrHPP (left graph) or anti-CD3 mAb (right graph, #UCHT1) in the presence of
control IgG or anti-CD277 (#103.2) mAbs (10 ug/ml). (e) Left, expression of CD107a
on Vy9Vo2 T cells (line AL) following coculture with Mycobacterium bovis BCG-
infected THP-1 cells, in the presence or in the absence of blocking anti-CD277 mAb
(#103.2, 10 pg/ml). The values for the percentage of CD107a"*® vd T cells and
infected THP-1 cells are indicated, respectively, on the left and right y-axis. MOI,
multiplicity of infection. Data are presented as mean values + s.d. (n=3). * p < 0.05
and ** p < 0.005 (Student's t-test). Right, a representative experiment is shown.

Numbers adjacent to outlined areas indicate percent of CD107aP*

T cells. (-), no
antibody; Ctrl, non-infected THP-1 cells. Data are representative of three

independent experiments.

Figure 7: Abrogation of Vy9V42 T cell responses by CD277 expression knock-down.

(a) Surface expression of CD277 molecules on human HEK293FT cells following
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transduction with lentivirus encoding for irrelevant (Control) or CD277-specific (#240
and #284) shRNAs. Open histograms, control IgG. (b) CD107a/b expression on
human Vy9Vo2 T cells (line GUI) following incubation with anti-CD277 mAb (#20.1;
10 pug/ml)- or NBP (Pamidronate, 100 uM)-treated HEK293FT clones described in
(@). Numbers adjacent to outlined areas indicate the percentage and mean of
fluorescence intensity of CD107a/b”®® T cells. (c) CD107a/b expression and IFN-y
production of Vy9Vo2 T cells (line GUI) following incubation with anti-CD277 mAb
(#20.1; 10 pg/ml)- or NBP (Pamidronate, 100 uM)-treated HEK293FT clones
transduced for the stable expression of CD277-specific (sh#284, 6 clones; sh#240, 3
clones) or Control (3 clones) shRNAs. Data are presented as the percentage of
CD107a* and IFN-y*** T cells versus the values for the intensity of fluorescence

(MFI) of CD277 staining.

Figure 8: Key role played by BTN3A1 in PiP-induced activation of VY9Vo2 T cells. (a)
Stainings of human HEK293FT cells (sh#284, clone #30), previously knocked-down
for the expression of endogenous CD277 molecules and re-expressing silently
mutated BTN3A1, BTN3A2 or BTN3A3 isoforms. shControl clone #3, random shRNA
sequence; Empty vector, transfection of an empty plasmid. The values for the
percentage of CD277°° cells are indicated. Data are representative of more than
three independent experiments. (b) Expression of CD107a on Vy9Vé2 T cells (line
GUI) following coculture with NBP (Pamidronate)- or anti-CD277 mAb (#20.1, 10
ug/ml)-treated HEK293FT cells expressing either the BTN3A1, BTN3A2 or BTN3A3
isoforms. No stim., no stimulation. (¢) TNF-o release from Vy9Vé2 T cells (line GUI)

induced by grading doses of soluble PiP (BrHPP) in coculture with HEK293 cells
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expressing either the BTN3A1, BTN3A2 or BTN3A3 isoforms. Data are presented as
specific mean values * s.d. and are representative of three independent experiments.
(d) Expression of CD107a on Vy9Vé2 T cells (line AL) following coculture with anti-
CD277 mAb (#20.1, 10 ug/ml)- or NBP (Pamidronate)-treated HEK293FT cells
transiently expressing either full-length BTN3A1, BTN3A3, truncated BTN3A1
proteins lacking the intracellular B30.2 domain (BTN3A1MAB30.2), or chimeric
BTN3A3 proteins assembled with the BTN3A1 intracellular B30.2 domain
(BTN3A3™B30.2A1). Data are presented as the mean of specific values + s.d. of the

percentage of CD107a” y8 T cells (n=3). * p < 0.05 (Student's t-test).
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Materials and Methods

Monoclonal antibodies and reagents

The following monoclonal antibodies were from Beckman Coulter: phycoerythrin-
cyanin 5.1-labeled anti-pan TCR 6 (#IMMU510) and anti-CD69 (#TP1.55.3),
fluorescein isothiocyanate—labeled anti-Vé2 (#IMMU389), phycoerythrin-cyanin 7-
labeled and purified anti-CD3e (#UCHT1). The following monoclonal antibodies were
from BD Biosciences: purified mouse IgG1, allophycocyanin-labeled pan TCR o
(#B1), allophycocyanin-H7 (analog of cyanin 7)-labeled anti-CD3 (#SK7), fluorescein
isothiocyanate—or phycoerythrin-cyanin 5.1-labeled anti-CD107a (#H4A3), anti-
CD107b (#H4B4). Fluorescein isothiocyanate- or phycoerythrin—labeled anti-IFN-y
(#B27) and phycoerythrin- or allophycocyanin—labeled anti-TNF-o. (MAb11) were
used for intracellular stainings. Purified anti-CD3 (#OKT3) was kindly provided by H.
Vié. Alexa-647-labeled goat anti-mouse IgG and anti-lgG1 were from Invitrogen.
Purified mouse anti-CD277 monoclonal antibodies (clones #7.2, #20.1, #103.2) were
generated, produced and purified as described®®. Synthetic bromohydrin
pyrophosphate/phosphostim (BrHPP) was kindly provided by Innate Pharma.
Pamidronate, supplied as disodium salts, was obtained from Mayne Pharma.
Monensin A, phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), ionomycin and leucoagglutinin
were purchased from Sigma-Aldrich. Live/Dead cell marker, Lipofectamine 2000 and
hygromycin were from Invitrogen. Recombinant human IL-2 (rhIL-2) was from Chiron
Therapeutics. Green fluorescent protein strain of Mycobacterium bovis bacillus

Calmette-Guérin (GFP-BCG) was kindly provided by F. Altare.
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Cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of human healthy donors were isolated
from blood samples obtained from the Etablissement Frangais du Sang (Nantes,
France) after a Ficoll gradient centrifugation. Human Vy9Vo2 (clone GR4, polyclonal
lines GUI and AL), Vy8V43 (clone 73R9), iNKT (polyclonal line MAD11), op CD8°°®
(HCV-1/A2-restricted clone 13, provided by X. Saulquin) T cells were maintained in
complete RPMI 1640 medium with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 10 ug/ml
streptomycin, 100 IU/ml penicillin, supplemented with 300 IU/ml rhlL-2. Human T
cells (clones and polyclonal lines) were expanded in vitro in the above described
medium supplemented with 1 ug/ml of purified leucoagglutinin and irradiated (35 Gy)
allogeneic feeder cells. Human polyclonal of3 T cells expressing the Vy9Vé2 G115
TCR after retroviral transduction were generated and expanded as described®.
Human Jurkat T cells (J.RT3-T3.5, B-chain-deficient variant) expressing either
Vy9V62 (from clone G115) or Vy8V43 (from clone 73R9) TCR were generated and
maintained as described®'. The following human cell lines were kept in complete
RPMI 1640 or DMEM medium: Epstein-Barr virus®®® and 721.221 B-lymphoblastoid
cell lines (B-LCL); C91 T2.2 (T cell leukemia); Daudi and Raiji (Burkitt’'s lymphoma);
THP-1 (acute monocytic leukemia); HelLa (cervix adenocarcinoma); SVK14 (simian
virus-40-transformed keratinocytes); HEK293FT (embryonic kidney); Med (breast
cancer); MG63, HOS, U20S (osteosarcoma), provided by D. Heymann; PC3
(prostate cancer) and HMEC-1 (endothelial cells), provided by F. Paris; M88 and M6
(melanoma) provided by N. Labarriére; meso 45, meso 152 and meso 134

(mesothelioma), provided by M. Grégoire.
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Functional assays

Target cells were pretreated for 2-10 h with either CD277-specific mAbs or NBP
(pamidronate) at the indicated concentrations. Treated target cells were next washed
and cocultured with effector T cells at 37°C in complete RPMI 1640 medium. When
indicated, T cells were activated by either BrHPP, at the indicated concentrations, or
PMA and ionomycin (respectively, 1 uM and 0.5 ug/ml). Cytolytic activity of T cells
was analyzed by measuring CD107a/b surface mobilization by flow cytometry. In this
assay, T cells were activated at 37°C in complete RPMI 1640 medium containing 10
uM monensin and a combination of fluorochrome-labeled CD107a- and CD107b-
specific antibodies. After 4 h, T cells were harvested and stained with fluorochrome-
labeled TCR specific antibodies and a viability marker (Live/Dead cell marker, 0.3
uM). When indicated, intracellular stainings of IFN-y and TNF-o were performed
within the same samples. T cells stained for cell surface markers and viability, were
next fixed at room temperature for 20 min with 2% paraformaldehyde, permeabilized
for 20 min with BD PhosFlow Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and incubated for
30 min with fluorochrome-conjugated specific antibodies. Surface expression of
CD69 on PBL and T cells was measured by flow cytometry after a 4- or 7 h-activation
at 37°C in complete RPMI 1640 medium. Data were collected on FACSCantoll, LSR
or FacsCalibur cytometers (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software
(Tree Star). TNF-o. concentration was assessed by a biological assay based on
WEHI 164 clone 13 cell viability as described?®. ELISpot for IFN-y was performed as
described %2. When indicated, the cytolytic activity of human v T cells was also
measured by a 4 h-*Cr release assay. Percentage of target cell lysis was calculated

according to the following formula: (experimental release-spontaneous
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release)/(maximum release-spontaneous release) x100. Maximum and spontaneous
release were determined by, respectively, adding 1% Triton X-100 or medium to *'Cr-

labelled target cells in the absence of T cells.

Confocal microscopy and time-lapse imaging

HEK293FT cells (1x105) expressing carboxy-terminus Emerald GFP (EmGFP)-
tagged BTN3 molecules (generated as described in the corresponding section below)
were laid on BD Cell-Tak pre-coated slides (BD Biosciences) and left to adhere
overnight at 37°C in complete DMEM medium. Vy9V82 T cells (1x10°) were added
and left to conjugate to HEK293FT cells for 30 min at 37°C, pretreated or not with
anti-BTN3 mAb (#20.1, 10 ug/ml for 30 min). Cells were next fixed (0.5% and 1%
paraformaldehyde for 5 min each at room temperature). After addition of primary anti-
CD3 mAb (#OKT3, 10 ug/ml) and incubation for 10 min at 37°C, samples were
stained with Alexa 568-labeled anti-mouse 1gG2a (2 ug/ml) for 10 min at 37°C and
washed with DMEM. The slides were mounted by using Fluoromount reagent
(Southern Biotechnology) and analyzed using a Nikon A1 RS confocal microscope
(60%x NA 1.40 oil immersion objective). For time-lapse imaging, HEK293FT target
cells (2x10°) expressing EmGFP-CD277 molecules were left to adhere on Lab-Tek
glass chamber slides (Nunc) coated with polyL-lysin (Sigma-Aldrich) for 1 h at 37°C
before addition of ¥0 T cells. VY9Vé2 T cells were loaded with 0.5 uM Fura-2/AM
(Molecular Probes) for 1 h at room temperature in HBSS medium (Invitrogen),
washed and resuspended in HBSS 1% FCS before seeding in chamber slides.

Measurements of intracellular Ca®* responses were performed at 37°C with a Leica

25



DMI 6000 B microscope. Cells were illuminated every 15 s with a 300 W xenon lamp
by using 340/10 nm and 380/10 nm excitation filters. Emission at 510 nm was used
for analysis of Ca®" responses and captured with a Roper Cool Snap HQ2 camera.
Intracellular Ca®* responses, velocity of ¥8 T cells and synaptic accumulation of
EmGFP-BTN3 molecules on HEK293FT cells were analyzed with Metamorph 7.5

and Metafluor 7.1 imaging softwares (Molecular Devices, Universal Imaging).

Quantification of endogenous PiP

The detection and quantification of endogenous IPP and Apppl was performed as

described?.

Mycobacterial infections

THP-1 cells (4x1 05) were cultured in complete RPMI 1640 medium without antibiotics
and infected for 2 h with GFP-BCG, at indicated multiplicity of infection (MOI) values.
BCGe-infected THP-1 cells were extensively washed in RPMI 1640 medium and
cocultured together with Vy9Vé2 T cells for 5 h at 37°C. Infection of THP-1 cells by
GFP-expressing mycobacteria was measured flow cytometry. When indicated, THP-
1 cells were preincubated for 20 min with blocking anti-CD277 mAb (#103.2, 10

ug/ml) before coculture with ¥d T cells.

Knockdown of BTN3 isoforms in HEK293FT cells
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Short hairpin RNA (shRNA) sequences (sh#240, sh#284) were designed for targeting
fully conserved RNA sequences encoding for the extracellular region of BTN3A1,
BTN3A2 and BTN3A3 isoforms. Oligonucleotides 5-
ACCGGAAGGCTGCTCTCCGAATACCGAAGTATTCGGAGAGCAGCCTTCCTTTTT

G-3’, 5-TCGACAAAAAGGAAGGCTGCTCTCCAA TACTTCGGTATTCGGAGAGCA
GCCTTC-3’ (sh#240); 5-ACCGGAAAGTACTTGTGTT ATTTCCGAAGAAATAACAC
AAGTACTTTCCTTTTTG-3, 5-TCGACAAAAAGGAAA GTACTTGTGTTATTTCTT

CGGAAATAACACAAGTACTTTC-3' (sh#284); and irrelevant sequence (shControl)
were annealed and cloned downstream from the human U6 snRNA gene promoter
before introduction of the sequence-verified U6-shRNA cassette into the lentiviral
vector FG12%. Lentiviral particles were produced by transient transfection of
HEK293FT cells as described®. Virus particules contained in cell supernatants were
next concentrated by ultracentrifugation, titrated, and used to infect HEK293FT target
cells at a multiplicity of infection of 10. The expression of CD277 in transduced cells
was checked by flow cytometry and cells were sorted using a FACSArialll cell sorter

(BD Biosciences), then cloned by limiting dilution.

Expression of full-length, truncated and chimeric BTN3 proteins

Full-length  cDNAs for human BTN3A1 (LIFESEQ3294566), BTN3A2
(LIFESEQ6701037), and BTN3A3 (BC015815) were from Open Biosystems. The
cDNA for BTN3A1 was subcloned between EcoRIl and Smal sites of pEGFP-1
(Clontech), while the cDNA for BTN3A2 and BTN3A3 were subcloned between Sphl

and Sac | sites of pSP72 (Promega). 5 phosphorylated oligonucleotides 5'-
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TCTGCTACTTTCAAGATGGTGACTTCTATGA-3 and 5-
GATATTTGCCACTGTCAGAGGCTGTGACGT-3 were used for PCR mutagenesis of
the above BTN3A1, BTN3A2 and BTN3A3 plasmids to mutate the whole sequence
targeted by shRNA#284 (mutation of 5-GGAAAGTACTTGTGTTATTTC-3 to 5'-
GGCAAATATCTCTGCTACTTT-3’). Mutated cDNAs were sequenced and subcloned
between Xhol and EcoRYV sites of a modified pIRES1hyg (Clontech). Plasmids were
used for transient and stable Lipofectamine 2000-mediated transfections of
HEK293FT (sh#284 clone#30 ). Following hygromycin selection, stable transfectants
were checked for the selective re-expression of BTN3A1, BTN3A2 or BTN3A3 by
flow cytometry. Carboxy-terminus EmGFP-tagged BTN3 molecules were obtained by
cloning cDNAs for BTN3 into the pcDNAG.2/C-EmGFP-GW/TOPO vector
(Invitrogen), according to manufacturer’'s procedures. Expression constructs were
sequenced and plasmids used for stable transfections in HEK293FT cells. Following
blasticidin selection, stable transfectants were isolated by cytometric cell sorting
using a FACSArialll cell sorter (BD Biosciences). For truncated BTN3A1 proteins
lacking the B30.2 intracellular domain, the following oligonucleotides: 5’-
ACCATGAAAATGGCAAGTTTCCTGGCC-3’ and 5-GATGGGGTTTGCTGTTTTTG-
3’ were used for PCR. Chimeric BTN3A3-BTN3A1 B30.2 proteins were generated by
using the oligonucleotides 5-CGCAGGCTTGAAGAGGGCCATTTTCCAT-3’ and 5'-

TGAAGAGGGCCATTTTCCATTCATGATAGGCCA-3'.

Statistical analysis
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The statistical significance of differences between populations was assessed with

Student’s t- or two way ANOVA-tests. P values of less 0.05 than were considered

significant.

References:

1.

10.

Hayday, A.C. Gammadelta T cells and the Ilymphoid stress-surveillance
response. Immunity 31, 184-196 (2009).

Bonneville, M., O'Brien, R.L. & Born, W.K. Gammadelta T cell effector functions:
a blend of innate programming and acquired plasticity. Nat Rev Immunol 10, 467-
478 (2010).

Chien, Y.H. & Konigshofer, Y. Antigen recognition by gammadelta T cells.
Immunol Rev 215, 46-58 (2007).

Bonneville, M. & Scotet, E. Human Vgamma9Vdelta2 T cells: promising new
leads for immunotherapy of infections and tumors. Curr Opin Immunol 18, 539-
546 (2006).

Morita, C.T., Jin, C., Sarikonda, G. & Wang, H. Nonpeptide antigens,
presentation mechanisms, and immunological memory of human
Vgammaz2Vdelta2 T cells: discriminating friend from foe through the recognition
of prenyl pyrophosphate antigens. Immunol Rev 215, 59-76 (2007).

Tanaka, Y., Morita, C.T., Nieves, E., Brenner, M.B. & Bloom, B.R. Natural and
synthetic non-peptide antigens recognized by human gamma delta T cells.
Nature 375, 155-158 (1995).

Hintz, M. et al. ldentification of (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl pyrophosphate
as a major activator for human gammadelta T cells in Escherichia coli. FEBS Lett
509, 317-322 (2001).

Kunzmann, V., Bauer, E. & Wilhelm, M. Gammal/delta T-cell stimulation by
pamidronate. N Engl J Med 340, 737-738 (1999).

Gober, HJ. et al. Human T cell receptor gammadelta cells recognize
endogenous mevalonate metabolites in tumor cells. J Exp Med 197, 163-168
(2003).

Lang, F. et al. Early activation of human V gamma 9V delta 2 T cell broad

cytotoxicity and TNF production by nonpeptidic mycobacterial ligands. J Immunol
154, 5986-5994 (1995).

29



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Bukowski, J.F., Morita, C.T., Band, H. & Brenner, M.B. Crucial role of TCR
gamma chain junctional region in prenyl pyrophosphate antigen recognition by
gamma delta T cells. J Immunol 161, 286-293 (1998).

Allison, T.J., Winter, C.C., Fournie, J.J., Bonneville, M. & Garboczi, D.N.
Structure of a human gammadelta T-cell antigen receptor. Nature 411, 820-824
(2001).

Lenschow, D.J., Walunas, T.L. & Bluestone, J.A. CD28/B7 system of T cell
costimulation. Annu Rev Immunol 14, 233-258 (1996).

Lewis, J.M. et al. Selection of the cutaneous intraepithelial gammadelta+ T cell
repertoire by a thymic stromal determinant. Nat Immunol 7, 843-850 (2006).

Boyden, L.M. et al. Skint1, the prototype of a newly identified immunoglobulin
superfamily gene cluster, positively selects epidermal gammadelta T cells. Nat
Genet 40, 656-662 (2008).

Barbee, S.D. et al. Skint-1 is a highly specific, unique selecting component for
epidermal T cells. Proc Natl Acad Sci U S A 108, 3330-3335 (2011).

Turchinovich, G. & Hayday, A.C. Skint-1 identifies a common molecular
mechanism for the development of interferon-gamma-secreting versus
interleukin-17-secreting gammadelta T cells. Immunity 35, 59-68 (2011).

Henry, J., Miller, M.M. & Pontarotti, P. Structure and evolution of the extended B7
family. Immunol Today 20, 285-288 (1999).

Rhodes, D.A., Stammers, M., Malcherek, G., Beck, S. & Trowsdale, J. The
cluster of BTN genes in the extended major histocompatibility complex.
Genomics 71, 351-362 (2001).

Compte, E., Pontarotti, P., Collette, Y., Lopez, M. & Olive, D. Frontline:
Characterization of BT3 molecules belonging to the B7 family expressed on
immune cells. Eur J Immunol 34, 2089-2099 (2004).

Harly, C. et al. Up-regulation of cytolytic functions of human Vdelta2-gamma T
lymphocytes through engagement of ILT2 expressed by tumor target cells. Blood
117, 2864-2873 (2011).

Marcu-Malina, V. et al. Redirecting {alpha}{beta}T cells against cancer cells by
transfer of a broadly tumor-reactive {gamma}{delta}T-cell receptor. Blood 118,
50-59 (2011).

Miyagawa, F. et al. Essential contribution of germline-encoded lysine residues in
Jgamma1.2 segment to the recognition of nonpeptide antigens by human
gammadelta T cells. J Immunol 167, 6773-6779 (2001).

30



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Monkkonen, H. et al. A new endogenous ATP analog (Apppl) inhibits the
mitochondrial adenine nucleotide translocase (ANT) and is responsible for the
apoptosis induced by nitrogen-containing bisphosphonates. Br J Pharmacol 147,
437-445 (2006).

Palakodeti, A. et al. The molecular basis for modulation of human
Vgamma9Vdelta2 T cell responses by CD277/Butyrophilin-3 (BTN3A)-specific
antibodies. Nat Immunol submitted (2011).

Scotet, E. et al. Tumor recognition following Vgamma9Vdelta2 T cell receptor
interactions with a surface F1-ATPase-related structure and apolipoprotein A-l.
Immunity 22, 71-80 (2005).

Bourgarit, A. et al. Tuberculosis-associated immune restoration syndrome in HIV-
1-infected patients involves tuberculin-specific CD4 Th1 cells and KIR-negative
gammadelta T cells. J Immunol 183, 3915-3923 (2009).

Espevik, T. & Nissen-Meyer, J. A highly sensitive cell line, WEHI 164 clone 13,
for measuring cytotoxic factor/tumor necrosis factor from human monocytes. J
Immunol Methods 95, 99-105 (1986).

Monkkonen, H. et al. Zoledronic acid-induced IPP/Apppl production in vivo. Life
Sci 81, 1066-1070 (2007).

Qin, X.F., An, D.S., Chen, |.S. & Baltimore, D. Inhibiting HIV-1 infection in human

T cells by lentiviral-mediated delivery of small interfering RNA against CCRS.
Proc Natl Acad Sci U S A 100, 183-188 (2003).

31



Harly et al.

CD107a/b Tcells

Vyavs2

VyBVE&3

CD8* aff

NKT

Figure 1
a d
No stim. a-CD277
® 0.5% h 62% |
°
) /\// \
vé TCR
b
No stim. a-CD277
36%
=
z
™
32%
3
W
(=
Cc
vaz* bk |*
[ vs2~
peL| - TCR ¥ [ No stim.
H BrHPP
[ a-CD277
cD3”
0 2,000 4,000 6,000

CD69 (MFI1)

8,000

-- No stim.
O PMA/lonomycin
[ a-cD277



Harly et al.
Figure 2

. O nomAb [ Control

801 @ «-CD277 (targets)
A 0-CD277 (effectors)

&
o

»
o

Specific lysis (%)

No stim. o-CD277 Pamidronate

92%, Raji _

(2,396) uzos

2% | 75%

CD107a/b

(503) (1,852)

(657) (2,452) (7,653) meso4s —

TNF-a

0 25 5'0 75
CD107a/b (% positive)

Ut
'

2% 62% 89% Dauc)




Harly et al.
Figure 3

450
£ 350 A
=]
o
=
=
=
250 -
b
= < ¢}
- e CLo7? -
-# BHPP GD3 A.IE.)_(_a 558
150 - . . . , Ll
0 k] 60 90 120 150

time (min])

o
o

O min

* ot synaptic threshoked pixels

1
1] ia 2 In 40 0 &0
time {min}
d e
14 287 — )
- — G977
e 1z
£ 1
£ 1o o 24
b, [y
E 8 2
3 " 5
g B LR
R /-N’\""-/\-’\awwvv‘“'*\/\,f
2
Eoz “
" T a 3 10 16 20 26

9] o CO2FF time (min}



Harly et al.

Figure 4
a
[INo stim.
- W «-CcDz77  X** o
] e-cD3 r

CD69 (MFI)

JLran [

WT  WBVs3  Vy9Va2
TCR

—

o

IFN-y (spots/15000 cells)

5004

I No stim.

[ Pamidronate
[ 19G1 i Ot
I -CD277 —

Mock Vy9V52 TCR



Harly et al.
Figure 5

a
Pamidronate a-CD277
2 83 % 63 %
5
e
a
o
c
_ 140 IPP I Apppl
3 [
2 |
= I
=]
E I
5 80 |
E
= |
o |
g I
< |
e |
B

oA
B-LCL Raji + B-LCL

[ «-cD277

Il Pamidronate

Raji

b

IPP
m/z 245->159
1 100
~ | No treatment ~ | Pamidronate
£ s £ a0
3 o0 £ 60
é 40 E 40
£ £
£ 0 E
= =
5 10 o 5 10
Time {min) Time (min)
100 100
— | Pamidronate — |=-CD277
£ =014 Mevastatin Lo
g 80 % 60
s 40 g 40
5 E§
: 20 i 20
e l'llnsimln} i l'lmsimln} =



Harly et al.

Figure 6
a Raji b
) o-CD277 @-CD277
N 201 ) (#20.1) (#103.2) BrHPP
[[L1032 — = —
I s 8% 69% 3% 90%
\ S| |4 ]
A\ o| = —gl ] i
CD277 i [ ; 9 ~
C — — —— —
(&) Pamidronate 8% 66% 6% 93%
—— — 3~ &
3% 88% = & & : _
. L o LA | i:d
# | 19G ? o I
¢ Bl | ki “
s ¥ | @ ——
s sl | ew|l [&]71% 5% | 92%
3 1% 4% ARE: _9 &
a-CD277 | = T ¥
_%_ (#103.2) o @
ﬁ )
100901gG 100+
7 Mo-CD277 (#103.2)
8 751 751
=
2
‘s 50 501
o
&
F 254 251
=
(=
0 0
0 0001 001 04 1 10 100 0 0.001 0.01 0.1 1 10
BrHPP (uM) a-CD3 (ug/ml)
d
0-CD277
a5 % &) (#103.2)
W Control =
[ «-CD277 (#103.2) _ 1.9% 4.2%
_— (=) 14
g © Control ; : ctrl
.E 40 20 & ) o o
a = ~ 3
& ] z
o 8 Q
2 48.2% 6.2%
§ 20 10 E ﬂ
a 5 : M. BCG
o 2 o (MOI 5)
*
. .
5 v TCR

M. BCG (MOI)




Harly et al.

Figure 7
a b a-CD277
No stim. (#20.1) Pamidronate
ﬁ 7% ) 76% 83 %
shControl it ans| W | (7,225 " | (8,359)
_i};_ 48 E'i
Tt _3“; ji 11
!:..,- _.-y; o
g 1% ﬁ 23 %) ’[rt 40%
sh#240 5 (1,158)| 1 (3,194) Wi | @277)
= oG 3 §
o
sl@ || @
o<1 %) Lo <1 %) Sl 1%
sh#284 = 1(1,259) % 1 (1,302) i | (1,466)
cD277
OIFNy
@CD107a/b
1007 4.cD277 1001 pamidronate
#20.1
° ao~{ ) 83:|sh(:umrol 2 o g
3 8 o
-
';, 60- o 601 shControl
£ € sh#240 z_o;
8. 404 g 404 o
k1 s
& 2 shuze4 [0 e g3:|sh»240
o ooi —— 0
o ol 1 10 100 1000 o o1 1 10 100 1000

CD277 (MFI) CD277 (MFI)



Harly et al.
Figure 8

a Re-expression of BTN3 isoforms
Empty
vector BTNSAT™  BTN3A2™  BTN3A3™
97 % 1% L T0% ao% || ) 8%
co2r7| ;l “ n
- &
shControl sh#284

(=3
0

O no stim.
80 O Pamidronate 1,000
M-cp277 shControl
Y g
H E
= BTN3A1™
H] 2 100
a —
¢ w0 7
]
5 £
= o
82 E 1o BTN3A2™
a
= e BTN3A3™
& Empty vect
(ﬁ\\@‘ <(&,-:\ T g 5 ] pty vector
& & 0 1 2 3 4
BrHPP (M)
%0 Wacp277

O pamidronate

*

| *

CD107a (% positive)




Harly et al.

Supplemental Material

Harly et al.

Supplemental Material

Figure S1

a
Mo stim. BrHPP a-CD277
<1%
cDF 63% 22%
) J J‘NJ
<1% <1% <1%
cp3
&
CFSE
b cpaPes C€D3P% TCR 5P
TCR 5™ vs2ned V52Pes
<1% <1% <19
Mo stim.
@ | T [T
<1% <1% 58%,
: g BrHPP
- g ! Y
z2 —= —— ——
L <1% <1% 36%
: 8 a-CD277
98% ~ |99% “ 99%
” | PMA
¥ L lono.

