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I Les lymphocytes B : Origine et développement

Les lymphocytes B, acteurs clés de la réponse immunitaire adaptative, représentent 10 a
15 % des lymphocytes circulants. Générées en continu dans la moelle osseuse sous forme
de précurseurs, ces cellules ont de multiples fonctions telle que la production d’anticorps, la
présentation d’antigéne ou encore la sécrétion de cytokines qui leur permet de jouer un rdle

dans 'immunorégulation. Ces fonctions sont acquises au cours de leur développement.

1. Ontogeneése des lymphocytes B

Au cours de l'ontogenése, les lymphocytes B se différencient dans la moelle osseuse a
partir de cellules souches hématopoiétiques, jusqu’au stade de cellules B immatures
exprimant une immunoglobuline de surface capable de reconnaitre I'antigéne. Ces
lymphocytes B immatures migrent ensuite, dans les organes lymphoides secondaires pour
terminer leur différenciation. Ainsi, on peut séparer I'ontogénése en deux principales
étapes, la lymphopoiése, une phase de différenciation et de maturation, indépendante de
'antigéne, qui se déroule dans la moelle. Une seconde étape d’activation et de
différenciation post-médullaire, I'immunopoiése, dépendante de I'antigéne s’effectue dans

les organes lymphoides secondaires (Figure 1).

Lymphopoiése
Indépendante de I'antigene

Immunopoiése
Dépendante de I'antigéne

Igoi/IgB.

- transitionel mature

~ Cellule
souche

SECONDAIRES

i
i
MOELLE OSSEUSE i ORGANES LYMPHOIDES
1
i

Figure 1 : Développement et différenciation des lymphocytes B

Le développement des lymphocytes B commence dans la moelle osseuse par la différenciation de progéniteurs
lymphoides communs en Pro-B qui expriment un hétérodimére, formé de Iga et IgB. Au stade Pré-B les cellules
expriment la chaine py a partir de laquelle se forme un pré-BCR. Les cellules B immatures poursuivent leur
développement dans les organes lymphoides secondaires, avec la différenciation en cellules B matures.
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a. Lalymphopoiese, le développement des lymphocytes B dans la moelle osseuse

Dans la moelle osseuse, les progéniteurs lymphoides communs, issus des cellules
souches hématopoiétiques se différencient en cellules pré-pro-B, les précurseurs les plus
immatures de la lignée lymphoide B. De ces pré-pro-B dérivent les cellules pro-B, sous le

controle de facteurs de transcription tels que PU.1 et Ikaros (1).

«* Le stade Pro-B

Ce stade est marqué par la mise en place des réarrangements des génes qui codent les
chaines lourdes d’immunoglobulines (IgH). Ces réarrangements commencent par la
jonction d’un segment Dy et d’'un segment Jy au niveau du locus IGH (Figure 2). Le
segment V4 s'assemble ensuite aux segments DJy réarrangés. Des segments ViDrJH sans
codon stop et en phase de lecture correcte codent une région variable fonctionnelle et
permettent la synthése d’'une chaine lourde y. Ce réarrangement se fait sur un premier
chromosome et s'il nest pas productif s’effectue au niveau du second chromosome. Ce
mécanisme s’appelle I'exclusion allélique. Il repose sur l'inactivation des enzymes Rag-1 et
Rag-2 (Recombinant Activating Gene) et permet d’obtenir un seul type de chaine lourde ou
de chaine légére. L'expression de ces enzymes est induite et régulée par les cellules
stromales de la moelle par l'intermédiaire de facteurs solubles tels que I'interleukine 7(IL-7).
Un réarrangement productif permet donc a la cellule pro-B de poursuivre sa maturation et

de se différencier en cellule pré-B (2).

%+ Le stade Pré-B

Au stade pré-B, la chaine lourde py est exprimée a la membrane, en association a une
pseudo-chaine légere constituée de deux protéines VpréB et AS pour former le pré-BCR
(Récepteur a I'antigéne des cellules B). L'expression de ce récepteur permet aux cellules
pré-B de recevoir des signaux de survie et de poursuivre leur maturation. Une premiére
étape de sélection, la « sélection positive » se fait notamment grace a un hétérodimeére,
formé par Iga et IgB (CD79a et b), associé a la chaine y, a la membrane. Ces molécules
présentent des motifs intra-cytoplasmiques, ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motifs) qui permettent la création d’'une cascade de signalisation impliquée dans

la survie et la prolifération.
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Figure 2 : Réarrangement des Immunoglobulines

A) Au stade pro-B, le réarrangement des génes des Immunoglobulines commence par la recombinaison des segments
VHDndu au niveau du locus IGH qui permet la synthése de chaines lourdes. Il se poursuit au niveau du locus IGk ou
IGA, au stade pré-B aboutissant a la production de chaines légéres.

B) Représentation schématique d’'une immunoglobuline (Ig). Les chaines L (légéres) Kk et A sont formées de 2
domaines, un domaine variable (V) et un domaine constant (C). Les chaines H (lourdes) comportent un domaine N-
terminal variable (VH) et 3 ou 4 domaines constants (CH). Adapté de Janeway et al., 2002 (3).

% Le stade B immature

Les enzymes Rag-1 et Rag-2 sont réexprimées a la fin du stade pro-B pour réaliser les
réarrangements Vi JL des génes de la chaines Iégére K, si celui-ci n’est pas productif, de la
chaine légere A. Un réarrangement fonctionnel permet a la cellule d’exprimer une
Immunoglobuline M (IgM) de surface, et I'acquisition d’'une spécificité de reconnaissance de
I'antigéne. A ce stade, un processus de « sélection négative » permet d’éliminer les cellules
auto-réactives, exprimant des IgM de surface, spécifiques des antigénes du soi (auto-
antigenes). Cette sélection permet I'acquisition de la tolérance centrale dans laquelle, les
cellules stromales de la moelle osseuse jouent un réle clé. Elles expriment a leur surface,
des peptides du soi qu’elles présentent aux cellules B par l'intermédiaire de molécules du
CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité). Les cellules qui reconnaissent les antigénes
du soi avec une forte affinité recoivent des signaux de mort, on parle alors de délétion

clonale.
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Ces cellules peuvent également subir des mécanismes de réédition des récepteurs qui
consistent en [linduction de nouveaux réarrangements des genes des chaines
d'immunoglobulines. Au-dela d’un certain seuil d’affinité, les clones B auto-réactifs
deviennent anergiques. Seules les cellules qui reconnaissent ces peptides avec une faible
affinité poursuivent leur maturation. Ces premiéeres étapes du développement se font sous
la dépendance du microenvironnement et sont gouvernées par les signaux provenant des
cellules stromales de la moelle osseuse. Les lymphocytes B expriment en effet différents
récepteurs qui leur permettent de dialoguer avec les cellules du microenvironnement. Ces
cellules régulent ainsi, la croissance, la maturation et la survie des cellules en
développement via des contacts directs ou la production de facteurs solubles tels que les
facteurs de croissance, les cytokines (IL-7, Stem Cell Factor (SCF)) ou les chimiokines
(Stromal cell Derived factor (SDF-1)) (4).

b. L'immunopoiese, phase d’activation du lymphocyte B

Les lymphocytes B immatures ayant quitté la moelle osseuse passent par un stade
intermédiaire, le stade B transitionnel et subissent une sélection périphérique. Les cellules
B matures qui survivent a cette sélection expriment une IgM et une IgD a leur surface et
gagnent les organes lymphoides secondaires ou elles se différencient en lymphocytes B

folliculaires ou en lymphocytes B de la zone marginale.

+» Différenciation post-médullaire des lymphocytes B

Les lymphocytes B matures se différencient en cellules B folliculaires conventionnelles,
impliquées dans les réponses humorales dépendantes des lymphocytes T ou en
lymphocytes B de la zone marginale (ZM), impliqués dans des réponses humorales thymo-
indépendantes. Ces lymphocytes produisent des anticorps « naturels » polyréactifs, de
faible affinité et occupent la premiére ligne de défense contre certains micro-organismes.
On distingue deux types de lymphocytes, les B1 qui se développent dans les cavités
pleurales et péritonéales et les lymphocytes B2 folliculaires de la zone marginale.
L’activation des lymphocytes B folliculaires par la rencontre avec un antigéne entraine leur
différenciation en plasmocytes a courte durée de vie, des cellules productrices d’anticorps,
exprimant CD38 et CD138 (Figure 3).
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Figure 3 : Les différents types de réponses thymodépendantes ou non

Une population de « lymphocytes B1 », dont I'origine est mieux caractérisée chez la souris, se développe dans les cavités
pleurales et péritonéales, a la différence des « B2 » qui se développent dans la rate ou les ganglions. La cellule B mature
pourra rencontrer un antigene (Ag) dans la rate ou les ganglions, et se différencier en plasmocytes ou cellules B
mémoires. Cette rencontre peut se faire de facon thymo-indépendante, au niveau de la zone marginale (ZM) ou thymo-
dépendante entrainant la formation de centres germinatifs (CG) ou se poursuit la différenciation Inspiré de Rickert et al.,
2013 (5).

Cette activation peut également entrainer la formation de centres germinatifs ou les
lymphocytes vont subir les processus d’hypermutations somatiques et de commutation de
classes avant de se différencier en plasmocytes a longue durée de vie ou en cellules B
meémoires. Ces derniéres, capables de persister a I'état quiescent, sans proliférer, ont la
capacité de répondre trés rapidement a des pathogénes lors d’'une seconde rencontre avec

I'antigéne avant de se différencier en plasmocytes.

/7

s Formation des centres germinatifs

L’activation du lymphocyte B avec un antigéne est suivie de la formation de structures
particuliéres dans les organes lymphoides secondaires, les centres germinatifs (CG). Ces
structures constituent un microenvironnement dynamique associé a I'expansion de cellules

B spécifiques.
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D’'un point de vue micro-anatomique, les CG matures sont constitués de deux
compartiments distincts, la zone sombre et la zone claire.

La zone sombre, correspond a une zone de prolifération, composée de centroblastes
exprimant peu d'immunoglobulines a leur surface.

Ces lymphocytes B subissent une modulation de l'affinité de leurs immunoglobulines pour
les antigenes via des processus d’hypermutations somatiques. Dans la zone claire, la
prolifération des lymphocytes B alors appelés centrocytes et exprimant d’avantage
d'immunoglobulines de classe M a leur surface est ralentie. La sélection des cellules a

immunoglobulines de haute affinité se poursuit dans cette zone (6).

7

% Les hypermutations somatiques

Les hypermutations somatiques induites suite a la stimulation antigénique sont des
modifications ciblées des régions variables des génes d’immunoglobulines modulant

I'affinité du BCR pour l'antigéne. Des mutations ponctuelles sont introduites de maniére
aléatoire et peuvent étre silencieuses, neutre, délétéres ou positives. L’AID (Activation-

Induced cytidine Deaminase »), une enzyme exprimée dans les centres germinatifs, est
responsable de ces hypermutations somatiques. Les mutations déléteres entrainent une
diminution de [affinité pour l'antigéne alors que les mutations positives permettent
d’augmenter cette affinité. Les cellules ayant une faible affinité pour I'antigéne sont
sélectionnées négativement et éliminées par apoptose.

Ce processus permet de sélectionner les lymphocytes B ayant une meilleure affinité pour
'antigéne, afin d’obtenir suite a leur différenciation, des anticorps plus efficaces et des
cellules mémoires plus spécifiques (7). Suite a cette sélection, les cellules B appelées
centrocytes ayant fait pénétrer par endocytose I'antigéne I'apprétent et le présentent aux
lymphocytes T helper folliculaires (Tfh) présents au sein de la zone claire. Cette
présentation de l'antigéne sous forme de peptides se fait via les molécules du CMH de
classe Il présentes a la surface des lymphocytes B. Des signaux de survie et de
différenciation provenant de ces lymphocytes T helper follicullaires permettent aux
lymphocytes B de poursuivre leur maturation qui passe notamment par la commutation de

classe.
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«» Commutation de classe et maturation terminale

Si les régions variables des chaines des immunoglobulines déterminent la spécificité a
I'antigéne, les régions constantes contrélent les fonctions effectrices et varient selon les
isotypes. Le changement d’isotype ou commutation de classe consiste au remplacement du
locus de la région constante C de I'lgM par celui d’'un autre isotype. Ainsi, selon le type de
réponse immunitaire souhaité, la cellule exprime un isotype spécifique. Il existe 5 classes
d'Immunoglobulines les IgM et IgD, sont produites au cours de la réponse primaire alors
que les IgG, IgE et IgA sont produites au cours des réponses secondaires (8). Les
lymphocytes B, issus des centres germinatifs, ou ils ont subi hypermutations somatiques et
commutation de classe se différencient en plasmocytes d’'un isotype spécifique ou en
cellules B m émoires (Figure 4). Le développement et la sélection du répertoire des
lymphocytes B passent par un ensemble de processus assurant l'acquisition d’une
tolérance au soi. Malgré I'efficacité des mécanismes de tolérance centrale au stade de B

immature, certains clones auto-réactifs peuvent gagner les organes périphériques.

A Vaisseaux afférents
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>‘>>§
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Figure 4 : Réactions au sein des Centres Germinatifs
A) Les centres germinatifs sont des structures retrouvées au niveau des ganglions lymphatiques.

B) La cellule B naive, prolifere au sein de la zone sombre ou elle subit les hypermutations somatiques et une séléction en
fonction de I'affinité de son récepteur. Une foie dans la zone claire, le lymphocyte B rencontre I'antigéne, en contact avec les
cellules T et les cellules dendritiques folliculaires (FDC). Cette rencontre est suivie par les commutations de classes de ses

Immunoglobulines, le lymphocyte B se différencie en plasmocyte ou cellule B mémoire.
Adapté de Katia Basso & Riccardo Dalla-Favera., 2015 (6).
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La tolérance périphérique peut avoir lieu dans la rate au stade de B transitionnel ou les
cellules ayant une forte affinité pour le soi sont éliminées par anergie ou délétion clonale.
Cette tolérance est également acquise au sein des centres germinatifs grace aux

meécanismes décrits précédemment.

c. Lavoie du signalisation du BCR dans I’activation des cellules B

L’activation du lymphocyte B se fait principalement a travers son récepteur a I'antigéne, le
BCR. La fixation d'un antigéne au récepteur entraine [l'activation des chaines de
signalisation associées, CD79a et CD79b, phosphorylés sur les résidus tyrosine de leurs
motifs ITAM. Cette phosphorylation se fait par des kinases, de la famille Src (Lyn, Fyn),
associées au BCR et permet I'ancrage de molécules adaptatrices ainsi que le recrutement
de molécules de signalisation comme SYK (Spleen Tyrosine Kinase) et BTK (Bruton
Tyrosine Kinase). Ces molécules permettent la formation d’'un complexe protéique autour
du BCR, appelé le « signalosome ». Les protéines du signalosome vont conduire a
I'activation de plusieurs effecteurs secondaires qui propagent un signal et activent a leur
tour des facteurs de transcription impliqués dans des mécanismes tels que la prolifération

et la survie des lymphocytes B (Figure 5).
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Figure 5 : Le BCR dans l'activation des lymphocytes B
CD19 : Co-récepteur ; VH : domaine variable des chaines lourdes ; VL : domaine variable des chaines légeres ; BLNK: B-cell linker
PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PLCy2 : phospholipase C gamma 2.
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Le recrutement et l'activation de la kinase SYK au niveau du signalosome est suivi du
recrutement de protéines adaptatrice telles que BLNK (B cell linker) dont la phosphorylation
permet I'ancrage des protéine BTK et PLCy2 (phospholipase C gamma 2).

Les kinases SYK et BTK activent alors la PLCy2, ce qui va conduire a I'activation des flux
calciques et de la PKC (protéine kinase C) et a l'activation de facteurs comme NFAT
(Nuclear Factor of Activated T cells), des facteurs ERK1/2 (Extracellular Regulated
Kinases), JNKs (c-Jun N terminal Kinase), p38 ou de NF-kB (Nuclear factor-kB). La kinase
SYK entraine également I'activation des MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinase) via
'adaptateur VAV et l'activation de GTPases telles que Ras et Rac. Le signalosome
comprend aussi des co-récepteurs activateurs comme le CD19. La phosphorylation de sa
partie intracellulaire par LYN permet de recruter la kinase PI3Kd (phosphoinositide 3-
kinase) a la membrane via sa sous-unité p85. Une fois activée par phosphorylation de la
sous-unité p110, cette kinase phosphoryle PIP. (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) et
génére du PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate) permettant ainsi le recrutement et
I'activation des kinases BTK et AKT. Ces kinases jouent un réle clé dans la survie activant
des facteurs comme mTOR (mechanistic target of rapamycin) et NF-kB.

Ainsi l'activation du BCR et de son signalosome conduit a I'activation de plusieurs voies et
de facteurs impliqués dans la survie, la prolifération, la maturation et la migration du
lymphocyte B (Figure 6). Cette activation est modulée par des phosphatases telles que
PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22) ou PTEN (Phosphatase and
TENsin homolog). Les phosphatases SHP-1 (SH2 domain-containing phosphatase) et
SHIP (SH2 domain-containing inositol 5'-phosphatase) sont recrutées et activées via les
motifs ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) de co-récepteurs inhibiteurs
comme le récepteur FCyRIIB. D’autres signaux du microenvironnement cellulaire tels que
les cytokines, les molécules du complément ou des molécules d’adhésion participent au
contréle des voies de signalisation activées par le BCR et sont impliquées dans la survie, la

prolifération et la différenciation de lymphocyte B (9, 10).
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Figure 6 : Signalisation du BCR et régulation

A) Activation des voies de signalisations impliquées dans la survie, 'apoptose, la prolifération et la migration par le
BCR et son signalosome.

B) Des co-récepteurs activateurs ou inhibiteurs associées au BCR modulent I'activation des protéines du signalosome.
Adapté de Stevenson et al., 2011 (9, 10).

2. Contextes pathologiques : altérations de I'ontogeneése

a. Les altérations conduisant aux pathologies auto-immunes

7

+* Rupture de la tolérance centrale et périphérique

Des altérations de la tolérance peuvent étre observées dés les premiers stades de
développement des cellules B. Dans des pathologies auto-immunes telles que le lupus
erythémateux systémique (LES) ou la polyarthrite rhumatoide (PR) on retrouve une
fréquence importante de lymphocytes B auto-réactifs naifs. La présence de ces cellules
témoigne d'un défaut dans les processus de tolérance (11, 12). Ces anomalies de la
tolérance peuvent étre la résultante d’altérations de la signalisation du BCR. Des mutations
de BTK ou de la phosphatase PTPN22 ont été associées a une augmentation de l'auto-
réactivité des lymphocytes B et ont été retrouvées dans des pathologies comme les LES, le
diabete de type | ou la PR.

La sélection négative des lymphocytes B exprimant des récepteurs auto-réactifs peut
également étre altérée. Ainsi ces lymphocytes sont sélectionnés positivement, survivent et

poursuivent leur maturation.
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Dans un contexte physiologique, les cellules B auto-réactives et anergiques montrent une
diminution des niveaux du récepteur de BAFF (TNF-family member B-cell activating factor),
un facteur exprimé par les cellules stromales et donnant un avantage de survie aux cellules
B non auto-réactives (13). Une augmentation de I'expression de BAFF, a été retrouvée

dans le sérum de patients de LES, PR et du syndrome de Sjogren (14).

/7

** Lymphocytes auto-réactifs et Auto-antigénes

Suite a la reconnaissance de protéines du soi (auto-antigénes), les lymphocytes dits
« auto-réactifs » sont capables de les appréter et de les présenter sous forme de peptides
aux lymphocytes T. Des niveaux élevés d’auto-anticorps ont en effet été retrouvés dans le
sérum de patients LES et PR. Dans la LES, les auto-anticorps Ig de forte affinité, dirigés
contre les antigénes nucléaires ANAs entrainent la formation de complexes immuns
responsables d’une réponse inflammatoire et entrainant de multiples lésions tissulaires
(15).

b. Les altérations conduisant aux lymphomes et leucémies chroniques

Des dérégulations dans le développement des cellules B se refletent par I'expansion de
clones dominants, qui conduit au développement de syndromes lymphoprolifératifs.

Une survie et une prolifération incontrolées pouvant résulter d’altérations des voies de
signalisation du pré-BCR des Iymphocytes B immatures peuvent conduire au
développement de leucémies aigues. Ce type de transformation est notamment retrouvé
dans la Leucémie Aigue Lymphoblastique B (LAL-B) (16). Une différenciation non controlée
au niveau des organes lymphoides secondaires des lymphocytes B matures peut quant a
elle étre a l'origine de lymphomes et leucémies chroniques. Certaines pathologies trouvent
leurs origines dans les follicules primaires, la zone marginale ou le manteau. En effet, les
cellules B CD5* de la zone marginale et du manteau, peuvent étre a lorigine de
pathologies telles que, la Leucémie Lymphoide Chronique (LLC), sous une forme non
mutée, ou le Lymphome a Cellules du Manteau (LCM), (17, 18). Une fois dans les centres
germinatifs, la maturation des lymphocytes B passe par des processus d’hypermutations
somatiques et de commutation de classe.