Fig.S1. (a) CFSE dilution measured within fresh ex vivo human PBMC-CD3" TCR y8" or TCR y& T
cell subsets at day 4 following an initial stimulation with either PiP (BrHPP; 3 uM) or anti-BTN3
mAb (#20.1; 10 pg/ml) in the presence of rhIL-2. The values for the percentage of divided T cells are
indicated. (b) Intracellular staining of IFN-y in freshly isolated CD3" PBL subsets after treament with
anti-BTN3 mAbs (#20.1; 10 pg/ml), soluble PiP (BrHPP; 3 pM) or PMA and ionomycin
(PMA/Iono.). Numbers adjacent to outlined areas indicate the percentage of IFN-y" T cells.
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Fig.S2. (a) Cytolytic responses of human Vy9V42 T cells (clone GR4) against Raji target cells
(effector to target ratios: 15/1 and 5/1) treated with grading doses of two clones of anti-BTN3 mAbs
(#7.2 and #20.1). 1gG1, isotype control. (b) Cytolytic responses of Vy9Vd2 T cells (clone GR4)
against various human target cells (effector to target ratios: 15/1) sensitized by grading doses (0, 0.1, 1

and 10 pg/ml) of anti-BTN3 mAb (#7.2). Data are presented as the mean value + s.d. of triplicate
samples.
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Fig.S3. Expression of CD107a/b on human off CD8" and Vy9V&2 T cells, expressing or not FcyR
molecules, following incubation with anti-CD20 (Rituximab) or anti-CD277 (#20.1) mAb-treated
human B-LCL (CD20°'CD277"). The surface expression of CD16 (FcyRIII), CD32 (FcyRII) and CD64
(FcyRI) molecules on effector afy (pp65 CMV/HLA-A2-specific line afy CD8" T cell transduced, or
not, for CD16 expression) and v (CD16, clone GR4; CD16°, line GUI) T cells was checked by flow
cytometry. The values for the percentage of CD107a/b” T cells are indicated and each antibody was

used at 0.3 pg/ml and 10 pg/ml.
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Fig.S4. Expression of CD69 on Vy9V52 TCR Jurkat T cell transductants following incubation with
anti-CD277 mAb (#20.1; 10 pg/ml)- or NBP (Pamidronate, 250 uM)-treated B-LCL target cells (line
721.221). WT, control Jurkat T cells without TCR; Vy9V42 TCR, Jurkat T cells expressing a wild-
type Vy9Va2 TCR, Vy9Va2™ TCR, Jurkat cells expressing a VY9V32 TCR carrying a mutation for
the V32 chain L97 residue. Anti-CD3 (#OKT3; 10 ug/ml). Data are presented as the mean value of
geometric mean of fluorescence intensity (MFI) + s.d. of triplicate samples and are representative of at
least three independent experiments.
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Fig.S5. CD107a expression on human af3 CD8" T cells (polyclonal line) following incubation with
relevant peptide (CMV pp65/HLA-A2)-loaded HLA-A2" human B-LCL (line HEN) target cells (a) or
Vy9Va2 T cells (line GUI) following incubation with NBP (Pamidronate, 100 uM)-treated Raji target
cells (b). As indicated, effector T or target cells were treated, or not (Ctrl), with either agonist (#20.1;
10 pg/ml) or antagonist (#103.2; 10 pg/ml) anti-CD277 mAbs. The values for the percentage of

CD107a/b" T cells are indicated.
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Cell division. Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) was from Invitrogen. Freshly
isolated PBMCs (2 x 10°) were labeled with CFSE (1.5 uM in PBS) for 10 min at 37°C, washed and
maintained for 15 min at 37°C in complete medium to allow the release of dye excess. Labeled cells
were activated, in the presence of IL-2 (300 IU/ml). After 4 days, cells were harvested, stained for y0
TCR surface expression and analyzed by flow cytometry. Peaks of cell division and frequencies were
calculated by using the FlowJo analysis software.

Ab-dependent cell cytotoxicity. Anti-human CD20 mAb (Rituximab) and human o CD8" T cells
(CMVpp65/A2) expressing or not CD16 FcyRIII lentiviral transduction, were kindly provided by B.
Clémenceau and H. Vié (INSERM UMRS892).



Résult Chapll I

2) Résultats complémentaires et discussion : lien entre structure et fonction

des isoformes BTN3.

Les mécanismes reliant les protéines BTN3, les PAg et le TCRy932 sont loin
d’étre clairs et sont a premiere vue extréemement complexes. La structure globale des
BTN3 et les homologies reliant leurs differents domaines protéiques aux familles
IgSF, MhcSF, B7 et BTN (Intro chaplV) attribuent virtuellement aux BTN3 des
fonctions de récepteurs, ligands, chaperonne ou méme molécules de présentation.

Le role des difféerents domaines de BTN3 a seulement été partiellement
caractérisé et sera approfondi lors de futurs travaux. Pour le moment, seule la
fonctionnalité de quelques constructions protéiques dans la perception des PAg ou
des anti-BTN3 par les LTy902 a été examinée (figure 37).
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Figure 37 : Stucture et fonction des différentes constructions BTN3.

BTN3A2-del-B30.2 A1 est composée de la fusion entre la protéine BTN3A2 compléte et le domaine
B30.2 intracellulaire de BTN3A1. Cette construction difféere de toutes les autres par la délétion d’un
acide aminé (...) au niveau de la jonction avec le domaine B30.2. La fonctionnalité des protéines est
définie, aprés réexpression transitoire dans les cellules HEK déficientes en BTN3 endogenes et
vérification de I'expression membranaire, comme la capacité a activer les LTy952 aprés traitement
des HEK par du pamidronate (PAg) ou par I'anti-BTN3 #20.1 (a-BTN3).
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Roéles des domaines intracellulaires dans la fonction des BTN3.

Des trois BTN3 naturelles, seule BTN3A1 permet la perception des PAg par
les LTy9d2 (article 2). Or ces trois isoformes diférent principalement par leur
domaine intracellulaire B30.2 dont est dépourvue BTN3A2, et dont I'extréminé C-
terminale est sensiblement plus longue pour BTN3A3 comparé a BTN3A1 (figure
37). Le réle nécessaire de ce domaine dans la perception des PAg a été mis en
évidence par la génération de diverses BTN3A1 tronquées a I'extrémité C-terminale
(BTN3A1 DB30.2), et qui se sont toutes révélées déficientes pour la présentation des
PAg aux LTy9d02. Par ailleurs, le remplacement du domaine intracellulaire B30.2
complet de BTN3A3 par celui de BTN3A1 (BTN3A3-B30.2 A1) était suffisant pour
restaurer la fonction de présentation de PAg a BTN3AS3. Ainsi, seul le domaine B30.2
de BTN3A1, nécessaire dans sa totalité, était donc capable de conférer cette
fonction aux protéines BTN3.

Par ailleurs, la perte de fonction de BTN3A1 aprés ajout d’'un domaine GFP au
niveau intracellulaire (BTN3A1-GFP), et le gain de fonction de BTN3A3 aprés
remplacement de son domaine B30.2 par celui de BTN3A1 (BTN3A3-B30.2 A1) nous
a conduit a étudier I'hypothése que la région additionnelle du domaine B30.2 de la
protéine BTN3A3 pouvait suffir a empécher sa fonctionnalité par géne stérique. Afin
d’étudier cette hypothése, une protéine BTN3A3 portant un domaine intracellulaire
B30.2 tronqué, de longueur équivalente a celle du domaine B30.2 de BTN3A1, a été
générée (BTN3A3 DB30.2). Cette modification ne suffisant pas a restaurer la
fonction de BTN3A3, la région responsable d’'une éventuelle interaction (directe ou
indirecte) avec les PAg semblait étre exclusivement portée par le domaine B30.2 de
BTN3A1.

Le probleme de géne stérique probablement occasionnée par la fusion avec
un domaine GFP du coté C-terminal de BTN3A1 a pu étre contourné par I'ajout d’'un
linker entre le domaine B30.2 et un autre domaine protéiques (BTN3A1-linker-
Cherry).

Par ailleurs, la fusion avec un domaine GFP du cété N-terminal de BTN3A1 a
permis de mettre en évidence que le domaine intracellulaire B30.2 de BTN3A1 n’était
pas suffisant pour la perception des PAg, puisque que la modification du domaine
extracellulaire de BTN3A1 pouvait aboutir a la perte de sa fonction.



Résult Chapll I

Pourtant, toutes ces modifications des extréminés N-terminale ou C-
terminales préservaient la fonctionnalité des protéines BTN3 pour l'activation des
LTy9d2 apres traitement avec des anti-BTN3 agonistes. Seule la protéine
chimériques BTN3A2-del-B30.2 A1 était non fonctionnelle pour [l'activation des
LTy9d2, a la fois par les PAg et par les anti-BTN3. Ce singulier résultat, difficile a
interpréter pour le moment, pourrait étre d0 a une subtile différence entre cette
protéine et les autres BTN3 a domaines B30.2. En effet, le domaine B30.2 de
BTN3A1 a directement été fusionné avec la protéine entiere BTN3A2, et la
comparaison de la région jonctionnelle de cette protéine de fusion avec toutes les
autres a révélé la délétion d’'un unique acide aminé situé juste avant le domaine
B30.2. Cette délétion pourrait modifier subtilement l'organisation du domaine
intracellulaire B30.2 des BTN3, empéchant toute fonction. Cette observation pourrait
s’expliquer par une géne stérique intracellulaire empéchant le remodellement
extracellulaire des BTN3 sous l'effet des anti-BTN3 agonistes, ou encore par la
participation de la région intracellulaire précédant le domaine B30.2, a [l'effet
fonctionnel des anti-BTNS3.

Réle des domaines extracellulaires IgC et IgV dans la fonction des BTNS3.

A l'opposé de la variabilité entre les domaines intracellulaires, les domaines
extracellulaires IgV-like et IgC-like sont extremement conservés entre toutes les
isoformes BTN3 (Intro Chaplll Il 2a). Cette observation suggére que tous les
domaines extracellulaires des BTNS3, par ailleurs fonctionnels pour la perception du
traitement par les anti-BTN3 agonistes, pourraient étre fonctionnellement équivalents
lors du processus de présentation des PAg aux LTy902. Cette hypothése a été
confirmée par la génération d’un protéine de fusion tout a fait fonctionnelle, portant
les domaines extracellulaires de BTN3A3 et le domaine intracellulaire B30.2 de
BTN3A1 (BTN3A3-B30.2 A1). La fonctionnalité des domaines extracellulaires de
BTN3A2 n’a pas pu étre évaluée puisque la protéine formée par la fusion entre les
domaines extracellulaires de BTN3A2 et le domaine B30.2 de BTN3A1 n’était déja

pas fonctionnelle aprés traitement par les anti-BTN3 agonistes.
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Ainsi, a la maniére de Skint-1 (Intro Chaplll IIlI), 'ensemble des régions et
domaines des BTN3 est nécessaire a la perception des PAg par les LTy982, et il est
probable que chacun participe a une infime partie du processus complexe se
déroulant entre la perception intracellulaire des PAg dans les cellules cibles, et a la
perception extracellulaires des PAg par les LTy902.

Modele général impliquant les BTN3A1 dans la perception des PAg par les LTy962.

Le modéle général découlant de I'ensemble du travail de recherche exposé
précédemment (article 2) et des résultats préliminaires concernant le lien entre la
structure des BTN3 et leurs fonctions dans la perception des PAg par les LTy902 est
résumé figure 38. (i) Le mécanisme de prise en charge des PAg exogénes et
endogénes semble tout a fait équivalent. Les PAg endogénes pourraient étre
sécrétés par les cellules productrices et prises en charge en méme temps que les
PAg extracellulaires au niveau de la membrane des cellules cibles, mais I'importance
du domaines intracellulaire de BTN3A1, ainsi que l'instabilité des PAg dans le milieu
extracellulaire suggérent plutdét une internalisation des PAg exogénes suivit de la
prise en charge des PAg exogénes comme endogénes au niveau intracellulaire. (ii)
Les PAg pourraient interagir de maniere directe ou indirecte avec le domaine
intracellulaire de BTN3A1. Les propriétés respectives des PAg échangeurs potentiels
de phosphate (Intro Chapll Il 2c), et du domaine B30.2 phosphorylable (Intro Chapll|
Il 3) nous permettent méme d’envisager une interaction directe avec échange de
phosphate entre les PAg et le domaine B30.2, hypothese séduisante qui sera
examinée dans un proche avenir. (iii) Cette interaction aboutit au remodellement
intra/extracellulaire de BTN3, probablement au sein d’'un complexe impliquant
d’autres acteurs moléculaires non identifiés, et pourrait impliquer la formation/rupture
de dimeéres de BTN3 par l'intermédiaire du domaine intracellulaire B30.2 et/ou des
domaines extracellulaires Ig-like, comme le suggeérent les pertes de fonction de
BTN3A1 par ajout de domaines GFP en C-terminal et N-terminal respectivement. En
effet, des domaines intracellulaires B30.2 homologues a celui de BTN3A1 ont été
décrits dans de multiples interactions, et sont largement connus comme participant a
la formation de multiméres nécessaires aux fonctions des protéines qui les portent

(Intro Chaplll 1l 3). Les domaines extracellulaires de la IgSF sont capables d’interagir
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avec de nombreuses molécules, en cis ou en trans, formant notamment des homo
ou hétérodimeéres protéiques (Intro Chaplll Il 2). (iv) Ce remodellement extracellulaire
des cellules cibles, efficacement mimé par les anti-BTN3, est percu par les LTy952
de maniére TCR dépendante. Cette reconnaissance est probablement indirecte,
puisque dans le cas contraire il est plus que probable que I'ajout d’'un domaine GFP
immédiatement aprés I'extréminé N-terminale de BTN3A1 empécherait stériquement
l'interaction en trans du domaine IgV-like de BTN3A1 avec un éventuel contre-
recepteur présent a la surface du LTy982. Or une telle protéine permet encore la
reconnaissance par les LTy902 de cibles traitées par des anti-BTN3 agonistes. Des
molécules non conservées entre ’'hnomme et la souris pourraient intervenir lors de la
prise en charge des PAg et/ou du remodellement de la surface des cellules cibles et
expliquer I'échec du transfert de la fonction de BTN3A1 pour la présentation des PAg

dans des cellules murines.

(iii) remodellement
intra/extracellulaire

| (i) prise en charge |

PAg 7 T~

endogénes

PAg
exogeénes

cellule cible

Figure 38 : Modéle hypothétique de perception des PAg par les LTy952.

(i) Les PAg endogénes et exogénes sont pris en charge au niveau intracellulaire par un mécanisme
qui reste a définir, aboutissant a (ii) une interaction directe ou indirecte avec le domaine intracellulaire
de BTN3A1. Cette interaction va donner lieu a un remodellement surfacique de la cellule cible,
impliquant probablement de nombreux partenaires indéterminés incluants vraisemblablement des
acteurs especes spécifiques. (iv) Ce remodellement sera finalement pergu par les LTy962, par
interaction spécifique avec le TCRy982, et éventuellement d’autres contre-récepteurs tels que des
costimulateurs, corécepteurs ou molécules d’adhésion.
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Intégration des autres isoformes de BTN3 dans la fonction de perception des PAg
parles LTy9d2.

De nombreux aspects de ce modéle sont actuellement étudiés, mais un autre
point central dans le mécanisme de perception des PAg par les LTy932 réside dans
les rbles physiologiques des différentes isoformes de la famille BTN3. En effet, seule
la protéine BTN3A1 entiére est capable de médier efficacement cette fonction, et il
est envisageable que les isoformes issues des genes BTN3A2 et BTN3A3 ou encore
les produits de I'épissage alternatif du domaine intracellulaire de BTN3A1, puissent
interférer avec cette fonction. En effet, I'étude des profils d’expression des BTN3
dans les cellules humaines révéle une expression de BTN3A1 particulierement faible
relativement aux autres isoformes, et des profils dépendant des types cellulaires
(Messal et al., 2011), des tissus (Arnett et al., 2009, cytokines) et probablement des
contextes physiopathologiques (Compte et al., 2004).

Les isoformes BTN3 définis au premiers abord comme non fonctionnels car
incapables de médier I'effet des PAg sur l'activation des LTy932 par eux-mémes,
pourraient (i) servir de récepteurs loeurs modulant négativement la fonction de
BTN3A1, ou encore (ii) participer a cette fonction en étant impliqués dans la
formation d’'un complexe membranaire, en synergie avec les isoformes BTN3A1
fonctionnels. Par exemple, la formation de diméres de domaines B30.2 mise en
évidence pour la protéine sRFLP1 (Intro Chaplll Il 2) a révélé une participation
dissymétrique des deux domaines, l'un jouant le réle d’'un domaine donneur
(extrémité C-terminale), et 'autre étant le domaine accepteur (corps du domaine). De
plus, les domaines IgSF de tous les isoformes BTN3 étants a premiére vue
équivalents, ils pourraient également participer a la formation de diméres au niveau
extracellulaires, contribuant a la mise en place d’'un éventuel complexe a la surface

des cellules cibles, étape ultime de la perception des PAg par les LTy902.
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Il. Mode d’action des anti-BTN3 sur la modulation de I’activation
des LTy962 humains.

1) Article 3 : The molecular basis for modulation of human Vy9Vd2 T cell
responses by CD277/Butyrophilin-3 (BTN3A)-specific antibodies.

Palakodeti A, Sandstrom A, Sundaresan L, Harly C, Nedellec S, Olive D, Scotet
E, Bonneville M, Adams EJ.

Soumis.

L’'une de nos hypothéses les plus simples concernant le lien entre BTN3 et les
PAg, ainsi que le mode d’action des anti-BTN3 sur I'activation des LTy932 était
initialement:

(i) Les protéines BTN3 existent sous différentes conformations, dont certaines
sont capables d’interagir directement avec le TCRy982 et d’activer les LTy902.

(i) L'association entre BTN3 est les anti-BTN3 agonistes mime l'effet de
I'interaction entre les PAg et BTN3 en induisant une modification conformationelle de
BTN3 reconnue par les LTy952.

(iiif) Les anti-BTN3 antagonistes préviennent cette reconnaissance par blocage
stérique de [linteraction entre BTN3 et le TCRy962, et/ou par inhibition du
changement de conformation de BTN3.

L’équipe d’EJ Adams a étudié les différents aspects de cette séduisante
hypothése a l'aide de plusieurs techniques biochimiques et biophysiques de pointe.
Ces travaux décriptant l'aspect moléculaire des interactions entre les PAg, le
TCRy902, les anti-BTN3, et le domaine extracellulaire des protéines BTNS3,
conjointements a notre étude du processus d’activation par les anti-BTN3 au niveau
cellulaire (article 2), suggérent un modéle tout a fait différent de celui énoncé
initialement. En particulier, aucune interaction directe n’a pu étre mise en évidence
entre les PAg et les BTN3, ni entre les BTN3 et le TCRy982 en présence d’anti-
BTN3 ou de PAg.
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Par contre, cette étude a permis de mettre en évidence l'existence de
plusieurs sites éventuels de dimérisation au niveau des domaines extracellulaires
des BTN3, permettant d’envisager un remodellement moléculaire différentiel induit
par les anti-BTN3 agonistes et antagonistes, par modification de la stabilité de ces
diméres au niveau membranaire, et par cross-link différentiel des Acms. Ces
spéculations in sillico ne prennent malheureusement en compte, ni la participation du
domaine intracellulaire B30.2 des BTN3 pourtant largement décrite dans les
processus de dimérisations des protéines qui les portent, ni la formation éventuelle
d’hétérodimeres impliquant différents isoformes de BTN3, ni limplication de
molécules additionnelles pouvant interférer avec la formation/dissociation de ces
diméres. L’ensemble de ces résultats encore trés hypothétiques, suggére un modéle
d’action des anti-BTN3 bien plus complexe que celui initialement envisagé.

Afin de mettre en place un nouveau modele permettant d’expliquer les effets
biologiques des anti-BTN3, et de le relier a l'effet des PAg sur l'activation des
LTy962, un certain nombre de pistes de recherches seront explorées dans un futur
proche. En particulier, I'existence réelle de tels diméres de BTN3 a la surface de
cellules, ainsi que les causes (PAg, anti-BTN3 agonistes) et conséquences
(activation/inhibition des réponses y902) de la formation/rupture de ces diméres

seront examinées.
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Abstract:

Human Vy9Vo2 T cells respond rapidly and potently to the presence of endogenous or
exogenous phosphoantigens, leading to effective responses to infection or tumorigenic
transformation.  Evidence pointing to a role for the CD277/butyrophilin-3 (BTN3A)
molecules in this response led us to investigate the structures of these molecules and
their modifications upon binding to an agonist antibody (20.1) that mimics
phosphoantigen mediated Vy9V32 activation. In addition, we have also studied the
interaction of BTN3A with an antagonist antibody (103.2) that blocks Vy9Vs2 stimulation.
These structures provide a model by which to understand how these antibodies induce
stimulation of Vy9Vé2 through conformational modification and subsequent
multimerization of BTN3A, or can antagonize Vy9Vé2 stimulation through

conformational stabilization of BTN3A in an auto-inhibited state.



Introduction:

vd T cells are an innate-like lineage of T cells that demonstrate a pre-activated or
memory phenotype and are capable of secreting a diverse array of cytokines
corresponding to either an immuno-stimulatory or immuno-regulatory phenotype®?. In
addition, some yd T cells can directly kill target cells through induction of apoptosis
and/or cytolysis. Most yd T cells in mice and humans reside in the epithelial tissues
however there is a smaller percentage that circulates in the blood’. In humans, v& T
cells comprise between 0.5-20% of blood-circulating T cells, the majority of which
express a rearranged T cell receptor (TCR) composed of Vy9 and V62 domains, thus,
this population is referred to as Vy9Vé2. This yd T cell population responds to small
phosphate based antigens (phosphoantigens) that derive from microbes (such as
hydroxymethyl but-2-enyl pyrophosphate, HMBPP), or are endogenous intermediates of
the mevalonate pathway (such as isoprenylpyrophosphate, IPP) that accumulate in
virally infected and transformed cells®*. Thus this population can survey for both
microbial infection and cellular transformation making phosphoantigens and their
derivatives attractive targets for immunotherapy”.

The direct role of the Vy9Vvé2 T cell receptor in phosphoantigen mediated
recognition has been demonstrated through TCR transfer®; mutagenesis has further
defined that phosphoantigen specific stimulation is mediated by an assemblage of the
Vy9V82 TCR’s complementary determining region (CDR) loops’. While a crystal
structure of a Vy9Vvé2 TCR revealed a basic patch formed by the CDR loops suitable for
phosphoantigen binding®, there is no evidence of direct association between the two.

Instead, several lines of evidence point to a cell-surface protein or protein complex that



directly mediates this interaction. For example, cell-cell contact is required for Vy9Vs2

stimulation®, trypsin treatment of target cells impairs Vy9V82 T cell activation®® and
macaque but not mouse target cells'®? are recognized in the presence of
phosphoantigen. Together these data implicate the presence of a primate specific, cell
surface molecule or molecules that are recognized in the presence of high
concentrations of phosphoantigens.

Recent characterization of an antibody that can mimic the stimulatory effect of
phosphoantigens on Vy9V52 T cells™® has focused attention on a class of cell surface
proteins belonging to the B7 superfamily. B7 and related molecules contain two
Immunoglobulin-like domains: an N-terminal Ig-V-like and a C-terminal Ig-C-like domain.
These proteins have important functions in immune regulation, acting as co-stimulatory
molecules (B7-1, B7-2) for T cell activation, and potent inhibitory molecules (PD-L1) to
down-regulate T cell responses®*. The B7-related butyrophilin (BTN) and butyrophilin-
like (BTNL) proteins have recently been more fully characterized, revealing a range of

immune and non-immune related functions®>*°.

Application of an antibody specific to a
sub-class of BTN proteins, CD277/butyrophilin-3 (BTN3A)* induced strong stimulation
of Vy9Vvoé2 T cells®. This agonist antibody, 20.1, binds to the extracellular domain of
BTN3A molecules and induces Vy9Vé2 activation with similar kinetics and potency as
with addition of phosphoantigens. A second antibody, 103.2, has been characterized
that inhibits this effect.

Three BTN3A genes have been characterized in humans, BTN3A1, BTN3A2 and
BTN3A3, which are members of a large family of butyrophilin genes located in the

20-22

telomeric end of the Major Histocompatibility Complex Class | region and encode



cell surface expressed proteins that have high similarity in their extracellular domains
yet differ in the domain structure of their intracellular domains. BTN3A1 and BTN3A3
both contain an intracellular B30.2 domain whereas BTN3A2 does not. While crystal
structures exist of B7 family members such as B7-1 (CD80)%, B7-2 (CD86)** and PD-
L1%>?® none currently exist of the butyrophilin proteins. Therefore, to understand the
molecular basis for BTN3A'’s role in Vy9Vd2 reactivity, we have determined the three
dimensional structures of the extracellular domains of the three BTN3A isoforms and
studied their binding by single-chain versions (scFvs) of the 20.1 and 103.2 antibodies.
Along these lines, we co-crystallized BTN3A1 with 20.1 scFv and 103.2 scFv and
determined their complex structures to 3.0A and 3.6 A respectively. Our biophysical
studies of antibody interaction with BTN3A and their corresponding structures provide
insight into the structures and adopted conformations of these proteins that serve to

modulate Vy9V2 T cell activation.



Results:
Crystal structures of the three BTN3A extracellular domains

The extracellular domains of the three BTN3A isoforms were expressed
recombinantly in insect cells for use in crystallization trials. Each isoform readily
crystallized in related conditions producing large diamond-shaped plates that diffracted
well. Datasets were collected for each isoform and their structures determined to 1.9A,
2.4A and 2.4A resolution for BTN3A1, BTN3A2 and BTN3A3, respectively. The
crystallographic and refinement statistics are summarized in Supplementary Table 1.
One molecule was present in the asymmetric unit for each of the BTN3A isoforms. The
general domain structure of BTN3A is shown in Figure 1, left panel. BTN3A molecules
have two Ig-like domains: an N terminal canonical Ig-V like domain and a C terminal Ig-
C type domain, similar to other B7 family members. The closest structural homologue,

as determined through the DALI server (http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/)

was Programmed Cell Death 1 Ligand 1 (PD-L1) (21% amino acid identity and 3.4A2
Root Mean Squared Deviation, RMSD). However, BTN3A’s Ig-V like domain had higher
structural homology (1.0A RMSD) and amino acid identity (45%) to the single Ig domain
containing protein, myelin-oligodendrocyte glycoprotein (MOG)?’.

Comparing within the BTN3A structures, BTN3A1, BTN3A2 and BTN3A3 were
highly similar, differing from each other by backbone Co. RMSD of no more than 0.89A2.
These RMSD differences were primarily due to slight shifts in the orientation of the C
domain in relation to the V domain between the three isoforms. Aligning the three
isoforms via their V domains and using BTN3A1 as a reference, BTN3A2’s C terminal

domain is shifted ~7° clockwise, while BTN3A3’s C terminal domain is shifted ~3°


http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/

counter-clockwise (Figure 1 middle panel). There are no amino acid differences at the
V-C domain interface between the three isoforms that would explain these shifts
therefore it is likely that rotational flexibility of the V-C domain interface combined with
subtle differences in crystal packing between the three isoforms explains these
alternative orientations. Alignment of BTN3A1 with PD-L1 (PDB ID: 3BIK) via their V
domains revealed a more exaggerated shift between the V-C domains of these two
proteins. PD-L1’s C domain is shifted ~30° counter-clockwise (Figure 1 right panel),
explaining the higher RMSD between these two proteins. Indeed, the RMSD
differences by domain between BTN3A and PD-L1 were 1.6A% and 2.0A? for the Ig-V

and Ig-C type domains, respectively.

Dimerization of the BTN3A molecules

In our crystal structures of BTN3A1, BTN3A2 and BTN3AS3, two separate dimer
forms were noted in the crystal lattice (Figure 2). Dimer 1 consisted of two BTN3A
molecules in a V-shape orientation, associated by a symmetrical interface at the
membrane proximal region of the C domain (Figure 2, left panel). This interface would
orient the BTN3A molecules in an upright position away from the membrane when
modeled onto the cell surface with the transmembrane regions located close to each
other. Dimer 2, in contrast, associates two BTN3A in a non-symmetrical interface in a
head to tail orientation, joining a V domain from one BTN3A with a C domain from a
second BTN3A (Figure 2, right panel). This association would require the BTN3A dimer
to be oriented parallel to the cell membrane (Figure 2, bottom of right panel) and the

transmembrane domains would be separated by ~80A, the approximate length of one



BTN3A molecule. Both interfaces occupy considerable surface area, with a combined
Buried Surface Area (BSA) of ~1523A? for Dimer 1 and ~1077A? for Dimer 2. Both
interfaces are mediated by hydrogen bonding and van der Waals (VDW) contacts
(Supplementary Table 2). The hydrogen-bonding network of the Dimer 1 interface is
predominantly main-chain/main-chain contacts that connect the Ig B-sheets together by
two symmetric, parallel, B-strand pairings of strands A and G (Supplementary Figure 1,
top). Only three residues contribute specific side-chain interactions to this interface:
Asp 120, Asp 124 and Thr 203 and these contacts comprise only seven of the sixteen
h-bonds between the two monomers. The Dimer 2 interface incorporates more side-
chain h-bonding interactions (five of the seven h-bonds are side chain mediated)
although the overall numbers of contacts is less than that of Dimer 1. The C’ and C”
strands from the V domain dominate the interface of Dimer 2, pairing with residues from
the A and D strands from the C domain of the opposing monomer. Neither Dimer 1 or
Dimer 2 have been observed in the crystal structures of other B7 family members;
while they are homodimeric molecules, each appear to have unique dimerization
interfaces® >,

Examination of the residues that constitute these two dimers across primate
species, and between the three BTN3A isoforms, reveals striking conservation at these
positions across evolutionary time (Supplementary Figure 2). The interface of Dimer 1
shows less conservation however the majority of contacts at this interface are main-
chain interactions. The three residues contributing specific side-chain interactions, Asp
120, Asp 124 and Thr204 are either conserved across species and isoforms, or have

only conservative changes at this position (D120N and D124E). The Dimer 2 interface



is completely conserved in the V domain (Supplementary Figure 2) and has moderate
conservation in the C domain, although many of these differences are also observed in
the other BTN3A isoforms. As Dimer 2 was observed in the crystal structures of all
three BTN3A isoforms, these amino acid polymorphisms are clearly tolerated in the
Dimer 2 interface.

To determine whether BTN3A molecules exist as a dimer in solution, we
subjected our recombinant BTN3A molecules to multi-angle light-scattering (MALS) to
determine the molecular weight of the species in solution. Figure 3A shows the UV
absorbance profile of the three isoforms and the calculated molecular weight of these
peaks. Each isoform produced a symmetric peak at elution volume ~14mls; the
molecular weight of this peak was determined to be ~46-48 kD depending on the
BTN3A isoform. The theoretical molecular weight of a BTN3A extracellular domain
monomer is ~24kD, consistent with SDS-PAGE mobility of these proteins under
denaturing and non-reducing conditions, therefore our MALS data supports BTN3A
molecules as dimers in solution. All three monomeric BTN3A isoforms lack free
cysteines, therefore these dimers represent non-covalently associated homodimers.
The BTN3A2 isoform produced two peaks, the second of which was in the minority.
This peak likely represents a population of monomer protein, a species not observed in

the other isoforms.

Recognition of BTN3A by the 20.1 and 103.2 antibodies.
Two antibodies, 20.1 and 103.2, were shown to have opposing effects on the

activation of Vy9Vv82 T cells by target cells™. 20.1 produced an agonist effect,



mimicking the addition of phosphoantigens on target cells and stimulating Vy9Vé2
expressing effector T cells. In contrast, 103.2 was able to antagonist the effect of 20.1
and phosphoantigens, inhibiting the activation of Vy9Vé2. In order to study the
association of the 20.1 and 103.2 antibodies with BTN3A and to determine the structural
basis of their binding, we generated single-chain versions of the heavy and light chain
variable regions from each antibody. These scFv constructs were used to measure
stoichiometry, determine binding kinetics and affinities and for structure determination.
To first determine the stoichiometry of binding of the scFvs to BTN3A, we
performed MALS to measure the molecular weight of the scFvs alone and in complex
with BTN3A. Shown in Figure 3B are the MALS profiles of BTN3A1, 20.1 scFv, 103.2
scFv and their complexes. This analysis was also performed for the BTN3A2 and
BTN3AS3 isoforms with similar results, therefore only the MALS profiles for BTN3ALl are
shown here. The molecular weights of all species are shown in Table 1. The scFvs
had a molecular weight consistent with monomers: ~28kD and 26kD for the 20.1 scFv
and 103.2 scFv respectively. When associated with the BTN3A molecules, the
calculated molecular weights of these species were consistent with two scFvs per
BTN3A dimer (~98kD and ~95kD for 20.1-BTN3A1 and 103.2-BTN3A1, respectively),
suggesting that each BTN3A monomer has one antibody epitope. In addition, we also
tested whether there is competition in binding between the antibodies, suggestive of
overlapping epitopes. The higher molecular weight of the BTN3A1-20.1scFv-103.2scFv
complex (~110 kD) was consistent with both scFvs able to bind one BTN3A
concurrently, our first line of evidence that these two antibodies recognize distinct

epitopes on the BTN3A molecule. While the measured molecular weight was less than
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that expected for the full BTN3A-20.1-103.2 complex (~150kD), we interpret this
measured value to represents an average of saturated and unsaturated complexes,
however it still provides evidence that both antibodies can associate with BTN3A
concurrently.

To quantitate the strength of binding of the 20.1 and 103.2 scFvs to the BTN3A
isoforms, we performed surface plasmon resonance on each BTN3A isoform with each
scFv. Shown in Figure 4A are the concentration dependent sensograms used to
determine the kinetics of binding reported in Table 2. The binding kinetics are similar
across the BTN3A isoforms, suggesting these antibodies recognized epitopes
conserved across the BTN3A isoforms. In addition, the association rate (Ka) was very
similar between 103.2 and 20.1 (ranging from 1.2 to 2.4 x 10° 1/Ms), however 20.1
dissociated approximately five times faster than 103.2, leading to an overall lower
affinity of the agonist antibody (~50nM for 20.1 compared with ~10nM for 103.2). To
further confirm that the antibodies bind to separate epitopes on the BTN3A molecule,
we performed competition SPR where the 20.1 scFv antibody was immobilized on the
chip and either the BTN3A-103.2 complex (Figure 4B left) or the BTN3A-20.1 complex
(Figure 4B right) was flowed over this chip to assess binding. Clear binding was
observed in the BTN3A-103.2 complex and not with the BTN3A-20.1 complex,
establishing that 103.2 does not inhibit 20.1 binding. Therefore the antagonist effect of
103.2 is not simply due to blocking of the 20.1 epitope.

We also evaluated the biological effects of the scFv antibodies on Vy9Vvé2 T cell
activation. Figure 4C shows the effect of the 20.1 scFv relative to that of full-length 20.1

antibody and 20.1 Fab. The 20.1 scFv can clearly activate Vy9Vs2 as measured by
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CD107a expression, but less well than that of the full length or Fab versions of the
antibody, suggesting that the bivalent nature of the full-length antibody may function to
enhance BTN3A mediated activation of Vy9Vo2 T cells. We also tested whether the
scFv version of the 103.2 antibody could antagonize Vg9Vvd2 activation (Figure 4D).
While full-length 103.2 antibody was highly effective in blocking phosphoantigen
activation of Vy9Va2 cells, the scFv had no effect, suggesting an even more important

role for the bivalent structure of this antibody for its antagonist function.

Complex structures of BTN3A1 with the 20.1 and 103.2 antibodies.

To fully understand the effect of antibody binding to the BTN3A molecules, and
their role in Vy9Va2 stimulation, we determined the structures of the complexes between
each scFv and the extracellular domain of the BTN3A1 isoform. The 20.1-BTN3Al
complex crystals were well behaved and diffracted to moderate resolution, the structure
of this complex was refined to 3.0 A resolution with good statistics (Supplementary
Table 1). The 103.2-BTN3A1l crystals, however, were difficult to reproduce and
diffracted to low resolution, hence we report our preliminary model of this complex to
3.6A resolution (Supplementary Table 1). While this resolution does not allow for side
chain discrimination, it reveals the overall docking position of the 103.2 scFv on the
BTN3A1 molecule. Together, these two complex structures shed light on the different
association modes of the two scFv antibodies and allow us to generate a model of how
the full-length antibody recognizes BTN3A molecules on the cell surface, and their

effect on BTN3A dimerization and multimerization.
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In the 20.1 scFv-BTN3Al1l complex structure there are two 20.1scFv-BTN3A
complexes in the asymmetric unit. These are related via a two-fold symmetry axis
based on a dimerization interface of the two BTN3A1 molecules, similar in fashion to
Dimer 1 noted in the uncomplexed BTN3A structures (Figure 5A). The complexed
dimer, however, is shifted along the dimerization axis resulting in a ~30A shift as
measured from the most membrane-distal tip of the V domains. The relatively non-
specific main-chain h-bonding of the Dimer 1 interface (Supplementary Figure 1, top)
allows for this subtle shift that results in rotation of the V domains. The 20.1 scFvs bind
to the outer region of the V domain, predominantly interfacing with the C’ and C” strands
of the V domain with a footprint almost exactly overlapping with that of the V domain
interface of Dimer 2. 33 of the 37 V domain contacts are identical to that seen in the
Dimer 2 interface (Supplementary Table 3 and Supplementary Figure 2, shown as
green stars), thus, binding of the 20.1 antibody to the V domain of BTN3A would directly
compete with the Dimer 2 state. Indeed, this dimer is not observed in the 20.1scFv-
BTN3A complex crystal lattice. However, Dimer 2 can still be bound by one 20.1 scFv
through recognition of the “free” V domain interface from the BTN3A monomer
complexed through its C domain. The heavy chain CDR loops of 20.1 scFv establish
the majority of contacts and contribute ~85% of the BSA of the interface. The numbers
of contacts are spread equitably across the CDR1, CDR2 and CDR3 heavy chain loops,
with h-bonds, salt-bridges and VDW interactions well represented. The light chain
contributes only ~15% of the BSA with seven of the eight contacts mediated by the

CDR3 loop. The light chain CDR1 loop contributes one VDW contact to the interaction.
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Based on our structures of the 20.1 scFv with BTN3A, we can establish a model
for how the full-length antibody would recognize BTN3A on the cell surface, both in the
Dimer 1 and Dimer 2 conformations. In the BTN3A Dimer 1 state, the orientation
observed for 20.1scFv on the BTN3A monomer would make it improbable for one
bivalent antibody molecule to bind one BTN3A dimer. Superposition of Fab models
onto the docking position of the 20.1 scFvs provides a model by which to envision
antibody binding; the distance between the two C termini of these Fabs is ~215A, a
distance that could not be spanned by the linkers adjoining two Fabs to one Fc
molecule. Even fully extended, these linkers span only ~100A. Therefore our structural
model provides a strong argument for the stoichiometry of the 20.1 full-length antibody
binding to the BTN3A Dimer 1 as 1:2, with one bivalent antibody binding two separate
BTN3A Dimer 1s, leading to a multimerization of BTN3A dimers on the cell surface
(Supplementary Figure 3, top left panel). Likewise, when the 20.1 scFv is modeled onto
BTN3A Dimer 2, there is only one 20.1 exposed epitope, therefore we estimate the
stoichiometry of binding to Dimer 2 to also be 1:2 (Supplementary Figure 3, bottom left
panel). However, binding of the 20.1 full-length, bivalent antibody to this open epitope
would only cross-link two BTN3A Dimer 2s (Supplementary Figure 3, bottom left panel,
arrow to right), and thus would not be consistent with multimerization on the cell-surface.
This mode of binding, however, would enhance the probability of Dimer 2 disruption
through competition with the dimerization interface (Supplementary Figure 3, bottom left
panel, arrow to left). This correlates with our observation of enhanced staining over

time of the 20.1 antibody on target cells (Supplementary Figure 4), consistent with a
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time-dependent increase of 20.1 epitopes on the cell surface, presumably through
Dimer 2 disruption.

Our low-resolution structure of the 103.2 scFv/BTN3A1 complex reveals that the
103.2 antibody binds to the top of the BTN3A V domain via the BC, C’C”, and DE loops
(Figure 5B) which are the equivalent of the CDR1, CDR2 and HV4 loops of an antibody
or TCR. This is a distinct epitope from that of the 20.1 scFv, confirming our MALS and
SPR data that demonstrated both antibodies could bind in tandem. The 103.2 scFv
interface with BTN3A1 is robust, with an estimated 880A% BSA. The epitope is biased
towards the heavy chain, with ~60% of the BSA due to heavy chain CDR loops. While
our resolution precludes evaluating side chain involvement, it appears the heavy chain
CDR1 and CDR2 loops are predominantly contacting BTN3A, although clear electron
density was missing for the heavy chain CDR3 loop. The light chain, however, contacts
BTN3A through all three CDR loops, comprising an estimated 330 A? of the complex
BSA. The positioning of the 103.2 scFv on BTN3A would be consistent with a 1:1
stoichiometry of full-length antibody to BTN3A Dimer 1, as modeling of Fab onto the
scFv of our complex model positions the C terminus of each Fab within a reasonable
distance of ~70 A to be connected by one Fc molecule (Supplementary Figure 3, top
right panel).

Close examination of the crystal lattice of the 103.2-BTN3A1 complex revealed
an alternative BTN3A1 dimerization form, with a similar head to tail conformation as that
seen in the uncomplexed BTN3A lattices. This dimer interface had an estimated BSA of
~690 A?, nearly half of that of the uncomplexed Dimer 2. However, superposition of the

103.2 scFvs onto the uncomplexed BTN3A Dimer 2 showed no competition with the
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Dimer 2 interface (Figure 5B), therefore it is unlikely that 103.2 scFv binding would
disrupt Dimer 2 and that the shift seen in this complex structure is a product of crystal-
packing. Indeed, both scFvs bind to the same plane of the BTN3A dimer thus making it
plausible that Dimer 2 could be maintained on the cell surface in the presence of the
103.2 scFv and full-length antibody. Based on this model, we estimate that the
stoichiometry of binding of the 103.2 full-length antibody with BTN3A Dimer 2 is 1:2
whereby one full-length antibody would bind to two BTN3A Dimer 2s. Because the
Dimer 2 conformation has two antibody epitopes, this could lead to aggregation of
BTN3A on the cell surface (Supplementary Figure 3, bottom right panel).

Our structural data provides a model by which to understand the agonist and
antagonist effects of the 20.1 and 103.2 antibodies, respectively. Both antibodies can
bind BTN3A Dimer 1 conformation, however our model suggests a bivalent association
of the 20.1 with this BTN3A dimer, leading to multimerization of BTN3A in the context of
membrane-bound BTN3A on the cell surface. In contrast, our model suggests the 103.2
antibody binds BTN3A Dimer 1 molecules monovalently. For BTN3A Dimer 2, we
propose that 20.1 antibody binding would disrupt this dimer interface, whereas 103.2
binding is compatible with the Dimer 2 conformation and could potentially stabilize and

multimerize this dimer form on the cell surface.
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Discussion:

Our studies have focused on the structural features that implicate BTN3A
molecules as antigens for Vy9Vsé2 T cells in the context of phosphoantigen mediated
activation. Our crystal structures of the BTN3A isoforms reveal remarkable homology to
MOG and PD-L1, and comparisons within the BTN3A isoforms also demonstrate that
these molecules have intrinsic flexibility between their membrane proximal Ig-C domain
and their amino-terminal Ig-V domain. However these structures alone do not explain
how these molecules could be involved in phosphoantigen mediated Vy9Va2 activation.
Key to this characterization has been two BTN3A specific antibodies that either mimic
phosphoantigen induced activation (20.1) or antagonize this effect (103.2)'%. The
antigen-independent, antibody mediated stimulation of Vy9Vé2 via the BTN3A
molecules argues against upregulation of BTN3A expression as the primary mechanism
for Vy9Vo2 activation. Instead, our current model focuses on modification of the
extracellular domains by the 20.1 antibody in a way that mimics phosphoantigen
activation as the switch from non-stimulatory BTN3A to that of stimulatory.

Our structural and biophysical data establishes that the extracellular domains of
BTN3A exist as dimers in solution and are thus likely preformed dimers on the cell
surface. Two dimer forms were noted in our structures, both have appreciable BSAs to
their interfaces suggesting both exist in solution. Our current model postulates that both
dimers exist in equilibrium on the cell surface, as the orientation of both dimers are
compatible with membrane bound forms. Our structural data of the complexes between
the 20.1 and 103.2 antibodies addresses how binding of antibody induces changes to

the organization of BTN3A molecules. We hypothesize that upon binding to BTN3A, the
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agonist 20.1 antibody would lead to disruption of the Dimer 2 interface shifting the
equilibrium to Dimer 1. Binding of 20.1 to Dimer 1 would also induce aggregation on the
cell surface due to the 1:2 (antibody to BTN3A dimer) stoichiometry estimated from our
crystal structure. The 103.2 antibody, in contrast, can bind to both BTN3A dimers forms
and could perform distinct functions for both. For Dimer 1, 103.2 binds on the top of the
BTN3A molecule, likely with a stoichiometry of 1:1 (antibody:BTN3A dimer) as the
orientation of the 103.2 scFvs are ideal for binding of two Fab domains from one
antibody. While we have no direct evidence that the Vy9Vs2 TCR binds BTN3A
molecules, the orientation of the 103.2 on BTN3A would be highly suggestive of
performing a blocking function, as the mass of the antibody would preclude other
receptors being able to associate with BTN3A. However the antagonist function of the
103.2 antibody is completely dependent on its bivalent structure as the 103.2 scFv does
not antagonize phosphoantigen mediated Vy9Voé2 T cell activation, so whether 103.2
does indeed directly block is unclear from our studies. 103.2 can also bind to Dimer 2,
and may serve to stabilize and aggregate this conformation on the cell surface, in an
“‘inactive” state. Combining the data and models we have thus far, we hypothesize that
a putative recognition epitope for a Vy9Vvé2 TCR on BTN3A lies on the surface left
exposed after binding of both scFvs, accessible in the Dimer 1 state. This surface
would include the N-terminal amino acids, the B strand and BC loop, and the FG loop.
The amino acid residues encoded within these regions are completely conserved
across the BTN3A isoforms as well as between humans and non-human primate
species, consistent with the cross-reactivity seen between human and macaque Vy9Vvs2

TCRs'%*?,  Stabilization of Dimer 2 on the cell surface would orient these loops away
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from receptor engagement, and thus we propose that this dimer form represents an
auto-inhibited state.

How might this model be applied to phosphoantigen mediated activation?
BTN3ALl is the only isoform of the three BTN3A molecules that promotes Vy9Vs2
activation upon addition of phosphoantigen and removal of the BTN3AL intracellular
domain of BTN3A1 inhibits this effect'®. Therefore, we speculate that the B30.2
intracellular domain plays a direct role in phosphoantigen-mediated activation. From
our crystal structures, we can model the estimated distances of the B30.2 intracellular
domains in the two Dimer conformations. In Dimer 2, our proposed “in-active” state, the
B30.2 domains would be separated by ~80A. Dimer 1, stabilized by the agonist 20.1
antibody, however, would position the B30.2 domains essentially together. Therefore
we propose that presence of high concentrations of phosphoantigen induces
association of the B30.2 domains, transitioning the BTN3A extracellular domains from
the Dimer 2 state to that of Dimer 1. This “activated” Dimer 1 conformation is mimicked
by that induced and/or stabilized by the 20.1 antibody. “Inside-out” signaling such as
this is seen in other receptor/ligand systems such as integrin signaling, whereby
modification of the intracellular domains of integrins causes significant conformation
changes in the extracellular domains that transforms a “low-affinity” integrin to “high-
affinity” for ligand binding®®. In our model, the transition from Dimer 2 to Dimer 1 would
bring the BTN3A V domain loops in a position where they could be recognized by a
receptor (i.e. Vy9V62 TCR). Therefore our molecular studies provide a model by which

to understand how antibody modification of the BTN3A extracellular domains may
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induce Vg9Vvd2 TCR engagement and to further study the role of the B30.2 intracellular

domain in phosphoantigen-mediated activation.

Accession Numbers

Coordinates and structure factors for the BTN3Al, BTN3A2, BTN3A3, BTN3Al-
20.1scFv complex and BTN3A1-103.2scFv complex have been deposited in the Protein
Data Bank under the accession codes XXXX, XXXX, XXXX, XXXX and XXXX,

respectively.
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Figure Legends:

Figure 1: Crystal structures of the BTN3A isoforms. The structure of BTN3AL is
shown colored in cyan in ribbon format (left panel). BTN3A molecules are composed of
a membrane-distal Ig-V domain and a membrane-proximal 1g-C domain. The canonical
lg B-strand designations (A-G) are shown for both. Middle panel: superposition of the
BTN3ALl (cyan), BTN3A2 (orange) and BTN3A3 (pink) structures determined in this
study. The three structures are superimposed via their highly conserved V domain,
demonstrating subtle shifts in the orientation of the C domain. The angle of rotation is
shown at the bottom of the structures, with color-coded arrows corresponding to the
particular isoform. Right panel: structural comparison of BTN3A1 with PD-L1, the
closest structural homologue to the BTN3A molecules. PD-L1 is shown in yellow. The
two molecules were superimposed via their V domains, revealing a C domain shift of

~30° between the two molecules.

Figure 2: Dimerization of the BTN3A molecules in the crystal lattice. Two
potentially physiologically relevant dimerization states were noted in the crystal lattices
of each BTN3A isoform. BTN3Al is shown as the representative. Top: BTN3ALl is
colored in rainbow from the N terminus to C terminus to clarify domain orientation of the
two dimerization states. The Dimer 1 contact surface is symmetric via the A and G B-
strands of the C domains of BTN3A, whereas the Dimer 2 contact surface is asymmetric,
via a head-to-tail orientation via the C, C’ and C” b-strands of the V domain with the A
and D B-strands of the C domain. Both Dimers are shown as surface representations

(middle panel), with the dimerization interface color coded in hot pink. The Buried
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Surface Area (BSA) in A? is indicated next to both Dimer forms. Bottom: A cartoon
representation of how these dimers would exist on the cell surface based on the

location of the C-terminal transmembrane domains.

Figure 3: Multi-angle light scattering (MALS) establishes that BTN3A molecules
exist as dimers in solution. A) MALS data of each BTN3A isoform reveals a clear
dimer peak in solution with an estimated molecular weight of ~46kD, ~49kD and ~47kD
for isoforms Al, A2 and A3, consistent with a BTN3A dimer. The left axis is UV
absorbance from S200 size exclusion chromatography, the right axis is the calculated
molecular weight (kilodaltons, kD) from the light scattering. B) MALS data of BTN3A1
alone (solid black line) and in complex with the 20.1 scFv (~98kD), the 103.2 scFv
(~95kD) (dashed lines) and both 20.1 and 103.2 (~110kD) (grey solid line). Shown also
are the profiles for the 20.1 and 103.2 scFvs alone indicating an estimated molecular

weight of ~26kD and ~28kD, respectively.

Figure 4. Surface Plasmon Resonance (SPR) of the 20.1 and 103.2 antibodies
with BTN3A1, BTN3A2 and BTN3A3 reveal high affinities and non-competitive
binding. A) Representative sensograms are shown for the SPR analysis of 20.1 scFv
and 103.2 scFv binding to the three BTN3A isoforms. Each BTN3A isoform was
immobilized on an individual flowcell on a sensor chip and the scFv were flowed as
analyte at concentrations ranging from 10nM to 70nM. Data curves are shown in grey
and the modeled fit as black lines. B) Competition assay between the 20.1 and 103.2

scFv for BTN3A isoforms. The 20.1 scFv was immobilized on the sensor chip surface
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and complexes of either BTN3A-103.2scFv (left) or BTN3A-20.1 scFv (right) were
flowed as analyte. Clear binding is observed with the BTN3A-103.2 scFv complex
whereas binding is blocked with the BTN3A-20.1 scFv, indicating that the two scFvs
bind different epitopes on the BTN3A molecules. C) CD107a expression on the human
Vy9Vo2 T cell line GUI following incubation with either 20.1 full-length antibody, (open
circles), 20.1 Fab fragments (filled triangles) or 20.1 scFv (filled circles) used at the
indicated concentrations. Data are presented as the percentage of CD107a+ yd T cells
and are representative of more than three experiments. D) IFN-y expression in human
Vyo9Vo2 T cell line GUI following activation by increasing doses of BrHPP in the
presence of the 103.2 full-length antibody (filled triangles), 103.2 scFv (filled circles) or
no antibody (open circles). Data are presented as the percentage of IFN-y+ yd T cells

and are representative of more than three experiments.

Figure 5: Complex structures of BTN3AL with the 20.1 scFv and 103.2 scFv. A)
Ribbon diagram showing the complex between the BTN3A1 isoform (cyan) and the 20.1
scFv (green). The 20.1 scFv binds BTN3A1 on the side of the V domain, contacting the
C’ and C” B-strands (see inset), with the binding interface dominated by heavy chain
CDR1, CDR2 and CDR3 loop contacts (shown in green, light chain is shown in yellow
for contrast). The BTN3A1 dimer present in the complex structure (shown in cyan with
20.1scFv in green) is similar in its general orientation to that of Dimer 1 in the
uncomplexed BTN3A (shown in yellow), however it is shifted at the dimerization
interface, resulting in an ~20A displacement as measured between V domains, as

indicated by the red arrow. B) Complex between the 103.2 scFv and BTN3A1, shown
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as ribbons in red and cyan, respectively. The 103.2 scFv binds at the top of the V
domain, contacting the DE, BC and C’C” loops (see inset). The dimerization interface of
the BTN3A molecules is similar to that of the unliganded BTN3A molecules, where
Dimer 1 is strictly conserved and Dimer 2 is shifted and rotated ~33A as measured from
the C termini of the two dimer forms (lower left panel). The 20.1 (green) and 103.2 (red)
scFvs bind to separate epitopes on BTN3A as shown from their superposition on the

BTN3A1 Dimer 1 (lower right panel).
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Table 1. Molecular weight determinations of BTN3A isoforms and their
complexes with scFvs.

Molecular Weight (kD)

——————————— 103.2 scFv  20.1 scFv  103.2+20.1 scFv
—————————————————————— 25.8+0.1 27.5+04
BTN3al | 45.8+0.3 94.7+0.2 98.2+04 109.8 + 0.7
BTN3a2 | 48.7+0.1 70.6+1.1 90.4+03 @ e
BTN3a3 | 46.8+0.0 914+0.1 95.0+03 W e

Table 2. SPR analysis of the interaction between the BTN3A isoforms and the 20.1

and 103.2 scFvs.

Complex Ka (1/Ms) Kd (1/s) Kp_(nM)
BTN3AL - 20.1 scFv 1.21 x 10° 7.98 x 103 66
BTN3A2 - 20.1 scFv 2.41 x 10° 7.82x 103 33
BTN3AS - 20.1 scFv 1.70 x 10° 8.28 x 107 48
BTN3A1L - 103.2 scFv 1.08 x 10° 1.63x 103 15
BTN3A2 - 103.2 scFv 2.38 x 10° 1.67 x 103 7
BTN3AS3 - 103.2 scFv 1.31 x 10° 1.06 x 103 8
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Materials:

Protein Expression, Purification, and Crystallization of BTN3A proteins

The extracellular domains of BTN3Al, 2 and 3 were subcloned into the baculovirus
transfer vector pAcGP67A (BD Biosciences) with a C-terminal hexa-Histidine tag and
expressed in High Five insect cells with the baculovirus expression system (BestBac
Linearized Baculovirus DNA, Expression Systems, LLC). The proteins were purified with
Ni-NTA resin and eluted with buffer containing 200 mM imidazole. The proteins were
further purified by gel filtration via a Superdex 200 column (GE Healthcare) equilibrated
with HEPES Buffered Saline (HBS: 10mM HEPES [pH 7.2], 150 mM NacCl, 0.02%
azide). Carbohydrate residues added by N-linked glycosylation were removed by
Endoglycosidase F. The deglycosylated protein was purified over anion exchange
column (GE Healthcare) and equilibrated in 20mM TrisCl pH 8, 260mM NacCl. For
crystallization, peak fractions were pooled and concentrated to 10 mg/mL.
Crystallization screens were carried out with the sitting drop method and initial hits were
optimized by varying pH, precipitant concentration, and the use of additives. The best
crystals were obtained via a sitting-drop setup combining 0.4 pl protein solution and 0.4
ul mother liquor. Optimal crystallization conditions for the three proteins were as follows-
(1) BTN3ALl: 0.1M Citric acid pH 4, 1.6M Sodium fluoride ammonium sulfate; (2)
BTN3A2: 1M Lithium sulfate, 0.1M Sodium citrate pH 5.6, 0.5M ammonium sulfate; (3)

BTN3A3: 0.1M Citric acid pH 4, 0.8M ammonium sulfate, 0.15M.

Co-crystallization of BTN3Al/antibody complexes
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The BTN3A1 protein was expressed and purified in insect cells as described in the
above section. The antibodies were expressed by periplasmic secretion in E.coli and
purified using the Superdex 200 gel filtration column. The two proteins were mixed in a
1:1 ratio and the complex was purified by over a Superdex 200 gel filtration column
equilibrated in HBS buffer. For crystallization, the protein complex was concentrated to
10mg/ml. Crystallization trials were set up using the Procomplex and PEG suites via a
sitting-drop setup combining 0.4 ul protein and 0.4 uyl mother liquor. BTN3A1/antagonist
complex crystals were obtained in the following conditions- 0.2M ammonium sulfate,
0.1M Tris, pH 8.5 and 12% PEG 8000. Molecular replacement was performed using the

BTN3ALl and a mouse Fab fragment (1MJU) as search models.

Data Collection and Processing

X-ray data sets were measured on a MAR300 CCD at beamline 23 ID-D for the
BTN3A1 protein and 23 ID-G for the BTN3A2 and 3 proteins, at the Advanced Photon
Source (APS) at Argonne National Laboratory. Crystals were cryoprotected with 20%
glycerol before cooling to 100°K. A complete data set was collected with 1° oscillations
over 150 frames and a 1.033x 107° m wavelength. The crystals of all the three BTN3A
proteins indexed in space group P2;22; with one molecule per asymmetric unit.

HKL2000 was used to index, integrate, and scale the data®.
Structure Determination and Analysis

We used a turkey telokin domain® and a constant domain of PD-L1 protein®® as search

models in molecular replacement with Phaser** and located the single BTN3A1l
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molecule per asymmetric unit. Rigid body refinement was performed with Phenix®?,
followed by manual building with Coot®® and individual site and B-factor refinement with
Phenix. The stereochemistry of the model was improved via a backbone optimization
procedure incorporating a torsional statistical potential contingent on amino acid type,
its secondary structure, as well as the identity of its two neighbors®, followed by real
space refinement with a two-step algorithm developed by Haddadian et al.*®. The
refined BTN3AL protein was used as search model for the other two BTN3A proteins
and refinement was performed as described above. All structural figures were

generated with the program Pymol (DeLano Scientific).