Ces évenements font des centres germinatifs, un site préférentiel pour le développement

de syndromes lymphoprolifératifs (19) (Figure 7).
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+* Les transformations malignes au cours du développement

Les translocations chromosomiques impliquant des proto-oncogénes et les régions
promotrices des génes des immunoglobulines ont été décrites dans de nombreux
lymphomes. Certaines de ces translocations provoquent des points de cassures au niveau
des genes des segments Jy ou Dn et sont souvent la conséquence d’'une altération des
réarrangements des génes des immunoglobulines dans la moelle osseuse. C’est le cas du
lymphome a cellule du manteau (LCM) qui se caractérise par une translocation t (11,14) qui
juxtapose le locus de BCL1 au géne des Ig associée a la dérégulation du géne de la
Cycline D1 (20). Les mécanismes d’hypermutations peuvent aussi engendrer des
mutations au niveau d’autres génes. Des mutations d’oncogénes tels que TP53 décrites

dans la LLC ou dans les lymphomes de Burkitt (21).
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Figure 7 : Syndromes lymphoprolifératifs issus des différents stades de I'ontogéneése
Lymphomes et leucémies se caractérisent par des mutations et translocations qui peuvent apparaitre aux différents stade

de développement des lymphocytes B.

LAL-B: Leucémie Aiglie Lymphoblastique ; LLC : Leucémie Lymphoide Chronique ; LCM : Lymphomes a cellules du Manteau ; LBDGC :
Lymphome Diffus grandes cellules ; MALT : Lymphome du tissu lymphoide associé aux muqueuses de la ZM.

Adapté de Rickert, et al., 2013 (5).

¢ Le BCR dans le développement de syndromes lymphoprolifératifs

Malgré toutes ces altérations génétiques au niveau des genes des immunoglobulines, les

cellules malignes expriment toujours un BCR. La perte de son expression est retrouvée
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dans trés peu de lymphomes comme les lymphomes classiques d’Hodgkins. Ainsi, de la
méme fagon que pour les cellules B normales, le BCR apportent des signaux essentiels a
la survie et a la prolifération des cellules B de lymphomes. L’activation du BCR entraine le
recrutement des kinases des familles SRC et SYK qui initient I'activation de nombreuses
voies de signalisations. Des approches génomiques, ont permis de mieux comprendre
I'origine des altérations des voies de signalisations du BCR dans les lymphomes (22).
Certaines kinases comme SYK et LYN sont fortement exprimées ou activées dans des
pathologies comme la LLC (23). Ces kinases permettent l'activation de la voie PI3K
(phosphoinositide 3-kinase) / AKT qui se trouve ainsi dérégulée. L’activation dérégulée de
cette kinase peut étre liée a un défaut d’expression ou de fonction de la phosphatase PTEN
(Phosphatase and tensin homologue) comme cela a été décrit dans les LCM (24). De
nouvelles études suggeérent I'implication de facteurs épigénétiques a l'origine d’'importantes
altérations du développement. L'implication des miRNAs a également été rapportée dans
les leucémies, comme la délétion des miR-15 et miR-16 dans les cellules de LLC, modulant
leur transformation (25).

Le développement et la maturation des lymphocytes B passent donc par des étapes
contrélées et régulées permettant a ces cellules d’acquérir leurs fonctions. Comme nous
avons pu le voir, une dérégulation d’'une ou plusieurs étapes de ce développement peut
conduire a des pathologies de déficience immunitaires, inflammatoires, auto-immunes ou

encore lymphoprolifératives.
3. Les différentes fonctions des lymphocytes B

Les cellules B ont longtemps été considérées comme étant essentiellement, des cellules
effectrices, productrices d’anticorps. Les lymphocytes B ont néanmoins plusieurs fonctions
leur permettant d’assurer une immunité humorale et un maintien de [I'organisation

lymphoide.
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a. Des cellules productrices d’anticorps

L’activation de ces lymphocytes B suite a la reconnaissance d’un antigéne par le BCR
entraine leur expansion clonale, et leur différenciation en plasmocytes ou en cellules
meémoires. Les plasmocytes (CD138%), produisent et sécretent les anticorps spécifiques de
'antigéne a l'origine de I'activation conduisant ainsi, a la formation de complexes immuns.
Ces complexes vont alors neutraliser les antigénes en faisant notamment intervenir les
protéines du complément. Les cellules B mémoires, ayant une durée de vie plus longue
que les plasmocytes réagissent de maniére plus rapide, en cas de nouveau contact avec le
méme antigéne. La production d’anticorps peut étre essentielle dans la réponse immune
anti-tumorale et limiter le développement de cancers (26). Des thérapies basées sur cette
fonction sont de plus en plus utilisées en association avec les chimiothérapies

conventionnelles.

b. Des cellules présentatrices d’antigene

Rapidement aprés la reconnaissance d’un antigéne par le BCR, le lymphocyte B activé est
capable d’internaliser cet antigene et de I'appréter afin d’en présenter des peptides aux
lymphocytes T. Cette présentation se fait via les molécules de CMH de classe Il exprimées
a la surface des cellules B. Le peptide reconnu par le récepteur des lymphocytes T (TCR)
se retrouve au centre de linteraction entre la cellule B présentatrice d’antigéne et le
lymphocyte T. Cette interaction est complétée par I'expression de molécules de co-
stimulation. Sur le lymphocyte B, I'expression de CD80/CD86 permet la liaison au CD28
des cellules T. Ce second signal favorise 'activation des lymphocytes T qui expriment alors
le ligand du CD40, présent a la surface des cellules B (CD40L) (27). La présentation
antigénique par les lymphocytes B est précoce et avant méme l'intervention de cellules
dendritiques, considérées comme des cellules spécialisées dans la présentation
antigénique. Ainsi les lymphocytes B pourraient non seulement initier une réponse immune

mais aussi auto-immune (Figure 8).
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Figure 8: Les différentes fonctions des lymphocytes B

L‘antigene présenté par les cellules environnantes comme les cellules follivulaires dendritiques (FDC) est reconnu par le
lymphocyte B via son BCR. La cellule B va alors le présenter via son CMH de type Il, au récepteur des lymphocytes T
CD4* (TCR). L'activation de cette cellule et le maintien de cette synapse se fait grace aux différentes protéines de co-
stimulations exprimées par ces deux cellules.

¢. Production de cytokines

Les lymphocytes B ne se définissent pas seulement par la production d’anticorps ou la
présentation d’antigeéne. Ces cellules dialoguent avec les cellules environnantes et régulent
les réponses immunitaires durant les infections, les inflammations et les réponses auto-
immunes. Ce dialogue fait intervenir des messagers solubles dont les cytokines. Les
cytokines (8 a 80 kDa) agissent de maniére autocrine ou paracrine. Elles appartiennent au
réseau de signalisation extracellulaire qui contrdle les réponses immunitaires innées et
spécifiques. Produites par de nombreux types cellulaires dont les lymphocytes B, ces
facteurs peuvent étre pro-inflammatoires, anti-inflammatoires (immunosuppresseurs), avec
des propriétés d’'attraction (chimiokines) ou de facteurs de croissance hématopoiétiques
(28) (Tableau 1).

Noms Exemples
Pro-inflammatoires IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, TNFa, IFNa, IFNy
Immunosuppressives IL-4, IL-10, TGFB, IL-35
Chimiokines CCL3, CCL4, CCL5, CLL17, CCL22
Facteurs de Croissance GM-CSF, SCF, G-CSF

Tableau 1 : Familles de cytokines pouvant étre produites par les lymphocytes B

IL: Interleukin, TNF: Tumor Necrosis factor, IFN: Interferon, TGF: Tumor Growth Factor, CCL: C-C Motif Ligand, G-CSF:
Granulocyte Colony Stimulating Factor, GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor, SCF: Stem Cell
Factor.
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¢ Les cytokines dans la régulation de la réponse immune

A travers la production de cytokines, les lymphocytes B modulent la différenciation des
lymphocytes T CD4* en lymphocytes T auxiliaires (helpers), de types Th1, Th2 ou Th17,
eux-mémes impliqués dans différentes réponses immunes et ayant des profils de
sécrétions cytokiniques et des fonctions différentes (29). La production d’'IL-6 par les
lymphocytes B au cours des infections virales ou pendant des réponses de types auto-
immunes comme dans le modéle d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE)
induit des réponses de types Th1 et Th17 (30). La production d’IL-10 en revanche, joue un
réle suppresseur, inhibe les réponses de types Th1, Th2 ou Th17 et diminue les
symptémes des modéles murins de EAE, de polyarthrite (31) ou d’arthrite induite au
collagéne (32). Les lymphocytes B exercent également, via cette production de cytokines,
une fonction régulatrice sur les autres cellules de 'immunité. La maturation, le recrutement
ou l'activation des cellules dendritiques, des macrophages et des cellules NK (Natural

Killers) sont induits ou réprimés en fonction des cytokines sécrétées (Figure 9).

+ Implication dans les pathologies

De nombreux modéles de pathologies auto-immunes ont permis de démontrer I'importante
implication des cellules B par la production de cytokines. La déplétion en lymphocytes B,
dans des modéles de sclérose en plaque, par un traitement au rituximab (anti-CD20)
montre une diminution des symptoémes qui n'est pas associée a la diminution d’auto-
anticorps dans le sérum mais plutét associée a la diminution des niveaux d’IL-6. Ceci
montre limportante implication des cytokines produites par les cellules B dans le
développement de la pathologie (33). Si les pathologies auto-immunes se caractérisent
notamment par d’importantes productions de cytokines pro-inflammatoires par les cellules
B conduisant a des dommages tissulaires, on y observe une faible production d’IL-10. Cette
cytokine joue plutét un rdle protecteur comme cela a pu étre montré dans un modéle murin
de LES. Le transfert de cellules CD1d"CD5"* productrices d’IL-10 dans des souris NZB/NZH
déficientes en CD19 a permis d’augmenter la survie de ces derniéres (34). La pathogénése
des maladies auto-immunes est donc, a la fois associée mais peut aussi étre altérée par
I'équilibre entre les cytokines pro-inflammatoires et immunosuppressives produites par les

lymphocytes B.
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Figure 9: Production de cytokines et régulation de la réponse immune par les
lymphocytes B
Régulation positive de la réponse immune par la cellule B via la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
FIL-2, IL-4, IL-6, IL-12, TNFaq, IFNy, LTap, G-CSF et GM-CSF. Régulation négative de la réponse immune par la cellule
B via la production de cytokines anti-inflammatoires telles que IL-10 et TGF-B1. M : Macrophages, DC: Cellule
Dentritique, PC: Plasmocyte, NK: Natural Killer, B: lymphocyte B, Th: T helpers, Tr: T régulateurs.
Adapté de Rosser et al., 2015. (35)

L’IL-10 a également été impliqué dans les pathologies cancéreuses. La production de cette
cytokine entraine la diminution de production d'IFNy (Interferon y) par les lymphocytes T
cytotoxiques CD8" et les NK et l'inhibition de la réponse anti-tumorale (36). Les cytokines
telles que I'lL-10 et le TGFB1 (Transforming Growth Factor beta) ont été largement
impliquées dans la suppression de la réponse immune anti-tumorale et participe au

développement de cancers (37).

/7

+* Une production dépendante du microenvironnement

Les sécrétions des cellules B dépendent de leur origine, de leur stade de différenciation et
de leur activation. Les Th2, par la production de cytokines telle que I'lL-4 vont induire la
différenciation des cellules B en cellules productrices de cytokines. Ainsi, en réponse aux
cytokines produites pas les Th1 ou les Th2, les lymphocytes B se différencient en
lymphocytes effecteurs de type Be1 ou Be2, ayant des profils cytokiniques difféerents (29).
Selon les signaux qu’elles regoivent, les cellules B vont ainsi produire différents types de
cytokines tels que I'lL-10, principale cytokine produite par les lymphocytes régulateurs.
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Les lymphocytes B régulateurs

Le réle du systeme immunitaire est de protéger 'organisme contre les agents pathogénes
sans créer de lésions. Des mécanismes de contrOle permettent d’éviter les réponses
inadaptées. Dans le premier chapitre, nous avons brievement décrit les mécanismes de
tolérance centrale et périphérique qui participent a ce contrdle. Une réponse immunitaire
physiologique repose donc sur un équilibre entre l'activation des lymphocytes et la
production de facteurs régulateurs qui bloquent ou freinent la réponse générée. Parmi ces
facteurs, nous avons vu que les cytokines pouvaient réguler positivement ou négativement
cette réponse immune. Ce chapitre portera particulierement sur les populations de

lymphocytes B régulateurs, les Bregs, capables d’immunosuppression.
1. Les différentes cellules régulatrices du systéeme immunitaire

a. Les lymphocytes T régulateurs

s Découverte et origine

Des cellules thymiques suppressives, limitant la réponse immunitaire sont décrites dés les
années 70 grace aux expériences de Gershon et Kondo (38). Ce n’est en revanche qu’en
1995 que la notion de lymphocytes T régulateurs (Tregs) est abordée par Sakaguchi (39). Il
décrit chez la souris, une sous population de lymphocytes T CD4*CD25", capables de
limiter la réponse immunitaire et ayant un role important dans la tolérance périphérique.

Cette population également décrite chez 'lhomme, représente 5 a 10 % des lymphocytes T
CD4* présents a la périphérie. Dans les années 2000, le facteur de transcription Foxp3
(Forkhead box P3) est décrit comme jouant un rdle clé dans le développement et la
fonction suppressive des Tregs. Ce facteur de transcription a été identifié comme étant un

marqueur spécifique des Tregs (40).

+» Caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des Tregs

Les Tregs présents en périphérie peuvent avoir différentes origines. Ainsi on distingue deux
sous-populations de Tregs (41). Les Tregs naturels (nTregs) générés dans le thymus au

cours de l'ontogénése.
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Ces cellules expriment des récepteurs (TCR) spécifiques des antigénes du soi, mais
réussissent a échapper aux mécanismes de sélection négative. L’expression du CD25
joue un réle clé dans le maintien de ces cellules et leur permet d’exprimer le facteur Foxp3
(42). Une autre sous population de Tregs se développe aprés stimulation antigénique des
lymphocytes T conventionnels CD4*CD25  dans un microenvironnement riche en IL-2 et en
TGFB1 induisant leur conversion en lymphocytes T CD4*CD25*Foxp3*. On parle alors de
Tregs induits (iTregs) (43). Ces cellules jouent un rble dans la tolérance aux antigénes
microbiens ou alimentaires. Elles régulent les réponses inflammatoires et I'activité des
lymphocytes T effecteurs dans un contexte d’auto-immunité. Leur action s’exerce via la
production de cytokines immunorégulatrices telles que I'lL-10 et le TGF-B1. Alors que les
nTregs (CD4*CD25*Foxp3™), agissent surtout par contact direct avec leurs cellules cibles,
les iTregs produisent soit de I'IL-10 et sont appelés Tr1 (CD4*CD25"°“Foxp37), ou du
TGFB1 et sont appelés Tr3 (CD4*CD25Foxp37). De nombreuses études évoquent une
hétérogénéité fonctionnelle et une spécialisation des Tregs en fonction de I'environnement

dans lequel les cellules doivent agir (44).

¢ Cibles et mode d’action des Tregs

Ces cellules T vont agir en créant un micro-environnement inhibiteur de la prolifération des
cellules effectrices, en modulant leur tolérance aux antigénes ou en entrainant leur
apoptose. Ces mécanismes opérent via la production de molécules immunorégulatrices
comme I'lL-10 le TGFB1 ou le Granzyme B, et I'expression de certaines molécules de
surfaces (Figure 10). Les Tregs activés vont agir a différents niveaux, en inhibant la
prolifération les lymphocytes T CD4" et CD8" et I'activation des réponses humorales et
cytotoxiques. Les Tregs vont également supprimer ces réponses en agissant sur d’autres
types cellulaires, dont les cellules NKs, les cellules présentatrices d’antigéne, parmi elles,

les cellules dendritiques, les lymphocytes B ou les macrophages.
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De multiples mécanismes impliquant, ou non, un contact cellulaire ont été décrits comme
pouvant intervenir dans l'action suppressive des Tregs. L’expression constitutive du
récepteur de [I'lL-2 (CD25) a la surface des Tregs, leur permet d’appauvrir le
microenvironnement en IL-2, bloquant ainsi la prolifération et la survie des autres cellules.
L’expression du CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocytes Antigen 4) sur ces cellules va
transmettre un signal inhibiteur et jouer un réle important dans I'immunosuppression en
interagissant avec le CD80/CD86 exprimé a la surface des cellules dendritiques ou des
lymphocytes B. Cette interaction induit également la production d’indoléamine 2,3-
dioxygénase (IDO) qui est toxique pour la cellule. Ces cellules expriment également
d’autres marqueurs, impliqués dans I'apoptose comme PD-1 (Programmed cell Death 1) ou

CD95 (45). La diversité des mécanismes de suppression et des cellules ciblées montre que

la régulation et la suppression de la réponse immunitaire met en jeu bien plus qu’un acteur
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Figure 10: Principales fonctions des lymphocytes T régulateurs

Les Lymphocytes T régulateurs (Tregs) inhibent la maturation des cellules dendritiques (CD) et la différenciation des
macrophages M1 en M2. Par la sécrétion de cytokines les Tregs vont inhiber I'activation des lymphocytes T auxiliaires
(Th1, Th2 et Th17). La production de granzyme leur permet d’entrainer I'apoptose des lymphocytes T effecteurs (CD4+).
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b. Autres cellules régulatrices

En plus des lymphocytes T, d’autres types cellulaires montrent des propriétés régulatrices.
Ces cellules décrites dans des contextes d’auto-immunité, de transplantation ou de
pathologies chroniques jouent un réle clé dans le maintien de la tolérance.

Les cellules dendritiques régulatrices qui préservent leur réle de cellules présentatrices
d’antigéne diminuent I'expression des molécules de co-stimulation (CD80/CD86/CD40) et
la production de facteurs pro-inflammatoires. A l'inverse, elles induisent I'expression des
cytokines immunorégulatrices (TGFB1, IL-10) et I'expression de molécules inhibitrices
(PD1, CD95L) pour bloquer I'activation des cellules T effectrices. Si les macrophages M1
produisent des cytokines pro-inflammatoires, les macrophages M2 ont des fonctions
immunorégulatrices et anti-inflammatoires passant par la production d’IL-10 ou la
suppression des lymphocytes T en bloquant leur prolifération. Enfin, d’autres cellules
comme les cellules myéloides et stromales ont également été décrites pour leurs réles
immunosuppresseurs (46). En plus de toutes ces cellules, des lymphocytes B, capables de

produire des cytokines ont montrés d’'importantes propriétés régulatrices.
2. Les lymphocytes B régulateurs

a. Mise en évidence des lymphocytes B régulateurs

Dés les années 70, un caractére immunosuppresseur des cellules B est évoqué. En effet,
apres transfert de lymphocytes B activés, une induction de la tolérance est observée dans
des modéles murins (47). En revanche ce n’est que 20 ans plus tard que le réle immuno-
régulateur de ces cellules B est démontré. Une étude menée avec un modeéle de souris
atteintes d’Encéphalite Auto-immune Evolutive (EAE) a montré que ces souris, déficientes
en lymphocytes B présentaient une rémission moins efficace que des souris sauvages (48).
Les années suivantes, une série d’approches expérimentales a mis en évidence des
populations de cellules B produisant de I'lL-10 et exercant une fonction d'immuno-
régulation. Des souris présentant des lymphocytes B déficients en IL-10 ont une réaction
inflammatoire de type Th1, persistante, associée a 'EAE. L’apport de la cytokine dans ce
modéle ainsi que dans celui de colite ou d’arthrite induites au collagene permet de diminuer
linflammation (31, 32). C’est en 2002 que I'équipe de Mizoguchi a introduit le terme de B
régulateurs (Bregs), rapportant I'existence d’une population de cellules CD1d" productrices

d’'IL-10. La cytokine devient alors un marqueur de ces cellules.
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Depuis, plusieurs populations de Bregs ont depuis été identifiées chez la souris, puis chez
'Homme (49). Ces populations de cellules B régulatrices possédent des phénotypes
différents mais également des modes d’action bien distincts.

La population de lymphocyte B1, chez la souris évoquée dans le premier chapitre, est
constituée de cellules B péritonéales (B1-a et B1-b) qui se distinguent par leur expression
du marqueur CD5 a la membrane. Des cellules B régulatrices appelées B10 exprimant le
CD5 et produisant I'lL-10, seraient issues des cellules B1-a alors que d’autres Bregs
dériveraient de lymphocytes B de la zone marginale, de B immatures ou encore de
plasmocytes. Plusieurs modéles de développement des Bregs ont été proposés (Figure
11). L’établissement d’'un phénotype précis propre aux Bregs est ainsi complexe et
plusieurs populations de Bregs aux phénotypes différents ont été caractérisées Mauri (50)
(Tableau 2).

Induction we=jp- é

Figure 11: Modéle de développement des cellules B régulatrices.
En réponse a diverses stimulations, les cellules B immatures peuvent se différencier en lymphocytes B matures ou en
lymphocytes B régulateurs. Inspiré de Rosser et al, 2015 (35)
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b. Induction des Bregs

Plusieurs facteurs peuvent conduire a l'acquisition de capacités régulatrices par les
lymphocytes B. L’activation de ces cellules peut étre associée a la présence de différents
facteurs présents dans I'environnement (Figure 12).
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¢ Activation par le BCR

Le BCR activé par la reconnaissance d’'un antigéne spécifique peut participer a l'induction
des fonctions régulatrices des lymphocytes B. L’'importance du BCR a été décrite dans des
modéles murins chimériques d’EAE et d’arthrite induite au collagéne (31, 32). Dans un
modele d’encéphalite auto-immune, les souris déficientes pour le CD19, nécessaire au
signal généré au niveau du BCR, montrent une incapacité a induire les Bregs associée a
une aggravation de la pathologie (51). L’activation du BCR et du CD19 conduit a I'activation
de la PLCy2 permettant le maintien d’'un signal calcique important pour réguler la
production d’IL-10 (52).