Cloning and Expression of the antibodies

Total RNA for the agonist and antagonist antibodies were provided by Dr. Daniel Olive
(INSERM, France). 30ng of each of the RNA was used to set up a one-step Reverse
Transcription/amplification (RT-PCR) reaction according to the manufacturer’s protocol
(SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Tagq, Invitrogen), using degenerate
primers described by Wang et al.*® Individual heavy and light chains of both the
antibodies were cloned into the TopoTA vector (Invitrogen). Single chain constructs of
the antibodies containing a hexa-His tag at the C-terminus were cloned into the pak400
expression vector. The antibodies were expressed by periplasmic secretion in E.coli

using a protocol described by Maynard et al.*’

and purified over a Ni-NTA column. The
proteins were further purified by gel filtration via a Superdex 200 column (GE
Healthcare) equilibrated with HEPES Buffered Saline (HBS: 10mM HEPES [pH 7.2],

150 mM NacCl, 0.02% azide).
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Multi-Angle Light Scattering (MALYS)

All three BTN3A proteins were expressed in High Five insect cells and purified over a
Superdex 200 column as described above. The agonist and the antagonist antibodies
were expressed in E. coli. To generate the BTN3A/antibody complex, the two proteins
were mixed in a 1:1 molar ratio and incubated at room temperature for 30 minutes. For
molecular weight analysis, size exclusion chromatograph of the BTN3A proteins alone
and in complex with the agonist and the antagonist was performed on a Superdex 200
column (GE Healthcare) equilibrated with HEPES Buffered Saline (HBS: 10mM HEPES
[pH 7.2], 150 mM NacCl, 0.02% azide). The system was connected to a 18 angle DAWN-
Heleos multiangle laser light scattering detector equipped with a K5 flow cell and a 658
nm laser diode and to an Optilab rEX refractometer operating with a 685 nm laser diode
at 25 °C (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, USA). Data was collected at scattering
angles 08 ranging from 22.5-147°. Astra software version 5.3.4 was used to analyze the

data and determine the molecular weight of the proteins.

Surface Plasmon Resonance

All surface plasmon resonance was measured at 25°C on a Biacore™ 3000 with NTA
chips (NTA chips; Biacore™) used for immobilizing ligand. HBS buffer (10 mM HEPES,
pH 7.4, 150 mM NaCl, 5mM Imidazole and 0.005% (vol/vol) surfactant Tween20;) was
used for all measurements. In each experiment, 5ul of 500 uM Nickel chloride solution
in the SPR buffer was deposited on the NTA chip. This was followed by immobilization

of approximately 179, 125 and 160 response units of Histidine-tagged BTN3A1, 2 and 3
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proteins, respectively. 60 pl of the agonist antibody was flowed over the immobilized
proteins followed by a 300 buffer injection to allow for dissociation. This was followed by
injection of 60 pl of antagonist antibody. Sensograms were fit locally with Biacore™
3000 analysis software (BlAevaluation Version 4.1) using 1:1 Langmuir binding with

drifting baseline.

Antibody Reagents

Purified mouse anti-CD277 mAbs and Fab (clones #20.1, #103.2) were generated,
produced and purified as described®®. The following monoclonal antibodies were from
BD Biosciences: phycoerythrin-cyanin ~ 5.1-labeled  anti-CD107a  (#H4A3),
phycoerythrin—labeled anti-IFN-y (#B27). Monensin A was purchased from Sigma-
Aldrich. Live/Dead cell marker and Alexa-647-labeled goat anti-mouse IgG were from

Invitrogen. Recombinant human IL-2 (rhIL-2) was from Chiron Therapeutics.

Cells
Human Vy9Vs2 (polyclonal line GUI) and CD8*® af (clone 13, HCV-1/HLA-A2) T cells
were maintained in complete RPMI 1640 medium with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 10

ug/ml streptomycin, 100 1U/ml penicillin, supplemented with 300 IU/ml rhiL-2.

Functional assays
Human Vy9Vé2 T cells were activated with anti-CD277 (#20.1) mAb, scFv or Fab at the

indicated concentrations. Cytolytic activity of yo T cells was analyzed by measuring

CD107a surface mobilization by flow cytometry. In this assay, T cells were activated at
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37°C in complete RPMI 1640 medium containing 10 uM monensin and a fluorochrome-
labeled CD107a specific antibody. After 4 h, T cells were harvested and stained with
fluorochrome-labeled TCR specific antibodies and a viability marker (Live/Dead cell
marker, 0.3 uM). Intracellular stainings of IFN-y was performed within the same samples.
T cells stained for cell surface markers and viability, were next fixed at room
temperature for 20 min with 2% paraformaldehyde, permeabilized for 20 min with BD
PhosFlow Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and incubated for 30 min with
fluorochrome-conjugated specific antibodies. Data were collected on FACSCantoll (BD
Biosciences). For blocking experiments, human Vy9Vé2 T cells were activated by
grading doses of bromohydrin pyrophosphate/phosphostim (BrHPP), kindly provided by

Innate Pharma, in the presence of #103.2 anti-CD277 mAb or scFv, at 10 ug/ml.

Kinetics of CD277 stainings
Human CD8P* aff T cells were incubated with either #103.2 or #20.1 anti-CD277 mAb
(10 pg/ml). At the indicated timepoints, T cells were harvested and stained with

flurochrome-conjugated secondary antibody. Data were collected on FACSCantoll (BD

Biosciences).
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Supplementary Figure Legends:

Supplementary Figure 1. Dimerization interfaces of the two BTN3A dimers. The
two dimer forms of BTN3A molecules are shown in ribbon format colored cyan and light
cyan. Dimer 1 is shown at top and Dimer 2 at bottom; to the left are close-ups of the
interface showing the residues involved in the interface. Hydrogen bonds (distance <
3.3A) are shown as yellow dashed lines. The p-strands involved in the interface are

labeled as shown.

Supplementary Figure 2. Amino acid alignment of the extracellular domains of
the three human BTN3A isoforms and the related BTN3A molecules from
chimpanzee (Pan troglodytes), organutan (Pongo albei), and macaque (Macaca
mulatta). Amino acid identity is shown as a “.” and differences from the concensus
(human BTN3A1) are shown as capital letters. Residues contributing to Dimer 1
interface are colored yellow, those to Dimer 2 are colored lavender. The BTN3A
epitope for the 20.1scFv and 103.2 scFv are designated with green and red stars,
respectively. Grey arrows beneath the aligned sequences show the b-strands

secondary structure and are labeled according to the conventional Ig-V and Ig-C

designations.

Supplementary Figure 3. Model of full-length 20.1 and 103.2 antibody binding to
BTN3A. Left panel shows our model of the full length 20.1 antibody binding to BTN3A
based on our BTN3A-20.1 scFv complex crystal structure. Full length antibodies are

shown as ribbon format in green, BTN3A dimers are shown as surface representation in



cyan and light cyan. Fabs were superimposed on the scFvs and the Fc portions
modeled based on the estimated linker distances between Fab and Fc. Dimer 1-20.1
model is shown at top left: The 20.1 antibody binds to two BTN3A dimers due to the
orientation of the scFv on BTN3A. This cross-linking of BTN3A dimers results in
oligomerization of these molecules on the cell surface, with antibodies laying parallel to
the cell surface. A model of the B30.2 intracellular domain is shown in light purple
connected to the BTN3A extracellular domains via a single pass transmembrane helix.
Left Bottom Panel: Model of the 20.1 antibody binding to BTN3A in Dimer 2 state.
Coloring is the same as above. One 20.1 epitope exists on BTN3A Dimer 2, therefore
the “free” 20.1 Fab could either compete for the V domain epitope sequestered in the
dimerization interface (left arrow) or bind to another BTN3A Dimer 2 (right arrow). Right
Upper Panel shows the 103.2 full length antibody (shown in salmon) modeled onto a
BTN3A Dimer 1 (cyan). Our model suggests a 1:1 binding stoichiometry of the 103.2
antibody to BTN3A dimer. Bottom Right Panel: Model of the 103.2 antibody binding to

Dimer 2, causing multimerization on the cell surface.

Supplementary Figure 4. Kinetics of full-length 20.1 and 103.2 antibody staining on
human T cells. Human CD8" aff T cells were incubated with either 20.1 (open circles) or
103.2 (filled circles) mAbs (10 ug/ml) and incubated at 37°C for the indicated time
points. Stainings were performed by using fluorochrome-conjugated secondary mAbs
and analyzed by flow cytometry. MFI, geometric mean of fluorescence intensity. Data
are representative of more than three experiments performed on various human cell

lines.



Supplementary Table 2. BTN3A1 dimer interface contacts.

Dimer 1 (symmetric)

Dimer 2 (asymmetric)

BTN3A1 (A) Strand BTN3A1 (B) Strand Contact
Asp120°%  A° Thr203" G© H-bond
Asp120°%  A° Thr203°' G© H-bond

Asp120 A° Thr203 G® VDW
Leu121° AC Ser205M G° H-bond
Leu121 AC Ser205 G° VDW
Leu121 AC Ala204 G° VDW
His122 AC Ser205 G° VDW
val123" AC Ser205° G° H-bond
Val123 A° Ser205 G° VDW
Val123 A° lle206 G° VDW
val123° A° Ser207" G° H-bond
Val123 A° Ser207 G° VDW
Asp124 A¢ Ser207 G® VDW
Asp124®®t  A° Ser207° G® H-bond
val125M A° Ser207° G° H-bond
Val125 A° Ser207 G° VDW
Val125 A° lle208 G° VDW
val125° AC Ala209™ G° H-bond
Val125 A° Ala209 G° VDW
Val125 A® Phe212 G VDW
Lys126 A° Phe212 G* VDW
Tyr128 A° Phe212 G* VDW
Thr203" G°  Asp120°?  A° H-bond
Thr203%" G  Asp120°%2  A° H-bond
Thr203 G® Asp120 A° VDW
Ala204 G° Leu121 A° VDW
Ser205N G° Leu121° AC H-bond
Ser205 G° Leu121 A° VDW
Ser205 G° His122 A° VDW
Ser205° G° val123M AC H-bond
Ser205 G° Val123 A° VDW
lle206 G° Val123 A° VDW
Ser207" G° val123° AC H-bond
Ser207 G° Val123 A° VDW
Ser207° G®  Asp124%® A° H-bond
Ser207 G® Asp124 A° VDW
Ser207° G° val125M AC H-bond
lle208 G° Val125 A° VDW
Ala209" G° Val125° AC H-bond
Ala209 G° Val125 A° VDW
Phe212 G° Val125 A° VDW
Phe212 G Lys126 A° VDW
Phe212 G® Tyr128 A° VDW

BTN3A1 (A) Strand BTN3A1 (B) Strand Contact
Glu3s®’ c’ Asp130°%' AC H-bond
Glu3s°*? c’ Asp130°% AC H-bond

Glu3s c’ Asp130 A° VDW
Arg44 cV Thr160 D* VDW
GIn45 cV Thr160 D¢ VDW
Gln45 cV Glu162 D¢ VDW
Vald6 cV Pro159 D¢ VDW
valag" cV Thr160° D¢ H-bond
Vald6 cV Thr160 D¢ VDW
Vald6 cV Val161 D VDW
Val46 cV Lys129 A°© VDW
Asp58°°" c Lys129™ AC H-bond
Asp58°% cV Lys129™¢ AC H-bond
Asp58°°1:%%2 ¢V Lys129™ A®  Salt-Bridge
Asp58 c Lys129 A°© VDW
Asp58 c Val161 DC VDW
Arg59NNn2 oV Agp1309°T %2 AC Salt-Bridge
Arg59 c Asp130 A° VDW
Arg59 c Val161 D* VDW
GIn60 c Val161 D¢ VDW
Ser61 c Thr160 D¢ VDW
Seré1 c Val161 D¢ VDW
Ser61°Y c Glu1e2" D¢ H-bond
Ser61 c Glu162 D¢ VDW
Alas2" c Glu162° D° H-bond
Ala62 c Glu162 D¢ VDW
Ala62 c Ala163 D¢ VDW
Ala62 c Pro164 D¢ VDW
Arg65 c Val161 D* VDW
Arg65 c Pro164 D* VDW



Supplementary Table 3

Light Chain
CDR1 BTN3A1 Contact
Trp32 Arg59§ VDW
CDR3 BTN3A1 Contact
Gly91 Arg59§ VDW
Gly91° Arg59™'s  H-bond
His92 Asp58§ VDW
Ser93 Asp588§ VDW
Tyro4 Asp588§ VDW
Tyro4 Arg65§ VDW
Tyro4®" Arg65""”§  H-bond

CDR1

Thr161
Thr161

Arg162°
Tyr164
Tyr164°"
Tyr164
Tyr164
Tyr164°"
Tyr164
Tyr164°"

CDR2
Glu181
Glu181°%
Glu181°%
Asn183
Asn183"?
Asn185
Asn185
Lys190
Lys190M
Lys190M

CDR3
Gly235
Gly235

Gly235°
Thr236
Thr236

Thr236°Y!
Pro237
Pro237

Pro237°

Heavy Chain
BTN3A1

Ala62§
Pro63§

GlIn45"g
GIn60§
GIn60°§
Ser61§
Ala62§
Ala62"g
Arg65§
Arg65Ne,Nn1 §

BTN3A1
Arg65§
Arg65™""s
Arg65Nn1 ,Nn2§
Ala62§
Ala62°g
Ala62§
Pro63
Glus7
Glus7°%
G|u57051,052

BTN3A1
GIn45§
Ser61§

Ser61°'s
Val46§
Arg59§

Arg59"""s

Asp58§

Arg59§
Arg59Nn1 ,Nn2§

§ interface residues for BTN3A dimer 2.

Contact
VDW
VDW

H-bond
VDW
H-bond
VDW
VDW
H-bond
VDW
H-bond

Contact
VDW
H-bond
Salt-bridge
VDW
H-bond
VDW
VDW
VDW
H-bond
Salt-bridge

Contact
VDW
VDW

H-bond
VDW
VDW

H-bond
VDW
VDW

H-bond
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2) Résultats complémentaires: lien entre propriétés intrinséques et effets
biologiques des anti-BTN3

Les effets biologiques des Acm et ScFv anti-BTN3, initialement envisagés
comme étant dis a une modification conformationnelle des protéines BTN3
directement reconnue via le TCRy902 semblent en réalité découler de la perception
par les LTy982 d’'un remodellement surfacique des cellules cibles, médié par BTNS3,
sous l'effet des anti-BTN3 ou des PAg. D’apres les travaux D’EJ Adams, ce
remodellement pourrait notamment impliquer le formation/rupture de diméres de
BTN3, sous l'effet des Acm anti-BTN3. Selon ce modeéle, les BTN3 pourraient exister
a la surface des cellules sous forme de diméres 1 activateurs ou dimeres 2 non-
activateurs (figure S3 article 3). La proportion relative entre les diméres 1 et les
dimeres 2 a la surface des cellules cibles pourrait dépendre d’'un ensemble de
parameétres incluant la présence de PAg et d’autres protéines accessoires, et pourrait
déterminer la reconnaissance ou non des cellules cibles par les LTy952.

Mais les données d’EJ Adams prennent uniquement en compte les propriétés
des anti-BTN3 sous forme de ScFv sur la formation d’homodiméres de domaines
extracellulaires de BTN3. Ainsi, il est tres difficile d’en extrapoler le comportement
réel des BTN3 membranaires sous l'effet des Acm, qui doivent tenir compte au
minimum de (i) limplication des domaines intracellulaire de BTN3 dans la
formation/dissociation de dimeres, (ii) la propriété de cross-link intra/inter-dimérique
des Acm pouvant directement influencer la stabilité des diméres, (iii) I'effet d’'une
éventuelle signalisation par les BTN3 sous l'effet du cross-link par Acm, pouvant
indirectement influencer la stabilité des dimeéres. En outre un modéle complet devrait
également prendre en compte les acteurs membranaires interagissant
potentiellement avec les BTN3 et pouvant par exemple influencer la disponibilité des
épitopes de dimérisation de BTN3. Globalement, ce modéle ne permet pas tel quel
d’expliquer un certain nombre de phénomenes concernant les effets des anti-BTN3,
et I'existence réelle de ces diméres a la surface de cellules cibles reste a prouver.

L’étude des effets biologiques différentiels des ScFv/Acm des anti-BTN3 #20.1
et #103.2 permettent de dissocier différents aspects des processus
activateurs/inhibiteurs impliquant ces anti-BTN3, et de proposer un odéle alternatif
d’action des anti-BTNS3 sur la reconnaissance de cellules cibles par les LTy932.
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L’Acm #20.1, initialement décrit comme agoniste y962 chez 'homme présente en
réalité un mélange de propriétés agonistes et antagonistes.

L’étude des effets de 'Acm #20.1 dans différents systémes a permis de mettre
en évidence une dualité des propriétés de cet anti-BTN3 sur I'activation des LTy982,
révélent une balance subtile entre des effets agonistes et antagonistes (table 10).

Effecteurs y962 LTy962 humains (i) LT rat/souris + | (ii) LTap humains + (i) LTy982
TCRy962 hum TCRy962 hum babouins
CPA Daudi, Raji, BEBV, | Raji Daudi MDA-MB231 | BEBV
MDA-MB231
Effet antagoniste (trés) trés faible fort Non testé | Non testé trés fort
Effet agoniste fort faible faible nul nul

Balance entre les 2 effet antagoniste
effets de I'Ac #20.1

Table 10 : Propriétés agonistes/antagonistes de I’anti-BTN3 #20.1 sur I’activation des LTy952
dans différents systémes cellulaires.

L’effet agoniste est défini comme I'effet activateur de I’Acm sur l'activation induite par les cellules
cibles indiquées (comparaison entre l'effet du traitement #20.1 et 'absence de traitement). L’effet
antagoniste est défini comme [l'effet inhibiteur de I'Ac sur I'activation induite par des cellules cibles
traitées avec des ABP (comparaison entre l'effet du traitement ABP et l'effet du traitement
#20.1+ABP). Aprés coculture des cellules cibles prétraitées avec les effecteurs y982 indiqués,
l'activation des LT est mesurée par des moyens variés. Tous les effecteurs y962 sont répondent aux
activations PAg, et toutes les CPA sont activatrices apres traitement ABP.

(i) Une étude realisée dans I'équipe de T Herrmann a permis de montrer que
des hybridomes rats/souris exprimant un TCRy982 humain étaient a peine activés
par des cellules humaines Raiji traitées par I'anti-BTN3 #20.1. Par ailleurs, I'activation
de ces cellules y932 par les Raiji traitées par des ABP était fortement inhibée par ce
méme Acm (non publié).

(i) L’équipe de J Kuball a observé que certaines cellules cibles humaines (ex :
lignée MDA-MB231) n’étaient pas capables d’activer des LTa3 humains exprimant
un TCRy982 humain, aprés traitement par I'anti-btn3 #20.1. Pourtant, ces mémes
cellules cibles étaient capables d’activer efficacement les LTaB/y952 humains apres
traitement ABP, ainsi que des LTy902 humains normaux aprés traitement ABP ou
#20.1, et les effecteurs ab transduits avec le TCRy982 humain étaient efficacement
activés par d’autres cellules cibles humaines traitées avec le #20.1 (non publié).

(iif) Finalement, une étude réalisée chez le babouin a permis de montrer que

I'anti-btn3 agoniste #20.1 avait un effet antagoniste sur I'activation de LTy9d2 de
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babouins par des cellules cibles humaines traitées ABP, et n’avait aucun effet
agoniste sur l'activation des LTy932 de babouins par les mémes cibles en absence
d’ABP (non montré).

Ainsi, les effets agonistes vs antagonistes de I'anti-btn3 #20.1 peuvent étre
attribués a la fois au type de cellule effectrice (ex LTy982 humain vs babouin sur
BEBV humaines), et au type de cellule cible (ex Daudi vs MDA-MB231 sur activation
LTaB exprimant un TCRy9382 humain, comparé a des LTy902 naturels). Les 2
propriétés (agonistes et antagonistes) de I'anti-btn3 #20.1 semblent donc coexister et
s’expriment plus ou moins en fonction d’'un ensemble de variables subtiles
impliquants a la fois la cellule effectrice et la cellule cible. Les effets biologiques
agoniste vs antagoniste de cet Ac ne dépendent donc pas exclusivement de ses
propriétés intrinseques.

Par ailleurs, une analyse approfondie de I'action de I'anti-btn3 #20.1 dans un
systéme d’autoprésentation de PAg par les LTy902 humains montre que cet
anticorps est en fait capable de court-circuiter I'activation PAg-induites de LTy952
(figure 39). Cette interprétation fournit une explication simple a la co-existance des
propriétés agonistes et antagonistes de cet Acm observée dans chacun des
systémes cellulaires précédemment exposés (table 10).
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Figure 39 : Effet court-circuit des anti-BTN3 sur I'activation PAg-induite des LTy952.
L’anti-BTN3 #20.1 est capable de court-circuiter I'activation PAg-induite des LTy982, quelle que soit la
dose de BrHPP (gauche). Ainsi, lorsque la dose de BrHPP est sous-optimale, I'effet du #20.1 apparait
comme agoniste, tandis que I'effet apparait comme antagoniste pour des doses de BrHPP optimales.
Ainsi, les deux anti-BTN3 sont tous deux capables de court-circuiter spécifiquement l'effet des PAg,
sans interférer avec une activation TCR-dépendante des LTy952 (droite).
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Cet ensemble de résultats suggere que le remodellement membranaire induit
par I'anti-btn3 #20.1, comme par I'anti-BTN3 #103.2, est tout simplement capable de
« court-circuiter » les activations y902 (humains comme babouins) PAg-induites
(exogénes et endogenes). Cet effet « court-circuit » est probablement di a
'immobilisation par les anti-BTN3, d’'un ensemble d’acteurs moléculaires intervenant
normalement dans [I'activation des LTy902 par les PAg, dans une certaine
configuration, indépendemment de la présence ou non de PAg. Cette configuration
surfacique des cellules cibles va alors définir, selon un ensemble de paramétres
impliquant des acteurs exprimés par la cellule cible et effectrice, le niveau de
I'activation (ou non) des LTy952.

L’Acm #20.1 est donc visiblement capable d’induire un remodellement
surfacique de cellules cibles pouvant étre pergu comme activateur ou non par des
LTy962, en fonctions de subtiles variations de facteurs non identifiés impliquant les
cellules cibles et/ou effectrices. Cette interprétation remet en question la frontiére
initialement établie entre « I'anti-btn3 #103.2 antagoniste » et « I'anti-BTN3 #20.1
agoniste ». Le remodellement membranaire non activateur induit par 'Acm #103.2
est-il fondamentalement différent de celui induit par 'Acm #20.1 ? Les propriétés
intrinséques distinctes de ces Acm définies dans l'article précédent (article 3) sont-
elles effectivement reliées a des d’effets biologiques distincts de ces deux Acm?

Alors que l'anti-btn3 #103.2 semble totalement antagoniste, son ScFv possede des
propriétés agonistes.

Afin d’approfondir I'analyse du mode d’action des anti-btn3, nous avons étudié
I'effet de fragments Fab et ScFv correspondants aux anti-btn3 #20.1 et #103.2 sur
I'activation de LTy9d2. Alors que les Fab et ScFv #20.1 possédent les propriétés
activatrices atténuées de l'anticorps complet correspondant (figure 40A), le ScFv
#103.2 semble avoir perdu toute propriété inhibitrice comparée a I'Ac complet
correspondant (figure 40B). En outre, cette activité n’est pas restaurée par le cross-
link du ScFv (non montré). A l'inverse, ce ScFv est capable de potentialiser fortement
des activations induites par les anti-btn3 agonistes complets ou sous forme ScFv
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(figure 40C et D). Par ailleurs, le ScFv 103.2 seul peut méme se révéler activateur,
selon 'état des LTy9d2 en culture (figure 40D).
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Figure 40 : Effets agonistes/synergiques des ScFv #103.2 et #20.1.

(A) Effet dose du #20.1, ScFv #20.1, Fab #20.1 sur la dégranulation de LTy982, (B) Effet du #103.2
(10ug/mL) et ScFv #103.2 (10ug/mL) sur l'activation y982 induite par une gamme de PAg (BrHPP,
gauche) ou d’anti-CD3 (UCHTA1, droite), (C) Effet du #103.2 (10ug/mL) et ScFv #103.2 (10ug/mL) sur
l'activation y962 induite par une gamme de 20.1 (gauche) ou de ScFv 20.1 (droite) (D) Effet
synergique des ScFv #103.2 et 20.1 sur la production d’'IFNy par les LTy962.

Le ScFv #103.2 semble capable d’induire un engagement puissant du TCRy962.

Au cours d'investigations visant a comprendre le mécanisme de
potentialisation de I'activation y962 par le ScFv #103.2, nous avons pu observer que
contrairement a '’Ac complet correspondant, ce ScFv Ac était capable de fortement
acceélérer l'internalisation TCR induite par différents types d’activations dépendantes
du TCRy932 (figure 41A). Par ailleurs, le ScFv #103.2 seul est également capable
d’'induire une internalisation du TCR a long terme, aprés 4h de contact avec les
LTy9d2 (figure 41B). L'effet de doses croissantes de ScFv #103.2 sur I'activation
étant positivement corrélé avec leur effet sur l'internalisation TCR (figure 41B), ceci
suggere fortement un lien entre les deux phénoménes. Méme si on ne peut exclure
totalement la présence de PAg dans les cultures de LTy952 au moment du contact
avec les ScFv #103.2 pouvant expliquer comment ce fragment d’Ac potentialisateur
puisse paraitre activateur dans certain cas, le ScFv #103.2 semble posséder

certaines propriétés agonistes induisant un puissant engagement des TCRy902.
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Figure 41 : Induction de ’'engagement TCR des LTy952 par le ScFv #103.2.

(A) Cinétique d’internalisation TCR de LTy982 induite par des activations BrHPP (0,05uM), #20.1
(10ug/mL), ScFv #20.1 (10ug/mL), ou sans activation, en présence ou non d’anti-btn3 #103.2
(10ug/mL) ou de ScFv #103.2 (1ug/mL). (B) Analyse simultanée des paramétres d’activation
(production d’'IFNy) et d’internalisation TCR, induites par des doses croissantes de ScFv #103.2 sur
une lignée de LTy982, au bout de 4h de contact.

Mode d’action de I'’Ac complet #103.2: blocage ou inhibition de [l'activation
PAg/#20.1-induite des LTy902 ?

L’hypothése initiale permettant d’expliquer le plus simplement possible I'effet
antagoniste de I'Acm #103.2 sur les activations par les PAg ou les anti-btn3
agonistes étaient celle d’'un blocage stérique, empéchant la détection par les LTy952,
du remodélement activateur induit par les PAg et 'Acm #20.1.

Le rapprochement des proprietés des Acm #20.1 et #103.2 grace aux
observations des effets biologiques antagonistes de '’Acm #20.1 et agonistes de
'Acm #103.2 sous forme ScFv, nous permettent a présent d’envisager un mode
d’action antagoniste commun entre les Acm #103.2 et #20.1, dG a un remodélement
similaire, pouvant étre pergut comme activateur ou non selon des différences subtiles
pouvant impliquer les cellules cibles et/ou effectrices.

Par ailleurs, certaines observations concernant I'anti-btn3 antagoniste #103.2
suggérent un engagement non activateur du TCRy982 par son ligand a la surface de
cellules cibles traitées par le #103.2. En effet, lors d’une co-culture entre des LTy952
et des cellules cibles activatrices (BEBV traitées par I'Ac #20.1), alors que l'ajout de

cellules cibles non activatrices (BEBV non traitées) n’a que trés peu d'effet sur
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I'activation y902 (figure 42A), I'ajout des mémes cellules cibles prétraitées avec I'Ac
#103.2 inhibe significativement cette activation (ratio 1 :4) (figure 42A). Ce résultat
indique que des cibles non activatrices traitées par I'anti-btn3 #103.2 entrent
activement en compétition avec des cibles activatrices, probablement par
engagement compétitif des TCRy902. En outre, I'étude cinétique de I'effet bloquant
de I'anti-btn3 antagoniste 103.2 sur différents types d’activations (figure 42B) montre
que cet Ac est capable de d’empécher rétroactivement toute activation des LTy962,
jusqu’a 40 mn aprés contact avec I'agoniste TCRy982, ce délai pouvant varier selon
le type d’agoniste, et selon d’état des LTy9d2. Cette inhibition rétroactive pourrait
s’expliquer par un simple blocage des activations retardées induites par ces
agonistes, mais les événements de signalisation induits par ces agonistes,
relativement précoces (flux calciques, WB), ne permettent pas de justifier cet effet.
L’Acm #103.2 semble donc capable de bloquer des activations TCR-dépendantes
effective, suggérant une forme de signalisation abortive, soutenant '’hypothese d’'un
engagement TCR non productif, sous I'effet du remodélement surfacique induit par

I’Acm #103.2 a la surface des cellules cibles.

ratio CPA CPA non activatrice

A activatrice:non activatrice contréle 103.2 B

- 9~ -négatif
- TF -anti-CD3
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—&— cHDMAPP

0:1

O—anti-BTN3 #20.1
®—anti-BTN3 #7.2
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CPA activatrice
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Figure 42 : Effet compétitif/inhibiteur de I’anti-BTN3 #103.2 sur I'activation des LTy952.

(A) Effet compétitif de CPA-103.2 sur I'activation y962 induite par des CPA prétraitées #20.1 (B) Effet
retardé du blocage par le #103.2 de différents types d’activations y982 (autoprésentation). Les
différents agonistes TCR/CD3 sont ajoutés a t=0 mn, le #103.2 est ajouté au cours du temps, entre
Omn et 2h apres le début de I'activation. Les LTy952 restent en contact avec les agonistes 4h au total.
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3) Discussion : mode d’action agoniste/antagoniste des anti-BTN3

modeéle alternatif au modeéle de dimeres activateurs/non activateurs

Le modéle proposé par EJ Adams pour expliquer les modes d’actions
différentiels initialement observés pour les anti-BTN3 agonistes et antagonistes est
basé sur un mode d’action fondamentalement distinct des anti-BTN3 #20.1 et
#103.2, par stabilisation/déstabilisation de dimeres de BTN3 possédant des
propriétés différentielles sur I'activation des LTy982. En résumé, 'Acm #20.1 pourrait
déstabiliser les dimeres 2 non activateurs (épitope de fixation des L’Ac superposé
avec le site de dimérisation du dimere 2) et/ou favoriser la formation de dimeéres 1
activateurs, tandis que I'Acm #103.2, capable d’interagir a la fois avec les diméres 1
et les diméres 2, pourrait bloquer stériquement toute interaction avec un contre-

récepteur, empéchant la perception par les LTy902 des dimeéres 1 activateurs.

Mode d’action commun a tous les anti-BTN3, agonistes et antagonistes.

Le modéle proposé ci-apres a été construit afin d’intégrer aux données
moléculaires d’EJ Adams, toutes les observations réalisées a I'échelle cellulaire des
effets biologiques des différents Ac sur l'activation des LTy962. Ce modéle attribut
des effets tout a faits similaires a 'ensemble des anti-BTN3 (#103.2 comme #20.1,
sous forme Acm, ScFv et Fab) (figure 43): (i) L'engagement des BTN3 par les anti-
BTN3 entraine l'induction/démasquage d’'un ligand de TCRy962 a la surface des
cellules cibles, mimant I'action des PAg sur les isoformes BTN3A1. (ii) Les différents
anti-BTN3 (différents clones/différentes formes d’Ac) sont capables d’aggréger plus
ou moins fortement les BTN3 par engagement/cross link, provoquant une
ségrégation plus ou moins importante entre les ligands de TCRy902 et les molécules
accessoires participant a l'activation (molécules d’adhésion, de costimulation et
autres...). (iii) En fonction du niveau d’aggrégation des BTN3 a la surface des cellules
cibles (corrélé avec le niveau de sécrégation ligands de TCRy9d2/molécules
accessoires), des molécules accessoires exprimées par les cellules cibles, et des co-
signaux requis pour l'activation des cellules effectrices, 'engagement TCR des
LTy9d2 sous l'effet des différents anti-BTN3 abouti a une signalisation productive ou
abortive.
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acteurs moléculaires intervenant lors de la perception des PiPs/anti-BTN3 par les LTy932:
a la surface des cellules cibles a la surface des cellules effectrices

BTN3A1
BTN3A2
BTN3A3
ligand de TCRy932 inactif -
- - @8— TCRy%52
_— > === récepteur accessoire
interactions

i

(i) En 'absence de PAg et d’anti-BTN3 (i) En présence de PA

pas de
signalisation
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de TCRy952 actifs sans
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Figure 43 : Mode d’action hypothétique des anti-BTN3 #20.1 et #103.2 basé sur une ségrégation
différentielle des ligands de TCRy952 et des molécules accessoires a la surface des cellules
cibles.

Les traitements PAg et anti-BTN3 des cellules cibles, en plus d’induire des ligands de TCRy962 actifs,
permettent une agrégation plus ou moins forte de ces ligands, ayant pour conséquence une exclusion
des molécules accessoires (costimulation, adhésion,...) pouvant étre cruciales dans l'activation TCR-
dépendante des LTy982. Cette ségrégation va déterminer la balance entre les signaux TCR et les co-
signaux percgut par le LTy962, conditionnant ainsi I'effet de chacun de ces traitement sur 'activation
des LTy982. (i) En I'absence de PAg et d’anti-BTN3 les différentes isoformes de BTN3 (A1, A2, A3)
co-existent a la surface des cellules, sous forme d’homo/hétérodiméres (1 ou 2) ou encore de
monomeres, associés a des ligands de TCRy982 inactifs, incapables d’interagir avec le TCRy982. (ii)
Les PAg induisent I'activation des ligands de TCRy962 associés aux isoformes actifs BTN3A1. La
perception de ces ligands par les LTy982 ainsi que d’'un ensemble de molécules accessoires abouti a
une signalisation productive des LTy982 et une réponse effectrice optimale. (iii) et (iv) L’engagement
des BTN3 par les anti-BTN3 permet de mimer I'effet des PAg en induisant I'activation des ligands de
TCRy932 associé a ces BTN3. L’agrégation partielle (#20.1, engagement des monomeéres et diméres
1 de BTN3) ou totale (#103.2, engagement des monomeres et diméres 1 et 2) des BTN3 entraine une
ségrégation différentielle des ligands de TCRy962 et des molécules accessoires nécessaires a
lactivation des LTy982. L’exclusion totale des molécules accessoires sous l'effet du #103.2 (iv)
entraine une signalisation abortive, tandis que I'effet fonctionnel de I'exclusion partielle des molécules
accessoires sous l'effet du #20.1 (iii) dépend de la fraction des BTN3 engagée par I'anti-BTN3 #20.1,
des molécules accessoires exprimées par la cellule cible, et des co-signaux nécessaires a 'activation
de la cellule effectrice. Pour simpifier ce modéle, les ligands de TCRy982 sont constitutivement
associés (directement ou indirectement) aux protéines BTN3. Ainsi, 'aggrégation des BTN3 entraine
'aggrégation des ligands de TCRy982. Cette hypothése simplifi€e n’est pas nécessairement vraie, et
les ligands de TCRy932 pourraient s’associer aux BTN3 au cours du processus de remodellement
médié par les BTN3.
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Dans ce modéle, alors que I'ensemble des anti-BTN3 porterait un potentiel
agoniste plus ou moins fort en fonction de leur affinité pour les BTN3 et de la fraction
des BTNS3 reconnues par chaque Acm (en fonction de la localisation des épitopes),
les effets différentiels des anti-BTN3 complets agonistes vs antagonistes seraient
dus a des différences d'agrégation de BTN3, médiant un effet antagoniste
susceptible de masquer partiellement (Acm #20.1) ou totalement (Acm #103.2) les
effets agonistes de ces Acs selon un ensemble de parameétres incluant les propriétés
intrinséques des Acs (table 11), ainsi que certaines propriétés phénotypiques des
cellules cibles et/ou effectrices.

Traitement Affinité pour BTN3 Fraction des BTN3 engagées Cross link
Fab/ScFv #20.1 + Partielle (diméres 1 et monomeres) -
ScFv #103.2 ++ Totale (dimeres 1, 2 et monomeéres) -
#20.1 +++ Partielle (diméres 1 et monomeres +
#103.2 ++++ Totale (dimeres 1, 2 et monomeéres) +

Table 11 : Propriétés intrinséques des anti-BTN3 conditionnant leur effet agoniste/antagoniste.
L’effet agoniste vs antagoniste des différents clones/formes d’anti-BTN3 pourrait s’expliquer par (i)
I'affinité des Ac pour les BTN3 et le niveau de BTN3 engagé, définissant le niveau de ligands de
TCRy982 activé (effet agoniste), et (ii) le niveau de BTN3 engagé et le potentiel de cross-link des
Acm, entrainant I'aggrégation des BTN3 et la ségrégation différentielle entre les ligands de TCR et les
molécules accessoires participant a I'activation des LTy982 (effet antagoniste). Ainsi, d’aprés ce
modele, 'effet agoniste serait partagé entre tous les anti-BTN3, tandis que I'effet antagoniste serait
une propriété exclusive des Acm complets, en accord avec les effets fonctionnels de ces différents Ac.

D’apres les données moléculaires d’EJ Adams, I'anti-BTN3 #20.1 interagirait
seulement avec les diméres de BTN3 de type 1 et les monoméres, tandis que I'anti-
BTN3 #103.2, capable de se fixer sur 'ensemble des BTN3 incluant les diméres de
types 2, avec une affinité plus grande que celle du #20.1, permettrait un niveau
d’aggrégation supérieur des BTN3 a la surface des cellules cibles. A I'échelle
cellulaire, la disponibilité des épitope #103.2 est effectivement superieure a celle des
épitopes #20.1. Cette observation, pouvant s’expliquer par le modéle de diméres de
BTN3, ou encore par le masquage des épitopes du #20.1 par I'association entre
BTN3 et d’autres molécules, est cohérente avec I'hypothése d’une différence de
niveau d’agrégation entre les deux Acm, pouvant expliquer leurs effets biologiques.

Par ailleurs, des données préliminaires de microscopie mettant en évidence des
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différences notables du niveau d’agrégation et de mobilité de BTN3 induit par les
deux Acm a la surface de cellules cibles, soutiennent fortement cette hypothese
(figure 44).

sans traitement traitement #20.1 traitement #103.2

Figure 44 : Analyse de distribution et de mobilité membranaire de BTN3A1 sous l'effet des anti-
BTN3.

Les distribution et mobilité de protéines BTN3A1-GFP (vert) exprimées dans des cellules HEK ont été
étudiées respectivement en microscopie confocale sur cellules vivantes et en vidéomicroscopie par
FRAP. Ces analyses mettent en évidence une tres forte agrégation des BTN3A1 sous l'effet de 'Acm
#103.2, tandis qu'il n’y a peu/pas d’agrégation visible sous I'effet du #20.1. Par ailleurs, la mobilité de
ces protéines analysée en FRAP est considérablement diminuée sous l'effet des deux anti-BTN3
comparé a la condition sans traitement, suggérant une association des BTN3A1 avec d’autres
constituant cellulaires (cytosquelette, molécules membranaires ou sous-membranaires,...) sous I'effet
de ces Acms (S Nedellec).

Ce modeéle, qui permet a premiére vue d’expliquer la quasi-totalité des
observations réalisées jusqu’a présent concernant les diverses propriétés des anti-
BTN3, ainsi que le modéle de dimeéres activateur/non activateur d’EJ Adams va étre
rapidement mis a I'épreuve grace a un certain nombre d’approches ayant pour but
'analyse de (i) I'existence et la modulation des diméres membranaires de BTN3 ou
d’agrégats de BTN3 dans différents contextes (anti-BTN3, PAg,...), (ii) l'effet
fonctionnel de la modulation de ces multimeres sur I'activation des LTy982, (iii) les
propriétés fonctionnelles d’Acs mixtes mélangeant des fragments #103.2 et #20.1.

En outre, le modele proposé ci-dessus devra étre complété pour prendre en
compte les données qui seront accumulées dans un futur proche. En particulier, il est
probable que des effets additionnels des anti-BTN3 sur la signalisation par les BTN3
et/ou l'association entre les BTN3 et d’autres molécules puissent, en plus des
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propriétés de crosslink des Acm complets, moduler I'aggrégation des BTN3, ainsi
que d’autres parametres pouvant participer au processus d’activation des LTy952.

Par ailleurs, le lien entre les effets biologiques des difféerents anti-BTN3, et
I'effet des PAg sur I'activation des LTy902 reste a étudier. Mais au vu de l'incroyable
efficacité des PAg comparés a celle des anti-BTN3, et de l'absence d'effet
synergique du ScFv #103.2 sur les activations PAg-induites (figure 40B), il est
probable que les PAg soient capables, en plus de linduction des ligands de
TCRy962 actifs efficacement mimée par les anti-BTN3, d’induire des processus
additionnels permettant d’optimiser l'activation des LTy902 (ex: recrutement de

molécules accessoires).
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lll. Définition d’'un complexe protéique membranaire impliquant
BTN3, le CMH-, et ’ATPs

1) Introduction

Alors que le role clé des BTN3 dans I'activation des LTy932 par les PAg est
dorénavant indiscutable, aucun argument n’a permis d’identifier cette protéine a un
eventuel ligand de TCRy932. De plus, un certain nombre d’approches ont permis de
mettre en évidence son role non suffisant dans I'activation des LTy932 par les PAg et
les anti-BTN3, et en particulier, I'échec du transfert de la capacité a présenter les
PAg aux LTy902 chez la souris par expression de BTN3 suggere I'implication
d’acteurs espéces-spécifiques, nécessaires a ce processus (non montré). Cet échec
n'est probablement pas attribuable a un mismatch des molécules
d’adhésion/costimulation entre LTy982 humains et cellules cibles murines, puisque
cette capacité n’était pas non plus observable dans un systeme complétement murin
impliquant, en plus des cellules cibles murines exprimant des BTN3 humaines, des
effecteurs murins portant un TCRy982 humain (T Hermann, non publié).

Ainsi, il est probable que le ligand de TCRy982 intervenant dans ce processus
et/ou d’autres acteurs indispensables, soient uniquement conservés au sein du
régne primate, seul a exprimer des LTy902 ainsi que la réactivité aux PAg. L'ATPs
ectopique a été impliquée dans le processus d’activation des LTy932 par les PAg, et
méme si le role de cette protéine dans ce processus reste relativement obscur, elle
est la seule molécule susceptible de pouvoir interagir a la fois avec les PAg
(Vantourout et al., 2009, Mookerjee-Basu et al., 2010) et le TCRy962 (Scotet et al.,
2005) (Intro Chapll 1l 4b).

L’ATPase, exprimée ubiquitairement a la surface des cellules, pourrait
expliquer la large réactivité des LTy9d2 contre les cellules cibles humaines exprimant
des PAg. Mais la conservation inter-espéce de cette protéine pourtant suffisante
(associée a des PAQ) a I'activation des LTy982 explique difficilement la restriction de
la réactivité de ces cellules effectrices aux seules cellules cibles d’origines primates.
Par ailleurs, cette enzyme est généralement associée aux molécules de CMH de
classe | a la surface des cellules (Vantourout et al., 2008), et cette interaction

pourrait moduler I'accessibilité des sites d’interaction entre ATPase et TCRy9562.
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L’'implication des molécules de CMH-I faiblement conservées entre les espéces,
dans le processus de présentation des PAg aux LTy902 pourrait en outre participer a
la spécificité inter-espéce de ce processus.

Mais les modéles actuels intégrant 'ATPase ectopique et les molécules de
CMH de classe | au processus d’activation des LTy982 par les PAg ne permettent
d’expliquer que partiellement ce mécanisme (Intro Chapll Ill 4b). Le réle clé des
BTN3 récemment mis en évidence (article 2) pose la question de la place, a
premiere vue centrale, de ce nouvel acteur au sein des modéles préexistants.
Aucune donnée ne suggerait initialement de lien entre le modéle d’activation des
LTy9d2 exposé précédemment dans ce manuscrit, centré sur les BTN3, et celui
proposé par E Champagne exclusivement centré sur 'ATPase (Intro Chapll Il 4b).
Pourtant, les efforts ayant pour but de mettre a jour une cohérence entre ces deux
modéles ont permis de réunir un certain nombre de données préliminaires suggerant
la participation de I'ensemble de ces acteurs (CMH-I, ATPase, BTN3) au cours du

processus d’activation des LTy982 par les PAg.

2) Materiels et méthodes

Ac et réactifs :

Les anti-BTN3 (#7.2, 1gG1, #19.5 couplé A647 (IgG1) ; #20.1, IgG1 ; #103.2,
IgG2a ainsi que les protéines recombinantes BTN3A1-Fc sont produits par I'équipe
de D Olive (Compte et al., 2004). Les anti-CMHI suivant ont été utilisés : #LSMO01
(IgG1, J Déchanet-Merville), #TP25-99 (S Ferrone), #/NV6.32 (IgG2a, eBioscience),
anti-CMHI couplé FITC (#B9..., IgG1, Beckman Coulter). L'anti-ATPsb (IgG1, #3D5)
vient d chez Invitrogen. L’Ac 294" utilisé pour la révélation des protéines BTN3A1-Fc

vient de chez Beckman Coulter, tous les autres Ac 2%

sont de chez Invitrogen.
Lignées cellulaires

Les lignées B-EBV humaines suivantes ont été utilisées: 721.221 WT
(déficientes en molécules de CMH-I) et transfectants HLA-B35 (E Chalmeau),
721.221 transfectant HLA-G1 (B Favier), Daudi WT (déficientes en b2m, ATCC),
Daudi transfectant b2m (A Quillet), ainsi que les lignées murines : RMA WT et RMA-
S (TAP déficientes) (E Champagne).
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3) Interaction entre BTN3 et ATP synthase ectopique ?

Certaines cellules humaines expriment un ligand potentiel de BTN3.

Dans le but d’identifier des candidats potentiels a linteraction avec les
protéines BTN3, pouvant étre impliqués dans le processus d’activation des LTy902
par les PAg, médié par BTN3, nous avons étudié les propriétés de protéines
recombinantes constituées du domaine extracellulaire de BTN3A1 (IgC+IlgV)
fusionné avec un fragment Fc humain (BTN3A1-Fc) générées dans I'équipe de D.
Olive (Compte et al.,, 2004). Alors qu’une interaction de ces protéines avec un
éventuel contre-récepteur situé a la membrane de LTy982 (TCRy982 par exemple)
n’était pas détectable (non montré), I'équipe de D Olive a pu mettre en évidence la
fixation de BTN3A1-Fc sur les cellules humaines de la lignée C91 T2.2 (figure 45),
une lignée leucémique T sans aucun lien antérieur avec les LTy902. Une étude
exhaustive du profil de fixation de BTN3A1-Fc a la surface de cellules humaines de
diverses origines a révelé une fixation de cette protéine sur plusieurs lignées,
comptant notamment des cellules naturellement capables d’activer les LTy962
(Daudi, K562), alors que d’autres lignées trés proches mais non activatrices (Raji,

BEBV) n’étaient pas marquées par la protéine.
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Figure 45 : Expression d’un éventuel ligand du domaine extracellulaire de BTN3A1 a la surface
de certaines lignées cellulaires.

Marquage membranaire de la lignée leucémique C91 T2.2 par la protéine recombinante BTN3A1-Fc
(F Zambrano, UMR_S891, Marseilles).
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Pourtant, le lien entre I'expression du ligand potentiel de BTN3 par des
cellules humaines et leur capacité a activer les LTy902 n’était pas direct, puisque la
lignée C91 T2.2 était marquée par BTN3A1-Fc mais incapable d’activer les LTy962,
alors que la lignée de myélome RPMI8226, trés bien reconnue par les LTy9d2,
n’était peu ou pas marquée par BTN3A1-Fc (non montrée).

Le marquage membranaire de certaines lignées par BTN3A71-Fc est corrélé
négativement avec l'expression du CMH de classe |

L’analyse du marquage par BTN3A1-Fc de diverses lignées B a permis de
constater qu'une majeure partie des cellules exprimant I'éventuel ligand de BTN3
étaient connues pour leur défaut d’expression en molécules du CHM de classe I. En
effet, la lignée de lymphome de Burkitt Daudi, déficiente en b2m et n’exprimant pas
de molécules de CMH de classe | a sa surface, ainsi que la lignée de leucémique B
K562 délétée pour la plupart des molécules de CMH de classe |, étaient fortement
marquées par BT3-Fc, tandis que les lignées RPMI8226 ou 786-0, également
capables d’activer les LTy952 mais exprimant les molécules de CMH de classe | a
un niveau relativement normal, n’était pas marquées (non montré).

Afin de confirmer cette corrélation, nous avons analysé le marquage
membranaire par BTN3A1-Fc de modéles cellulaires strictement comparatifs,
exprimant ou non des molécules du CMH de classe |. Ainsi, alors que lignée
humaine Daudi WT négative pour le CMH de classe | était marquée par BTN3A1-Fc,
sa contreparte CMH | positive transfectée par la b2m humaine n’était pas marquée
(figure 46A). Etonnamment, des résultats équivalents ont été obtenus avec la lignée
murine de lymphome T RMA-S (TAP déficiente) qui n’exprimait pas de CMH de
classe | murin a sa surface et était marquée par BTN3A1-Fc, tandis que son variant
WT CMH | positif n’était pas marqué (figure 46B). L'expression du/des ligand (s)
potentiel (s) de BTN3, possiblement conservé entre 'homme et la souris, semblait
donc étre corrélée négativement avec celle du CMH de classe |I. En revanche, la
corrélation n’était pas totale, puisque certaines lignées CMH-I négatives comme la
lignée 721.221 n’étaient pas marquées par BTN3A1-Fc, et d’autres CMH-I positives
comme la lignée C91 T2.2, étaient marquées (non montré).
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Figure 46 : Corrélation négative entre le marquage membranaire par BTN3-Fc et I’expression
des molécules de CMH de classe | sur certaines lignées cellulaires.

Marquage de variants CMHI-/+ de lignées (A) humaines (DaudiWT/b2m) et (B) murines (RMA-
S/RMA) par un anti-CMH de classe | ou BTN3A1-Fc.

Le domaine extracellulaire de BTN3A1T pourrait interagir avec I'ATP synthase

ectopique de maniere directe.

Une étude récemment menés dans I'équipe d’E. Champagne a permis de
mettre en évidence un lien entre le CHM de classe | et I'activation des LTy982, par le
biais de I'ATP synthase ectopique. En effet, TATP synthase, enzyme mitochondriale
essentielle, a été décrite il a quelques années comme étant capable d’interagir avec
le TCRy902, et, exprimée a la membrane de cellules cibles, d’activer les LTy952
(Scotet et al., 2005). Le groupe d’E. Champagne a par la suite montré que 'ATP
synthase était potentiellement exprimée au niveau membranaire par de trés
nombreux types cellulaires, mais que cette expression était généralement masquée
par son association directe avec le CMH de classe |, qui prévenait sa détection par
les anti-ATP synthase et les LTy902 (Vantourout et al., 2008).

Nous avons donc examiné I'hypothese que la corrélation négative observée
entre I'expression des molécules du CMH de classe | et le marquage par BTN3A1-Fc
puisse correspondre a une corrélation positive entre le démasquage de I'ATP
synthase ectopique et le marquage par BTN3A1-Fc. Le regroupement de données
issues de la littérature et de certains résultats non publiés concernant I'expression de
'ATP synthase a la surface de quelques lignées nous ont permis de confirmer cette
hypothése (table 12). En effet, le marquage par BTN3A1-Fc semble strictement
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corrélé a l'accessibilité de I'ATP synthase ectopique, quel que soit le niveau

d’expression du CMH de classe |.
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° g nc R N33
(=) I
Marquage extracellulaire par des anti-CMH-I - +++ - +++ - - ++ ++
Marquage extracellulaire par BTN3A1-Fc +++ - +++++ - + - - ++
Marquage extracellulaire par des anti-ATPs +++ - ++++ - + - - ++

Table 12 : Comparaison de I’expression des molécules de CMH-I, du marquage de I’ATPase
ectopique, et du binding de BTN3A1-Fc sur diverses lignées.

Une partie des données d’expression de I'ATPase sont issues de la littérature et n‘ont pas été
reproduites expérimentalement.

Par ailleurs, un essai préliminaire de compétition entre la fixation d’anti-ATP
synthase et de BTN3A1-Fc sur les cellules Daudi a montré des résultats
encourageants (figure 47), suggérant que le domaine extracellulaire de BTN3A1
pourrait interagir directement avec I'ATP synthase ectopique, et peut-étre plus
particulierement avec la sous-unité b de I'ATP synthase. Malheureusement, la
pénurie actuelle en réactifs (anti-ATP synthase et ATP synthase purifiée) ne nous

permet pas d’étudier plus avant cette hypothése pour le moment.

BTN3A1-Fc
- ‘ Figure 47 : Compétition de marquage membranaire entre un anti-
Ho-——- 1gG1 ATPase et le domaine extracellulaire de BTN3A1.
'\ a-ATPs Les cellules Daudi ont été pré-incubées avec un anti-ATPase b (#3D5) ou
F lisotype contréle correspondant puis marquées par BTN3A1-Fc et
analysées en cytométrie de flux. Le profil des cellules non marquées est
indiqué en histogramme grisé.

Modalités d’interaction entre BTN3 et son ligand.

Le marquage des cellules Daudi par BTN3A1-Fc a pu étre reproduit avec les
domaines extracellulaires des protéines recombinantes BTN3A1, BTN3A2, BTN3A3
fusionné avec un tag His (BTN3A1, A2, A3-His) (non montré), suggérant que les trois

membres de la famille BTN3 interagissent avec le méme ligand extracellulaire par le
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biais de leur domaine extracellulaire conservé. La fixation de ces protéines a la

surface des Daudi n’était inhibée par aucun des anti-BTN3 (non montre).

Discussion : intéraction entre BTN3 et I'ATPase ectoplamisque a la surface des

cellules ?

Les protéines de la famille BTN3 pourraient donc interagir avec un/des
ligand(s) membranaire(s) non identifié(s), éventuellement conservé(s) entre 'lhomme
et la souris par le biais de leur domaine extracellulaire (IgV et/ou 1gC). Une
interaction homotypique entre BTN3A1-Fc et BTN3 membranaires a la surface des
cellules Daudi est envisageable, mais ne peut expliquer le binding de BTN3A1-Fc a
la surface de cellules murines RMA-S, puisque celles-ci n’expriment aucun
orthologue de BTN3.

L’ATPase ectopique, conservée entre 'homme et la souris, pourrait étre un
ligand direct du domaine extracellulaire des protéines de la famille BTN3, mais les
résultats préliminaires en faveur de cette hypothése restent a étre confirmés. Par
ailleurs, I'interaction entre BTN3A1, A2, A3, et 'ATPase ectopique pourrait avoir lieu
en trans et/ou en cis, et le rdle des éventuelles interactions homotypiques entre
BTN3, des interactions entre CMH-| et ATPase, ainsi que l'effet des anti-BTN3 sur
ces différentes interactions devra étre précisément analysé. |l semble en tous cas
que l'association entre les molécules de CMH de classe | ou I'anti-ATPase b (#3D5)
et 'ATPase ectopique empéchent I'association entre BTN3 et 'ATPase, et que les
anti-BTN3 n’ont pas d’effet sur cette méme interaction. Finalement, le mystére reliant
ces différents interactants et I'activation des LTy902 par les anti-BTN3 et/ou les PAg
reste entier.

En particulier, il serait intéressant d’étudier I'effet des anti-BTN3 ou PAg sur
'association entre ces différentes molécules dans un contexte membranaire
dynamique (vidéomicroscopie), ainsi que l'effet de ces différentes associations sur
I'activation des LTy952.
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4) Interaction entre BT3 et CMH-I par l'intermédiaire de I’ATP synthase

ectopique?

L’Acm #23F8-6 est capable de favoriser linteraction entre BTN3A1 et son ligand

membranaire.

Afin d’identifier un/des ligand(s) de BTN3, la lignée cellulaire C91 T2.2,
efficacement marquée par les protéines recombinantes BTN3A1-Fc, a été utilisée
dans un protocole d’'immunisation réalisé dans I'équipe de D. Olive, chez le rat. Les
hybridomes ont été criblés dans le but d’isoler des Acm dirigés contre le ligand de
BTN3A1-Fc, et capables d’empécher l'interaction entre BTN3A1-Fc et son ligand
situé a la surface des C91 T2.2. Malheureusement, aucun Acm n’a fait montre de
cette propriété, et a I'inverse, certains Acm tels que le #23F8-6 (IgG2a de rat) se sont
révélés capables d’augmenter la fixation de BTN3A1-Fc a la surface de cellules (non

montré).

L’Acm #23F8-6 reconnait les molécules du CMH de classe | humaines.

Une des hypothése permettant d’expliquer cette propriété inattendue était que
sous l'effet de 'Acm #23F8-6, le ligand de BTN3A1 soit induit a la surface des
cellules. Cette possibilité renforgait par ailleurs I'hypothése que ce ligand soit 'ATP
synthase ectopique, celle-ci étant naturellement masquée par les molécules du CMH
de classe | a la surface des cellules. Dans la ligne directe de cette hypothése, nous
avons examiné la possibilité que '’Acm #23F8-6 soit capable de reconnaitre les
molécules du CMH de classe |, et l'utilisation de méthodes classiques de biologie
moléculaire et cellulaire a rapidement permis de vérifier cette hypothése (figure 48).
En effet, Acm #23F8-6 semble capable de reconnaitre toutes les molécules
classiqgues de CMH de classe | humaines (figure 48), mais pas murines (non
montre). Par ailleurs, utilisé dans le cadre de marquage membranaire de cellules, il

entre en compétition avec divers anti-CMH de classe |, et les anti-b2m (non montré).
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Figure 48 : Caractérisation de I’Acm #23F8-6 comme étant un anti-CMH de classe I.