Le maintien de ce signal se fait sous la dépendance des molécules STIM (Stromale
Interaction Molecules). Des souris déficientes pour STIM ont une production diminuée d’IL-
10 par leurs lymphocytes B (53). Selon Yanaba et al., la production d’IL-10 par les
lymphocytes B suite a la stimulation du BCR n’est pas aussi importante que celle induite
lors de la stimulation du BCR associée a celle du CD40 et des TLRs (Récepteurs Toll Like)
(54). L’équipe de S.Fillatreau a d’ailleurs proposé un modeéle d’induction constitué d’une
phase d’activation des TLRs, pour la production d’IL-10, suivi d’'une phase d’engagement

du BCR et du CD40 pour la survie et 'expansion des lymphocytes (55).

* L’engagement du CD40

Le CD40 est une protéine membranaire de co-stimulation exprimée a la surface des
cellules B. Activée par le CD40 ligand (CD40L), présent a la surface des lymphocytes T,
'engagement de cette protéine a été associé a l'induction des fonctions régulatrices de
Bregs dans plusieurs modéles. La cascade de signalisation initiée par cette protéine peut
activer plusieurs facteurs de transcription tels que NFkB (Nuclear Factor Kappa Light Chain
B) ou NFAT. Ces facteurs une fois activés peuvent induire la production d’IL-10. Les souris
chimériques déficientes pour le CD40 au niveau de leurs cellules B présentent une EAE
exacerbée et une production d'IL-10 diminuée. Dans cette méme étude, la stimulation des
cellules par un agoniste du CD40 conduit a la production d’IL-10 (31). Dans le modele
murin d’arthrite au collagéne, le traitement avec le CD40 permet d’inhiber la réponse Th1
via cette production d’IL-10 (32).
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+ L’activation des récepteurs Toll Like (TLRs) des cellules B

Les TLRs, activés par des ligands bactériens ou viraux sont impliqués dans la réponse
innée et adaptative. Plusieurs types de TLRs sont exprimés par les cellules B et participent
a leur activation. La signalisation des TLRs impliquant la protéine MyD88 (Myeloid
differenciation primary response gene 88) a été montrée comme étant essentielle a
I'induction de la production d’IL-10. Des souris déficientes pour MyD88 ou pour les TLR2 et
TLR4 développent une EAE (55).

Des études récentes ont démontré que Ila stimulation des TLR4 par des
lipopolysaccharides (LPS) associée a une stimulation du CD40 de cellules B spléniques de
souris, induisait une production importante d’IL-10 (56). Suite a la fixation
d’oligodeoxynucleotides (CpG), le TLR9 peut également induire la production d’'IL-10 par
les cellules B (57). La stimulation, in vitro de cellules B10 de souris avec du LPS, du CpG et
du CD40L entraine une augmentation de la proportion de cellules B régulatrices et de la
production d’IL-10 (58). Chez I'Homme, plusieurs études ont aussi montré que la
stimulation de lymphocytes B avec du CpG et du CD40L pouvait induire le développement
de cellules productrices d’IL-10 (59). Une de ces études a mis en évidence le rble des
Bregs sur les lymphocytes T folliculaires (Tth) par des expériences de co-cultures. Cette
étude montre un effet a la fois sur leur développement et aussi sur I'expansion des Tregs
grace a la production de TGFB1 et d’IL-10 (60).

+» Différenciation des Bregs en réponse aux cytokines

De nombreuses études montrent que les Bregs peuvent étre induits en réponse a des
cytokines pro- ou anti-inflammatoires. L’augmentation de la proportion de Bregs observée
durant les phases inflammatoires de nombreuses pathologies auto-immunes suggére que
ces cellules peuvent étre activées en réponse aux signaux inflammatoires a I'origine de la
pathologie.

L’'implication des cytokines dont I'lL-6 et I'IL13 a été montrée dans un modéle d’arthrite,
induite par un antigéne ou I'absence de leurs récepteurs provoque une amplification de la
pathologie chez la souris (61). L’IL-21 peut aussi induire le développement de cellules B10,
comme cela a pu également étre montré dans des modéles murins de pathologies auto-

immunes (62).
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Une autre famille de cytokines participe a I'induction des Bregs, ce sont les facteurs BAFF.
Les cellules B isolées a partir de sang de donneurs sains produisent plus d’IL-10 en
réponse aux stimulations par BAFF associé au CpG. Ces lymphocytes B10 ont une
maturation pouvant aussi étre induite par BAFF et le CD40L (63). Une nouvelle étude a
montré que la stimulation de lymphocytes B issus de donneurs sains ou de patients atteints
de PR stimulés avec le facteur APRIL, un ligand de la méme famille (A proliferation-

inducing ligand) induit leur capacité régulatrice (64).

«* Autres facteurs

D’autres facteurs participent a I'expansion de ces populations régulatrices. Les molécules
de co-stimulation CD80/CD86, indispensables a 'engagement du CD40L avec le CD40 du
lymphocyte B, participent indirectement a I'expansion des Bregs.

De nombreux parasites ont été décrits comme étant capables d’induire la génération de
cellules B régulatrices afin de controler l'inflammation. C'est par exemple le cas de
Salmonella, qui dans des modeéles murins induit le développement de plasmocytes
producteurs d’IL-10 et d’'IL-35 (65). Enfin dans un contexte tumoral, des facteurs provenant
du microenvironnement tumoral entrainent l'acquisition de fonctions immunorégulatrices
par les cellules B. En effet, dans un modéle murin, des cellules B isolées a partir de
tumeurs sont plus immunosuppressives que les cellules isolées a partir de la rate des
souris (66). Yu Zhang et son équipe parle « d’éducation des Bregs par les cellules
tumorales ». L’influence des cellules tumorales peut passer par différents types de facteurs
comme des métabolites ou des facteurs de croissance. C’est par exemple le cas du PIGF
(Placenta Growth Factor), un membre de la famille VEGF retrouvé dans les vésicules
sécrétées par les cellules de gliomes. Ce facteur induit la différenciation de cellules B

normales en cellules régulatrices productrices de TGFB1 (67).

25



Introduction

[Précurseurde Ereg—| [Breg

nflarmrmation
*.( TLR BCR
N\, o
k.

3, CO40L o CD40

CO2R =0 D80/
CTLA-4 CDBa

!

—,

b J‘ @ 5 .
a9 9 a ' Transcriptien de ganes reguiateurs
WH= IL-1p ‘
N
BAFF
Mhicrabsate

Figure 12: Induction des cellules B régulatrices

L’activation du lymphocyte B via son récepteur (BCR) est associée aux intéractions avec les lymphocytes T. La
fixation du CD40 a son ligand, de CD86/80 au CD28 participent a I'induction de fonctions régulatrices de la cellule B.
D’autres facteurs tels que la stimulation des TLRs, les cytokines ou encore le microbiote peuvent également induire la
différenciation du lymphocyte B en B régulateur (Breg). Adapté de Mauri et al, 2017 (68).

c. L'immunosupression par la sécrétion de protéines

Les lymphocytes B ayant acquis une fonction régulatrice grace a ces facteurs, vont pouvoir
moduler la réponse immune. Cette régulation peut se faire de maniére directe ou indirecte,

via une production de cytokines ou des interactions avec les cellules cibles (Figure 13).

7

+* Les Bregs producteurs d’IL-10

L’IL-10 est la principale cytokine produite par les Bregs. C’est aussi le premier facteur
décrit, comme leur conférant une fonction régulatrice. Le réle immunosuppresseur avait été
démontré in vivo dans des modéles murins d’EAE ou de polyarthrite par les équipes de
S.Fillatreau et de C.Mauri montrant I'effet protecteur des cellules B produisant ce facteur
(31, 32). L'IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire dont le réle immunorégulateur est
surtout observé sur les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et
lymphocytes T. Dans des modeles murins d’EAE, 'lL-10 inhibe la sécrétion de TNFa par
les monocytes et les macrophages activés mais aussi la production d'IL-6 et d’'IL-12 par les
cellules dendritiques comme cela a pu étre montré (52, 69). Cette inhibition diminue la

capacité des cellules dendritiques a induire la prolifération des cellules T (70). L’IL-10

produit par les cellules B régule aussi la différenciation et I'activation des lymphocytes T.
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Des cellules B issues de sang périphérique de donneurs sains sont capables d’'inhiber la
réponse de type Th1 en bloquant la production de TNFa et d’'IFNy des lymphocytes T CD4*
via la production d’IL-10 (71). Le blocage de I'lL-10 ou de son récepteur dans des
expeériences de co-cultures rétablit la production d’IFNy par les lymphocytes T CD4* (72).
L’IL-10 altére également I'activation des lymphocytes T CD4* en régulant de maniére
négative I'expression des molécules d’activation comme le CD80, CD86 ou le CMH de
classe ll, inhibant aussi leur prolifération. L* équipe de C. Mauri a démontré que ces cellules
B productrices d’IL-10 induisaient la différenciation des lymphocytes T CD4* en T
régulateurs (73, 74). La production d’'IL-10 par les Bregs est ainsi liée a linhibition de
limmunité anti-tumorale dans de nombreux cancers (36). De nombreuses études se sont
focalisées sur la production d’IL-10 au point de réduire la définition d’'une cellule régulatrice
a la production de cette cytokine. Cependant, les lymphocytes B peuvent jouer un réle a

travers la production d’autres cytokines comme le TGF-31.

¢ Production de TGFp par les Bregs

Le TGFB1 est une autre cytokine immunosuppressive capable de réguler la survie et la
différenciation des cellules T. Le TGFB1 est capable d’inhiber la différenciation des
lymphocytes T CD4* en Th1 ou Th2 en inhibant la production de cytokines comme I'lL-4 ou
'INFy et dinduire le développement de Tregs (75). Une population de cellules B
productrices de TGFB1 a été décrite pour la premiére fois dans un modéle de leucémie
lymphoide chronique (LLC) et constitue les Br3, en analogie avec la population de
lymphocytes T appelée Tr3 (76). Dans un modéle de souris NOD (Non obesis diabetic), les
lymphocytes B, activés par du LPS inhibent les réponses auto-immunes, de type Th1
dirigées contre les cellules pancréatiques productrices d’insuline. Les lymphocytes B
activés induisent également la différenciation en Tregs via la production de TGFB1 (77).
Des expériences in vitro ont montré que les Bregs peuvent induire, via la production de
TGFB1, I'expression de Foxp3 dans des cellules T activées et entrainer le développement
de Tregs (78). De la méme fagcon que I'IL-10, le TGFB1 peut inhiber I'immunité anti-
tumorale et étre impliqué dans la progression de cancers (37).
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s L’IL-35, cytokine inductrice de Bregs

Les lymphocytes B régulateurs sont également capables de produire une autre cytokine
anti-inflammatoire, I'lL-35. La production de cette cytokine par les Bregs a été mise en
évidence dans un modéle murin d’'EAE. Dans ce modéle, les souris ayant des cellules B
déficientes en IL-35 ne sont pas capables de se rétablir de la pathologie. Cette régulation
dépend de la présence d’IL-10. De plus, une déficience des cellules B pour l'une de ces
deux cytokines conduit au développement d’'une EAE exacerbée (79). La stimulation d’IL-
35 entraine une expansion des cellules productrices d’IL-10 ou d’IL-35 empéchant le
développement de pathologies auto-immunes (80). La fonction immunorégulatrice des
lymphocytes B peut aussi passer par la production de cytokines pro-inflammatoires telle
que I'lL-17 dont l'implication a été évoqué dans les infections par des parasites tels que
T.cruzi (81). De la méme maniére que I'lL-10, la production d’IL-17 pourrait agir sur la

différenciation des cellules T en réponse aux infections.

% Bregs exprimant le Granzyme B

A ces cytokines, s’ajoute la production de granzyme B, une sérine protéase libérée au sein
de granules, elle est responsable d’une destruction cellulaire dépendante de la perforine.
L’expression du granzyme B a d’abord été montrée dans les lymphocytes B de patients
atteints de LLC (82). La production de cette protéase peut étre stimulée par I'lL-21. Une
récente étude a montré que les lymphocytes B CD5* de patients atteints du syndrome de
Sjogren expriment des niveaux plus importants de récepteurs a I'lL-21 et produisent plus de
granzyme B limitant ainsi le développement de la pathologie (83). Le réle du granzyme B
produit par les cellules B est encore mal compris méme si une récente étude sur des
cellules B de patients atteints de polyarthrite montre une inhibition des réponses Th1, Th17

et une apoptose des lymphocytes T CD4" qui seraient dépendante du granzyme B (84).
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Figure 13: Bregs et immunosuppression par la production de cytokines

Régulation négative de la réponse immune par la cellule B régulatrice (Breg) via la production de facteurs
immunosuppresseurs, tels que IL-10 et TGFB1 et le Granzyme B. Mo: Macrophages, DC: Cellule dentritique,

PC: Plasmocyte, NK: Natural Killer, B: lymphocyte B, Th: T auxiliaires, Tr: T régulateurs. Adapté de Rosser et al., 2015 (35).

d. Immuno-régulation par des interaction cellulaires

7

*» Bregs appelés « killers cells »

Les lymphocytes B régulateurs jouent leur réle immunosuppresseur en produisant des
facteurs solubles mais aussi en exprimant différents types de ligands tels que Fas-L (Fas
ligand), TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) ou PD-L1
(Programmed death-1 ligand) impliqués dans la mort cellulaire programmée. L’expression de
Fas-L a la surface des cellules active I'apoptose de cellules cibles comme les cellules T,
exprimant le récepteur Fas. L'expression de FasL par les lymphocytes B a été démontrée
dans des pathologies comme le lymphome B diffus a grandes cellules (LBDGC) et la LLC.
Son expression induit 'apoptose des cellules T CD4* et d’autres cellules régulant la réponse
immunitaire (85, 86). Dans les modéles d’arthrite induite au collagéne, le nombre de cellules
B CD5" exprimant FasL est inversement proportionnel a la sévérité de la maladie (87).
L’expression de TRAIL par les lymphocytes B a été mise en évidence dans des modéles

humains et murins de lymphomes comme la LLC (88) mais son role reste encore mal connu.
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L’expression de PD-L1 par les lymphocytes B leur confére aussi un réle suppresseur sur
les cellules exprimant le récepteur PD-1 comme les lymphocytes T. Dans des modéles
murins et humains d’auto-immunité, ce ligand est exprimé de maniere importante par les
Bregs, il régule I'activité des cellules Tth et attenue I'activation des lymphocytes T ainsi que
leur différenciation (89).

X/

+* Implication des protéines de co-stimulation

L’expression de protéines de surfaces, impliquées dans l'activation des cellules B joue un
réle crucial dans leur fonction régulatrice. Si les molécules de la famille B7 (CD80 et CD86)
jouent un réle clé dans l'induction des Bregs, le contact entre ces Bregs et les cellules T via
ces molécules ainsi que les molécules du CMH de classe |l est essentiel au maintien de la
tolérance (74). Ce contact avec les lymphocytes T se fait aussi via la molécule CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) qui peut induire la différenciation des
lymphocytes B en Bregs induits, les iBregs. Cette population de Bregs module les réponses
immunitaires par la production d’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) qui induit les Tregs
(90).

Enfin une population de Bregs appelée Br1, a aussi été décrite pour son réle dans le
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Figure 14: Bregs et immunosuppression par contacts cellulaires

Immunorégulation par les Bregs via différentes interactions. PD1 et PD1L: Programmed Death receptor et ligand, MHC-II:
Molécule de CMH de type Il, BCR et TCR: Récepteur a I'antigéne de la cellule B et de la cellule T, CD19,CD20: Co-
récepteurs du BCR, CD80/86 et CD28: molécules de co-stimulation. CD4 et CD8: Lymphocytes T effecteurs et
cytotoxiques, Th: T auxiliaires, Mg: Macrophages.
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maintien de la tolérance aux allergénes via la production d’anticorps 19G4 (74) (Figure 14).
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Tableau 2: Différentes populations de Bregs chez 'lHomme et la Souris

CD: Cluster de Différenciation, B T2 MZP: B précurseurs de la zone marginale, IDO: Indoleamine-pyrrole 2,3-
dioxygenase, iBreg: B régulateurs induits, TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand, PD-L1: Programmed death

ligand 1, IgG4: Immunoglobuline G4.

3. Implications des cellules régulatrices dans les pathologies

L’'importance des lymphocytes B régulateurs est confirmée par I'existence de nombreuses

pathologies caractérisées par une altération quantitative ou fonctionnelle des Bregs (68).
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a. Lymphocytes B régulateurs dans les pathologies immunes
¢ Pathologies Auto-immunes

Les pathologies auto-immunes sont caractérisées par un défaut numérique et fonctionnel
de lymphocytes B régulateurs. Un défaut fonctionnel et quantitatif des lymphocytes B
régulateurs a été décrit dans la LES. La pathologie se caractérise par une altération de la
différenciation des lymphocytes immatures en Bregs avec une incapacité a produire de I'lL-
10 et a supprimer la réponse Th1 (91). Une diminution de la proportion de lymphocytes B
producteurs d’IL-10 a été décrite chez les patients de PR. On retrouve une corrélation
inverse entre le nombre de Bregs et I'évolution de la pathologie ce qui implique une perte
d'immunosuppression conduisant a une inflammation chronique non résolue (92). Les
approches thérapeutiques visent donc a induire I'expansion de ces cellules et a rétablir les
mécanismes d’immunorégulation en utilisant des facteurs immunosuppresseurs tel que I'lL-
35 (80).

s Allergies
Une réponse inflammatoire aux allergénes incontrdlée a peut-étre l'origine de I'apparition
d’allergies. Ces allergies peuvent conduire a différentes pathologies comme par exemple
'asthme. L’altération de la tolérance aux allergénes peut étre due a un manque de Bregs.
Dans un modéle d’asthme, les patients présentent une faible expansion des Bregs en

réponse au LPS (93).

+* Dans les Infections

Le réle des Bregs a été décrit dans plusieurs types d’infections qui entrainent une
expansion des lymphocytes B régulateurs et une réduction de la réponse de type Th1.
L’expansion des Bregs supprime les réponses protectives de I'héte en modulant les
réponses immunes (94, 95). Cette expansion excessive de Bregs a également été
identifiée dans les infections virales de type VIH ou HBV.

Les patients infectés présentent une augmentation de la proportion de cellules B
régulatrices, productrices d’'IL-10, corrélée a la charge virale (96, 97). Dans le cas des
infections ce n’est donc pas un défaut de cellules B régulatrices mais un excés de ces

derniéres qui participe au développement des pathologies.
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b. Lymphocytes B régulateurs dans les cancers

+* Cancers et Tumeurs

La fonction immunosuppressive des Bregs dans les cancers peut étre délétére. De
nombreuses études décrivent I'implication de ces cellules dans un défaut de réponse
immunitaire anti-tumorale. Dans un modéle murin de cancer du sein, 4T1, les Bregs
infiltrent la tumeur, induisent le TGFB1 pour convertir les lymphocytes T CD4* en Tregs
Foxp3* et jouent un réle clé dans la progression tumorale (37). Des cancers comme le
cancer du sein, des ovaires ou colorectal ont été décrits comme pouvant étre infiltrés par
des lymphocytes B régulateurs impliqués dans le développement et la progression

tumorale (98).

+»» Lymphomes et pathologies chroniques

Dans les lymphomes, des cellules B sont attirées par le microenvironnement tumoral et
modulent les réponses anti-tumorales. Ces cellules ont été décrites par | ‘équipe d’Ansell
comme étant capables d’induire I'expansion des Tregs Foxp3+. Ces Tregs sont recrutés au
niveau de la niche tumorale grace aux chimiokines et suppriment la réponse de type Th17
a travers une production de TGFB1 (99). L'implication de l'interaction PD-1/PD-L1 a aussi
été montrée dans plusieurs lymphomes, conduisant ainsi au développement et a l'utilisation
de thérapies ciblant PD-1. L'utilisation d’anti-PD-1 a ainsi permis de diminuer I'effet des
Bregs ce qui semble efficace dans le traitement de la maladie de Hodgkin (100). Plusieurs
pathologies chroniques impliquent donc un excés de lymphocytes régulateurs qui par la
production de facteurs comme le TGFB1 ou lI'IL10 participent a I'immunosuppression
responsable de I'expansion chronique des cellules tumorales. Dans les modéles murins de
lymphomes, I'équipe de Tedder a montré que les Bregs producteurs d’IL-10 inhibent la
déplétion en lymphocytes B induite par un traitement aux anti-CD20 (101). Cette méme
équipe a décrit, dans la LLC une population de lymphocytes B CD5* producteurs d’IL-10

qui partagent de nombreuses similitudes avec les Bregs (102).
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La Leucémie Lymphoide Chronique (LLC)

1. Caractéristiques cliniques et biologiques

La leucémie lymphoide chronique est une hémopathie maligne caractérisée par une
accumulation de lymphocytes B monoclonaux matures dans le sang, la moelle osseuse et
les organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques, rate) (103).