(A) Corrélation de marquage membranaire entre le #23F8-6 et un anti-CMH de classe | sur des
lignées humaines n’exprimant pas de molécules de CMH de classe | (Daudi et 721.221) ou
transfectées pour obtenir une expression membranaires de ces mémes molécules (Daudi transfectées
b2m, ou 721.221 transfectées HLA-B35 ou HLA-G1). (B) WB semi-dénaturant effectué a partir de
lysat de cellules exprimant (C91 T2.2) ou non (Daudi) des molécules de CMH-I et révélé avec 'Acm
#23F8-6 ou un anti-CMH de classe | (#W6.32). (C) Immuno-précipitation par '’Acm #23F8-6 ou un
anti-CMH de classe | (#LSMO01) a partir de lysat de cellules Daudi exprimant (b2m) ou non (WT) des
molécules de CMH-I, suivit d’'un WB révélé par un anti-CMH-I (#TP25-99). (D) Marquage par I’Acm
#23F8-6 ou un anti-CHM-I (#W6.32) de billes coatées ou non avec des monoméres de HLA-A2
recombinants

Discussion : compétition entre les protéines BTN3 et CMH-I pour l'interaction avec
I'ATPase ectopique ?

Ce résultat ajouté a I'hypothese d’une interaction directe entre BTN3 et
'ATPase suggeéere que I'’Acm 23F8-6, en se fixant sur les molécules de CMH de
classe |, pourrait rompre linteraction entre les molécules de CMH-I et I'ATPase,
démasquant ces dernieres et les rendant disponibles pour linteraction avec BTN3.
Ceci confirme donc I'éventuelle compétition entre les molécules des CMH-I et les
BTNS3 pour l'interaction avec 'ATPase, mais ces résultats préliminaires restent a étre
confirmés par des méthodes plus directes (marquage membranaire par I'anti-ATPase
b 3D5 aprés traitement avec 'Acm #23F8-6, etc...)

Les questions soulevées précédemment a propos de la pertinence de ces

interactions au niveau membranaire et lors de I'activation des LTy952 par les anti-

-261 -



BTN3 ou les PAg s’appliquent également dans ce modéle. Par ailleurs, dans le cas
ou ces différentes interactions pourraient effectivement avoir lieu en cis, il serait
intéressant de déterminer si le démasquage de '’ATPase ectopique par ’Acm #23F 8-
6 entraine naturellement son association avec les protéines BTN3 membranaires, ou
si celle-ci est dépendante d’autres événements (changements de conformation,
modulation par d’autres interactants membranaires ou par les PAg,...). En tous cas,
I'Acm #23F8-6 n’a pas d’effet évident sur I'activation des LTy902(non montreé), donc
le démasquage de 'ATPase n’est pas un évenement suffisant pour I'activation des
LTy952.

5) Interaction directe entre BTN3 et CMH de classe | ?

Les anti-BTN3 peuvent étre séparés en 2 catégories, selon la localisation de leur
épitope

L’analyse des propriétés de marquage des différents Ac anti-BTN3 a révélé
des différences flagrantes entre eux, et a permis de les séparer en 2 catégories. Tout
d’abord, I'analyse de la compétition entre les différents anti-BTN3 disponibles a
permis de séparer 2 zones de fixation d’Ac (table 13). En effet, les clones #20.1,
#7.2, #19.5 entraient tous en compétition les uns avec les autres (zone 1 de fixation),
tandis qu’aucune compétition n’était visible entre chacun d’entre eux et le clone
#103.2 (zone 2 de fixation) (non montré, données obtenues dans I'équipe de D.
Olive). Ainsi que la zone de fixation des différents clones n’est pas directement liée a
leur propriété sur [lactivation y9082 humains (cohérent avec les propriétés
antagonistes de certains agonistes, mises en évidence sur les y962 babouins).

Clone d’anti-BTN3 Zone ciblée sur BTN3 Propriété sur I’activation y962 humains
7.2 1 Agoniste

19.5 1 Antagoniste

201 1 Agoniste

103.2 2 Antagoniste

Table 13 : Liste des anti-BTN3, localisation de leurs épitopes et propriété sur ’activation des
LTy952 humains.
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La zone de BTN3 contenant les épitopes des clones d’Ac #7.2, #19.5 et #20.1 est
généralement masquée a la surface des cellules.

En outre, des marquages de diverses cellules cibles par les anti-BTN3 ont
rapidement mis en évidence une absence totale de corrélation entre les marquages
obtenus avec les anti-BTN3 #20.1 et #103.2 (figure 49A). Les moyennes de
fluorescentes obtenues par marquage avec le #103.2 étaient presque toujours
beaucoup plus fortes qu'avec le #20.1, allant jusqu‘a des facteurs de 10 de
différence entre les intensités de marquage par ces deux Ac, notamment dans le cas
des lymphocytes T (figure 49A). Cette disparité ne pouvait pas s’expliquer par une
différence de cible, puisque chacun des Ac était capables de fixer chacun des
isoformes BTN3 (non montré), et les lignées humaines KO pour BTN3 ont permis de
confirmer qu’ils ne reconnaissaient aucune autre protéine que BTN3. Par ailleurs,
une simple différence d’affinité de reconnaissance ou encore de nombre d’épitopes
reconnues entre deux les Ac pouvaient difficilement expliquer le phénomeéne, au vu
de l'absence totale de corrélation entre les marquages. De plus la lignée Daudi
(figure 49A) était marquées de maniére tout a fait similaire par les 2 Ac.

Au cours d’essais d’optimisation des conditions de marquages par les anti-
BTN3, en augmentant les temps de contacts avec les anti-BTN3 purifiés avant de
révéler le marquage final a l'aide d’'un Ac secondaire, nous avons pu observer une
disparité flagrante entre les dynamiques de fixation des Ac #20.1 et #103.2 au cours
du temps (figure 49B). Alors que le contact prolongé de lymphocytes T avec le
#103.2 induisait une diminution du marquage, correspondant probablement a une
internalisation des protéines BTN3, le marquage par I'anti-BTN3 #20.1, initialement
beaucoup plus faible que le marquage #103.2, augmentait rapidement au cours du
temps, atteignant un maximum au bout de 2h de coculture avant de diminuer d’'une
maniére similaire a celle observée en présence de I'Ac #103.2. Ce type de cinétique
a été observé sur presque toutes les cellules testées, chez 'homme ou encore sur
des cellules murines transduites avec des protéines BTN3 humaines. La seule lignée
échappant a ce modele est la lignée Daudi, qui présentait a la fois des marquages
initiaux #20.1 et #103.2 identiques, et une absence d’augmentation du marquage
20.1 (figure 49B).
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Nous avons ensuite étudié I'hypothése d’'une augmentation de I'expression de
BTN3 en surface des cellules, sous l'effet de I'anti-BTN3 #20.1 (par signalisation par
BTN3 par exemple). A l'aide d’'un double marquage, grace a des anticorps
secondaires isotypes spécifiques permettant de dissocier les anti-BTN3 #20.1 et
#103.2, nous avons pu constater (figure 49C) qu’une coculture avec l'anti-BTN3
#20.1 n'avait pas d’effet sur 'augmentation du marquage par I'anti-BTN3 #103.2,
excluant ainsi 'augmentation globale de I'expression des BTN3 a la surface des
cellules sous l'effet du #20.1.

Finalement, un marquage secondaire révélant a la fois les anticorps 103.2 et
20.1 nous a permis d’évaluer grossiérement la stoechiométrie entre les épitopes 20.1
et 103.2 a la surface des cellules au cours de la co-culture avec I'anti-BTN3 20.1
(figure 49D). Alors que durant les deux premiéres heures de contact avec I'Ac 20.1
le nombre d’épitopes reconnus par 'Ac #103.2 était largement supérieur a celui de
'Ac #20.1 a la surface des cellules, apres 2 heures de contact, les nombres
d’épitopes reconnus par les deux anti-BTN3 étaient tout a fait équivalent. Ce dernier
résultat, cohérent avec les données stoechiométriques obtenues par I'équipe d’Erin
Adams (méme nombre d’épitope #103.2 que #20.1 par BTN3), permettait
d’interpréter la modulation des marquages #20.1 et #103.2 au cours du temps par un
démasquage progressif des épitopes reconnus par I'anti-BTN3 20.1 durant les deux
premieres heures de traitement avec cet Acm, tandis que les épitopes #103.2 étaient
démasqués en totalité. Au bout de 2h de contact avec 'Acm #20.1, la totalité des
epitopes #20.1 présents a la surface des cellules étaient démasqués, atteignant ainsi
le nombre d’'épitope #103.2. Pour durant le temps additionnel de contact des cellules
avec le #20.1, le nombre d’épitopes #20.1 a la surface des cellules restait égal a
celui de I'Acm #103.2, mais l'internalisation progressives des BTN3 au cours du
temps réduisait peu a peu la disponibilité de ces deux types d’épitopes. L’anti-BTN3
#103.2 n'avait quant a lui aucun effet visible sur le démasquage d’épitopes, et
induisait seulement une diminution de I'expression membranaire des BTN3 au cours

du temps (figure 49D).

Cet ensemble de résultats met en évidence une différence de disponibilité des
épitopes #20.1 et #103.2, ainsi qu'une différence d’effet des anti-BTN3 sur la
disponibilité de ces épitopes. Ainsi, les épitopes #20.1 seraient en grande majorité
masqués a la surface de toutes les cellules (exception faite des cellules Daudi),



intensité de marquage #103.2 (gmfi)

intensité relative de marquage

(gmfi/gmfi t0)
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tandis que les épitopes #103.2 semblent démasqués en totalite, et révelent le niveau
réel d’expression des BTN3 a la surface des cellules. De plus, le traitement de
cellules par I'anti-BTN3 #20.1 a pour effet un démasquage progressif des épitopes
reconnus par cet Acm, consécutivement a une internalisation des BTN3. L’Acm
#103.2 induit seulement une internalisation de BTN3, tout a fait similaire a celle
observée dans le cas du #20.1 (non montré). Les résultats obtenus avec I'anti-BTN3
#20.1 pourraient probablement étre généralisable aux clones #7.2 et #19.5, les
épitopes de ces Acm étant situé dans la méme zone que ceului du 20.1, et les
marquages obtenus étant comparativement beaucoup plus faible que ceux du 103.2.
Il est donc probable que toute la zone 1 des BTN3 (épitopes #7.2, #19.5, #20.1) se

trouve généralement masquée a la surface des cellules.
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Figure 49 : Lien entre les marquages par Acm anti-BTN3 #20.1 et #103.2 a la surface des
cellules.

(A) Analyse de corrélation entre les marquages simples par les anti-BTN3 #103.2 et #20.1 sur des
cellules humaines d’origines diverses, révélé par un méme Ac secondaire et analysé en cytométrie de
flux. (B) Analyse de la fixation des anti-BTN3 #103.2 et #20.1 a la surface de LT (gauche) ou cellules
Daudi (droite) au cours du temps. Les cellules sont cultivées a 37°C en présence de I'un ou 'autre des
anti-BTN3 durant le temps indiqué. La fixation des deux anti-BTN3 est révélée par un méme Ac
secondaire fluorescent et analysée en cytométrie de flux. (C) Des cellules B-BEBV ont été cultivées a
37°C en présence de I'anti-BTN3 #103.2 (gauche) ou #20.1 (droite) durant le temps indiqué. L’effet de
la coculture avec ces Ac est ensuite étudié par double marquage #103.2 et #20.1 révélé avec des
réactifs secondaires isotypes spécifiques. Les données sont exprimées en gmfi relatives par rapport a
t0, correspondant au marquage sans préincubation avec les anti-BTN3. (D) Des LT ont été cultivés
avec l'anti-BTN3 #20.1 a 37°C durant le temps indiqué. Les cellules sont ensuites marquées avec ce
méme Acm, ou un mélange d’anti-BTN3 #20.1 et #103.2. Le marquage est révélé avec un Ac
secondaire fixant les deux anti-BTN3 de maniére indifférenciée, et analysé en cytométrie de flux.
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Le masquage de I'épitope reconnu par I'anti-BTN3 #20.1 est lieé a I'expression des

molécules de CMH de classe | a la surface des cellules.

Le démasquage des épitopes #20.1 au cours d’une coculture avec cet anti-
BTN3 a été évalué sur le nombreux types cellulaires, et a permis de montrer que le
niveau du masquage de I'épitope #20.1 par rapport a I'expression des protéines
BTN3 évalué par marquage #103.2 était extrémement variable d’'une lignée a une
autre (figure 49A). L'étude des facteurs pouvant éventuellement intervenir dans ce
phénomeéne de masquage a permis de mettre en évidence une grossiére corrélation
entre la différence de marquage #20.1/103.2 et le niveau d’expression des molécules
de CMH de classe | a la surface des cellules. En particulier, a la surface des cellules
Daudi, déficientes en b2m et n’exprimant pas de CMH-I membranaire, I'épitope
#20.1 eétait visiblement démasqué (figure 49B), tandis que les cellules 721.221
exprimant trés faiblement des molécules de CMH-I, présentaient un masquage trés
faible de I'épitope #20.1 en surface, ainsi qu’un faible démasquage de cet épitope
durant la coculture avec I'anti-BTN3 #20.1 (non montre).

Ce résultat suggérait un éventuel lien entre le masquage des épitopes #20.1
et 'expression des molécules de CMH de classe | a la surface des cellules, qui a été
examiné par I'étude de ce phénomeéne sur des modeéles cellulaires comparatifs
exprimant ou non le CMH-I membranaire (figure 50). Cette étude a permis de
montrer que le masquage de I'épitope #20.1 a la surface des cellules Daudi pouvait
étre induit par I'expression membranaire de molécules associées a la b2m telles que
les molécules du CMH de classe | (Daudi transfectées b2m), tandis que le masquage
de ces méme épitopes n’était pas augmenté a la surface des 721.221 aprés
augmentation de I'expression du CMH-I (721.221 transfectées HLA-B35 ou HLA-G).
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Figure 50 : Effet de I’expression membranaire du CMH-I et de la b2m sur le phénoméne de
masquage/démasquage de I'épitope #20.1 a la surface des cellules.

Les cellules ont été cultivées pendant 0 ou 2h en présence d’anti-BTN3 #20.1, puis marquées par
'anti-BTN3 #20.1 ou #103.2 et analysées en cytométrie de flux.

Ainsi, le masquage des épitopes #20.1 a la surface des cellules Daudi pouvait

étre favorisé par I'expression de molécules associées a la b2m. En particulier, les
molécules du CMH de classe | pourraient étre impliquées dans ce phénomene, mais
ne seraient pas suffisantes (pas de modification du masquage #20.1 a la surface des
721.221 transfectées avec les HLA-B35) et nécessiteraient l'intervention d’autres
molécules exprimées par les Daudi et pas par les 721.221, ou ces molécules
pourraient jouer un

rble redondant avec d’autres protéines (éventuellement

associées a la b2m) exprimées par les 721.221 mais pas par les Daudi WT.

Association directe/indirecte entre BTN3 et CMH-I a la surface des cellules.

Une étude préliminaire du lien éventuel existant entre les molécules de CMH-I
et BTN3 suggeére que ces deux protéines pourraient étre directement associées I'une
a lautre a

la surface des cellules, ou encore associées indirectement, par
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l'intermédiaire d’'une/plusieurs molécules additionnelles. En effet, les phénoménes de
compétition entre des anti-BTN3 et des anti-CMH-I observé par marquage
extracellulaire de diverses lignées (figure 51) indique une étroite association de ces
deux protéines a la surface des cellules.
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Figure 51 : Association étroite entre BTN3 et CMH-I a la surface des cellules.

(A) Compétition de marquage entre des anti-BTN3 et un anti CMH-I a la surface de Daudi
transfectées avec la b2m. Le marquage par un anti-CHH-I des cellules et prétraitées ou non avec des
anti-BTN3 purifiés est analysé en cytométrie de flux. (B) Des cellules B-EBV sont prétraitées avec
'anti-CMH-1 (#23F8-6), marquées avec 'anti-BTN3 (#19.5) puis analysées en cytométrie de flux. Les
données obtenues sont présentées sous forme de gmfi.

Discussion : modele du masquage de I'épitope de I'anti-BTN3 #20.1 a la surface des
cellules.

Les résultats concernant le masquage de I'épitope #20.1 a la surface des
cellules peut étre rapproché des données moléculaires obtenue par EJ Adams
(article 3), qui mettent en évidence un potentiel de dimérisation des BTN3 par le
biais d’'un site superposé avec le site de fixation de I'anti-BTN3 #20.1 (diméres 1).
D’aprés ces données, les BTN3 pourraient coexister a la surface des cellules sous
forme de dimeres 1 ou 2 (figure S3 article 3), et probablement sous forme de
monomeres. L'anti-BTN3 #103.2 pourrait reconnaitre I'ensemble de ces formes de
BTN3, tandis que l'anti-BTN3 #20.1 ne reconnaitrait que les diméres 2 et les
monomeéres. Ce modele est donc tout a fait cohérent avec les observations réalisées
sur cellules entieres et exposées ci-dessus, soutenant I'existence réelle de ces
dimeres a la surface des cellules.

L’interprétation du masquage des épitopes #20.1 par formation des dimeéres
de BTN3 proposés par EJ Adams devra étre confirmé par des méthodes plus

directes (vidéomicroscopie, FRET,...). Par ailleurs, ce masquage pourrait également
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étre di a l'association des BTN3 a d’autres molécules par de biais de sites
d’interactions superposés avec I'épitope #20.1.

Les difféerences de masquage de I'épitope #20.1 observé a la surface de
différentes cellules cible sont encore difficiles a interpréter. Le modéle comparatif
DaudiWT/b2m a permi de relier ce masquage avec I'expression des molécules de
CMH de classe | a la surface de telles lignées, mais ce lien n’est pas directe puisque
la comparaison de cellules 721.221 exprimant ou non le CMH-I n’a pas permi de
mettre en évidence de différence de masquage de cet épitope. Ainsi, ce masquage
semble étre favorisé par la présence de CMH-I, mais implique visiblement d’autres
molécules pouvant interférer (i) positivement (exprimées par les 721.221), ou (ii)
négativement (exprimées par les Daudi) avec ce phénoméne.

(i) Des molécules susceptibles de favoriser le masquage de I'épitope #20.1 a
la surface des cellules pourraient étre surexprimées par les cellules 721.221WT
comparées aux Daudi. Les molécules de CMH-I associées a la b2m pourraient étre
des candidates idéales, incluant les molécules de CMH-I classiques (absentes des
721.221 comme des Daudi) et non classiques (exprimées par les 721.221 mais pas
par les Daudi).

(i) Des molécules capables d’interférer négativement au cours du processus
de masquage des épitopes #20.1 pourraient a l'inverse étre surexprimées par les
Daudi comparé aux 721.221. En particulier, deux différences flagrantes entre ces
deux lignées ont été mises en évidence et reliées a l'activation des LTy9d2 :
'expression des PAg par les Daudi contrairement aux 721.221, et I'expression de
'ATPase ectopique mise en évidence pour les Daudi a l'inverse des 721.221. Ces
deux molécules ont été impliquées dans la différence de reconnaissance des lignées
721.221 et Daudi par les LTy902 (Mookerjee-Basu et al., 2010). Le lien éventuel
entre I'expression des PAg et/ou de 'ATPase ectopique par les cellules Daudi (et
pas 721.221) et le démasquage de I'épitope #20.1 en I'absence de CMH-I mériterait
d’étre étudier précisément, et pourrait fournir une interprétation aux différences de

phénomene de démasquage de I'épitope #20.1 observé avec diverses cellules.
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IV.Discussion : Modéle (s) d’activation des LTy982 par les anti-
BTN3 et les PAg.

1) Lien entre les intéractions dynamiques modulant la composition du
complexe BTN3/CMH-I/ATPase et I’activation des LTy952.

Les résultats présentés précédemment (Résult Chapll Ill) ont mis a jour un
ensemble de processus dynamiques intervenants a la surface des cellules sous
l'effet de divers réactifs (anti-BTN3, anti-ATPase, anti-CMH-I), et modulé par
'expression de certaines molécules (CMH-I, PAg, ATPase). En effet, des
phénomeénes de masquages/démasquage de certaines régions des protéines BTN3,
et en particulier de I'épitope reconnu par I'anti-BTN3 #20.1, semblent étre contrblés
par I'association/dissociation de cette protéine avec un ensemble de molécules au
sein d’'un complexe membranaire impliquant 'ATPase ectopique ainsi que des
molécules du CMH de classe |. Le lien entre la fonction des BTN3 dans l'activation
des LTy9d2 et ces phénoménes dynamiques reste obscur, mais ces derniers
peuvent étre rapprochés des observations réalisées par I'équipe d’'EJ Adams au

niveau moléculaire (article 3).

En effet, ces travaux ont permis de mettre en évidence I'existence potentielle
de plusieurs formes multimériques de BTN3 a la surface de cellules cibles (diméres 1
et diméres 2), dont la proportion relative pourrait étre modulée par les anti-BTN3
(notamment le #20.1) (article 3). Selon ces modéles structuraux, I'épitope de '’Acm
#20.1 étant masqué au sein des diméres 2 et démasqué a la surface des diméres 1,
les proportions relatives entre les diméres 1 et 2 a la surface de cellules pouvaient
étre observées par simple immunomarquage a l'aide de I'Ac #20.1 (figure 49).

Le lien entre les modifications de I'état structural des BTN3 et I'activation des
LTy9d2 est pour le moment tout a fait hypothétique, et exclusivement basé sur les
propriétés de I'anti-BTN3 #20.1, potentiellement capable d’induire (i) une transition
des formes dimériques de BTN3 de dimére 2 a dimére 1 a la surface de cellules
cibles (figure S3 article 3, figure 49), ainsi que (ii) leur reconnaissance par les
LTy952. A partir de cette observation, la reconnaissance des diméres 1 de BTN3 a

été proposée comme étant responsable de I'activation des LTy902 (article 3).
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Pourtant, I'hypothétique transition de dimére 2 a dimére 1 induite par I'anti-
BTN3 #20.1 n’était visiblement ni nécessaire, ni suffisante pour l'activation des
LTy9d2. En effet, I'incubation avec 'Acm #20.1 de cellules cibles murines exprimant
des protéines humaines BTN3 induisait apparemment ce type de transition, de
maniére tout a fait similaire a celle observée sur des cellules cibles humaines (non
montré), sans pour autant entrainer leur reconnaissance par des LTy962 (humains
ou murins transfecté avec un TCRy982 humain). A l'inverse, I'expression de PAg par
des cellules cibles humaines entrainait leur reconnaissance par les LTy902 sans
avoir d’effet visible sur le démasquage de I'épitope #20.1.

Ainsi, les transitions des formes dimériques de BTN3 a la surface de cellules
cibles sous leffet de l'anti-BTN3 #20.1 pourraient étre sans aucun lien avec
I'activation de LTy902, ou encore y étre reliees de maniére plus subtile, comme le
présente le modele proposé figure 52. Ce modéle, en plus du rdle activateur non
suffisant/indirect du dimére 1 dans I'activation des LTy982, propose I'existence de
BTN3 sous formes monomériques, et tente d’intégrer 'ensemble des observations
dynamiques survenant au sein du complexe membranaire contenant les BTN3 sous

I'effet de différents acteurs moléculaires (Résult Chapll I11).

BTN3: dimére 2 . CMH-I BTN3: monomére

(ep#20.1 masqué) (ep#20.1 démasqué)

CMH-I
anti-ATPase

anti-BTN3
#20.1

anti-BTN3
#20.1

ATPase

BTN3: dimére 1

(ep#20.1 démasqué)

|

activation Y982

Figure 52: Modéle hypothétique reliant I'état de multimérisation des BTN3 au sein d’un
complexe membranaire impliquant divers acteurs moléculaires a I'activation des LTy952.

Les molécules BTN3 pourraient exister sous trois formes a la surface des cellules : dimére 1, dimere
2, monomere. Seul le dimére 1 participerait a I'activation des LTy962 (induction/démasquage d’'un
ligand de TCR), sans pour autant étre suffisant. Les acteurs moléculaires participant positivement au
remodellement membranaire des cellules cibles reconnu par les LTy962 sont indiqués en rouge, les
acteurs inhibant ce remodellement sont en vert.
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Expression de 'ATPase par les cellules cibles
L’ATPase ectopique, ligand potentiel du TCRy962 (Scotet et al., 2005),

pourrait s’associer aux BTN3 a la surface des cellules et favoriser la transition vers

une forme de dimére 1 activateur (Obs : les épitopes #20.1 sont démasqués a 100%
a la surface des Daudi WT, figure 49B).

Expression des PAg par les cellules cibles

Les PAg, par interaction directe/indirecte avec le domaine intracellulaire de
BTN3A1, pourraient participer a la transition monomere vers dimére 1, sans avoir
d’effet sur les BTN3A1 sous forme dimeére 2. (Obs : I'expression des PAg n’a aucun

effet sur le marquage par I'anti-BTN3 #20.1, non montré)

Expression de molécules de CMH-I par les cellules cibles

L’expression de molécules de CMH-I favoriserait directement la formation de
dimére 2 par interaction directe avec BTN3 et défavoriserait la formation de dimére 1
en empéchant l'interaction entre ATPase et BTN3 (compétition) (Obs: masquage de
I'épitope #20.1 a la surface des Daudi b2m comparé aux Daudi WT, figure 50).
L’effet fonctionnel d’'un tel phénoméne est difficilement observable en raison des
effets multiples et antagonistes de I'expression des molécules de CMH-I a la surface
de cellules cibles modulant I'activation des LTy902 par le biais de NKR activateurs et
inhibiteurs (Trichet et al., 2006).

Effet de I'anti-ATPase #3D5 sur les cellules cibles
L’anti-ATPase #3D5 empéche linteraction entre ATPase et BTN3 (Obs:
compétition entre marquage #3D5 et marquage BTN3A1-Fc, figure 50), inhibant

I'effet de 'ATPase sur la formation des dimeres 1. Cet Acm a effectivement un effet
inhibiteur sur I'activation des LTy982 par certaines cellules cibles comme les Daudi
(Scotet et al., 2005). Cet effet a été partiellement attribué a un blocage direct de
l'interaction entre TCRy962 et ATPase, mais un effet additionnel indirect de cet Acm
pourrait expliquer I'hétérogénéité des blocages par I'’Acm #3D5 observés sur
diverses cellules cibles (Marcu-Melina et al., 2011), pouvant étre attribué a des
disparités de stabilité d’interaction BTN3/ATPase, en fonction des acteurs
moléculaires impliqués dans le complexe membranaire contenant BTN3 et 'ATPase.



Résult Chapll IV

Pourtant, la reconnaissance des diméres 1 de BTN3 ne semble pas suffisante
pour l'activation des LTy9d2. En effet cette structure semble exister en solution
(article 3) et au niveau membranaire sur toutes les cellules (humaines et murines,
exceptée la lignée Daudi WT, non montré) mais aucune activation des LTy902 n’a pu
étre observée en présence de protéines recombinantes ou exprimée a la surface de
cellules murines traitées par 'Acm #20.1 (non montré). Par ailleurs, rien n’'indique
pour le moment que cette structure soit nécessaire a l'activation des LTy9d2, et le
lien entre les observations de masquage/démasquage d’épitopes #20.1 a la surface
des cellules et des éventuelles transitions structurales de BTN3 reste tout a fait
hypothétique. En effet, le masquage des épitopes #20.1 de BTN3 pourrait également
étre d0 a des interactions moléculaires n’impliquant pas nécessairement la formation
de diméres de BTNS3 de type 2, comme le suggére I'association étroite entre BTN3 et
plusieurs autres molécules, au sein de complexes surfaciques impliquants

probablement de nombreux acteurs tels que 'ATPase et le CMH-I (Résult Chapll I11).

2) Réle de BTN3, CMHI, et ATPase dans I’activation des LTy952 par les PAg
et les anti-BTN3.

La formation de dimére 1 de BTN3, sans pour autant étre nécessaire a ce
processus, pourrait participer au remodellement surfacique de cellules cibles,
aboutissant a leur reconnaissance par les LTy902 pour I'effet de traitements PAg ou
anti-BTN3. En particulier, les protéines BTN3 pourraient coordonner
'induction/démasquage d'un ligand de TCRy902 central dans le processus
d’activation des LTy952.

L’absence d’interactions directes détectables entre BTN3 et le TCRy952
(Reésult Chapll II 1), ainsi que la conservation de certaines propriétés activatrices de
protéines BTN3 fusionnées avec la GFP du co6té extracellulaire suggéerent que BTN3
n’interagisse pas directement avec le TCRy902 (Résult Chapll | 2).

Par ailleurs, le lien hypothétique entre BTN3 et 'ATPase semble confirmer le
réle central de cette enzyme, défendu par I'équipe d’E Champagne, dans I'activation
des LTy902 (Intro Chapll Il 4). Pourtant, ce candidat, potentiellement capable
d’interagir a la fois avec le TCRy902 et les PAg, a été écarté par certaines
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techniques (Intro Chapll 1l 4c). De plus, co-exprimé avec BTN3A1 a la surface de
cellules murines (RMA-S transduites avec BTN3A1), il ne semble pas suffisant a
'activation des LTy902 par les PAg ou les anti-BTN3 (non montré). Il est donc
probable que dautres molécules espéece-spécifiques non identifiées soient
nécessaires au processus d’activation des LTy902 par les PAg et les anti-BTN3.

Ainsi, un modéle additionnel du processus de remodellement surfaciques de
cellules humaines induisant leur reconnaissance par les LTy902 peut étre proposé
(figure 53), complétant celui précedemment exposé (Résult Chapll IV 1). En plus
des partenaires protéiques identifiés jusqu’a présents (Résult Chapll Ill), ce modéle
inclue des acteurs moléculaires spécifiquement exprimés par certains primates
(humains et non humains). Par exemple, certains adaptateurs pourraient étre
nécessaires a l'interaction (directe ou indirecte) entre les PAg et le domaine B30.2 de
BTN3A1, mais dispensables a I'activation des LTy902 par les anti-BTN3 (Résult
Chaplll I 2). D’autres molécules nécessaires a I'activation des LTy902 par les PAg et
les anti-BTN3 pourraient interagir avec le TCRy982 et étre reconnues conjointement
a '’ATPase par les LTy9d2.

D’aprés ce modéle, le domaine B30.2 de BTN3A1, crucial pour 'effet des PAg
sur I'activation des LTy902 (Résult Chapll ), pourrait fonctionner comme un module
d’interface protéique capable d’interagir avec de multiples acteurs moléculaires (Intro
Chapl 1ll 2d). Ainsi, BTN3 pourrait remplir une fonction de protéine chaperonne
participant a l'interaction entre BTN3, PAg, et d’autres acteurs nécessaires qui
restent a étre identifiés. Ce modele, centré sur le réle du domaine B30.2 de BTN3A1
dans linduction/démasquage de ligands de TCRy902, ne prend pas en compte
'éventuelle dimérisation de BTN3 par le biais des domaines IgSF extracellulaires
(Résult Chapll IV 1). Pourtant, le réle clé des diméres de BTN3 de type 1 proposé
précédement (article 3 et Résult Chapll IV 1) pourrait aisément y étre intégré. En
effet, le rapprochement des domaines B30.2 induit par la formation de dimeéres 1
contrairement aux diméres de type 2 (article 3 figure S3) pourrait largement
participer au recrutement des multiples interactants intracellulaires impliqués dans le

processus de remodélement surfacique des cellules cibles sous I'effet des PAg.



Résult Chapll IV

TCRy952

BTN3A1

Figure 53 : Modéle hypothétique de la perception par les LTy952, de PAg exprimés par des
cellules humaines.

Dans ce modele, BTN3A1 pourrait jouer le réle d’'une protéine chaperonne participant a l'interaction
(directe/indirecte) entre 'ATPase et les PAg, et nécessaire a l'induction d’'un conformation activatrice
de I'ATPase, ou au recrutement d’'un 2d ligand de TCRy982. La dimérisation de BTN3A1 (en
particulier dimeére 1) pourrait permettre une certaine agrégation/recrutement de différents acteurs
moléculaires. Une partie de ces acteurs, spécifiquement exprimés dans les cellules de primates,
restent a étre identifiés.

Ce travail de thése a permis de mettre en évidence le rdle clef de BTN3 dans
I'activation des LTy9d2 par des cellules cibles traitées par des anti-BTN3 ou des
PAg. Malheureusement, les modalités précises de I'action des PAg et des anti-BTN3
sur les cellules cibles humaines sont encore peu claires, et seuls quelques acteurs
moléculaires pouvant participer a un éventuel processus de remodellement
surfacique des cellules cibles sous l'effet des PAg et des anti-BTN3 ont été
proposés. Finalement, 'ensemble des résultats obtenus jusqu’a présent ont apporté
tres peu de données clairement interprétables d’'un point de vue mécanistique. Ces
observations ont surtout donné lieu a un certain nombre de modéles hypothétiques

et de pistes de recherches qui seront explorées dans un proche avenir.
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3) Pertinence physiologique par rapport au cancer et utilisation
thérapeutique des anti-btn3.

Ce projet de recherche fondamentale avait a l'origine pour objectif, la
caractérisation plus précise de la sous-population de LTy982, déja connue pour son
fort potentiel immuno-thérapeutique anti-tumoral, et actuellement utilisée dans divers
essais impliquant des agonistes y902 de grade clinique comme les ABP ou des PAg
synthétiques (Intro Chapll Il 3c). Au cours de ce travail de recherche, nous avons mis
en évidence le rble clé de la famille de proteines BTN3 dans I'action des ABP et des
PAg, et caractérisé une série de réactifs capables de court-circuiter I'action de ces
agonistes, soit en activant les LTy902 en absence de PAg (anti-BTN3 #20.1), soit en
empéchant 'activation de ces cellules par les PAg (anti-BTN3 #103.2). Ces résultats
ouvrent d’importantes perspectives immunothérapeutiques, notamment dans le

domaine de la lutte contre le cancer.

En effet, malgrés une amplification efficace des LTy9d2 in vitro et ex vivo,
I'efficacité thérapeutique anti-tumorale des traitements actuellement disponibles reste
relativement faible d’aprés 'ensemble des essais cliniques achevés jusqu’a présent
(Intro Chapll Il 3c). En particulier, la reconnaissance des cellules tumorales par les
LTy902 in vivo nécessite d’étre améliorée. La plupart des cellules tumorales sont
naturellement mal reconnues par les LTy902 in vitro, et si cette reconnaissance peut
étre améliorée par le traitement de ces cellules par les ABP in vitro, certaines
tumeurs résistent a l'action de cet inhibiteur pharmacologique. De plus, la
reconnaissance efficace des cellules tumorales nécessite de fortes doses d’ABP,

difficilement atteintes in vivo, et dont I'action ne se limite pas aux cellules tumorales.

Ce travail de recherche a permis de mettre en évidence I'existence d’'un lien
éventuel entre le profil d’expression des différentes isoformes de BTN3 dans des
lignées tumorales, et leur suceptibilité a la reconnaissance et la lyse par les LTy952
en présence de PAg. En effet, 'unique isoforme de BTN3 (BTN3A1 pourvu d’'un
domaine B30.2) capable d’induire une reconnaissance de cellules cibles aprés
traitement pas les ABP est visiblement peu exprimée relativement aux isoformes non
fonctionnels, et son expression pourrait étre finement régulée (Intro Chaplll 1l 1). Le
profil d’expression de cet isoforme dans différents contextes physiopathologiques et



Résult Chapll IV

en particulier dans différents types de tumeurs n’a pas encore été exploré, mais un
déficit d’expression de cet isoforme par certaines tumeurs pourrait expliquer
l'inefficacité du traitement ABP a induire leur reconnaissance par les LTy982. Ainsi,
analyse du profil d’expression de cet isoforme pourrait, a terme, permettre
d’'appréhender plus directement la pertinence des essais immunothérapeutiques
impliquant les LTy9d2 et les PAg dans différents types de cancers.

D’autre part, ce projet a permis de développer et caractériser des réactifs a fort
potentiel immunothérapeutique. En effet, les anticorps anti-BTN3 agonistes sont
capables de déclencher le méme type de réponses de la part des LTy932 que les
ABP ou les PAg actuellement utilisés en clinique. En outre, le potentiel d’utilisation
des anti-BTN3 agonistes est beaucoup plus large que celui des ABP, puisque ces
anticorps sont capables d’entrainer la lyse par les LTy9d2 de toutes les cellules
tumorales, y compris celles qui résistent a I'action des ABP (non montré) (résistance
par sous-expression de la voie MVA ou de l'isoforme BTN3A1-B30.2). Les anti-BTN3
antagonistes, quant a eux, pourraient permettre d’inhiber spécifiquement les
réponses y902, lorsqu’elle s’averent délétéres. Le potentiel immunothérapeutique de
ces réactifs, déja démontré in vitro, est actuellement évalué in vivo, chez la souris,
dans des modéles de transfert adoptifs de tumeurs humaines. Par ailleurs, le
développement de réactifs dérivées d’anti-BTN3 agonistes permettant un ciblage
spécifique des cellules tumorales est actuellement envisagé dans I'équipe, par la
génération d’Ac bispécifiques ciblants des Ag de tumeurs en plus des BTNS3.

Par ailleurs, les mécanismes d’action des PAg et des anti-BTN3 sont encore
mal compris, et contrairement aux hypothéses initialement formulées, ces deux types
d’activation ne semblent pas tout a fait similaires. En effet, les anti-BTN3 ne
semblent capables de reproduire qu'une partie des mécanismes induits par I'action
des PAg (Résult Chap Il 2), et I'effet des anti-BTN3 sur I'activation des LTy902 est
sous optimal voire clairement délétere comparé a celui des PAg (Résult Chapll 1l 2).
Dans le cas d’une utilisation des anti-BTN3 a des fins thérapeutiques, les paramétres
régissants l'efficacité des activations y902 par les anti-BTN3 agonistes, qui semblent
impliquer a la fois des acteurs moléculaires exprimés par les cellules cibles et par les
LTy9d2, devront étre étudiés en détail afin de minimiser les éventuels effets
délétéres des anti-BTN3. En particulier, si [lutilisation d'anti-BTN3 pourrait
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notablement améliorer le ciblage anti-tumoral des traitements impliquants les
LTy9d2, ils ne s’y substitueront probablement pas. En effet, les approches visant a
évaluer l'efficacité des anti-BTN3 au cours du processus d’amplification des LTy962
a réveélé une prolifération sous-optimale des LTy982, aboutissant a la génération de
populations faiblement répondeuses voire anergiques (non montré). Ces réactifs
pourraient donc seulement étre utilisés en phase finale de traitement, suite a une
amplification des LTy902 par les techniques déja utilisées en clinique (PAg, ABP,
Intro Chapll Il 3c).
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IL-21-Mediated Potentiation of Antitumor Cytolytic and
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Adoptive Inmunotherapy
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and Emmanuel Scotet**

Vy9Vé2 T lymphocytes are a major human y6 T cell subset that react against a wide array of tumor cells, through recognition
of phosphorylated isoprenoid pathway metabolites called phosphoantigens. Immunotherapeutic protocols targeting Vy9Vé2 T
cells have yielded promising, yet limited, signs of antitumor efficacy. To improve these approaches, we analyzed the effects on yé
T cells of IL-21, a cytokine known to enhance proliferation and effector functions of CD8* T cells and NK cells. IL-21 induced
limited division of phosphoantigen-stimulated Vy9Vé2 T cells, but did not modulate their sustained expansion induced by exog-
enous IL-2. Vy9V 62 T cells expanded in the presence of IL-21 and IL-2 showed enhanced antitumor cytolytic responses, associated
with increased expression of CD56 and several lytic molecules, and increased tumor-induced degranulation capacity. IL-21 plus
IL-2-expanded Vy9Vo2 T cells expressed higher levels of inhibitory receptors (e.g., ILT2 and NKG2A) and lower levels of the
costimulatory molecule NKG2D. Importantly, these changes were rapidly and reversibly induced after short-term culture with
IL-21. Finally, IL-21 irreversibly enhanced the proinflammatory Th1 polarization of expanded Vy9Va2 T cells when added at the
beginning of the culture. These data suggest a new role played by IL-21 in the cytotoxic and Thl programming of precommitted
Ag-stimulated yd T cells. On a more applied standpoint, IL-21 could be combined to IL-2 to enhance y& T cell-mediated antitumor

responses, and thus represents a promising way to optimize immunotherapies targeting this cell subset. The Journal of Immu-

nology, 2009, 182: 3423-3431.

ost peripheral blood yé T cells in human adults ex-
M press a particular combination of TCR variable re-

gions, Vy9 and V2. Vy9V 62 T cells, which make up
0.5-5% of the peripheral lymphoid pool, recognize in vitro a wide
array of transformed and infected cells and are activated in vivo in
a variety of infectious and tumor contexts. This broad reactivity
pattern is due to Vy9V 2 TCR-dependent recognition of a partic-
ular set of phosphorylated compounds, referred to as phosphoan-
tigens. Phosphoantigens are produced through the isoprenoid path-
way shared by either mammalian cells (mevalonate pathway) or
microorganisms (desoxyxylulose-phosphate pathway) (1-3). Ow-
ing to their ability to directly kill tumor cells and produce inflam-
matory cytokines boosting antitumor properties of other immune
effectors (such as IFN-vy), Vy9V82 T cells probably contribute to
protective immunity against cancers. These observations, and the
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recent availability of synthetic clinical grade phosphoantigens or
pharmacological inhibitors of the mevalonate pathway (e.g., ami-
nobisphosphonates) able to trigger Vy9V82 T cell proliferation
and antitumor responses (4—7), have fostered development of im-
munotherapeutic approaches targeting this yd subset (see for re-
cent reviews Refs. 7-9). Phosphoantigens or aminobisphospho-
nates together with IL-2 can trigger the selective outgrowth of
V9V 82 T cells in vitro and in vivo in both preclinical (nonhuman
primate) models and in cancer patients (10, 11). Passive immuno-
therapy, resting on adoptive transfer of autologous in vitro ex-
panded Vy9V82 T cells (12-15), has been so far evaluated in
phase I trials in metastatic renal carcinoma patients (16, 17). Re-
garding active immunotherapy, both preclinical studies and phase
I/II trials performed in myeloma, lymphoma, and metastatic renal
carcinoma and prostate cancer patients have demonstrated efficient
but transient in vivo Vy9V82 T cell systemic expansions after
treatment with yd agonists and IL-2 (10, 18, 19). These treatments
are generally well tolerated with limited side effects and may lead
to disease stabilization or partial tumor regression in some treated
patients (17-19).

Although yielding encouraging results in terms of feasibility,
tolerance and preliminary efficacy, Vy9Vé2-based immuno-
therapies might not yet be optimal owing in particular to the
limited, yet significant, killing of primary tumors by these lym-
phocytes. A way to improve clinical efficacy of Vy9Vé2 T cell-
based immunotherapies could be through enhancement of the
overall antitumor effector response, possibly with potentiators
of cytolytic and proinflammatory properties. In this respect,
IL-21 represents a good candidate for such a purpose. IL-21R is
broadly expressed by lymphoid cells, including activated yé T
cells (20). This cytokine acts synergistically with IL-2, IL-7, or
IL-15 to induce proliferation of conventional naive and memory
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CD8™ T cells (21) as well as CD1d-restricted NKT cells (22,
23). Similarly IL-21 has been shown to drive short-term pro-
liferation of human 38 T cells (20, 24). On a functional stand-
point, IL-21 has been involved in the functional polarization of
T cells, more particularly toward production of proinflamma-
tory Th17 cytokines like IL-21, IL-22, and IL-17, and it may
affect Th1/Th2 polarization as well, reviewed in (25). It also
enhances antitumor immunity in vitro and in vivo through
mechanisms involving up-regulation of perforin and granzyme
production by NK or CD8" T cells (26-28). Although IL-21
leads to acquisition of a follicular B helper-like phenotype by
human Vy9Vé2 T cells (20, 24), its effects on cytokine and
cytolytic responses elicited by tumor cells have not yet been
assessed.

In this study, we show that human recombinant IL-21: 1) does
not sustain, by itself, long-term Ag-induced Vy9Vé2 T cell pro-
liferation in vitro, 2) neither inhibits nor enhances IL-2-induced
proliferation of Ag-stimulated yé T cells, 3) dramatically in-
creases, in a rapid but reversible manner, the expression of several
lytic effector molecules and antitumor lytic activity of yd T cells
and, 4) drives Vy9V 82 T cell cytokine polarization during in vitro
expansion toward an effector proinflammatory phenotype. Alto-
gether our results indicate that IL-21 can be combined with IL-2
for in vitro or in vivo generation of Vy9V62 T cells showing
enhanced antitumor functions. Moreover, our data provide new
evidence that IL-21 can affect the differentiation/polarization of
human 8 T cells, by driving them toward a proinflammatory Th1
cytokine profile.

Materials and Methods
Abs and flow cytometry

The following mAbs (with clone number) were used for extracellular stain-
ings: V&2-FITC (IMMU389), CD3-PC5 (UCHT1), CD56-PE (N901),
CD45RA-PE (ALB11), CD27-PC5 (1A4), CD244-PE (C1.7), NKG2D-PE
(ON72), NKG2A-PE (Z199), ILT2-PE (HP-F1) from Immunotech/Beck-
man Coulter; CD107a-FITC (H4A3) and CD107b-FITC (H4B4) from BD
Biosciences; and Vy9-allophycocyanin (7B6) provided by Innate Pharma.
For intracellular stainings, IFN-vy-allophycocyanin (B27), IL-4-PE (MP4-
25D2), granzyme A-FITC (CB9), granzyme B-FITC (GBI11), and per-
forin-PE (yG9) were obtained from BD Biosciences. Isotype-matched
mAbs were obtained from BD Biosciences, Beckman Coulter, or R&D
Systems and used as staining controls. Flow cytometry acquisition and
analysis were performed by using LSR/FACSCalibur (BD Biosciences)
and CellQuest Pro (BD Biosciences) systems with FlowJo (Tree Star)
software.

Reagents

Synthetic C-HDMAPP (IPH1201/Picostim) was provided by Innate
Pharma (29). Recombinant human IL-2 (Proleukin) and IL-21 were ob-
tained, respectively, from Chiron Therapeutics and Clinisciences. CFDA-
SE, (CFSE) was obtained from Molecular Probes/Invitrogen. Brefeldin A,
L-glutamine, streptomycin, penicillin, monensin, PMA, ionomycin, and
RPMI 1640 were purchased from Sigma-Aldrich.

Tumor cell lines

The 786-0 (renal adenocarcinoma) and Raji (Burkitt’s lymphoma) human
tumor cell lines were obtained from the American Type Culture Collection
and cultured at 37°C in RPMI-FCS medium (RPMI 1640 medium supple-
mented with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 100 wg/ml streptomycin, and
100 U/ml penicillin).

Expansion of human Vy9V32 PBL

PBMC of human healthy donors (identified in this study as Donor A-H)
were isolated from blood samples and obtained from the Etablissement
Francais du Sang (Nantes, France) after Ficoll-Hypaque (Eurobio) den-
sity centrifugation. For Vy9Vé2 PBL expansions, fresh or frozen
PBMC (1 X 10° cells/ml) were specifically activated by C-HDMAPP
(80 nM) in RPMI-FCS medium supplemented with recombinant human
IL-2 (20 ng/ml) or IL-21 (10 ng/ml). After 4 days, cultures were sup-
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plemented with IL-2 (60 ng/ml) or IL-21 (30 ng/ml). Specific expansion
of V82 T cells within PBL was measured by calculating frequency
(V82/CD3 stainings) and absolute (V82 T cell number) at days 5, 7, 10,
14, and 20 following activation. The fold amplification rates of V82" T
cells were calculated according to the following formula: (absolute
number of V82" T cells)/(absolute number of V82© T cells at day 0).
Resting Vy9V52 PBL lines expanded under these conditions were
checked for purity by flow cytometry (>80% of V82" T cells) and
subsequently used in phenotype/functions experiments. For gene ex-
pression analysis, y8 T cells were purified following in vitro expansion
by positive magnetic selection by using MACS technology (Miltenyi
Biotec), according to the manufacturer’s instructions.

Cell division analysis

Freshly isolated PBMC were labeled with CFSE (2 uM) for 15 min at
37°C, washed and maintained for 15 min at 37°C in RPMI-FCS medium to
allow the release of dye excess, according to the manufacturer’s instruc-
tions. Labeled cells (1 X 10° cells/ml) were activated by C-HDMAPP (80
nM) in the presence of IL-2 (60 ng/ml) or IL-21 (30 ng/ml). After 3 days
of culture, cells were harvested and stained for TCR V+9 chain, CD27, and
CD45RA surface expression. Cell division profile and surface markers ex-
pression were measured by flow cytometry. Peaks of cell division and
frequency were calculated by using the Proliferation Platform of the
FlowJo analysis software.

5
'Cr release assays

Cytolytic activity of Vy9V82 PBL was measured by a standard 4-h *'Cr
release assay (30). Percentage of tumor target cell lysis was calculated
according to the following formula: (experimental release — spontaneous
release)/(maximum release — spontaneous release) X 100. Maximum and
spontaneous release were determined, respectively, by adding 0.1% Triton
X-100 or medium to >'Cr-labeled tumor target cells in the absence of y8 T
cells. Data are presented as the mean of triplicate samples. Lytic units were
calculated by using the formula described by Friberg and colleagues (31).
Lytic units were used to represent lytic activity that increases with potency
per lytic batch, where a lytic batch equals 10° effector cells. An estimate of
lysis at 20% was calculated from a regression line plotting percentage of
lysis by E:T ratio of 20 by using the following formula: 10°/(20)(3 X 10°),
where 10° was the standard number of effector cells and 3 X 10° was the
standard number of targets.

CD107 mobilization assays

Vy9V2 T cells (2 X 10° cells/well) were activated by either C-HDMAPP
(80 nM) or tumor cells at a y8 T cell to target cell ratio of 1:1 at 37°C
in RPMI-FCS containing monensin (10 uM) and a combination of
FITC-conjugated anti-CD107a and anti-CD107b mAbs. After 4 h, cells
were harvested, stained with a TCR V+9-specific mAb and fixed with
0.5% paraformaldehyde. Double-stained cells were analyzed by flow
cytometry.

Comparative gene expression analysis

Vy9V82 PBL were amplified within human PBMC of three different
healthy donors under IL-2 or IL-2+1L-21 conditions and purified 3 wk
after the initial C-HDMAPP activation by using magnetic positive yd se-
lection (purity >99%) and stored as frozen pellets. RNA was extracted
(NucleoSpin RNA II; Macherey-Nagel) and quality checked (RNA integ-
rity number between 9.6 and 10) using an Agilent 2100 Bioanalyzer plat-
form (Agilent Technologies). The total of 1 ug of total RNA was used for
a linear T7-based amplification step and checked as described. Fluores-
cently labeled (Cy3/Cy5) cDNAs were hybridized to topic-defined glass
slides (1076 genes spotted in quadruplicates) PIQOR Immunology Mi-
croarrays (Miltenyi Biotec) and scanning was performed by the Miltenyi
Microarray Service. Hybridization, scanning, and data analysis were per-
formed according to the PIQOR protocol and comply with the MIAME
standards (minimum information about a microarray experiment stan-
dards). In this assay, the PIQOR Analyzer calculates all normalized mean
Cy5/Cy3 ratio (IL-2+IL-21 to IL-2 ratio) of the four replicates per gene
(including the respective coefficient of variation). A fold change =1.7 was
considered to be a good discriminatory criteria to select genes of interest.
Genes that did not pass the quality filtering for very low signal intensity
were not evaluated (<2-fold above average signal intensity of the back-
ground in both Cy3 and Cy5 channels). Data have been deposited in the
NCBI GEO database (http://geo@ncbi.nlm.nih.gov) as accession number
GSE13912.
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Measurement of IFN-vy and IL-4 responses

¥8 T cells (3 X 10* cells/well) were activated with C-HDMAPP (0.8 and
80 nM) or PMA/ionomycin at 37°C in RPMI-FCS medium (200 ul/well).
After 24 h, supernatants were harvested and analyzed for IFN-vy and IL-4
secretion by ELISA following standard procedures. Data are presented as
the mean of triplicate samples. For intracellular cytokine detection, yd T
cells (2 X 10° cells/well) were activated for 5 h at 37°C in RPMI-FCS by
adding grading doses of C-HDMAPP (up to 100 nM) or PMA/ionomycin.
After 2 h, intracellular accumulation of cytokines was induced by adding
brefeldin A (10 pwg/ml). After 3 h, cells were collected, stained for TCR
V&2 chain expression and fixed at 4°C with 0.5% paraformaldehyde. Fix-
ation was followed by a cell permeabilization with BD PhosFlow Perm/
Wash buffer (BD Biosciences) for 20 min and by incubation with IFN-vy-
and IL-4-specific mAbs for 30 min. Stained cells were analyzed by flow
cytometry.

Results
IL-21 fails to induce long-term proliferation of ex vivo Vy9Vé2
PBL following phosphoantigen activation

We studied the effects of recombinant human IL-21 on human
ex vivo Vy9V 82 PBL, by measuring its ability to trigger either
cell division or differentiation, following exposure to C-HDMAPP,
a potent synthetic Vy9Vé2 T cell agonist. Grading doses of
IL-21 induced limited and transient increase of the frequency of
V82" T cells within PBMC (from 10 to 20%) but did not pro-
mote efficient yd T cell expansion when compared with IL-2
(>80%) (Fig. 1, A and B) (also see supplemental Fig. S1).?
Accordingly y8 T cells could not be maintained more than 10
days in IL-21-supplemented cultures. These observations sug-
gest that IL-21 induces cell division but is not sufficient, by
itself, to sustain full proliferation of activated Vy9Vé2 T cells.
To further address this issue, we combined CFSE dilution as-
says and phenotypic analysis of the memory status of Vy9Vé§2
T cells, 3 days after initial antigenic activation. As shown in
Fig. 1C, IL-21 induced a significant entry into cell division
(more than 75% of dividing cells in which more than 50%
achieved 1-2 divisions). However, the average number of cell
divisions was much higher in IL-2-supplemented cultures, in
which the majority of activated yd T cells achieved 2-3 divi-

3 The online version of this article contains supplemental material.
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sions at the same time point. In line with a previous study (24),
v8 T cells with a central memory (CD27"CD45RA ™) pheno-
type were more frequent in IL-21- than IL-2-supplemented cultures,
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FIGURE 2. Effects of IL-21 in combination with IL-2 on the expansion
of Vy9Vé2 PBL following activation by phosphoantigens. A and B, Ki-
netics of V82"CD3™ cell frequency within PBMC of a healthy human
donor (Do#B) (A) and corresponding fold amplification relative to day 0O
(B) were measured following a specific activation (C-HDMAPP, 80 nM)
performed in the absence of any cytokine (Medium) or in IL-2- or IL-
2+1L-21-supplemented medium. C, distribution of Vy9V 52 PBL accord-
ing to their CFSE fluorescence is shown at day 3 in culture performed
under the conditions described in A and B. D, analysis of the memory status
of Vy9V 52 PBL generated in the same experiment. Percentages of naive
(N) (CD27"/CD45RA™), central memory (CM) (CD27*/CD45RA ™), ef-
fector memory (EM) (CD27 /CD45RA ™), and terminally differentiated
effector memory (TEMRA) (CD27 /CD45RA™) cells are indicated within
each dividing yd subset. One representative result of at least three exper-
iments performed using PBMC samples from different donors is shown.
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even among cells having achieved several divisions (Fig. 1D). Al-
together these results indicate that IL-21, though triggering yé T
cell division with maintenance of the central memory subset, is
unable to promote long-term ex vivo expansion of activated human
PBMC-Vy9V32 T cells.

IL-21 neither synergizes nor interferes with IL-2

We further analyzed the pro-proliferative activity of IL-21 in
combination with IL-2 on the ex vivo expansion of PBMC-
Vy9V82 T cells. IL-21 did not synergize or interfere with IL-
2-induced proliferation because similar enrichment for Vy9V 2
T cells (>80% of V82" T cells) and expansion (>2.000-fold)
were observed in IL-2- vs IL-2+IL-21-supplemented cultures
(Fig. 2, A and B). Moreover, IL-21 did not synergize nor in-
hibited entry into cell division of activated yd T cells, as indi-
cated by the similar CFSE profiles of PBMC cultured in both
conditions (Fig. 2C). Finally, like IL-2-supplemented cultures,
most Vy9Vé2 T cells stimulated by both IL-21 and IL-2 dis-
played an effector memory phenotype (Fig. 2D). This response
suggests that the increased frequency of central memory cells
within IL-21-supplemented cultures reflects the limited prolif-
erative activity of these cells rather than a specific effect tar-
geting a particular memory subset.
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IL-21 polarizes Vy9V82 T cells toward a CTL effector
phenotype
To further investigate the effects of IL-21 on human y8 T cell
differentiation, we performed a comparative phenotypic analy-
sis of ex vivo Ag-stimulated PBMC-Vy9V62 T cells in IL-2
alone or in combination with IL-21, using mAbs specific for
chemokine and NK receptors, adhesion molecules, activation
and memory markers, and lytic effector molecules. Vy9Vé2 T
cells that expanded in the presence of either IL-2 plus IL-21 or
IL-2 alone expressed similar levels of yd TCR, chemokine re-
ceptors (e.g., CXCR3), adhesion molecules (e.g., CD11a), and
activation/memory markers (e.g., CD16) (see supplemental Ta-
ble S2).> However IL-2+IL-21-supplemented cultures ex-
pressed significantly higher levels of lytic granules such as
granzyme A, granzyme B, and perforin, when compared with
standard IL-2 conditions (Fig. 3) (see also supplemental Table
S2).? Accordingly semiquantitative PCR analysis showed higher
levels of mRNA coding for granzymes and perforin in IL-2+IL-
21- than in IL-2-supplemented Vy9Vé2 T cells. Therefore, this
observation suggests that IL-21 acts primarily at the level of tran-
scription or stability of mRNA encoding these lytic molecules
(data not shown). Interestingly, increased expression levels of in-
hibitory NK receptors (e.g., NKG2A, ILT2, and CD244 (2B4)) and
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FIGURE 4. IL-21 enhances antitumor cytolytic activity of Vy9V82 T cells. A, cytolytic activity in V49V 82 PBL lines from healthy human donor (Do#C),
generated following activation by phosphoantigen in IL-2- or IL-2+IL-21-supplemented medium, were measured by °'Cr release assay after coculture together
with VY9V 82-susceptible (786-0) or Vy9V &2-resistant (Raji) tumor cell targets at increasing y8 T cell to target ratios. B, Lytic units (per 10° effector cells) in
V+9V82 PBL expanded in IL-2-supplemented (open symbols) or IL-2+IL-21-supplemented (filled symbols) medium were calculated according to the formula
described in Materials and Methods. Three independent experiments are shown. Horizontal bar indicates calculated median values. C, Vy9V82 PBL (Do#C)
expanded in IL-2-supplemented medium (/eff) were preincubated in IL-2+1L-21 medium for 5 days (A), 2 days (<), or 16 h (O) before coculture at day 29 with
tumor target cells. Cytolytic activity of Vy9V 82 PBL was measured at the indicated y8 T cell to target ratio and compared with the values obtained with Vy9V§2
PBL expanded and maintained for 29 days in IL-2 ((J) or IL-2+1L-21 (H) medium. Vy9V 52 PBL were expanded in IL-2- or IL-2+1L-21-supplemented medium
and cultured at day 18 (right), respectively, in IL-2-supplemented (@) or in IL-2+IL-21-supplemented (O) medium. Cytolytic activity of Vy9V52 PBL were
measured at day 30 and compared with cultures maintained with IL-2 ((J) and IL-2+1L-21 (). Data are presented as the mean = SEM of triplicate samples. D,
CD107 mobilization was measured by flow cytometry in Vy9V 82 PBL expanded with IL-2 or IL-2+1L-21 and activated at day 27 by C-HDMAPP or 786-0 tumor
cells (y8T cell to target ratio of 1:1). The percentage of CD107a/b™ cells and mean fluorescence intensity (MFI) are indicated. Cytotoxicity and CD107 mobilization
experiments were conducted at least three independent times and one representative result of at least three experiments is shown.
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FIGURE 5. Comparative analysis of gene expression in Vy9Vé2 PBL
expanded with IL-2 or IL-2+IL-21. Values correspond to fold changes in
Vy9V 62 PBL generated IL-2+1L-21-supplemented medium and compared
with IL-2 cultures, based on quadriplicate microarray experiments. A se-
lection of the products (genes of a known immunological relevance in T
cells) of the most strongly upmodulated (positive values) and downmodu-
lated (negative values) transcripts prepared at day 23 from healthy human
donors (Do#F and Do#G) or at day 28 (Do#C) postactivation is presented.
Granzyme B (GzB), IFN-y, TNF-«, galectin-3 (Gal-3), CD95 ligand
(CD95L), STAT-3, CXCR4, and IL-4 are represented. Microarray data
were performed by comparing 8 T cell samples from three different do-
nors (Do#C, Do#F, and Do#G) and generated in both cytokine conditions.
Horizontal bar indicates median fold change value.

lower levels of costimulatory NK receptors (e.g., NKG2D) were
detected in yd T cells amplified with IL-21, as compared with
standard IL-2 conditions. Also consistent with enhanced differen-
tiation toward an effector phenotype (32), IL-21-supplemented yd
T cells showed increased expression of CD56 (Fig. 3) (and see
supplemental Table S2).’