L’évolution clinique de la pathologie est trés variable avec des courbes de survie pouvant
aller de quelques mois a plusieurs décennies. Alors que certains patients sont
asymptomatiques, d’autres ont une maladie progressive avec une altération de leur état
général nécessitant le recours a un traitement spécifique. Actuellement, aucun traitement
ne peut étre considéré comme curatif et la caractérisation des facteurs pronostiques
prédictifs est une priorité clinique et thérapeutique. La compréhension des mécanismes
responsables de la pathologie et des mécanismes immunorégulateurs, favorisant sa

progression est essentielle pour le développement d'immunothérapies ciblées.

a. Présentation Clinique

< Epidémiologie

La LLC est 'une des hémopathies de l'adulte les plus fréquentes dans les pays
occidentaux. Elle représente 25 a 30% des leucémies diagnostiquées. L’age médian au
diagnostic est de 70 ans chez les hommes et 72 ans chez les femmes. L’incidence de la
maladie est maintenue dans les populations migrantes et leur descendance. Les facteurs
environnementaux ne semblent donc pas étre impliqués dans la pathogénése. En
revanche, des facteurs génétiques semblent étre impliqués avec une prédisposition

familiale dans 5 a 10% des cas (104).
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Survie

Stade Risque Caractéristiques
Globale

¢ Diagnostic

Les signes cliniques de la LLC sont trés variables et la pathologie est souvent découverte
lors d’'un examen médical de routine. A un stade précoce, la plupart des patients sont
asymptomatiques et la maladie n’est diagnostiquée que lorsqu’une élévation de la
numération des globules blancs est mise en évidence. La maladie se caractérise par une
hyperlymphocytose supérieure a 5.10° lymphocytes/Litre, persistante sur plusieurs
semaines et mois. Les symptdmes plus tardifs peuvent comprendre I'hypertrophie des
ganglions lymphatiques ou des douleurs abdominales dues a I'élargissement de la rate
(Figure 15). Le diagnostic de cette pathologie est généralement effectué sur la base de
deux types d’examens : I'hémogramme et I'immuno-phénotypage. Les cellules de LLC
expriment en plus du marqueur classique CD19 deux marqueurs caractéristiques de la
pathologie, le CD23 et le CD5. Le CD5 est un marqueur de lymphocytes T et d’'une sous-
population lymphocytaire B rare chez I'adulte. L’expression constante du marqueur
d’activation CD23 et plus rarement du CD25 ou du CD71 révele I'état activé de ces cellules.
Par ailleurs, a la différence des lymphocytes B normaux, I'expression du CD20 et des
immunoglobulines membranaires de type IgM et IgD est relativement faible sur les cellules
B de LLC. Un score basé sur I'expression de ces marqueurs et la présence d’adénopathies
a été défini pour confirmer la pathologie, c’est le score de Matutes. La LLC se définit par un
score €gal ou supérieur a 4. Plusieurs systemes de classification clinique existent, basés
sur 'examen clinique. Les plus utilisées sont celles de Rai et Binet permettant de définir
des sous-groupes de patients, en discriminant les formes graves (stades B/C) qui
nécessitent un traitement des formes moins séveres (Tableau 3). Cette classification
permet d’orienter la prise en charge des patients mais d’autres facteurs pronostiques
comme le statut mutationnel des immunoglobulines, I'expression du CD38 ou de ZAP-70
(Zeta chain-associated protein 70) restent des facteurs de risque de progression de la

maladie.
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(ans)

RAI

0 Faible Hyperlymphocytose isolée >10

I/11 Intermédiaire | Adénopathies et/ou Hépatosplénomégalie 7
/v Haut Anémie et /ou Thrombopénie <4

BINET

A Faible Moins de 3 aires de polyadénopathies 12

B Intermédiaire = 3 aires de polyadénopathies 7

C Haut Anémie et /ou Thrombopénie 2-4

Tableau 3: Classifications de Rai et Binet

Tendanc
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Sueurs contusions, saignements
noclumes de nez fréquents ou Irés
importants, soignement des
= . 2 gencives
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essoufflement
Perte de poids

Infections plus

ouleurs ou lourdeurs -
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d'estomac, qui peuvent
témoigner d'un
élargissement de la rate

Figure 15: Symptomes classiques de la Leucémie Lymphoide chronique
D’aprés Sign and symptoms of chronic lymphocytic leukemia, American Cancer Society.

/7

% Evolution de la pathologie

L’évolution clinique de la LLC est hétérogene. L’augmentation de la population tumorale
peut étre associée a plusieurs types de complications telles que des cytopénies. Les
complications les plus fréquentes restent les infections qui constituent la premiére cause de
morbidité des patients atteints de LLC. Essentiellement d’origine bactérienne, plus
rarement virales, elles sont constatées dans plus de 50% des cas, aux stades les plus

avances.
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D’autre part, les formes les plus agressives peuvent évoluer en lymphomes, leucémie pro
lymphocytaire aigie ou en myélome multiple. La transformation en Richter, forme la plus
agressive de la pathologie touche 3 a 10% des patients abaissant leur médiane de survie a
moins de 4 mois. Certains patients développent des pathologies auto-immunes ou des

cancers solides, de plusieurs types.

b. Facteurs pronostiques

Des facteurs pronostiques, reconnus ou encore en cours d’évaluation peuvent étre

cliniques ou venir de la caractérisation d’'anomalies génétiques ou biochimiques.

*

+* Facteurs clinico-biologiques

En plus des classifications de Binet et de Rai, certains paramétres permettent d’anticiper la
progression de la maladie. lls correspondent par exemple, au temps de doublement des
lymphocytes (LDT). Un LDT inférieur a 12 mois est associé a une diminution de la survie
globale et a la progression de la maladie (105).

Les marqueurs biologiques les plus classiquement analysés sont des marqueurs sériques
tels que les taux de thymidine kinase (TK) ou de -2 microglobuline ($-2M). Des taux
élevés de TK ou de B2M dans le sérum des patients sont associés a une progression de la

pathologie et a une survie diminuée (106).

+ Statut mutationnel des chaines lourdes des immunoglobulines

L’étude du statut mutationnel des chaines lourdes des immunoglobulines (IgHV),
exprimées a la membrane a permis de séparer les patients en deux groupes.

Un groupe de patients avec une IgHV mutée, dont la séquence présente plus de 2% de
différence avec celle des lymphocytes B naif et un groupe de patients avec une IgHV non
mutée et au moins 98% d’homologie avec le gene de la lignée germinale. Alors que ces
patients a IgHV non mutée (LLC-NM) ont une diminution significative de leur survie, les
patients a IgHV mutée (LLC-M) présente une forme moins agressive de la pathologie (107,
108).
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¢ Marqueurs cytogénétiques

Les anomalies chromosomiques sont fréquentes dans la LLC. Des anomalies
cytogénétiques ont été retrouvées chez 80% des patients. Les plus fréquentes sont la
deélétion 13q14, la délétion 11q22-23, la trisomie 12q et la délétion 17p13. Certaines de ces
anomalies peuvent étre corrélées au pronostique et a la survie des patients. Les patients
porteurs d’'une délétion 13q (55%) ont une meilleure survie que les patients au caryotype
normal ou que ceux porteurs de délétions 11q (18%). Les patients avec une délétion 17p
(7%) entrainant une inactivation ou une absence de p53 ont le plus mauvais pronostique.
(109).

s Mutations récurrentes

Des mutations somatiques ont plus récemment été identifiées chez les patients grace au
développement des techniques de séquengages du génome entier. L’analyse de I'exome
entier a mis en évidence I'apparition de nouvelles mutations en cas de rechute ou de
maladie progressive, montrant 'importance de I'évolution clonale dans la progression de la
LLC (110, 111). 18 anomalies ont été détectées, les plus fréquentes étant celles des genes
TP53, SF3B1 ou ATM. Ces mutations agissent de fagon synergique pour participer a la
résistance aux traitements par chimiothérapie (112). La résistance aux traitements par
inhibiteurs de protéines de signalisation a été associée a des mutations impliquant
I'évolution clonale. C’est par exemple, le cas des mutations de la kinase Btk au niveau du
site de liaison de linhibiteur (113). Des mutations de PLCy2 ont également été décrites

conduisant a 'activation de la voie du BCR indépendamment de BTK (114) .

+* Facteurs liés au microenvironnement

Des marqueurs protéiques dont I'expression ou l'activation peut étre liée a une interaction
avec le microenvironnement tumoral ont également été décrits comme indicateurs de
stratification. L'un de ces facteurs est ZAP-70, une tyrosine kinase initialement décrite dans
les lymphocytes T et NK, comme étant impliquée dans la transduction du signal activé au

niveau du récepteur a I'antigéne (TCR).
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L’expression de ZAP-70 a été décrite dans les cellules B de LLC et joue un réle dans
signalisation initiée par le BCR (115). Des études plus récentes ont montré de nombreuses
discordances quant a son expression comme indicateur pronostique indépendant (116).

Un second facteur, indépendant est le CD38, une glycoprotéine transmembranaire de type
Il ayant a la fois une fonction de récepteur et d’enzyme impliquée dans le métabolisme de
'ADP (adénosine diphosphate). Exprimée a la surface des lymphocytes T, B, des NKs ou
des monocytes, le CD38 peut également s’associer au CMH de classe |l et jouer un réle de
co-récepteur. Dans la LLC, son expression est a la fois le reflet de I'activité proliférative des
cellules et de leur interaction avec le microenvironnement (117). Associée a un mauvais
pronostique, le seuil de positivité de la valeur pronostique de ce facteur dont I'expression

semble varier au cours du temps est encore controversé (entre 20 et 30%) (118).

Les avancées dans [lidentification et la compréhension de leur implication dans la
pathologie ont permis de préciser la classification des patients et d’améliorer les stratégies

thérapeutiques.

c. Traitements de la LLC

Depuis quelques années, la prise en charge de la LLC connait d’importants progres et
permet d’atteindre de bien meilleurs pourcentages de rémission de longue durée, a travers
la mise en place de thérapies ciblées (119). L'indication thérapeutique se fait en fonction de
criteres d’évolutivité (HAS 2012) et se base sur la classification des patients en fonction des
différents criteres décrits. Les patients en stade A de Binet ne sont pas traités en premiére
intention, ceux au stade B le sont dés qu’ils présentent des signes de progression de la

maladie alors que les patients en stade C sont traités des le diagnostic.
¢ La Chimio-immunothérapie

Le traitement de référence reste une association de chimiothérapie avec des analogues de
Purine comme la fludarabine associée a des agents alkylants tels que la cyclophosphamide
ou la bendamustine. Cette chimiothérapie est combinée a une immunothérapie avec
l'utilisation, notamment du rituximab ou l'ofatumumab, des anticorps monoclonaux anti-
CD20, ciblant donc tous les lymphocytes B. Bien qu’efficace et permettant une amélioration
durable de I'état du patient, ce traitement n’empéche pas les rechutes a plus ou moins long

terme.
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De plus, ce traitement n'est pas prescrit aux patients qui présentent une délétion (17p),
réfractaires a la chimiothérapie. La recherche de traitements alternatifs pour tous ces
patients est trés actuelle et a conduit au développement de petites molécules inhibitrices
(120).

¢ Les agents ciblant la voie du BCR

Le récepteur a I'antigéne (BCR) joue un réle important dans la survie des cellules de LLC.
L’inhibition des voies de signalisation, représente une stratégie alternative de traitement de
la pathologie. Différents inhibiteurs ciblant les protéines du signalosome ont été développés
ces derniéres années avec notamment l'utilisation en clinique de I'lbrutinib (Imbruvica®).
Cet inhibiteur irréversible de BTK inhibe la signalisation initiée par le BCR et les effets pro-
survie du miroenvironnement (121). Ce traitement se montre trés efficace quel que soit le
profil du patient traité (caryotype, statut IgHV). Cependant, librutinib ne permet pas la
rémission compléte et favorise la génération de clones leucémiques mutants entrainant une
résistance au traitement (119). Des essais cliniques avec un inhibiteur de BTK de seconde
génération sont en cours d’analyse (122). Un inhibiteur de la PI3K (Phosphoinositide 3
kinase), l'idelalisib (Zydelig®) a aussi fait I'objet d’essais cliniques, arrétés en 2016 en
raison d’'importantes infections et de déces liés au traitement.

D’autres traitements ciblant les voies de signalisation en aval du BCR sont actuellement a
I'essai. Ceci est le cas d’inhibiteurs des voies de I'apoptose tels que les inhibiteurs de BCL2
(B-cell lymphoma 2) (Venetoclax) ou des agents immunomodulateurs comme le
lenalinomide (123). De nouvelles approches visant a trouver de meilleurs traitements
restent en plein développement. De nouveaux essais sont réalisés avec la technologie
CAR T (Cellules T porteuses de récepteur chimériques) et montrent une amélioration de la
survie sans progression ni rechutes. Les CAR T-cells, sont des lymphocytes T
genétiquement modifiés, dirigés contre le CD19 (124). Enfin des inhibiteurs de protéines
impliquées dans 'immunosuppression, comme le récepteur PD-1 sont également en cours
d’évaluation (125). La seule approche permettant une rémission compléte est actuellement
la transplantation allogénique de cellules souches, réservée aux sujets jeunes et a hauts

risques.
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2. Les lymphocytes B dans la LLC

a. Origine cellulaire de la LLC

L’origine cellulaire des lymphocytes B de LLC est encore controversée, méme si de
nombreuses hypothéses ont été proposées. Des cellules souches hématopoiétiques
porteraient déja des caractéristiques leucémiques (126). Elles seraient a l'origine des
cellules B clonales exprimant le CD5 et le CD23.

Si au départ on pensait a I'existence de deux pathologies, le modéle actuel retenu indique
que les cellules de LLC a IgHV muté (LLC-M) dériveraient de cellules d’origine post centre
germinatif avec une rencontre antigénique thymo-dépendante tandis que les cellules de
LLC a IgHV non muté (LLC-NM) proviendraient de cellules naives indépendantes du centre
germinatif (CG). Les patients présentant une leucémie a IgHV non mutée ont plus
fréquemment d’autres mutations, en accord avec I'évolution clinique de la pathologie (127).
Ainsi ces lymphocytes B de LLC peuvent aussi bien dériver de lymphocytes de la zone
marginale que de lymphocytes mémoires issus des centres germinatifs (18).

Les cellules de LLC seraient donc issues d’'un dysfonctionnement des mécanismes de
tolérance visant a éliminer les cellules auto-réactives, les entrainant vers un processus
d’'immortalisation. Ces cellules disposent alors d’'un BCR dont la signalisation est activée de
fagcon autonome afin de les faire proliférer de maniére antigéne-indépendante (127) (Figure
16).
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Figure 16: Origine cellulaire de la LLC

Les LLC non mutées (LLC-NM) sont issues de I'exclusion de cellules B auto-réactives des centres germinatifs (CG). Ces
cellules reconnaissent leur propre BCR, les auto-antigénes et les antigénes apoptotiques. Dans les CG, lorsque cette
exclusion est altérée, des hypermutations somatiques corrigent cette auto-réactivité, les LLC-NM deviennent alors les LLC
mutées (LLC-M). Adapté de Garcia-Murioz et al., 2014 (127).

b. Fonction du BCR dans la LLC

Le BCR et son signalosome contrélent la différenciation, la maturation et la prolifération des
cellules B. Ainsi son implication et la modification des protéines de la signalisation,

associées font I'objet de nombreuses études.

s La voie du BCR dans la LLC

La dérégulation de la voie du BCR occupe une place importante dans la physiopathologie
de la LLC méme si l'origine de ces altérations n’est pas encore bien comprise. Une étude
trés controversée rapporte une activation de ces lymphocytes qui se ferait au cours de la
reconnaissance antigénique du soi ou d'un épitope présent sur le récepteur lui-méme
(128). Les cellules de LLC présentent de faibles niveaux d’IgM a leur surface et des
réponses variables a la stimulation du BCR. Une étude récente de Marklin et al., a mis en
opposition deux types de signalisation, suite a la stimulation du BCR qui mettrait la cellule

dans un état anergique ou dans un état activé de prolifération.
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Dans ces cellules, I'hyperactivation des éléments du signalosome telles que les kinases
LYN, SYK conduit a la survie, a I'activation et a la prolifération des cellules de LLC (129).
Une stimulation tonique du BCR induit quant a elle la kinase LCK qui active le facteur
NFAT-2 et met la cellule dans un état anergique (Figure 17) (130). En plus de son
implication dans les processus de survie, plusieurs études ont montré que la stimulation du
BCR de cellules B de LLC pouvait conduire a la production de cytokines. L'inhibition de
SYK dans le modéle murin Ep-Tcl1 entraine la diminution de la production d’IL-10 (131).
Les mécanismes impliqués dans la régulation de cette cytokine seront détaillés dans le

prochain chapitre.

stimulation stimulation

LLC évolutive l ‘ LLC indolente

DAG

| T
RAF1 —m] ¢
* ¢ ¢ EGR2 CBL-E GRAIL
MYC JUN ATF2 NFkB
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Figure 17: La voie du BCR dans les LLC évolutives et indolentes

L’activation constitutive des kinases LYN et SYK conduit a I'induction des flux calciques et a I'activation des voies de
signalisation PKC, AKT, NFkB, ERK impliquées dans l'activation des lymphocytes B de LLC, leur prolifération, leur
migration et leur survie. Le recrutement et l'activation de la kinase LCK dans le cas de LLC indolentes conduit a I'activation
de NFAT2 qui induit I'expression du facteur de transcription EGR2 et des ligases CBL-B et GRAIL impliquées dans
I'anergie. Les lymphocytes B de LLC survivent mais dans un état anergique.

D’aprés Stevenson et al, 2011 et Marklin et al., 2017 (10) ; (130).
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+* Role du microenvironnement

Les cellules B de LLC possédent une importante dépendance aux signaux envoyes par les
cellules du microenvironnement tumoral dans les organes lymphoides. Ceci a été
démontré, par la mort spontanée des cellules B issues de patients LLC in vitro qui n’est pas
retrouvée in vivo. D’autre part, les lymphocytes de LLC prélevés dans le sang périphérique,
sont des lymphocytes quiescents bloqués en phase G0/G1 du cycle cellulaire. Ainsi, les
cellules proliféreraient au sein des ganglions et migreraient ensuite dans le sang
périphérique via un mécanisme impliquant la sphingosine-1-phosphate et son récepteur.
Les cellules leucémiques en prolifération, retrouvées au sein des ganglions lymphatiques,
avec une infiltration dans la moelle osseuse sont regroupées au niveau de structures
histologiques particuliéres appelées pseudo-follicules ou centres prolifératifs (132). Au sein
méme de ces centres de prolifération, ces cellules leucémiques sont en contact avec les
cellules du microenvironnement tumoral qui leurs délivrent de nombreux facteurs, cytokines
et chimiokines permettant leur prolifération et leur survie au sein de la niche (103, 133,
134).

Parmi ces cellules, on retrouve les lymphocytes T CD4" recrutés grace aux chimiokines
CCL22 et CCL27 (C-C Motif Ligand), et qui participent au maintien des cellules B via les
interactions CD40/CD40L et I'lL-4 (135). Des cellules dérivées de monocytes plus
communément appelées les Nurse Like Cells (NLCs). Initialement décrites in vitro, dans
des co-cultures de cellules B de LLC avec des monocytes, ces cellules préviennent
'apoptose des lymphocytes B par un mécanisme dépendant de facteurs comme le
CXCL12 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 12) ou BAFF et APRIL (136). D’autres cellules
sont retrouvées dans les centres prolifératifs comme les cellules stromales de la moelle
(MSC), le NKs, les cellules myéloides suppressives (Myeloid-derived suppressor cells,
MDSC) ou encore des cellules endothéliales qui participent a la survie, a la prolifération et
a la migration des cellules B de LLC (137). Ainsi, les cellules B de LLC recoivent de
nombreux signaux qui vont activer différentes voies de signalisation et des facteurs tels que
BTK, PI3K, ERK ou encore STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3),
présentant des effecteurs communs a ceux de la voie du BCR et impliqués dans le
maintien de ces cellules (138) .De nombreuses autres voies de signalisation telles que
celles des TLRs, de Wnt, de Notch interviennent aussi dans l'effet pro-survie du

microenvironnement (139) (Figure 18).
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Figure 18: La cellule de LLC et le microenvironnement

La cellule B de LLC interagit avec plusieurs types de cellules dont les cellules T, les cellules stromales, les cellules
endothéliales ou les Nurse Like Cells (NLC). Ces cellules échangent de nombreux signaux qui peuvent étre des
facteurs solubles (chimiokines, cytokines, facteurs WNT) ou des facteurs membranaires (CD40L, APRIL, BAFF,CD31,
intégrines). Un ensemble de signaux qui participent a la survie et la prolifération de ces cellules de LLC.

D’aprés Kipps et al., 2017 (120).

c. Les facteurs anti-apoptotiques dans la LLC

Les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 interviennent également dans la
physiopathologie de la LLC et sont régulées par le microenvironnement. La co-culture de
cellules de LLC avec les cellules stromales montre une augmentation du niveau
d’expression de Mcl1 et d’autres protéines de la famille Bcl-2 dans les cellules B de LLC
(140). Les protéines de la famille Bcl-2, qui peuvent étre pro ou anti-apoptotiques sont
importantes dans la régulation de I'apoptose, impliquant les caspases. Les cellules de LLC,
en état de stress permanent expriment des niveaux importants du facteur pro-apoptotique
Bim. Cependant leur protection contre I'apoptose passe par une expression compensatoire
du facteur anti-apoptotique Bcl-2 qui séquestre et bloque Bim (141). Ces expressions, dans
la LLC sont liées a la sous-expression de microARNs (MirRNAs) tels que miR15 et miR-
16, des génes suppresseurs de tumeur qui régulent négativement le facteur anti-
apoptotique Bcl-2 (25).

45



Introduction

D’autres protéines anti-apoptotiques de la famille dont BclxL sont sur-exprimées dans ces
cellules tandis que les facteurs pro-apoptotiques tels que Bax sont sous-exprimés. De ce
déséquilibre résulte un défaut d’apoptose des cellules leucémiques. En plus de favoriser la
survie des cellules leucémiques, ces protéines sont décrites comme des facteurs clés de la
résistance aux traitements.

En outre, ce dysfonctionnement des mécanismes de l'apoptose observé chez tous les
patients atteints, une capacité proliférative des lymphocytes B leucémiques est démontrée.
Celle-ci se traduit notamment par la variabilité des présentations cliniques et I'hétérogénéité

des marqueurs biologiques dont ceux déja évoqués dans la premiére partie de ce chapitre.

3. La LLC: une pathologie hétérogene

La LLC est une pathologie hétérogéne pour laquelle on distingue deux types de patients
avec deux formes cliniques dues a d’importantes différences biologiques des cellules B
leucémiques impliquées. D’autre part, au sein d’'un méme patient, les lymphocytes B

peuvent présenter des différences phénotypiques, fonctionnelles.
a. L’hétérogénéité inter-patients

% Les LLC-M a IgHV mutée versus les LLC-NM a IgHV non mutée

On peut discriminer deux types de patients : les patients dont les cellules expriment des
IgM a IgHV mutée (LLC-M) (environ 60%) qui présentent une forme indolente de la
pathologie et les patients a IgHV non mutées (LLC-M) qui ont une forme plus agressive de
la maladie (108). La poly/auto-réactivité des cellules B-LLC avec un statut non-muté les
apparente a la lignée murine B1a, avec le marqueur CD5 a la surface et un fort potentiel de
transformation. A l'inverse, dans les LLC-M on retrouve surtout des lymphocytes B dans un
état d’anergie. Ces cellules ne s’activent pas en réponse a une stimulation chronique du
BCR et ne proliferent pas. Ceci pourrait expliquer la forme indolente de la pathologie
retrouvée chez les patients a LLC-M (142). D’autre part, les patients ayant des cellules
avec des immunoglobulines non-mutées présentent plus frequemment d’autres mutations,
en accord avec une évolution clinique péjorative. Ces mutations correspondent a des
événements plus tardifs a la différence des mutations dominantes sous forme clonale

comme celle de MYD88, la trisomie du chromosome 12 ou la délétion 13q (111, 112).
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Le destin de ces cellules B leucémiques (réactivité ou anergie) peut étre influencé par leur
origine, leurs caractéristiques génétiques ou encore leur profil épigénétique. Une
programmation épigénétique qui se fait sous le contréle de facteurs de transcription et qui

joue un réle clé dans le développement de la pathologie (143).

¢ Des patients LLC « Répondeurs » ou « Non Répondeurs »

La distinction des deux entités basées sur le statut mutationnel des IgHV montre
l'importance du BCR dans I'évolution de la pathologie. La stimulation du BCR joue un réle
clé dans la prolifération et la survie du lymphocyte B, qu’il soit sain ou pathologique.

Bien que les cellules B de LLC présentent une faible expression des immunoglobulines
membranaires, ces cellules expriment un certain nombre de marqueurs d’activation tels
que CD23, CD25 ou CD27. Aprés stimulation du BCR, in vitro par un anti-IgM, I'apoptose
des cellules B de LLC est significativement réduite de 50-60% pour les patients dont les
lymphocytes répondent a la stimulation, alors que les lymphocytes ne répondant pas a la
stimulation ne montrent pas d’augmentation de survie (144). Les patients dont les cellules
ne présentent pas d’augmentation de la survie cellulaire in vitro, appelés patients « non-
répondeurs » (NR) présentent également des facteurs de bon pronostic, et une forme
indolente de la pathologie. Les patients dits « répondeurs » (R) ont des cellules qui
répondent a la stimulation antigénique qui ont une survie globale réduite par rapport aux
autres. Tout comme cela était le cas pour la distinction basée sur le statut mutationnel des
IgHV, le statut de réponse a la stimulation du BCR permet de prédire I'évolution de la
pathologie et la survie des patients. De plus, les patients « répondeurs » ont des cellules B
exprimant des niveaux plus importants d’IgM et de protéines du signalosome telles que Syk
et ZAP-70 (145) (Figure 19). Une récente étude de notre équipe a montré que ces patients
majoritairement a IgHV non mutées présentent une diminution plus importante de
'expression du récepteur aux chimiokines, le CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) a
la surface de leurs cellules B et développent plus facilement des lymphadénopathies que
les patients « non-répondeurs » (146).
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Figure 19: Indentification de 2 groupes de patients en fonction de la réponse a la
stimulation du BCR

La réponse des cellules de patients a la stimulation, in vitro, du récepteur a 'antigene (BCR) par un anti-lgM permet de
séparer les patients en deux groupes, les « répondeurs », dont les cellules répondent a la stimulation par une survie
augmentée et les « non répondeurs » dont la survie des cellules reste inchangée.

D’apres Le Roy et al., 2012 (145).

De maniere paralléle a cette différence de réponse a la stimulation du BCR on retrouve une
activation différentielle des cellules suite a la stimulation des TLRs. En effet, I'activation des
TLR7 et TLR9 par I'imiquimod et le CpG induit la prolifération des lymphocytes B chez les

patients LLC-NM alors qu’elle induit 'apoptose des cellules de patients M-LLC.

En revanche la co-stimulation de ces TLRs et du BCR par un anti-lgM entraine la
prolifération des cellules B chez les deux groupes de patients mais avec des différences au
niveau de la vitesse et la durée de la réponse (147). Les lymphocytes B présentent donc
des différences phénotypiques et fonctionnelles d'un type de patients a un autre.
Néanmoins, des différences de survie et de prolifération sont aussi retrouvées au sein d’un

méme patient.
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b. L’hétérogénéité intra-patients

Les lymphocytes B de LLC se caractérisent par I'expression du CDS5, ces cellules
pourraient dériver de cellules B-1a exprimant le méme facteur. Le CD5, principal marqueur
des cellules de LLC a été décrit pour son role dans leur survie et leur maintien (148). Ce
facteur participe au développement de la pathologie, via I'activation de la PKC (149). Une
autre étude a démontré que le CD5 entraine aussi la production d’'IL-10 par ces cellules B
de LLC (150).
Dans une étude faite sur la souris transgénique Tcl1 (modéle murin de la LLC), DiLillo et
al., ont pu montrer, par cytométrie que les médianes de fluorescence du CD5 des cellules
IL-10(+) sont plus élevés que celles des IL-10 (-) (102).
Cette production d’IL-10, souléve la question de capacités régulatrices d’une sous-
population de cellules B de LLC similaires a celles des Bregs décrites précédemment et
capable de moduler la réponse lymphocytaire T CD4+. Le phénotype de ces lymphocytes B
régulateurs reste controversé, plus particulierement chez 'homme, et plusieurs sous-
populations avec des phénotypes différents sont capables d’exprimer I'lL-10. Parmi les
différents phénotypes, les plus étudiés chez 'hnomme sont les lymphocytes B CD24"CD38"
et CD24MNCD27*. Dans la LLC, une nouvelle stratégie pour déterminer le phénotype des
sous-populations exprimant I'IL-10 consiste a isoler les cellules IL-10 (+) de celles IL-10 (-)
et ensuite de comparer I'expression de leurs marqueurs membranaires. Ainsi, en plus d’'une
hétérogénéité entre patients, on retrouve une hétérogénéité sous-clonale au cours de la
LLC. Cette hétérogénéité intra-patients se caractérise par 'émergence de certains sous-
clones favorisés par les facteurs du microenvironnement au profit d’autres.

L’émergence de sous-clones qui pourraient étre corrélés a leurs capacités

d'immunorégulation et de production d’IL-10.
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Les interleukines 6 et 10, facteurs clés de 'immunorégulation

Le dialogue entre les lymphocytes B et les autres cellules du microenvironnement repose
notamment sur un échange de signaux tels que les cytokines. Les cellules B de LLC au
méme titre que les cellules B régulatrices produisent de I'lL-10. Dans ce chapitre, les
fonctions et I'implication en physiopathologie de cette cytokine sont comparés a ceux d’'une
cytokine pro-inflammatoire, I'lL-6.

1. Implications physiopathologiques de cytokines pro- ou anti- inflammatoires

a. Une cytokine pro-inflammatoire : I'lL-6

** L’interleukine 6

Découvert en 1986, et au départ connu comme un facteur de différenciation des cellules B,
cette cytokine était au départ appelée BSF-2 (B cell stimulatory factor-2) (151). Membre de
la famille de cytokine de méme nom qui inclus I'lL-11, I'lL-27 ou I'lL-31, ce facteur a par la
suite été reconnu comme étant un marqueur de l'infammation. L’interleukine 6 est un
polypeptide de 26kDa dont le gene est situé sur le chromosome 7p21. Son expression a
premierement été montrée dans les monocytes et les macrophages en réponse a la
stimulation des TLRs. Cette cytokine a été par la suite identifiée dans d’autres types de
cellules comme les lymphocytes, les fibroblastes, les hépatocytes ou les cellules tumorales.
Synthétisée dans les phases initiales d’'inflammation, I'lL-6 atteint le foie via la circulation
sanguine et induit la production de protéines, marqueurs de I'inflammation aigle telles que
la protéine C réactive (CRP) et le sérum amyloide A (SAA). Ce facteur agit sur différents
types de cellules afin d’assurer et d’entretenir la réponse inflammatoire. Elle stimule en
effet, la différenciation des lymphocytes T en Th17, tout en inhibant la différenciation en
Tregs (152) (Figure 20). Ce facteur participe a la maturation des lymphocytes B en
plasmocytes, augmente la production d’anticorps et permet aussi de recruter les monocytes

et neutrophiles sur le site de I'inflammation (153).
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Figure 20: L’IL-6, une cytokine au multiples fonctions biologiques
Adapté de Tanaka et al., 2012 (154).

Cette cytokine aux multiples fonctions biologiques agit en se fixant sur un récepteur
exprimé a la surface de ces cellules cibles. Le récepteur a I'lL-6 (IL-6R) est constitué de
deux molécules, I'lL-6Ra (gp80 ou CD126) et I'lL-6RB (gp130 ou CD130). La fixation de
l'IL-6 a I'lL-6Ra entraine 'homo-dimérisation de deux molécules de gp130 formant avec
'IL-6 et I'lL-6Ra, un complexe tri-moléculaire de haute affinité. L’IL-6Ra qui existe sous une
forme transmembranaire (mIL-6R) ou soluble (sIL-6R) n’est pas capable d’induire la
transduction d’'un signal sans la fixation du complexe IL-6/IL-6Ra aux gp130 (155). Alors
que le récepteur mIL-6Ra est exprimé de maniére ubiquitaire, le sIL-6R est issu de clivages
enzymatiques de la forme membranaire par les métalloprotéases ADAM17, ou d’épissages
alternatifs. La fixation de la cytokine a la gp80 soluble ou membranaire, puis aux gp130
aboutit a I'activation de deux types de signalisations, une signalisation dite « classique » et
une « trans-signalisation». Contrairement a la majorité des récepteurs solubles qui entrent
en compétition avec les récepteurs membranaires et agissent comme antagonistes, le slL-
6R agit comme un agoniste et active une voie de signalisation. Ce mécanisme de trans-
signalisation, via un récepteur soluble permet ainsi, a I'lL-6 d’agir sur des cellules non
leucocytaires comme les fibroblastes, les cellules épithéliales ou tumorales qui n’expriment
pas d’importants niveaux d’IL-6R a leur surface et augmente la capacité de ces cellules a

répondre dans un contexte inflammatoire (156) (Figure 21).

51



Introduction

La fixation de la cytokine va activer plusieurs voies de signalisation, initiées par les gp130
comme les voies JAKs/STATs des MAPKs ou PI3K, qui seront décrites dans la seconde
partie du chapitre (157). Deux types de signalisation activent les mémes effecteurs mais qui
pourraient étre impliquées dans deux types de fonctions. La signalisation classique,
impliquée dans la réponse immune innée, intervient dans la défense contre les infections et
la régénération des tissus pour réguler une réponse de type anti-inflammatoire. En
revanche, la trans-signalisation est impliquée dans le recrutement de lymphocytes et de
monocytes au niveau du site d’'inflammation pour activer une réponse inflammatoire (156).
Selon le contexte et le type cellulaire, I'lL-6 initialement décrite comme étant une cytokine
pro-inflammatoire peut donc présenter des propriétés anti-inflammatoires. Cette cytokine
pro ou anti-inflammatoire, aux multiples fonctions biologiques peut jouer un réle clé dans le

développement de pathologies auto-immunes, ou de cancers.

Trans-signalisation
Q sIL-6R
%

Signalisation classique

TLITITI T

ADAM17 U U

TIIrX

Signal
Signal anti-inflammatoire Signal pro-inflammatoire
Défense contre les infections Recrutement des monocytes
bactériennes Retrutement des lymphocytes T
Regénération des tissus Inhibition de la différentiation en Tregs

Figure 21: Signalisation classique ou trans-signalisation de I'IL6

Dans la signalisation classique, I'lL-6 se fixe a I'lL-6R trans-membranaire. Le complexe s’associe aux gp130 pour
induire la transduction d’'un signal de type anti-inflammatoire. Dans la Trans-signalisation, I'lL-6 se fixe a un IL-6R
soluble (sIL-6R) issu du clivage des IL-6R par la protéase ADAM17. Suite a la fixation aux gp130, le complexe formé
induit la transduction d’un signal pro-inflammatoire.

Adapté de Rose-John et al., 2017 (156).
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% L’'IL-6 dans l'auto-immunité

L’IL-6 contrdle l'inflammation et les facteurs impliqués dans la résolution de l'inflammation.
Une production persistante ou excessive de cette cytokine peut déclencher une
inflammation chronique a l'origine de maladies inflammatoires ou auto-immunes. Des
niveaux importants d’IL-6 ont été retrouvés dans le sérum de patients atteints de
pathologies inflammatoires telles que la PR, la LES ou la Sclérodermie systémique (SSc)
(153).

Cette cytokine joue un réle sur la différenciation des lymphocytes T en Th1 ou Th17 et
participe a I'entretien d’un environnement pro-inflammatoire comme cela a pu étre montré
dans le modéle murin d’'EAE (30). L’IL-6 agit également sur I'activation et la différenciation
des lymphocytes B en plasmocytes pour la production d’anticorps. Une production
dérégulée d’IL-6 conduit a une expression constitutive des enzymes RAG par les
lymphocytes B. Une production excessive d’auto-anticorps (anti-dsADN) est retrouvée chez
les patients atteints de LES (158). Dans la Sclérodermie systémique (SSc), une pathologie
caractérisée par des fibroses de la peau et des organes internes, I'lL-6 participe a
linflammation chronique et stimulerait la sécrétion de collagéne par les fibroblastes de la

peau et leur différenciation en myofibroblastes (159).

X -6 dans les cancers
% L'IL-6 dans |

L’inflammation chronique est souvent associée a des transformations malignes pouvant
conduire a des cancers. L’IL-6, principal médiateur de cettre inflammation est en effet
surexprimé dans de nombreux cancers solides ou hématopoiétiques. Cette cytokine joue
un réle central dans les processus tumoraux tels que la prolifération, la résistance a
'apoptose, I'angiogenése ou encore la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). L’IL-6
induit le VEGF (Vascular endothelial growth factor), facteur clé de I'angiogenése, l'invasion
et la TEM dans des cancers comme le cancer du sein (153). Dans le systéme
hématopoiétique, I'lL-6 a un réle clé sur le développement et la croissance de tumeurs
impliqguant notamment, les lymphocytes B. L’expression constitutive d’IL-6 dans des
lymphocytes B transformés au virus de I'Epstein-Barr (EBV) et transférés dans des souris

transgéniques conduit au développement de lymphomes (160).
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Des niveaux élevés d’IL-6 ou de slL-6R ont été retrouvés dans le sérum de patients atteints
de syndromes lymphoprolifératifs tels que les lymphomes B diffus a grandes cellules
(LBDGC) (161) ou la LLC (162) et corrélés a un mauvais pronostic. De fagon intéressante,
tout comme notre équipe I'a démontré dans les lymphomes a cellules du manteau (LCM),
des régulations autocrines et paracrines de I'lL-6 passent par une activation constitutive du
facteur de transcription STAT et jouent un réle important dans la survie des lymphocytes B
(163). Par ailleurs, des niveaux importants de récepteurs a I'lL-6 solubles et membranaires
ont été décrits dans les LCM et LLC (164). L’IL-6 induit ainsi I'activation de STAT3 et
I'expression de nombreuses protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, BelxL ou Mcl-1.
La régulation autocrine ou paracrine de I'lL-6, impliquée dans la régulation de ces genes
anti-apoptotiques a été montré comme pouvant jouer un réle essentiel dans la survie des
cellules de LLC et leur résistance au traitement. Selon les auteurs de cette étude, les
cellules de LLC expriment des niveaux plus importants de récepteurs a I'lL-6 a leur surface
lorsqu’elles expriment la protéine ZAP70 ou que les patients possédent la délétion 11g- ou
17p-. Ces cellules montrent une résistance a I'apoptose, induite par la chimiothérapie plus
importante que les cellules exprimant moins de récepteurs. En plus de son réle sur la
survie de cellules, I'lL-6 pourrait inhiber la prolifération des cellules de LLC, entrainer I'arrét
du cycle cellulaire et un blocage en phase GO (165).

Le blocage de I'lL-6 ou de la voie de signalisation associé pour le traitement de toutes ces
pathologies fait 'objet de plusieurs études. Le Tocilizumab est un anticorps chimérique anti-
IL6R qui bloque la fixation de la cytokine aux récepteurs membranaires ou solubles (166).
Dans la Ssc, les patients traités au Tocilizumab présentent une amélioration de la texture et
de I'épaisseur de la peau avec une diminution des niveaux de collagéne dans les tissus
(167). Dans la LLC, Liu et al., ont montré que les cellules traitées étaient plus sensibles au

traitement par chimothérapies (165).

54



Introduction

b. Une cytokine anti-inflammatoire : I'lL-10

/7

+* Linterleukine 10 et son récepteur

Au départ décrit chez la souris comme étant un facteur inhibiteur de la synthése de
cytokines (CSIF : Cytokine Synthesis Inhibitor Factor) produit par les cellules Th2 (169),
l'interleukine 10 (IL-10) est une cytokine anti-inflammatoire de classe Il, membre de la
superfamille du méme nom qui inclut IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28 et IL-29. Cette
protéine homodimérique de 37kDa produite par de nombreuses cellules de immunitaires
comme, les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, ou les lymphocytes
régule a la fois 'immunité innée et adaptative (170). L’IL-10 agit sur un grand nombre de
types cellulaires en se fixant a un récepteur exprimé de fagon constitutive, formé de deux
types de chaines, une chaine a (IL-10R1) de haute affinité sur lequel se fixe la cytokine, et
une chaine B (IL-10R2) sur laquelle se fixe le complexe formé par la cytokine et I'lL-10R1,
activant ainsi les voies de signalisation associées. La fixation de I'lL-10 a son récepteur
conduit a l'activation de la voie JAK/STAT via la trans-phosphorylation des kinases de la
famille JAK (JAK1 et Tyk2) suivi de la phosphorylation des résidus tyrosines situés dans la
région intra-cytoplasmique des IL-10R1. Les facteurs de transcription STATs sont alors
recrutés, phosphorylés par les JAKs et une fois activés, régulent I'expression de génes

cibles spécifiques (168) (Figure 22).

STAT1/ STAT3/
STATS5

STAT1/STAT3/
STATS5

Immunosuppression

Figure 22: L’IL-10 et son récepteur

L’IL-10 se fixe a I'lL-10R1 conduisant a la trans-activation des kinases JAK1 et TYK2 puis a la phosphorylation des
tyrosines Y446 et Y496 situées dans la partie intra-cytoplasmique des IL-10R1. Les facteurs de transcription de la
famille STAT (STAT1, STAT3 ou STAT5) sont alors phosphorylés pas les kinases JAK. Cette phosphorylation
activatrice entraine leur dimérisation puis leur translocation nucléaire pour réguler la transcription de génes notamment
impliqués dans Iimmunosuppression. Adapté de Mosser et al., 2008 (168).
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Comme nous avons pu I'évoquer dans le second chapitre, la cytokine exerce une fonction
immunosuppressive et inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNFa, I'lL-6 ou I'lL-12 par les monocytes, les macrophages ou les cellules T lwata (52,
171). L’IL-10 agit aussi sur la différenciation des T CD4+ en favorisant le développement de
Tregs (36). Cette cytokine peut également inhiber la production de certaines chimiokines
tels que les MIP (Macrophages Inflammatory Protein) ou les MCP (Monocytes Chemo
attractant Protein), empéchant ainsi le recrutement de cellules sur les sites inflammatoires.
En plus de cette fonction immunosuppressive, I'lL-10 agit sur la survie et la prolifération des
cellules via I'activation de la voie JAK/STAT dont les mécanismes seront détaillés dans la

prochaine partie.

¢ L’IL-10 dans les pathologies immunes

L’IL-10 joue un réle clé dans la résolution de I'inflammation suite a des infections par des
agents pathogénes. Cependant, une importante production d’IL-10 peut également
permettre aux agents pathogénes d’échapper aux contréles immunitaires entrainant des
infections chroniques comme cela a pu étre évoqué dans le second chapitre. La résolution
de linflammation requiert une réponse coordonnée commencant par des mécanismes
inflammatoires pour éliminer le pathogéne mais rapidement suivis de la production de
cytokines anti-inflammatoires afin de stopper linflammation et éviter toutes Iésions
chroniques. En effet, 'absence de cette cytokine et un défaut de lymphocytes B
producteurs d’'IL-10 sont associés a la production de facteurs pro-inflammatoires
conduisant a des pathologies comme la PR ou les LES (91, 92). L’IL-10 peut donc avoir un
réle protecteur en limitant les inflammations chroniques mais cette cytokine peut aussi
participer au développement de pathologies comme les LES ou elle participe a la
production d’auto-anticorps et dont les niveaux dans le sérum sont corrélés a la sévérité de

la pathologie (172).

«* L’IL-10 dans les cancers

Cette double fonction physiopathologique est retrouvée dans le cas des cancers. Dans
certains modéles murins de cancers, I'lL-10 a une fonction anti-tumorale et inhibe le
développement de cancers.