IL-21 enhances the specific antitumor cytolytic activity of
Vy9V82 T cells

We next tested whether increased accumulation of lytic molecules
within IL-21-treated Vy9V 62 T cells could result in modulation of
their specific antitumor cytolytic activity. To this end, we com-
pared cell-mediated lysis of naturally Vy9V82 T cell-susceptible
(786-0) or T cell-resistant (Raji) tumor cell targets. Although IL-
21-supplemented Vy9V 82 T cells did not lyse to significant extent
Raji cells, their cytolytic activity against susceptible 786-0 cells
was approximately five times higher than that of IL-2-supple-
mented cultures, when estimated as lytic units (see Material and
Methods) (Fig. 4, A and B). Similar results were obtained with
several other Vy9V §2-susceptible tumor targets, such as SW-1116
(a colorectal adenocarcinoma), 769-P, G401, and G402 (renal car-
cinomas) (data not shown). Consistent with expression of MHC
class I-specific inhibitory NK receptor, Vy9V62 T cells lyse more
efficiently B,-microglobulin (8,m)* knockdown tumor target than
wild-type ones (33). However despite modulation of some activat-
ing or inhibitory NK receptor by IL-21 (Fig. 3), IL-21 enhanced to
a similar extent lysis of both wild-type and 3,m knockdown target
cells (see supplemental Fig. S3).’

4 Abbreviation used in this paper: B,m, B,-microglobulin.
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FIGURE 6. IL-21 drives Vy9V 62 PBL functions toward proinflamma-
tory Thl responses. A, ELISA titrations of IL-4 (left) and IFN-vy (right)
produced in culture supernatants by Vy9Vé2 PBL of a healthy human
donor (Do#C) expanded for 34 days in IL-2- or IL-2+1L-21-supplemented
medium and activated by C-HDMAPP (at 0.8 and 80 nM) or PMA/iono-
mycin (PMA/iono). Data are presented as the mean = SEM of triplicate
samples. Asterisk shows saturating levels of cytokines. B, Intracellular ac-
cumulation of IL-4 (left) and IFN-vy (right) in the same Vy9V 52 PBL (IL-2
vs IL-2+1L-21) following activation by grading doses of C-HDMAPP or
PMA/ionomycin (PMA/iono). C, Kinetics of proinflammatory Thl pro-
gramming of Vy9V§2 PBL induced by IL-21. Vy9V 2 PBL (Do#H) were
specificallly activated by C-HDMAPP in the presence of IL-2 (day 0).
Expanding Vy9V 82 T cells were transferred in IL-2+1L-21-supplemented
medium at the indicated time points (days 3, 5, 7, 11, 14, and 18). Intra-
cellular accumulation of IL-4 (left) and IFN-vy (right) induced following a
recall activation at day 34 was measured as described in B. Scale (right
side) indicates percentage of IL-4-producing yd T cells following activa-
tion by PMA/ionomycin.

Importantly, IL-21 enhanced within 16 h the specific antitumor
cytolytic activity of Ag-stimulated Vy9Vé2 PBL expanded in
IL-2. Moreover, removal of IL-21 from the culture medium low-
ered the cytolytic activity of Vy9V82 T cells expanded in IL-
2+1L-21 to the basal levels obtained with IL-2-supplemented cul-
tures. This response indicates that the effect of IL-21 on Vy9V 2
CTL activity is a reversible process (Fig. 4C). To extend these
observations, we analyzed the polarized exocytosis of secretory
lysosomes by measuring cell surface mobilization of CD107a/b
(also called LAMP-1/2), which correlates with functional recog-
nition of target cells by T lymphocytes (34). Vy9V82 T cells am-
plified under IL-21 conditions underwent much stronger CD107a/b
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degranulation when incubated with 786-0 target cells than y6 T
cells cultured in IL-2 alone (50.8% vs 7.3% of positive yd T cells)
(Fig. 4D). Altogether, our results indicate that IL-21 can rapidly
boost in a reversible fashion the specific antitumor cytolytic func-
tions of cultured Vy9V 62 T cells, presumably through up-regula-
tion of lytic molecules production.

IL-21 drives functional programming of Vy9V82 PBL toward a
proinflammatory Thl phenotype

To better characterize the effects of IL-21 on the acquisition of
particular antitumor effector functions during in vitro expansion of
V+y9V§2 PBL, we compared the transcriptomes of magnetically
sorted Ag-stimulated Vy9V&2 T cells, from three donors, ex-
panded with either IL-2 or IL-2+1L-21 using microarrays spotted
with a selected set of 1076 genes (see Materials and Methods). A
direct comparison of the two cytokine conditions revealed few
changes of the gene expression program (see supplemental Fig.
S4).* As shown in Fig. 5, IL-21 triggered a significant up-regula-
tion in at least two of three donors of genes coding for molecules
associated with a CTL proinflammatory phenotype such as gran-
zyme B, IFN-v, TNF-a, and CD95 ligand. STAT-3, a major target
of the IL-21R signaling cascade, was also up-regulated, though to
a lower extent. By contrast CD102 (ICAM-2), CXCR4, and IL-4
were strongly downmodulated by IL-21. Consistent with enhanced
Th1 polarization induced by IL-21, we found by semiquantitative
PCR decreased levels of mRNA coding for GATA-3, a critical
transcription factor implicated in the regulation of IL-4 production
by Th2 cells (data not shown).

To confirm these effects at the protein level, we performed a
comparative analysis of IFN-y (Thl) and IL-4 (Th2) production
induced after a recall activation (by either C-HDMAPP or PMA/
ionomycin) in resting Vy9V82 T cells that were previously ex-
panded in IL-2 vs IL-2+1L-21. ELISA titrations in culture super-
natants (Fig. 6A) and intracellular stainings for IFN-vy and IL-4
(Fig. 6B) (see also supplemental Fig. SSA)? indicated that 10-20%
of IL-2 supplemented y8 T cells produced IL-4 following phos-
phoantigen stimulation. By contrast IL-21-supplemented cultures
produced almost exclusively IFN-v, thus indicating enhanced Th1
polarization. Accordingly IL-2+IL-21-supplemented yé T cells
yielded enhanced tumor-induced IFN-vy responses, when compared
with IL-2 cultures (see supplemental Fig. S5B).?

We next sought to establish whether, similarly to cytolytic ef-
fector function, such a biased Th1 polarization could be induced or
reverted by either short-term exposure or removal of IL-21. To this
end, we performed kinetics experiments in which IL-21 was added
at different time points following the initial C-HDMAPP activation
(day 0) in the presence of IL-2. As shown in Fig. 6C, IL-21 in-
duced Thl polarization of day 0, day 3, and day 5 cultures (also see
supplemental Fig. S5C).> However IL-21 was no longer able to
inhibit IL-4 programming of Vy9Vé2 T cells cultured at least for
1 wk in IL-2. Moreover, removal of IL-21 from cells expanded in
both IL-2 and IL-21 did not restore IL-4 responses, even after 2 wk
of culture in IL-2 alone. Importantly, these results could not be
accounted for the production of IL-21 by Vy9V82 T cells (data not
shown).

Discussion

The primary aim of this study was to design improved yé T cell
based immunotherapeutic approaches combining synthetic yé ago-
nists and cytokines known to stimulate effector functions associ-
ated with enhanced tumor clearance. To this end, IL-21 repre-
sented an interesting candidate as it was shown not only to trigger
proliferation of NK cells and Ag-stimulated T cells but also to
boost their cytolytic properties and particular cytokine responses.
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Although our results extend to the yd system several properties of
IL-21 described for other lymphoid subsets, they bring new in-
sights into the role played by this cytokine in the acquisition or
potentiation of unexpected functions by in vitro expanded yé T
cells. In particular we show that IL-21 up-regulated in a rapid and
reversible way antitumor properties and cytolytic effector func-
tions of Vy9V82 T cells. Moreover 1L-21 enhanced in a slower
and irreversible way Thl differentiation of Vy9V 2 cells stimu-
lated by Ag and IL-2. On a more applied standpoint, these results
allowed us to propose new protocols leading to large scale expan-
sion of y8 T cells with enhanced antitumor properties, that could
be easily set up under clinical grade conditions.

Because IL-21 was previously shown to trigger proliferation of
Ag-stimulated yd T cells, we initially tested whether this cytokine
could be used for large scale expansion of these lymphocytes. In
line with previous reports, IL-21 induced short-term proliferation
of Ag-stimulated yé T cells. However, unlike IL-2, IL-21 failed to
induce efficient and long-term amplification of stimulated yé T
cells. This result lead us to further assess the combined effect of
IL-21 and IL-2 on the proliferation of Ag-stimulated y8 T cells and
to compare the functional properties of yd T cells cultured with
either IL-2, IL-21, or both cytokines.

In agreement with previously published data, short-term yd T cell
cultures stimulated in the presence of IL-21 alone were enriched for
lymphocytes with a central memory (CD27 "CD45RA ™) phenotype,
which could reflect polarization toward a follicular helper phenotype,
as suggested by enhanced CXCL13 production (20). By contrast,
whereas the combination of IL-2 and IL-21 allowed strong expansion
of Ag-stimulated yd T cells, most actively dividing cells displayed an
effector memory (CD27 CD45RA™) phenotype. Because these fea-
tures were very similar to those of IL-2-supplemented cultures, we
tested whether the combination of IL-21 and IL-2 could induce ac-
quisition of unique properties by stimulated yd cells. In line with
previous studies performed on NK, NKT, or CD8" T cells (23, 26,
35), IL-21+1IL-2-supplemented yé T cells showed up-regulation of
2B4 (CD244), NKG2A, and ILT2 and downmodulation of NKG2D,
when compared with IL-2-supplemented cultures. The functional sig-
nificance of these phenotypic alterations are still unclear; in particular,
although several of these NK receptors are known to either enhance or
inhibit cytotoxicity upon engagement by [3,m-associated molecules
(33), differential susceptibility of 8,m knockdown vs wild-type tar-
gets to Vy9V82 lysis was not affected by IL-21+IL-2 treatment,
when compared with IL-2 alone.

One of the most striking effects induced by IL-21+1L-2 on stim-
ulated y8 T cells was a dramatic increase of cytotoxic activity
associated with enhanced tumor cell killing. This activity could be
due to several nonexclusive mechanisms. IL-21 may increase the
overall target avidity of Vy9V 82 effectors. This enhanced activity
could be explained by increased expression of either CD95 ligand
or TRAIL whose transcript levels were enhanced in y8 T cells by
IL-21 treatment. However, we failed to detect increased expression
of either these molecules at the protein level. Moreover, blocking
Abs directed against CD95 ligand and TRAIL did not affect renal
carcinoma cell lysis by IL-21-treated yd T cells, suggesting a mi-
nor role played by either of these two candidates. CD56, which is
up-regulated by IL-21, is known to establish homotypic interac-
tions that could enhance binding of Vy9V82 T cells to CD56™
tumors. Increased CD56 expression may also reflect differentia-
tion into effectors with enhanced cytolytic potential, as sug-
gested by several studies (32, 36). Accordingly, IL-2+1L-21-ex-
panded Vy9VS2 T cells showed strong up-regulation of several
cytotoxic effector molecules, such as granzyme A, granzyme B,
and perforin. Although a similar up-regulation of these molecules
was previously reported in other IL-21-treated cell subsets, strong
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downmodulation of granzyme B by IL-21 was recently described
by Hinrichs et al. (37). These different behaviors might be ex-
plained by the cell differentiation status or the cytokinetic context:
whereas IL-21 may inhibit acquisition of cytolytic effector func-
tions during priming of naive precursors, it may have an opposite
affect on memory T cells, as it typically the case here. Moreover,
IL-21 might repress effector functions when used alone but en-
hance them when used in conjunction with IL-2. The mechanisms
underlying coinduction or corepression of these effectors proper-
ties by IL-21 remain unclear but could involve modulation of sev-
eral transcription factors known to control expression of perforin
and granzyme and to be regulated by IL-21, such as Eomesoder-
min (37-39) or STAT factors (40—42). In any case, the fact that
IL-21 up-regulated within a few hours of granzyme and perforin
expression on established yd T cell clones and purified polyclonal
lines indicates that this process is a direct consequence of IL-21R
signaling on v T cells, even though we failed to detect any surface
expression of this receptor on these lymphocytes. However, the
results of RT-PCR assays indicate that Vy9V82 T cells express
substantial levels of the mRNA transcripts encoding for the spe-
cific IL-21R chain (data not shown).

Quite unexpectedly, granzyme and perforin expression in IL-
21+IL-2-supplemented cultures returned to baseline levels found
in IL-2-treated cells upon removal of IL-21. It will be interesting
to determine whether this reversible phenomenon, which to our
knowledge has not been reported before, parallels downmodula-
tion or upmodulation of the previously mentioned transcription
factors. In line with their enhanced cytolytic potential, IL-21+IL-
2-treated y8 T cells showed dramatically enhanced tumor-induced
degranulation and cytotoxicity against most V+y9V 82-susceptible
tumor targets. Again in this study, this phenomenon was observed
within a few hours after exposure to IL-21 and was reversible.
Quite interestingly, IL-21 not only increased the percentage of yd
T cells able to translocate CD107a/b to their surface upon tumor
recognition, but also increased the surface expression levels of
CD107a/b among positive cells, thus suggesting an overall in-
crease in cytotoxic lysosomal granule production (34).

Vy9VE2 T cells are classically considered as proinflammatory
Th1 memory cells, able to readily produce TNF-«, IFN-vy but no
IL-4 or IL-13 upon ex vivo Ag stimulation (43). For yet unknown
reasons, these cells rapidly and stably acquire the capacity to pro-
duce IL-4 upon in vitro culture in IL-2 (44). This induced IL-4
production was strongly and irreversibly inhibited by IL-21 when
the latter was added early after Ag stimulation of Vy9V82 T cells
in IL-2-supplemented medium. By contrast IFN-vy production was
either unaffected or enhanced by addition of IL-21 early after in
vitro culture. This observation is reminiscent of previous studies
describing enhancement of either Th1 or Th2 polarization by IL-21
(39, 45-47). Altogether, these data suggest that IL-21 is not a
primary modulator of Th1/Th2 programming but may strengthen
precommitment of memory cells toward either profile. By contrast,
IL-21 might inhibit both Th1 and Th2 polarization of naive T cells,
and favor instead their programming toward IL-17 production, as
suggested by several studies (25). It remains to be determined
whether IL-21 acts directly or indirectly on yd polarization. The
fact that IL-21-induced inhibition of IL-4 occurred only when this
cytokine was added from the beginning of the culture supports an
indirect effect, possibly mediated by APC present in this system.
Such an assumption will need to be confirmed through analysis of
purified ex vivo y8 T cells.

On an applied standpoint, IL-21 did not allow long-term expan-
sion of Ag-stimulated y8 T cells at least in vitro. This departs from
previous studies describing efficient proliferation of NK and CD8 ™
T cells (21, 48, 49). This apparent discrepancy could reflect in-

volvement of cofactors not provided in the present study. Irrespec-
tive of this issue, IL-21 could nevertheless be used in conjunction
with IL-2 because it did not inhibit long-term expansion of
Vy9V82 T cells in the presence of the latter cytokine. In functional
terms, IL-21 could rapidly up-regulate cytolytic function and an-
titumor killing mediated by Vy9V82 T cells; this effect was ex-
tremely rapid and could be obtained even on cultured/preactivated
cells that had not been exposed before to this cytokine. Therefore,
in vitro IL-21 pretreatment of expanded y& T cells could be ex-
ploited in passive immunotherapeutic settings to enhance the an-
titumor efficacy of adoptively transferred yé T cells, although this
effect might be rapidly lost after in vivo transfer. IL-21 could be
also used in conjunction with Vy9V 2 agonists to potentiate in
vivo cytotoxic programming of Vy9V82 T cells. In addition, based
on our in vitro findings, IL-21 might enhance IFN-vy response of
V9V 82 T cells when coadministered with Vy9V 82 agonists and
IL-2. This response could be readily tested in nonhuman primates
owing to the availability of GMP-grade cytokines and yé T cell
agonists. Nevertheless one should be aware that IL-21 can boost
proliferation of some Vy9V 82-susceptible tumors such as multiple
myeloma (50), thus precluding its use in vivo in this particular
indications.

In conclusion our results indicate that IL-21 could be combined
with IL-2 during specific in vitro expansion strategies to boost
direct and indirect antitumor properties of human Vy9V62 T cells.
This cytokine might therefore represent a candidate of choice that
should be tested for optimization of 8 T cell-based immunother-
apeutic protocols.
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Anti-CD277 antibodies and uses thereof

FIELD OF THE INVENTION

The invention relates to anti-CD277 antibodies and uses thereof.

BACKGROUND OF THE INVENTION

White blood cells are cells of the immune system involved in defending the body
against pathogens. Among these cells, lymphocytes, monocytes, and dendritic cells
can be cited. Monocytes may migrate from the bloodstream to other tissues and
differentiate into tissue resident macrophages or dendritic cells. Dendritic cells play a
role as antigen presenting cells (APC) that activate lymphocytes. Among lymphocytes,

T cells can be divided into yd T cells and a8 T cells.

Vy9/Vd2 T cells are important effectors of the immune defence. They lyse directly
pathogen infected or abnormal cells. In addition, they regulate immune responses by
inducing dendritic cell (DC) maturation as well as the isotypic switching and
immunoglobulin production. This important cell platform of the immune system is

strictly regulated by surface receptors, chemokines and cytokines.

The priming of T cells is modulated by involvement of specialised cells and secretion of
chemotactic cytokines. Nowadays, we know that T-cell activation is the result of two
synergistic events. The first is the interaction between the receptor of T cell (TCR) and
the major histocompatibility complex (MHC) conjugated with processed antigen on the
surface of the antigen presenting cells (APC). The second event is a co-stimulatory
antigen-independent signal involving B7 molecules. The lack of co-stimulatory signal
induces anergy, i.e. the inhibition of T cells proliferation, cytokines secretion and
cytotoxic activities. The study of these pathways may provide insight about the

triggering of pathologic events, such as autoimmune or lymphoproliferative disorders.
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The B7 family is an extended group of costimulatory molecules (Coyle et al., 2001). To
the B7 family belong the ligands B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86): their receptors are
CD28, which leads to T cell activation (Linsley and Ledbetter, 1993, June, et al., 1994,
Lenschow et al.,, 1996), and CTLA-4 (CD152), which competes with CD28 and
transduces an inhibitory signal (Waterhouse et al., 1996). The critical role of CD152 as
a negative regulator of T cell activation is demonstrated by the occurrence of
lymphoproliferative disorders in CTLA-4 deficient mice (Waterhouse et al., 1995). Most
data on the inhibitory function exerted by CD152 are gathered from studies of
proliferation or cytokine production by naive T lymphocytes during T cell priming
(Linsley et al., 1992, Walunas et al., 1995, Walunas and Bluestone, 1998). In particular,
CD152 is expressed following T-lymphocyte activation and inhibits the cytolytic
functions of CTL clones obtained following PHA stimulation or Ag selection (Saverino
et al., 1998).

B7-H1 (PD-L1, CD274) and B7-DC (PD-L2, CD273), whose receptor is PD-1 (CD279),
proved to inhibit T-cell proliferation and cytokine secretion (Freeman et al., 2000,
Latchman et al.,, 2001). Otherwise, different studies showed that PD-L1 and PD-L2
engagement increase T cell proliferation and IL-10 or IFN-y production (Dong et al.,
1999, Freeman et al., 2000, Latchman et al., 2001, Chapoval et al., 2001, Tseng et al.,
2001). Other molecules related to the family B7 expressed on the surface of T cells are
B7-H2 (ICOS-L), B7-H3, B7-H4 whose roles are not fully understood (Hutloff et al.,
1999, Sun et al., 2002).

Henry et al. (1999) found that the region coding for butyrophilin (BT) is located at a
telomeric position from the MHC class | region on human chromosome 6. In particular
they described two genes Bt2 and Bt3, coding for a new group of co-stimulatory
molecules (BT2.1, BT2.2, BT2.3, BT3.1, BT3.2 and BT3.3) belonging to the Ig
superfamily (IgSF) (Williams and Barclay, 1988) and related to B7 family by sequence
similarity analysis: in particular, it shows similarity with the Ig-V like extracellular
domain of CD80 and CD86 (Linsley et al., 1992).

The BT3 family members appear in literature with different names: BT3.1 is also called
BTF5 (Rhodes et al., 2001), or BTN3A1 (Ruddy et al., 1997), or more recently CD277
(Bensussan and Olive, 2005); BT3.2 is also called BTF4 (Rhodes et al., 2001), or
BTN3A2 (Ruddy et al., 1997); and, finally, BT3.3 appears also as BTF3 (Rhodes et al.,
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2001) or BTN3A3 (Ruddy et al., 1997). BT3 has two Ig-like extracellular domains that
characterize the IgSF.

It has been proposed that b7 genes and MHC class | and Il genes may have a
common ancestral gene and could encode for proteins involved in similar function,
such as T cell activation (Rhodes et al., 2001). BT3 molecules have been found on
immune cells, such as T, B and NK cells, monocytes and dendritic cells as well as
hematopoietic precursors and some neoplastic cell lines (Compte et al., 2004). As for
other co-stimulatory molecules, their structure is characterized by three domains: an
extracellular domain to bind the ligand, a transmembrane domain and an intracellular
domain termed B30.2 which is presumably involved in the regulation of intracellular
superoxide concentrations (Henry et al., 1998). So far, the ligand(s) of CD277 is still

unknown.

To date, no satisfactory approach has been proven to induce potent immune
responses against vaccines, especially in cancer patients. Methods have yet to be
devised to overcome the immunosuppressive mechanisms observed in cancer
patients, and during chronic infections.

Treatment of autoimmune diseases and prevention of transplantation rejection in graft
versus host diseases (GVHD) depends on immunosuppressive agents that have
serious side effects, or are not always effective. New immunosuppressive agents are

desired.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relates to an anti-CD277 antibody, which activates or inhibits the
cytolytic function, cytokine production and proliferation of Vy9/Vd2 T cells. The present
invention also relates to an anti-CD277 antibody, which costimulates T cells together
with CD3-TCR, and/or which costimulates T cells in addition to CD28-B7 costimulation.
The present invention also relates to an anti-CD277 antibody, which increases the

activity and/or survival of monocytes and dendritic cells.

Preferably, the antibody according to the invention is an anti-CD277 antibody, which:

- activates the cytolytic function of Vy9/Vd2 T cells, and
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- costimulates T cells together with CD3-TCR, and
- costimulates T cells in addition to CD28-B7 costimulation, and

- increases the activity and/or survival of monocytes and dendritic cells.

Particularly, the present invention relates to an anti-CD277 antibody (chosen from
mAbs 20.1, 7.2 and 103.2) which is obtainable from one of the hybridomas accessible
under CNCM deposit number 1-4401, 1-4402 and 1-4403.

The invention also relates to an anti-CD277 antibody which comprises the CDRs of
mAb 20.1. The invention also relates to an anti-CD277 antibody which comprises the
CDRs of mAb 7.2. The invention also relates to an anti-CD277 antibody which
comprises the CDRs of mAb 103.2.

The invention also relates to one of the mAbs 20.1, 7.2 and 103.2, or a derivative
thereof, for the use in therapy.

The invention relates to one of the mAbs 20.1 and 7.2, or a derivative thereof, for use

for the treatment of a cancer or a chronic infection.

The invention relates to a vaccine for the treatment of a cancer or a chronic infection
comprising one of the mAbs 20.1 and 7.2, or a derivative thereof. The invention relates
to a kit for the treatment of a cancer or a chronic infection comprising:

a) mAb 20.1 or 7.2 or a derivative thereof; and

b) a vaccine for the treatment of a cancer or a chronic infection.

The invention relates to an anti-CD277 antibody as defined above for the use in

therapy.

The invention finally relates to an anti-CD277 antibody which inhibits the functions of
Vy9/VE2 T cells, particularly for use for the treatment of an autoimmune disease,

transplantation rejection or a graft versus host disease.



Modalités d’activation et fonctions des lymphocytes T y6 humains

Les lymphocytes T y3 (LT y9d), situés a I’interface entre I’immunité innée et adaptative, sont
capables de répondre a divers types de stimulations antigéniques, reflétant leur implication probable
dans de nombreux contextes physiopathologiques infectieux ou tumoraux. Leurs modalités fines
d’activation sont actuellement peu claires, mais leurs propriétés phénotypiques et fonctionnelles en
font des acteurs potentiellement cruciaux de la réponse immunitaire. L’étude des modalités
d’activation des LT yd représente un enjeu actuel important pour la compréhension de la biologie de
ces cellules et I’évaluation de leur potentiel thérapeutique.

Ce travail de thése porte sur les modalités d’activation de plusieurs sous-populations de LT
vd humains, et a conduit a I’identification de trois acteurs majeurs dans ces processus. Ainsi, (i) la
reconnaissance d’ILT2 a la surface de cellules lymphoides B via les molécules de CMH de classe | est
essentielle a Iactivation de LT y8 V82", (ii) la reconnaissance d’EphA2 exprimée par des cellules
tumorales épithéliales joue un role clé dans D’activation de sous-populations de LT V&1°%, (iii) et
I’expression de CD277 par les cellules cibles est nécessaire a leur reconnaissance spécifique par les
LT 5 V2",

Cependant, les mécanismes impliquant ces différentes molécules dans le processus
d’activation des LT vyd demeurent peu clairs et feront ’objet de travaux a venir. Ces données
permettront d’évaluer le role de ces acteurs moléculaires et cellulaires in vivo, ainsi que leur potentiel
immunothérapeutique dans diverses pathologies humaines.

Mots clés : Homme; lymphocyte T gamma delta; récepteur des cellules T; antigéne; costimulation;
activation.

Activation modalities and function of human y3 T cells

vd T lymphocytes (yd TL), stand in between innate and adaptative immunity. These
lymphocytes are able to respond to various antigenic stimulations which reflects their potential
implication in many infectious and tumoral physiopathological contexts. Fine activation modalities of
these cells remain unclear, although their phenotypical and functional properties turn them potentially
into pivotal players of the immune response. Understanding the modalities of activation of yd TL
currently represents an important issue for understanding the biology of these cells and evaluation of
their therapeutical potential.

The work achieved in this thesis is focused on the activation modalities of several human
v TL subsets, and leads to the identification of three major molecular players in these processes. (i)
ILT2 expressed at the cell surface of B cell lines is essential for the activation of V32™ y5 TL, (ii)
EphA2 expressed by epithelial tumor cells is a key partner of V§1°*y5 TL activation, (iii) expression
of CD277 by target cells is mandatory for their specific recognition by V§2°*v3 TL.

However, the mecanisms implying these molecules in yd TL activation processes remain still
to be clearly defined and will be analyzed in further investigations. The expected results should lead to
the evaluation of the role of these molecular and cellular players in vivo, along with their
immunotherapeutical potential in various human pathologies.

Key words : Human; gamma delta T cell; T cell receptor; antigen; costimulation; activation.
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