L’injection d’IL-10 conduit au rejet des tumeurs implantées associé a d’importantes

productions de granzyme B, d’IFNy et le recrutement de lymphocytes T cytotoxiques
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(CTLs) (173). Néanmoins, I'lL-10 est surtout connu pour contribuer a la croissance
tumorale en agissant sur 'échappement des cellules tumorales aux défenses immunitaires.
Des niveaux importants d’'IL-10 dans le sérum ou dans les tumeurs sont corrélés a un
mauvais pronostic dans plusieurs cancers, mélanomes et lymphomes (174). Produite par
les cellules du microenvironnement tumoral telles que les lymphocytes et les macrophages
associés aux tumeurs (TAMs : Tumor associated macrophages), I'lL-10 peut également
étre produite par les cellules tumorales elles-mémes comme dans le cas de lymphomes B a
grandes cellules (LBDGC). Dans cette pathologie, I'lL-10 qui agit de maniére autocrine sur
la prolifération et la survie de ces cellules qui expriment d’'importants niveaux d’IL-10R a
leur surface (175). Une régulation autocrine de cette cytokine a en effet été montrée dans
plusieurs modéles de cancers comme le lymphome a cellules du manteau (LCM) (163).

Des niveaux importants d’IL-10 dans le sérum de patients atteints de LLC ont été corrélés a
un mauvais pronostic (162). Dans ce contexte, les cellules B exprimant le CD5, ont été
décrites comme étant des cellules qui partagent de nombreuses similitudes avec les Bregs,
des cellules productrices d’IL-10 ayant des fonctions immunosuppressives (102).
L’implication du CD5 et d’autres facteurs comme les TLRs ou le BCR, dans la production
de cette cytokine a également été décrite et sera détaillée dans la prochaine partie.
Plusieurs études ont déja montré que cette cytokine inhibe a la fois la prolifération et
'apoptose des cellules de LLC participant ainsi au maintien de la pathologie (176, 177).
L’IL-10 est donc un facteur clé dans le développement et la progression de la LLC agissant
sur la survie des lymphocytes B mais pouvant surtout agir sur les cellules environnantes et
assurer le développement de la pathologie. Les cellules de LLC présentent des capacités
variables a produire I'lL-10. En effet, plusieurs études montrent que les cellules de LLC-M
(patients a Immunoglobuline mutées) produisent plus d’IL-10 que les cellules de LLC-NM
(178). Une étude récente a montré que les niveaux de meéthylation du géene de I'lL-10

étaient inversement corrélés aux niveaux d’IgM exprimés par les cellules de LLC (179).

¢ Le blocage de I'lL-10

L’IL-10 pouvant avoir deux types de fonctions dans le développement de pathologies, son
blocage ou a linverse, sa stimulation peut constituer une approche thérapeutique

intéressante pour le traitement de pathologies inflammatoires ou de cancers.
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L’administration d’IL-10 exogéne pour le traitement de pathologies auto-immunes
caractérisées par un défaut de production de cette cytokine a permis de limiter
'inflammation dans le cas du Psoriasis (180). Cette administration d’IL-10 ne se montre en
revanche pas toujours trés efficace. Un manque d’efficacité qui peut étre di a la courte
durée de vie de cette protéine recombinante qui est inférieure a 5h (181). Les notions de
temps, de durée et de localisation sont tres importantes pour permettre a I'lL-10 d’agir
efficacement dans la résolution de [linflammation ce qui rends son utilisation en
immunothérapie complexe. De nombreuses études se sont focalisées sur le blocage des
récepteurs a I'lL-10 pour bloquer la voie et la fonction immunosuppressive de la protéine.
Dans les cancers, la combinaison de facteurs immunostimulateurs comme les agonistes
des TLRs et d’antagonistes de I'lL-10 permet aux macrophages et aux cellules dendritiques
associés a la tumeur de retrouver leurs fonctions et d’induire des réponses cytotoxiques
(182). Les effets du blocage de I'lL-10R ont également été étudiés dans les LBDGCs.
L’'importante expression des récepteurs a I'lL-10 a la surface des cellules pathologiques
impliquée dans une régulation autocrine de la cytokine permet de cibler plus facilement ces
cellules et de bloquer la boucle de régulation autocrine. Ce traitement conduit a l'inhibition

de la voie JAK/STATS3 et induit 'apoptose de des cellules du lymphome (175).

c. Un équilibre IL-6/ IL-10 ?

L’IL-6 et I'lL-10 sont deux cytokines dont les rdles principaux sont opposés, sont aussi
difféeremment exprimées par les lymphocytes B au cours de I'inflammation. En effet, si I'lL-6
est exprimée par les lymphocytes B au cours des phases aigles de l'infammation, I'IL-10
intervient au cours des phases de rémission. Dans un contexte physiologique, un équilibre
entre ces deux cytokines est primordial pour assurer le développement et la résolution des
processus d’inflammation. L’IL-6 et I'IL-10, aux fonctions opposées sont differemment
régulées méme si elles peuvent activer les mémes facteurs tel que STATS3.

Plusieurs études ont montré que dans certains modéles, I'activation de STAT3 par 'lL-6 ou
'IL-10 conduit a I'activation de SOCS3 (Suppressor of Cytokine Signaling 3) qui se fixe aux
gp130 et bloque la voie induite par I'lL-6 (183). Ainsi, en réponse a I'lL-6, STAT3 serait
activé de fagon ftransitoire pour conduire a un signal de type pro-infammatoire. En
'absence de SOCS3, I'lL-6 induirait une réponse anti-inflammatoire de la méme fagon que
IL-10 (184).
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Paradoxalement, méme si elle est activée par I'lL-10, la protéine SOCS3 ne se fixe pas a
l'IL-10R et ne régulent pas la voie induite par cette cytokine. L’IL-10 induirait alors, une
activation continue de STAT3 essentielle a son activité anti-inflammatoire (Figure 23).

Ces deux cytokines sont également capables de se réguler I'une l'autre. En activant
SOCS3, I'lL-10 peut en effet inhiber la production d’IL-6 suggérant la présence d'un
rétrocontrole négatif de I'lL-6 via I'activation de cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-10
(185). Des stimulations de lymphocytes B avec I'lL-10 conduisent a des productions d’IL-6
par les lymphocytes B diminuées (186). A linverse, dans certains modéles comme des
lignées de mélanome, I'lL-6 semble induire la production d’IL-10 qui en retour inhibe la

production de cette cytokine pro-inflammatoire (187).

La durée et lintensité d’activation de STAT3 par ces deux cytokines peut donc étre
différente dans certains modeéles et induire une réponse de type pro- ou anti-inflammatoire,

comme cela a été montré dans un modeéle de cellules dendritiques (188).
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Figure 23: IL-6 et IL-10 : Un facteur activé, deux types de réponses

SOCS3, dont I'expression est induite via STAT3 par les deux cytokines inhibe la voie de I'lL-6 qui s’active donc de
fagon transitoire conduisant a une réponse pro-inflammatoire. La voie de I'lL-10, non bloquée par SOCS3, s’active de
fagon continue et conduit a une réponse de type anti-inflammatoire.

Inspiré de Wang et al., 2011 (189).
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2. Les facteurs et voies de signalisation activés

a. Facteurs impliqués dans la régulation de ces cytokines

+* Lavoie des TLRs

Comme nous avons pu le voir précédemment, la production de cytokines par les
lymphocytes B se fait en réponse a des facteurs du microenvironnement. Parmi ces
facteurs, de nombreux motifs activent les TLRs et induisent la production de cytokines,
nécessaire a la protection contre les agents pathogénes. Ces récepteurs glycoprotéiques
de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs: Pattern Recognition Receptors)
reconnaissent des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPs: Pathogen
Associated Molecular Patterns) ou a des dégats cellulaires (DAMPs: Danger Associated
Molecular Pattern). Les voies de signalisation activées par ces récepteurs ont surtout été
étudiées dans les macrophages et les cellules dendritiques. Toutefois, de plus en plus
d’études portent sur les lymphocytes B et montrent l'implication de ces voies dans la
production des interleukines 6 et 10 (190). La stimulation des TLRs active une cascade de
signalisation commencgant par le recrutement de protéines adaptatrices, les MyD88 qui
possédent un domaine TIR (Toll-IL1R) permettant leur ancrage aux TLRs et un domaine
DD (Death Domain) qui leur permet d’interagir avec des Sérine/Thréonine kinases dotées
du méme domaine comme les kinases IRAK (IL1R Associated Kinase). Suite a une
cascade d’activations, les IRAK conduisent a I'activation du facteur NF-kB qui transloque
vers le noyau et induit la transcription de génes cibles dont les génes des cytokines IL-6 et
IL-10 (191) (Figure 24).

Dans le contexte de la LLC, plusieurs équipes ont comparés les niveaux d ‘expression des
différents TLRs a la surface des cellules B de LLC par rapport a des lymphocytes normaux
et ont montré une expression plus importante des TLR7 et TLRO sur les cellules de LLC
alors que les TLR4 et TLR2 sont plus faiblement exprimés (192). Une récente a montré que
leur expression différentielle influence le statut clinique des patients. Si la faible expression
des TLR4 est associée a un mauvais pronostic, I'expression des TLR9 est associée a un
meilleur pronostic (193). L’activation de ces récepteurs pour induire la production de

cytokines peut étre associée a celle du BCR et du CD40L (194).
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+* La voie du BCR et du CD40L

L’activation du BCR participe en effet a la production de cytokines par les cellules B. Dans
la LLC, cette voie est caractérisée par I'activation constitutive des kinases LYN, SYK, ERK
et de I'hyper-activation de BTK. Plusieurs études ont montré I'implication des protéines du
signalosome dans la production de cytokines. En effet, I'inhibition de SYK dans des
modéles murins et humains de LLC conduit a une réduction de la capacité des cellules de
LLC a produire de I'lL-10 (131, 179). Une capacité a produire I'lL-10 qui se trouve aussi
diminuée suite au traitement des patients a I'lbrutinio démontrant lI'implication de BTK
(195). Dans la LLC, la voie du BCR et celle du CD40 induisent I'activation de NF-kB et
STAT3, deux facteurs de transcription clés dans la régulation des cytokines. Une récente
étude a montré que la stimulation du BCR augmente les niveaux d’activation de NF-kB et la
phosphorylation de STAT3 induisant une production plus importante d’'IL-6. Les auteurs
suggérent que cette phosphorylation de STAT3 résulterait d’'une boucle autocrine formée

par I'lL-6 produite par la cellule suite a I'activation de NF-kB (196, 197) (Figure 24).

«» Autres facteurs inducteurs

D’autres facteurs comme les BAFF, considérés comme étant des « stimulus
naturels » induisent la production d’IL-6 et d’IL-10 par les cellules B (63).Dans la LLC cette
induction se fait plus précisément via les récepteurs TACI (Transmembrane Activatior and
cyclophilin ligand Interactor) (198). Plusieurs équipes ont montré I'implication du CD5 dans
la production d’'IL-10 via l'activation des facteurs NFAT2 et STAT3 (150, 199) ont plus
récemment montré l'implication des MAPKs et de ERK1/2 dans cette induction par le CD5
(200). Enfin, une récente étude, dans la LLC, évoque l'implication du CXCR4 dans la

régulation de I'lL-10 passant par 'activation de STAT3 (201)
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Figure 24: Voies impliquées dans la production de I'lL-6 et I'lL-10

Les cytokines peuvent induire leur propre production via STAT3. La stimulation des TLRs active la voie NFkB 1 via
les adaptateurs MyD88. La voie NFkB 1 également activée par le BCR et les BAFF-R joue un rdle clé dans a
régulation des cytokines. Les récepteurs BAFF activent aussi la voie NFkB 2 de la méme facon que le CD40. Les
voies PI3K/AKT et des MAPKSs se trouvent étre impliquées dans la régulation des cytokines. Ces voies sont activées
par plusieurs types de récepteurs tels que le BCR, les BAFF-R, les TLRs ou les récepteurs aux cytokines.
L’ensemble des facteurs activés par ces voies induit la production de différents types de cytokines.

TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-§

b. Voies activées par ces cytokines

** Voies de signalisation induites par I'lIL-6

Contrairement aux récepteurs de facteurs de croissance, les récepteurs aux cytokines ne
possédent pas d’activité kinase intrinseque. Au niveau intracytoplasmique, la sous-unité
gp130 de I'lL-6R posséde des domaines de liaison a des protéines kinases appartenant a
la famille des Janus kinases (JAK). Suite a la fixation de la cytokine, les kinases JAKs
(JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2) associées vont s’activer mutuellement par trans-
phosphorylation et conduire a la phosphorylation des résidus tyrosine présents sur le
domaine intracytoplasmique des sous unités gp130. Quatre tyrosines (Y767, Y814, Y905,
Y915) forment un motif appelé YXXQ, responsable de [I'activation des facteurs de
transcription STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription). L’IL-6 en se fixant a
son récepteur va activer plusieurs autres voies en plus de la voie JAK/STATS, des voies
notamment impliquées dans la survie et la prolifération des cellules. Parmi les six résidus
tyrosines présents dans cette région, le résidu tyrosine (Y759), situé a l'intérieur d’'un motif

permet le recrutement puis I'activation de la protéine SHP-2 (Src-homology tyrosine
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phosphatase 2). L’activation de la protéine SHP-2 par I'lL-6 conduit a l'activation des
MAPKs, impliquées dans les meécanismes de prolifération, de différenciation et la
production de cytokines. SHP-2 conduit aussi I'activation de la voie PI3K/AKT impliquée

dans les mécanismes de survie et la résistance a 'apoptose (157). ( Figure 25).

+* Voies de signalisation induites par I'lL-10

La voie JAK/STAT est la voie la mieux décrite suite a I'activation du récepteur a I'lL-10. La
fixation de I'IL-10 sur son récepteur active par trans-phosphorylation des résidus Y446 et
Y496, les kinases JAK1 et TYK2 respectivement associées aux chaines a et B. Ces deux
tyrosines phosphorylées permettent au récepteur de I'lL-10 de recruter et de phosphoryler
les facteurs de transcription STATSs. Les voies de signalisations activées par I'lL-10 ne sont
pas aussi bien décrites que pour I'lL-6. Plusieurs études montrent que I'lL-10 serait
également capable d’activer la voie PI3BK/AKT pour influencer la survie des cellules comme
cela a pu étre montré pour les monocytes. L’IL-10 peut aussi activer la voie des MAPKs en
activant la protéine p38. La principale fonction de I'lL-10 dans la régulation des réponses

immunes passerait essentiellement par le facteur STAT3 (202) ( Figure 25).

3. Lavoie JAK/STAT3 au centre de la régulation

Les cytokines IL-6 et IL-10 activent ainsi la voie JAK/STAT3 une activation essentielle a la
régulation de la réponse immune par ces cytokines. En plus de cette fonction dans les
réponses immunitaires, STAT3 module la transcription de génes impliqués dans la
prolifération, la survie, la différenciation ou encore I'angiogenése placant ce facteur au
centre du développement et de la progression de nombreux cancers (203). En effet de
nombreuses études ont montré le réle déterminant de ce facteur dans la cancérogénése et

son activation constitutive dans de nombreuses pathologies dont la LLC.

63



Introduction

-
-
e
cytoplasme
—_— S~ 2

p38

( RASMAPKs ) v Lo ( mapk )
ERKs ~ STAT3
“ STAT3
ADN I noyau
giwtriiein 5 it B vt et B iy
Prolifération | | Survie | Angiogénése | | Métastases 1

I
______ - - - - -_————d | Immunosuppression

Figure 25: Voies de signalisation activées par I'lL-6 et I'IL-10.

La fixation de I'lL-6 a son récepteur entraine le recrutement de SHP2 au niveau des gp130. SHP2 interagit avec
GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2), associé a la protéine SOS (Son of Sevenless), échangeur
GDP/GTP pour Ras qui conduit a I'activation en cascade des MAPKSs. Cette voie des MAPKs peut aussi étre activé
par I'IL-10 via l'activation de la protéine p38. L’IL-6 et I'lL-10 entrainent aussi I'activation de la voie PI3K/AKT
impliquée dans l'activation du facteur NFKB et mTOR. L’activation de ces voies de signalisation conduit a I'induction
de nombreux facteurs impliqués dans la prolifération, la survie, la transformation cellulaire et les processus
d’'inflammation ou d’immunorégulation. Modifié de Ataie-Kachoie et al., 2014 (204).

a. Lavoie JAK/STAT3

s Structure de STAT3
STAT3 est un facteur de transcription qui appartient a la famille des facteurs de
transcription STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription). Cette famille est
composée de 7 membres (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STATS5B et STATO).
STAT3 est une protéine de 92 KDa, codée par un géne situé sur le chromosome 17921 et
qui posséde deux isoformes issues d'un épissage alternatif. L’isoforme alpha (STAT3a),
activatrice et une isoforme beta tronquée (STAT3[), qui ne posséde pas de domaine C-
terminal et longtemps considérée comme étant principalement un isoforme de type
dominant négatif de STAT3a. Une étude in vivo a démontré, que l'isoforme beta pouvait
avoir une activité transcriptionnelle propre et empécher la mort embryonnaire causée par
des mutations invalidant STAT3. En effet, le Knockout de STAT3 n’est pas viable,

soulignant 'importance de ce facteur dans 'embryogénése (205).
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STAT3 possede deux résidus dont la phosphorylation conduit a I'activation de la protéine
une tyrosine (Y705) et une sérine (S727). Une tyrosine a la position 705 (Y705)
phosphorylée par des tyrosines kinases notamment les protéines de la famille JAK est
nécessaire a la dimérisation et a la translocation nucléaire de STAT3 pour lui permettre de
réguler la transcription de genes cibles. La substitution de cette tyrosine par la
phénylalanine (Y705F) inhibe la transduction du signal induit par I'L-6 dans les lignées
d’hépatome humains (HepG2) (206). Le résidu sérine a la position 727 (S727) peut
également étre phosphorylée et entrainer la dimérisation, la translocation nucléaire et la
fixation de STAT3 a ’ADN pour la régulation de génes cibles. De la méme maniére que la
forme phosphorylée sur la tyrosine, S727pSTAT3 transloque dans le noyau pour réguler les

genes cibles (207) (Figure 26).
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Figure 26: Les différents domaines de la protéine STAT3
D’apres, Hirai H et al., 2011 (208).

Alors
que certaines études présentent cette phosphorylation comme pouvant négativement
réguler le facteur STAT3, d’autres montrent une activation plus importante de STAT3 suite
a cette phosphorylation. Des expériences chez la souris ont montré une importante
diminution de I'activité transcriptionnelle de STAT3 suite a la substitution du résidu sérine
par une alanine dans des fibroblastes embryonnaires (79). Cette forme activée de STAT3
n’agit pas uniquement en tant que facteur de transcription mais a également été décrite
comme ayant une fonction dans le métabolisme. La localisation mitochondriale de
S727pSTAT3 a en effet, mis en évidence dans plusieurs cellules tumorales, dont les

cellules de LLC, ou le facteur protége les cellules du stress antioxydant (209).
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+* Activation de STAT3

Les molécules de STAT3 phosphorylées forment des homo-dimeéres ou des hétéro-diméres
avec notamment les STAT1 ce qui permet de libérer leurs domaines NLS (Nuclear
Localisation Sequence). Les dimeéres ainsi formés transloquent vers le noyau par un
systéme de transport actif passant par de pores nucléaires régulés par les importines
(importine3- a et importine- B). Une fois dans le noyau, STAT3 se fixe a TADN pour réguler
la transcription de génes cibles. Le retour vers le cytoplasme par I'exportine CRM1
(chromosomal maintenance 1) se fait suite a la déphosphorylation de STAT3 par des
phosphatases comme TCA45.

Les récepteurs aux cytokines ne sont pas les seuls a pouvoir induire cette phosphorylation
de STAT3. D’autres récepteurs peuvent activer STAT3 tels que les TLRs (TLR4 et TLR9),
décrits précédemment, les récepteurs a protéines G ou encore le BCR (203). L’activation
de STATS3 par le BCR a été démontré dans les lymphocytes B de lymphome du (163, 196).
Des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) tels que les récepteurs au VEGF ont aussi
été décrits dans la LLC (210, 211). L’origine de la phosphorylation de STAT3 sur son résidu
sérine est moins bien connue. Certaines études ont décrit une phosphorylation de ce résidu
sérine comme pouvant étre induit suite a I'activation de la Protéine kinase C (PKC), des
MAPKs ; la protéine CDK5 (Cyclin Dependent Kinase), I'activation de la voie Ras/ERK1-
2/EIk-1 ou suite a des cassures de 'ADN (212) (Figure 27).

En plus de la phosphorylation, STAT3 peut également subir d’autres types de modifications
post-traductionnelles telles que I'acétylation, la méthylation ou 'oxydation. En effet, STAT3
peut étre aceétylé sur plusieurs résidus lysine par I'histone acetyltransferase, CBP/p300 en
réponse aux cytokines ou facteurs de croissance. Cette acétylation stabilise les diméres
formés et I'activité transcriptionnelle de STAT3. A linverse, la méthylation de STAT3 par

des methyltransférase réduit son activité transcriptionnelle (213).
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Figure 27: Activation de STAT3

Plusieurs signaux extracellulaires peuvent induire lactivation de STAT3. La phosphorylation de STAT3
entraine sa dimérisation, sa translocation nucléaire et l'induction de génes cibles impliquées dans la survie, la
prolifération, I'inflammation, l'invasion, I'angiogenése et les métastases.

Inspiré de Yuan et al., 2015 et Aggarwal et al., 2009 (203) ; (212).

«* Genes cibles de STAT3

STAT3 régule I'expression de génes impliqués dans plusieurs processus physiologiques
dont la prolifération, la survie, l'inflammation mais aussi l'invasion, I'angiogenése et la
transformation cellulaire. L’effet de STAT3 sur la prolifération repose surtout sur sa capacité
a induire I'expression de la Cycline D1 et des génes de croissance comme c-Myc. STAT3
induit 'expression de nombreux genes anti-apoptotiques tels que BclxL, Bcl-2, Mcl-1 ou la
survivine et peut aussi interagir avec c-Jun pour réprimer des protéines pro-apoptotiques
comme Fas. STATS3 joue un réle crucial dans la modulation de la réponse immune innée et
adaptative. Ce facteur de transcription activé par des cytokines va induire I'expression de
nombreuses cytokines pro- ou anti-inflammatoires comme IL-6 ou IL-10 qui peuvent étre

régulées de maniére autocrine (163).
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% Régulation de la voie JAK/STAT3

Cette activation de STAT3 peut également étre négativement régulée par des protéines
comme les SOCS, les phosphatases ou les PIAS (protein inhibitor of activated STAT).
PIAS3 est en effet capable de bloquer STAT3 par sumoylation ou en bloquant sa liaison a
I’ADN inhibant ainsi la transcription de ces génes cibles. Les phosphatases telles que SHP-
2 peuvent également inhiber la voie induite par I'lL-6. Ces protéines recrutées au niveau
des motifs Y759, agissent en dé-phosphorylant ces résidus ou les JAK. L’activation des
STAT en réponses aux cytokines conduit aussi a l'activation des protéines SOCS
(Suppressor of Cytokine Signaling). Via leur domaine SH2, ces protéines se fixent aux
résidus tyrosines phosphorylés des récepteurs ou des JAK, empéchant ainsi le recrutement
des STAT. Ces protéines peuvent également via leur SOCS-box recruter le complexe
ubiquitine ligase E3 et entrainer la dégradation de leur cible par la voie du protéasome
(203).

Méme si elle est activée par 'lL-10, la protéine SOCS3 ne se fixe pas a I'lL-10R et ne
régulent pas la voie induite. Ainsi I'lL-10 induit une activation continue de STATS3,
essentielle a son activité anti-inflammatoire. Certaines études suggerent que I'lL-10 est
également capable d’assurer le rétrocontrdle négatif de la signalisation qu’elle induit via
I'activation de SOCS1 qui bloque le site actif des kinases Jak1 et Tyk2 et les empéche de

phosphoryler leurs cibles (214) (Figure 28).

68



Introduction

Cytokine

Récepteurs aux
Cytokines

cytoplasme

\ Dégradation

/’\ Par le protéasome
- \ @
s |STAT3 | €= | STAT3 STAT3 . STAT3
\_/

\ I

Dégradation \ PTPs ‘ i
Par le protéasome e el ST

[ S s —

PIAS

ADN

Figure 28: Régulation de la voie JAKs/STAT3

Les protéines tyrosine phosphatases (PTPs) déphosphorylent les kinases JAKs et les protéines STAT. La
protéine STAT3, déphosphorylée est alors ubiquitinylée et dégradée par la voie du protéasome. Les protéines
SOCS peuvent se fixer aux tyrosines phosphorylées du récepteur ou des JAKs via leur domaine SH2, bloquant
ainsi le recrutement de STAT3. Les SOCS peuvent aussi entrainer la dégradation des JAKs par le protéasome.
Les PIAS bloquent STAT3 par sumoylation ou en bloquant sa liaison a 'ADN. Inspiré de Shuai et al., 2003

(218).
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¢ Inhibition de la voie JAK/STAT3

La connaissance des différents mécanismes d’activation de la voie JAK/STAT3 a permis de
mettre en place plusieurs stratégies d’inhibition.

La phosphorylation de STAT3 peut étre bloquée suite a l'inhibition des kinases de la famille
JAK. Plus d’'une douzaine de petites molécules inhibitrices des JAKs ont été développées
et sont actuellement testées en clinique. C’est le cas du ruxolitinib (196) ou de WP-1066
dont les effets ont pu étre démontré sur les cellules de LLC. WP1066 inhibe la
phosphorylation de STAT3 induite par I'lL-6 et entraine la diminution de I'expression des
genes anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2. L'utilisation du WP1066 diminue ainsi la
résistance aux traitements induite par I'lL-6 (215).

L’inhibition de STAT3 peut aussi se faire en ciblant sont domaine SH2 avec par exemple le
STATTIC qui inhibe la dimérisation et la translocation nucléaire de STAT3. Une étude
récente a montré les effets du STATTIC sur la survie de cellules B de LLC. Le traitement de
ces cellules résulte en une inhibition de leur viabilité, confirmant I'implication du facteur de

transcription dans la survie cellulaire (216).
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Enfin, une nouvelle stratégie repose sur l'utilisation d’oligonucléotides anti-sens (ASO)
développés grace aux techniques de séquencage de nouvelle génération qui piegent
STAT3 ayant fait I'objet d’études précliniques pour le traitement de lymphomes et cancers

du poumon (217).

b. STAT3 dans les cancers

L’activation constitutive de STAT3 a été retrouvée dans de nombreux cancers solides
comme le cancer du sein ou de la prostate et hématologiques tels que le lymphome a
cellules du manteau (163) ou la LLC (207). Une activation constitutive qui selon les
modeles sera sous la forme Y705pSTAT3 ou S727pSTATS3.

L’origine de cette activation constitutive peut étre de différentes natures comme une
stimulation continue des récepteurs vus précédemment par les cellules du
microenvironnement qui sécrétent des facteurs comme les cytokines ou les facteurs de
croissances. Les cellules stromales ont été décrites dans plusieurs cancer dont la LLC
comme pouvant produire d’importante quantité d’IL-6, activant la voie JAK/STAT3 et initiant
une boucle autocrine qui maintient les facteurs activés (219). Cette phosphorylation a
également été décrite dans les syndromes myéloprolifératifs comme pouvant étre
indépendante des facteurs du microenvironnement et résulter de la mutation des kinases
de la famille JAK (220).

+» STAT3, entre cancer et immunité

En plus de son réle sur les cellules cancéreuses, I'activation constitutive de ce facteur de
transcription agit surtout sur le microenvironnement tumoral constitué de cellules d’origine
hématopoiétiques et mésenchymateuses. Déja présentent au niveau stromal ou recrutées
au niveau du site de la tumeur, ces cellules seront « éduquées » par les cellules
cancereuses afin d’acquérir des propriétés pro-tumorales. Un dialogue bi-directionnel qui
repose sur des contacts cellulaires, des échanges de cytokines, de chimiokines ou de
facteurs de croissances. Ces cellules associées aux tumeurs peuvent étre des
macrophages (TAMs : Tumor-associated macrophages), des fibroblastes (CAFs : Cancer-
associated fibroblasts) ou des Tregs et cellules myéloides (MDSCs) recrutées pour faciliter
'échappement immunitaire (221). STAT3 joue un véritable réle dans les mécanismes
d'immunosuppression. Ce facteur induit, en effet, la production d’IL-10 et d’IL-17 et entraine
'accumulation de Tregs et de Th17 (222, 223).
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Comme nous avons pu le voir précédemment, STAT3 agit aussi sur les lymphocytes B et
son activation par I'lL35 induit le développement de Bregs producteurs d’IL-10 et d’'IL-35
(80).

Enfin, ce facteur de transcription est aussi capable d’induire I'expression de molécules
immuno-inhibitrices telles que PD-L1 comme cela a été montré sur les cellules B de LLC
(195).

Une fonction d'immunorégulation qui fait de STAT3 une protéine essentielle dans le
contréle de l'immunité anti-tumorale. Une activation constitutive de ce facteur peut donc
étre a l'origine de Il'altération des réponses immunitaires du microenvironnement dirigées
contre les cellules tumorales. Ainsi STAT3 est considéré comme étant le facteur de

transcription faisant le lien entre I'inflammation et les cancers (224).

c. STAT3 dansla LLC

+* Une forme constitutivement activée dans la LLC

Une forme constitutivement activée de STAT3, phosphorylé sur le résidu sérine a été mise
en évidence dans les cellules B issues de patients atteints de LLC alors qu’elle n’a pas été
retrouvée dans les cellules de donneurs sains (225). Alors que la forme phosphorylée sur la
tyrosine n’est pas détectée dans les cellules B de sang périphérique, la forme phosphorylée
sur la sérine est retrouvée chez tous les patients. Cette forme activée de STAT3 est
capable de transloquer vers le noyau et de réguler les génes cibles tels que BclxL, Bcl-2 ou
STAT3 (207). C’est uniquement dans les cellules B issues des ganglions de patients que la
forme Y705pSTAT3 a été détectée. Ceci montre que les cellules de sang périphérique
privées de contact avec un microenvironnement spécifique, ne sont plus stimulées par les

différents facteurs sécrétés (226).

«» Activation de STAT3 dans la LLC

Plusieurs études ont porté sur la mise en évidence des facteurs pouvant induire cette
phosphorylation de STAT3 dans les cellules de LLC. Plusieurs récepteurs semblent
participer a cette induction, des récepteurs aux facteurs de croissance comme le VEGF
(210) ou les récepteurs aux cytokines comme le récepteur a I'lL-6 trés exprimé a la surface
de ces cellules (165). Le BCR est également capable d’induire une phosphorylation de la

tyrosine qui se fait de fagon plus tardive que celle induite par I'lL-6 mais qui passe

71



Introduction

également par les kinases de la famille JAK. Ceci suggére que l'activation de STAT3 qui se
ferait suite a la formation d’'une boucle autocrine activée par le BCR (196).

De nombreuses études ont démontré I'implication du CD5 dans I'activation de STAT3 et la
production d’IL-10 (150, 199). Une étude récente a montré que le CD5 formait un
complexe avec les protéines BLNK et CK2 (Casein Kinase). CK2 est une Sérine/Thréonine
kinase surexprimée par les cellules de patients et pouvant étre activée par le CD5. L'équipe
a montré par spectrométrie de masse l'interaction entre CK2 et STAT3 et a démontré la
phosphorylation de STAT3 sur la sérine par le complexe CK2-BLNK-CD5. Cette
phosphorylation n’est pas retrouvée suite a un traitement avec l'inhibiteur de CK2, testé in
vivo et qui entraine I'apoptose des cellules de LLC (227). Dans ces études, l'inhibition de
STAT3 par shRNA ou par inhibiteurs conduit a 'apoptose des cellules de LLC confirmant le

role de ce facteur dans la survie de ces cellules de LLC.

¢ Fonction de STAT3 dans la pathogénése de la LLC

Phosphorylé sur le résidu sérine, STAT3 régule des génes anti-apoptotique et participe a la
survie des cellules de LLC (207). STAT3 active également d’autres facteurs décrits comme
pouvant maintenir les cellules de LLC et les protéger de I'apoptose. C’est par exemple, le
cas du récepteur au GM-CSF dont I'activation ainsi que I'expression sur les lymphocytes B
de LLC peut étre induite par STAT3 et jouer un rdle pro-survie sur ces cellules (228).
Ser727pSTAT3 a également été décrit comme pouvant avoir une localisation
mitochondriale dans les cellules de LLC. Cette forme mitochondriale semble étre induite
par le stress oxydatif et permet a STAT3 de participer aux systemes de défenses
antioxydants et a la protection des cellules de I'apoptose (209). Le rdle anti-apoptotique de
STAT3 se fait aussi via la formation d’'un complexe avec NF-kB. La régulation autocrine de
l'IL-6 a été corrélée au niveau d’activation des facteurs STAT3 et NF-kB, activés de
maniére constitutive dans ces cellules (211). Deux facteurs pouvant interagir et étre eu
centre d'un dialogue entre plusieurs voies de signalisation. Une étude en 2007 a montré
qu’a I'état basal, STAT3 pouvait interagir avec NF-kB (p65/p50) et I'activer (229). Une fois
le complexe formé, il transloque dans le noyau afin de réguler I'expression de génes cibles
de NF-kB. Ainsi STAT3 semble jouer un réle dans I'activation constitutive de NF-kB dans
les cellules de LLC. L’activation constitutive de ces deux facteurs a récemment été
associée a la sensibilité des cellules de LLC a 'apoptose in vitro qui refléte leur résistance

aux chimiothérapies et la progression de la pathologie (211).
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La méme équipe a montré que les cellules de LLC anergiques et bloquées au stade Go,
reprennent le cycle et passent en G+ suite au traitement par le tocilizumab qui entraine une
diminution de l'activation de STAT3 de I'expression des génes anti-apoptotiques Mcl-1 et
BelxL. Les cellules deviennent alors moins résistantes aux traitements chimiothérapiques.
Une régulation autocrine de I'lL-6 passant par ce facteur permet aux cellules de résister
aux différents traitements (165). Cependant et paradoxalement, I'activation de STAT3 peut
dans certains cas induire 'apoptose des cellules de LLC. Notamment lorsque I'activation de
STATS3 est induite par I'lL-21, activant ainsi les caspases et ayant un effet pro-apoptotique
présentant I'lL-21 (230). Une autre étude a suggéré qu’une activation importante de STAT3
au-dela d'un certain seuil pouvait conduire a 'apoptose des cellules de LLC via I'activation
des caspases (231). Enfin, une étude faite sur des patients traités a I'lbrutinib (inhibiteur de
BTK) a mis en évidence l'implication de STAT3 dans la suppression de la réponse immune
anti-tumorale. En effet, l'inhibition de STAT3 suite au traitement est associée a la
diminution de I'expression des protéines PD1/PD-L1 mais aussi de la production d’IL-10 par
les cellules de LLC (195). STAT3 constitutivement activée dans les cellules de LLC joue un
réle dans la survie de ces cellules et leur résistance a I'apoptose en réponse a divers
traitements mais participe aussi au maintien de la fonction immunosuppressive de ces

cellules productrices d’'IL-10 pour I'inhibition de I'immunité anti-tumorale.
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Objectifs

Les lymphocytes B matures produisent non seulement des immunoglobulines mais aussi
des facteurs solubles activateurs, pro-inflammatoires et immunosuppresseurs afin de
dialoguer avec les autres cellules environnantes et réguler la réponse immune. Dans la
LLC, une sous-population de cellules tumorales présente des similitudes phénotypiques
avec les lymphocytes B régulateurs et des propriétés immunosuppressives notamment par
la production d’IL-10 qui permet de moduler la réponse lymphocytaire T CD4*.

Un certain nombre d’études ont également décrit un réle dans la pathologie de I'lL-6, une
cytokine pro-inflammatoire. En effet, le sérum de patients de LLC montre des niveaux plus
élevés des deux cytokines par rapport a I'état physiologique. Dans de nombreux types
cellulaires, les deux cytokines jouent un rdle clé dans la survie des cellules en activant un
facteur de transcription, STAT3, ce qui leur permet d’induire leur propre production par une

régulation autocrine.

Une maijorité d’études actuelles sont consacrées a I'étude de ces productions cytokiniques
dans le dialogue entre la cellule tumorale et son microenvironnement. En revanche, le role
de cette production sur la survie de la cellule leucémique elle-méme reste beaucoup moins
analysé. Mon travail de doctorat s’est centré sur cette analyse.

Nous avons étudié la balance des productions cytokiniques entre I'IL-10 et I'lL-6 et la
relevance physiopathologie de ces deux cytokines, dans la LLC grace a une étude

essentiellement faites sur des cellules primaires de patients.
Les objectifs successifs de ce travail ont été :

- D'identifier des sous-populations de lymphocytes B présentant des propriétés
immunorégulatrices en démontrant I'expression de facteurs immunorégulateurs tels
que I'lL-10 et le facteur de transcription FOXP3 dans ces lymphocytes B de LLC.

- D’évaluer la balance d’expression des facteurs pro-inflammatoires comme I'lL-6 ou
immunosuppresseurs tel que I'lL-10 des cellules de LLC.

- D’étudier et de comparer les effets de ces deux facteurs sur la survie des
lymphocytes B de LLC via notamment 'activation de STAT3.

- De démontrer une boucle autocrine de régulation par I'lL-10 participant au maintien

de la sous-population immunorégulatrice qui joue un réle important dans la LLC.
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Résultats

I. Caractérisation de facteurs immunorégulateurs dans la LLC

Depuis la description initiale de sous-populations de lymphocytes B ayant la capacité de
secréter I'lL-10 et de moduler la réponse lymphocytaire T CD4*, dans un certain nombre de
pathologies autoimmunes, un nombre important de travaux a évalué la fréquence et la
caractérisation phénotypique de ces sous-populations lymphocytaires ainsi que leurs
capacités immunorégulatrices sur les autres lignages hématopoiétiques. Ces travaux ont
notamment participé a la démonstration d’'une fréquence plus élevée de cellules B
régulatrices dans certaines tumeurs solides et dans des leucémies ayant pour
conséquence une modulation négative de la réponse anti-tumorale.

La majorité des études menées s’est intéressée aux sous-populations sécrétrices d’IL-10.
Cependant, en prenant différents modéles pathologiques d’autres facteurs
immunorégulateurs que l'IL-10 ont maintenant été décrits comme exprimés par des
lymphocytes B a divers stades de la différenciation du lignage dont le TGBp1, le granzyme
ou encore les facteurs IDO.

Dans ce premier travail auquel jai participé, notre équipe a identifié et caractérisé des
sous-populations de lymphocytes B de LLC sécrétrices d'IL-10 et de TGFB1 mais aussi
'expression d’'un facteur de transcription, préférentiellement décrit dans les cellules T
régulatrices, FOXP3. Cette étude a permis de déterminer le phénotype des sous-
populations lymphocytaires de LLC exprimant les différents facteurs immunorégulateurs et
leur potentiel réle immunomodulateur permettant d’expliquer I'expansion clonale retrouvée

dans la pathologie.

77



Article 1

Immuno-regulatory B-cells are a critical functional subset in
progressive chronic lymphocytic leukemia

Arsene Mekinian 2, Anne Quinquenel 2, Marouane Boubaya 4, Maissa Mhibik ! 2 Laure
Aubard 12, Elisabetta Dondi 12, Noémie Abisror 12, Fanny Baran-Marszak 1.2 3, Rémi Letestu

2,3, Luc Mouthon > ¢, Vincent Lévy 2 4, Florence Ajchenbaum-Cymbalista 23, Christine Le Roy"
L2 and Nadine Varin-Blank™ 1.2

78



Immuno-regulatory B-cells are a critical functional subset in progressive chronic
lymphocytic leukemia

Arsene Mekinian 12, Anne Quinquenel 12, Marouane Boubaya 4, Maissa Mhibik 12, Laure Aubard
L2 Elisabetta Dondi 12, Noémie Abisror 2, Fanny Baran-Marszak 1-2 3, Rémi Letestu 1.2 3, Luc
Mouthon >6, Vincent Lévy 2 4, Florence Ajchenbaum-Cymbalista 123, Christine Le Roy* 1.2 and

Nadine Varin-Blank* 1.2,

1INSERM, U978, Bobigny, France

2 Université Paris 13, COMUE SPC, UFR SMBH, Labex INFLAMEX, Bobigny, France
3 Service d’hématologie biologique, APHP, Hopital Avicenne, Bobigny, France

4 URC et CRC, APHP, Hopital Avicenne, Bobigny, France

5INSERM U1016, Institut Cochin, Paris, France

6 Université Paris Descartes, COMUE SPC, Labex INFLAMEX, Paris France

* Co-senior and corresponding authors

Correspondence and reprints to: Nadine Varin-Blank and Christine Le Roy
UMR InsermU978/ Université Paris 13

UFR SMBH

74 Rue Marcel cachin

93000 Bobigny

France

Email: nadine.varin@inserm.fr and christine.le-roy@inserm.fr

79



Original Article

Key words: CLL, BCR, IL10, TGFB1, FOXP3, regulatory B cells

Funding and financial conflicts of interest: none

Running title: B regulatory cells function in CLL

Counts: Title 96; abstract 202, manuscript 5460, 3 Tables and 6 figures, 7 supplementary
figures

Summary: 40 mots

80



Abstract

Depending on the cytokines produced, several regulatory B cell (Breg) subsets contribute to
immune resolution and their enrichment leads to disease-associated immunosuppression.
Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a heterogeneous clonal B cell neoplasm ranging from
indolent to rapidly progressive clinical course that eludes tumor clearance. This study presents
a comprehensive phenotypic and functional analysis of the regulatory subpopulations in CLL
patients at various stages of the disease. Cytokines profiling of CLL-B cells evidences the
production at various extents of IL-10 and TGFB1. Remarkably, CLL cells express also the
FOXP3 transcription factor, an original marker of regulatory T cells. The three proteins are
produced by subpopulations with markers of activated and memory B cells defining a specific
signature. Based on CD5 CD19 expression, intraclonal heterogeneity showed differential
regulatory factors production relevant to disease evolution. Functional studies proved their
regulatory capacities targeting T cell differentiation, proliferation and secretion. IL-10, TGFp1
and FOXP3 expressions combined in a polyfunctional index strongly correlated with high-risk
factors of progression. This profiling helps to predict progression and pinpoints immune

dysfunction in CLL.
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Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a lymphoid malignancy prevalent in the elderly
presenting with a heterogeneous clinical course. Some patients experience a progressive
disease with rapid poor outcome while others exhibit an indolent leukemia that does not
impact life expectancy (232). The disease results in the clonal expansion of small, mature B
lymphocytes, which accumulate in the bone marrow, blood and secondary lymphoid organs. In
progressive patients chemo- and immunotherapies are not curative and residual clonal cancer
cells re-populate both lymphoid organs and peripheral blood; the antitumor immune
surveillance being ineffective (232, 233). The heterogeneity of CLL has been investigated and
related to immunophenotypic markers including CD5, CD19 or CD38 expressions. Moreover,
genetic studies have pointed out the importance of stereotyped CDR3 sequences of
immunoglobulin heavy chain variable region (IGHV) genes and of antigen receptor (BCR)-
triggered pathways leading to apoptotic defect (234, 235). These membrane and signaling
features converge to an active antigen-driven selection in the clonal expansion of the malignant
cells. Indeed, functional studies have confirmed the relevance of signals propagated by BCR
triggering in the heterogeneity of leukemic cell survival in vitro. BCR effectors such as Spleen
tyrosine kinase, Phospholipase C y or NFAT transcription factors are often overexpressed
and/or constitutively activated in B-CLL cells and allow the expression of target genes
important for cell survival (144, 145). Expression of unconventional activators, such as the zeta
chain associated protein (ZAP-70) commonly expressed in T and NK cells, is also associated
with increased cell survival. In addition, the capacity to generate and propagate such activating
signals at the cellular level correlates with disease progression. By contrast, defective signal
transduction is prevalent in indolent disease and related to an anergic phenotype of the

leukemic cells (129, 130). The important driving force of BCR initiated signals is especially
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encountered in lymph nodes, which are important sites for antigen recognition and may
account for the accumulation of malignant cells in synergy with microenvironmental factors

(236).

Besides heterogeneous signaling capacity, the malignancy is also characterized by an
imbalance of the immune subpopulations present in peripheral blood and lymphoid organs of
CLL patients. T cell subsets that account for immune surveillance in tumor development
encompassing CD4+*helpers (Th) and regulatory T cells (Tregs) have an altered ratio in these
hematological malignancies (237, 238) Thus, Tregs are increased in CLL and correlate with
several clinical/biological features of progressive disease, whereas CD8* T cells from CLL
patients show functional defect in proliferation and cytotoxicity, but preserved cytokine
production reflecting T-cell exhaustion (239). Such impairment of immunological homeostasis
is often observed when ineffective antitumor immunity takes place during neoplasm

progression and has been attributed to the production of several regulatory molecules and

cytokines by specific B cell subsets ascribed to regulatory B cells (35, 95, 240, 241) . Recent
data have shown that these B cell subsets play an important role in the direct or indirect
suppression of inflammatory response and in the maintenance of tolerance through the

production of IL10 (69, 102, 242, 243). Various teams have undertaken the phenotypic

characterization of these subsets both in murine models and in human pathologies. However,
this strategy did not identify a unique consensus but several phenotypes of progenitor
populations with suppressive activity (35). Among others, murine CD5* Bla and
CD1dhighCD5+CD19high B10 cells are IL-10 producing cells (101, 244). Studies unraveling the
functional properties of the CD5* Bla lineage have uncovered regulatory properties leading to
bias of the immune cells repertoire amongst which expansion of the Treg population and
suppression of Th1l and Th17 differentiation (245). Human Breg subsets, identified by their

capacity to suppress Thl differentiation and convert CD4+* T cells into Tregs via IL10
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production, have also been described (50, 74). In peripheral blood from both healthy
individuals and patients with autoimmune diseases or neoplasms, various IL10 producing
subtypes have been reported (50). The latters include CD19+CD24highCD38high immature B
cells, CD19+CD24highCD27+ B10 cells, CD19+CD38*CD1d*IgM*CD147+Granzyme* B cells and

CD27intermediateC[)38high plasmablasts (52, 242, 246). Induction of IL10 in the various subsets

seems to require signals from activated CD4*T cells with CD40L playing a major stimulatory
role, while IL21-dependant signals rather induce Granzyme (GrB) producing regulatory B cells
preferentially (247). Additional induced Bregs can also exert a suppressive mechanism via the

production of TGFB1 and indoleamine-2,3 dioxygenase (IDO) (248).

Remarkably, the majority of these phenotypic features are commonly observed in B-CLL
populations irrespective of their IGHV mutational status. Due to the expression of CD5, CLL-B
cells have been hypothesized for long as being derived from a human B1 lineage recognizing
natural antibodies (249, 250). At present, CLL-B cells are considered as antigen-experienced B
cells with an IGHV mutational status reflecting a T-dependent (mutated IGHV, M-IGHV) or T-
independent (unmutated IGHV, UM-IGHV) memory phenotype with expression of CD27 in both
cases (232). CLL malignant B cells have a clear survival advantage over the other normal B cells
(251). Furthermore, diverse triggering events have been shown to induce IL10 in these cells,

which share immunosuppressive capacities with B10 cells (243).

In the present study, we systematically analyzed the capacity for CLL cells from donors with
indolent and progressive disease to produce in response to BCR/CD40 triggering key cytokines
involved in immune modulation and in tumor surveillance. We found that a subset of leukemic
cells of variable prominence produced constitutive IL10 and induced TGFB1. Those cells also
expressed the transcription factor FOXP3 that is a hallmark of Tregs. Cells that produce these

three regulatory proteins display a specific signature somehow different from the already
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described B10 cells. Evidently, these cells share the regulatory properties attributed to Bregs
toward CD4+T cells. Finally, we give evidences that the combination of the three factors in a
polyfunctional score is indicative of progression and might be used for the stratification of the
disease. These novel findings provide also important insights on how CLL cells modify their

immunological environment to their advantage.

Results

CLL-B cells express heterogeneous immunoregulatory cytokines profile.

Purified CLL-B cells, from a cohort of 42 CLL patients displaying variable biological parameters
and clinical outcome (Tables 1-2) were analyzed for their ability to express two important
immunosuppressive cytokines, IL10 and TGFB1. Flow cytometry analysis of CD5*CD19+ cells at
the time of isolation (D0) and after culture for 3 days (D3) showed a highly variable proportion
of cells expressing IL10 or TGFB1 ranging from 0.1 to 85% and from 0 to 71%, respectively
(Figure 1A-B). Comparable frequencies of IL10* cells were found at the time of B cell isolation
and in cultured cells indicative of an IL10 constitutive expression (23+4,8% at DO versus
27+4,8% at D3) (Figure 1B). By contrast, while very low levels of TGFp1 expressing cells were
observed at the time of isolation; several, but not all of the cases, increased TGF(1 expressing
cells in culture indicating a high degree of inducibility (2.9+£1,9% at DO versus 21,7+4,5% at
D3). In order to estimate the maximum extent of inducibility, cells were stimulated by addition
of CD40L and anti-IgM during the 3 days of culture followed by Phorbol Myristate Acetate
(PMA) and ionomycin for 4 h before analysis. Upon stimulation, for most of the samples, the
proportion of IL10-expressing cells (27+4,8% versus 28,7+5,5%) was not modified, whereas
further increase of TGFB1 expressing cells (21,7+4,5% versus 35,2+6,2%) was observed
(Figure 1A-B). Small needle puncture analysis confirmed the presence of such IL10* and
TGFB1* subpopulations in the lymph node (Figure 1A). Examination of individual cases

analyzed in all conditions (connected lines) suggested both up or downregulation only in few
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cases for IL10. By contrast, several cases showed further induction of TGF31 expressing cells
upon stimulation while others remained at comparable levels (Figure 1B). Nonetheless, the
intracellular levels of expression of the two cytokines revealed by the median of fluorescence
of the cells was not modified upon stimulation (Sup Figure 1) Indeed, flow cytometry on
CD5+*CD19+* gated cells revealed a subset of cells co-expressing IL10 and TGFf1 (Figure 1C).

Capacity to secrete various immune modulatory cytokines was also quantified. Cells in culture
for 3 days and stimulated with CD40L/anti-IgM showed low levels of IL10 (mean = 0.5 pg/ml)
and high levels of TGFB1 (mean = 800 pg/ml). Interestingly, TGF31 was secreted at low or high
levels allowing the segregation of two groups. Furthermore, the amount of secreted TGFf1 in
the high secreting group was correlated to the fraction of expressing cells with levels similar to
healthy controls (Figure 1D-E). All the other cytokines tested were produced at low levels as
compared to healthy controls. Similarly to TGFB1, secretion of TNFa, IL8 and IL6 was induced
upon stimulation while IL4, IL1p, IFNy, IL13, IL2 and IL17 were unchanged (Figure 1E-F and
Sup Figure 2A). However, their production was not correlated to TGFB1 secretion (Figure
1E). Granzyme B (GrB) expressing cells were rarely observed even when cells were triggered
with a major inducer such as IL21/CD40L in contrast with B cells isolated from healthy
subjects (Sup Figure 2B). Taken together, our results support the idea of a B-CLL cellular
subpopulation, present at various extents among cases with a specific cytokine profile
evocative of an immunoregulatory population that can further respond to BCR/CD40

stimulation.

CLL-B cells constitutively express FOXP3.
In line with the specific pattern of cytokines expressed, indicating similarities between
regulatory and CLL-B cells, we assessed whether CLL-B cells could express, like T regs, the

major transcriptional regulator FOXP3. Flow cytometry analysis of peripheral viable
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CD5*CD19* CLL-B cells revealed a FOXP3* subpopulation present at highly variable extents
among patient samples in culture for 3 days (ranging from 0 to almost 80% Figure 2A-B).
Several FOXP3+* cells were also observed in small needle aspirate of lymph node and at
collection of peripheral blood samples. Stimulation for 3 days with CD40L/anti-IgM did not
increase significantly the overall proportion of the FOXP3* subpopulation (Figure 2A-B). Yet, a
substantial up- or down-regulation of the FOXP3* subpopulation was observed in several
individual samples upon CD40L/anti-IgM triggering while others remained at comparable
proportion (Figure 2A-B, connected lines). Mean fluorescence intensity of FOXP3 labeling did
not change upon stimulation in CD5+*CD19+ patient B cells (Sup Figure 3A). Additionally, flow
cytometry on CD5*CD19+* gated cells revealed a subset of cells co-expressing IL10 and FOXP3
(Figure 2C). To confirm FOXP3 expression we performed a western blot analysis right after
purification or sorting using an antibody recognizing a different epitope of the transcription
factor. Indeed, in CD5*CD19+*CD27+*CD3- sorted cells (Sup Figure 3B) the 47 kDa protein was
expressed and enriched as compared to CD5*CD19+CD3- purified cells; FOXP3 was also
observed in positive controls such as U20S or FOXP3 transfected HEK293T cells (Figure 2D).
Altogether, this analysis demonstrates that CLL-B cells display at variable extent a constitutive

expression of FOXP3.

Specific subsets of CLL-B cells express IL-10, TGF31 and FOXP3 regulatory factors

Next, we determined whether a particular CLL-B subtype could account for the expression of
IL-10, TGFB1 and FOXP3. Purified pathological B cells were split into IL-10, TGF31 and FOXP3
positive or negative subsets and were then assessed for the level of expression (MFI) of
phenotypic markers (CD5, CD19, CD27, CD24, CD25 and CD38), previously described in various
regulatory subsets (Figure 3A-B and Sup Figure 4A). As shown in Figure 3A, three

phenotypic markers e.g. CD5, CD19 and CD27 presented significant differences of expression
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between IL-10* and IL10- cells. Comparable results were obtained between TGF31* and TGFf1-
cells. Therefore, the memory CD5*CD19+CD27+ CLL-B cells are the IL10 and/or TGF(1
producing subsets. We also observed that FOXP3* cells express to a certain extent higher levels
of CD5, CD19 and CD25 compared to FOXP3- cells. Analysis upon CD40/BCR triggering
confirmed the results obtained with unstimulated cells in spite of a weaker CD5 detection
(Figure 3B). By contrast, several other phenotypic markers usually associated to IL10
producing cells were not differentially expressed between IL-10 */-, TGFf31+*/- or FOXP3*/- CLL-B

cells and were not influenced by in vitro stimulation (Sup Figure 4A).

CD5/CD19 expression levels discriminate intra-individual heterogeneity for regulatory-
markers.

In line with the specific and heterogeneous individual signature of the two phenotypic markers
CD19 and CD5 for all three regulatory factors, we distinguished for a number of samples two
subpopulations of B cells at steady state: CD5highCD19highand CD54mCD19dim (Figure 4A and
Sup Figure 4B). On a set of annotated patients, both subpopulations were evaluated over a
period of time. Analysis showed clearly two intra-individual profiles. Several samples exhibited
remarkably homogeneous CD5 CD19 expression with similar CD5highCD19high and
CD54mCD194dim frequencies over a long period of time (1 to two years, Group1, Figure 4B). In
contrast, a second group of samples showed a pronounced heterogeneity of CD5 CD19
expression and a significant variation of the CD5highCD19high and CD54imCD19dim frequencies
even over a shorter period of time (less than a year, Group 2, Figure 4B).

Importantly, the evaluation of IL10, TGFB1 and FOXP3 expressing cells showed striking
differences for every regulatory factor between the two subpopulations, both in unstimulated
or CD40/BCR stimulated cells (Figure 4C). This analysis defined the CD5highCD19high

subpopulation as the major source of the regulatory factors among CLL-B cells.
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In comparison the CD54mCD194im subset exhibited a lower ability to express IL10, TGFB1 and
FOXP3 (Figure 4C).

Altogether, these results outline the heterogeneous profile of CLL cells within a single case and
a particular subset, defined as CD5highCD19high B cells showing high expression levels of all
three regulatory factors IL10, TGFB1 and FOXP3 and diverging from already described

regulatory B cells subsets.

CLL-B cells undergo a regulatory crosstalk with their T cell counterparts

Next, we examined whether CLL-B cells might exhibit regulatory properties able to influence
other immune cells. Purified autologous CD4+ T cells were cultured alone or together with CLL-
B cells and their capacity to produce proinflammatory cytokines and regulatory factors was
analyzed. The presence of stimulated CLL-B cells diminished, the percentage of CD4* T cells
expressing two important type 1 cytokines TNFa and IFNy. This effect was dependent on the
T/ B cells ratio in the coculture (Figure 5A). Conversely, coculture between autologous T and
CLL-B cells, increased the number of CD4* T cells expressing FOXP3. Since stimulation of T cells
alone did not, this result argues for an orientation toward T regs in the coculture (Figure 5B
left). The modulation of FOXP3* T cells was further supported by the assessment of
CD4+CD25*CD127°wFOXP3* T regs, which was significantly enhanced in the presence of CLL-B
cells (Figure 5B right).

Finally, coculture of autologous CD4+* T cells with CLL-B cells clearly impacted the division rate
of T cells. While up to 2 division cycles were observed for T cells cultured alone during 72 h,
the presence of CLL-B cells, dependent on the ratio between B and T cells in the coculture,
markedly reduced T cells proliferation rate with full blockade for a 1:5 ratio (Figure 5C).
Altogether these results indicate a positive regulatory role of CLL-B cells toward the induction

of CD4+ Tregs and at contrary a suppressive role on TH1 cellular response.
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Expression of IL-10, TGF31 and FOXP3 in CLL-B cells correlates with disease progression
Following the characterization of these immune regulators, we performed an unsupervised
hierarchical cluster analysis of the biomarkers among the various CD5*CD19* patient samples.
First, using the frequency of IL10, TGF31 and FOXP3 expressing cells in unstimulated and
stimulated conditions, we confirmed that stimulation influenced significantly the expression of
TGFB1 in a number of samples. Next, the hierarchical analysis of the three parameters in both
conditions showed a strong correlation between the frequency of TGFf1 and FOXP3 expressing
cells (r=0.8) and to a lesser extent with IL10 (r=0.6). Additionally, the analysis allowed the
discrimination of two clusters of samples showing, respectively, weak or elevated occurrence
for the three factors. Under stimulated conditions, the variables were distributed with a higher
homogeneity individualizing a cluster positive for the three parameters (Figure 6A). Taking
separately into account the three factors, a statistical analysis did not reveal significant
correlation with known risk factors of progression except for TGFB1 that was elevated in
samples expressing Zap70 (Sup Figure 5). Next, we, combined IL-10, TGF1 and FOXP3
expressions in a polyfunctional score, reflecting CLL-B cells capacity to express all 3
immunoregulatory factors. We challenged this score with the global or low and high
CD5*CD19* sub-populations. The unidimensional validity of this polyfunctional score was
confirmed with eigenvalues of components 2 and 3 lower than 1 in both unstimulated or
stimulated conditions (Sup Figure 6A). Applying this polyfunctional score to the distinctive
CD5highCD19high subpopulation (Figure 6B) we found that values of polyfunctional score were
significantly associated with IGHV status as well as with ZAP-70 expression.. These values were
more elevated in IGHV unmutated or ZAP-70 positive cells. A similar analysis on CD5wCD19low

subset or on global CLL population associated the score with Zap70 expression only.
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By contrast, the novel regulatory score was never correlated with Binet staging of the disease
at diagnosis, CD38 expression or metabolic activity (Figure 6B and Sup Figure 6B-C) (144,
145).

Remarkably, all the patients for whom the frequency of the immonumodulating subpopulations
were low (upper cluster of cases in Figure 6A) experienced an indolent disease that did not
require treatment. Their negative polyfunctional score was weakly associated with factors at
risk of progression (20%, Table 3, UPN 14, 28, 20, 21, 24, 13). At the opposite, cases with high
frequency of immunomodulating subpopulations (lower cluster of cases in Figure 6A)
presented with a progressive disease requiring treatment. Their positive polyfunctional score
was majorly associated with factors at risk of progression (58%, Table 3, UPN 1, 23, 6, 22, 25).
Moreover, a longitudinal analysis for several patients confirmed that the polyfunctional score
was negative and stable for patients with an indolent disease (UPN 14, 28 and 13) while those
experiencing a progression showed rise of the immunoregulatory score (UPN 2 and 8).
Altogether the striking link between the capacity to detect higher levels of the three
immunoregulatory factors in the tumor clone and the progressive profile of the patients argues
for the validation of the polyfunctional score as a novel independent indicator of risk of
progression. It also gives insights into the immunoregulatory capacity of the leukemic

population.
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Discussion

Recent advances in understanding the pathophysiology of CLL and the related heterogeneity at
risk of progression have established the implication of dysregulated immune survey. The
present study reveals important immune modulating functions of a subset of the clonal B-CLL
expansion strongly correlated to disease progression. The analysis of a cohort of 42 patients
has uncovered the capacity for CD5*CD19*CD27+* memory CLL-B cells to produce and secrete
not only constitutive IL10 but also inducible TGFB1. An important association between the
level of expression of the phenotypic markers and the heterogeneous production of the
cytokines defined two subpopulations; evolution of these subpopulations is evidenced for
patients encountering disease progression. Interestingly, CD5"MCD19h CLL-B cells also produce
at variable extent the transcription factor FOXP3, a hallmark of Tregs. Co-cultures with
autologous T cells have proved the functional regulatory implication of CLL-B cells in the
induction of Tregs, the negative regulation of CD4* T cell proliferation, altogether with a
modulation of their pattern of secretion toward deficiency of tumor clearance. Importantly,
computation of the expression of the three regulatory factors in a polyfunctional score argues
for its validation as a functional predictive marker of disease progression.

Several reports have suggested implication of IL10 producing CLL-B cells in the immune deficit

in CD4* T cells observed along disease progression (52, 102, 243). The major population

characterized in the initial study had phenotypic features resembling those of
CD19+CD24hCD27+ B10 cells, the human counterpart of murine CD1d"CD5+*CD19MB10 cells
(52). CD5*CD19+CD24hCD27+ cells formed a relevant subset in the CLL-B cells of our cohort
(Sup Figure 7). However, the proportions of IL-10*, TGF31* and FOXP3+* cells in this subset
were not significantly different from those found in CD24irterCD27+ or CD24+*CD27- cells. In
addition, both CD5*CD19+*CD24hCD27+ and CD5*CD19+CD24hCD38N subsets were able to

produce IL-10 and TGFf1 cytokines (Sup Figure 7). Several other subtypes such as immature
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CD19+CD24hiCD38M, CD1d*CD19+*CD38*IgM*CD147+GrB* or CD11b*CD19* cells have also been

described as IL10 competent cells (52, 69, 242, 250, 252). The frequency of CD11b* and

CD24hiCD38Mhi cells among CD19*CD5* CLL-B cells was less than 1% and could not account for
the IL-10, TGFB1 and FOXP3 expressions observed (Sup Figure 7). Also GrB+* cells did not
represent a significant proportion of CLL-B cells and GrB expression was only slightly induced
upon IL21/CD40L triggering as compared to healthy controls (Sup Figure 2). Finally,
mechanisms of suppression via IL10 production have also been ascribed to mature B cells that
do not express typical phenotypic markers of CLL-B cells such as plasmablasts or Brl cells
(69). Our results indicate that the major IL10* and TGFB1* producing cells are memory
CD5+*CD19+*CD27+* that differ from the other described regulatory subtypes with markers such
as CD25, CD24 and CD38. Importantly, CLL-B cells also showed differential propensity to
induce expression of TGFf1, an immunoregulatory factor for Tregs induction and CD8* T cell

anergy. These two immunomodulation have also been documented in CLL (237, 253, 254).

Moreover, TGF1 expression, when not already at the highest levels, was induced in a
BCR/CD40 dependent manner, mimicking T/B cells interactions. We have previously shown
that establishment of a threshold response to BCR triggering is mandatory for CLL-B cell
heterogeneous survival (145). This result places the signal emanating from antigenic
stimulation and crosstalk with the surrounding T cells at the center of the mechanisms
responsible for a specific cytokine pattern with regulatory properties. In agreement with this
central role of the BCR, we observed induction of several other cytokines involved in the
remodeling of the immune response in a pathological environment such as IL6, IL8 or TNFa.
The cytokines that rather promote specific helper T cells responses and pro-inflammatory
signals, such as IL1f, IL2, IL4 or IFNy, were not induced and produced at very low levels as
compared to healthy controls. In the pathological context, TGF1 was induced at elevated

levels while its secretion was not linked to the other cytokines. These results underline the
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inflection of the cytokinic balance in favor of the expansion of regulatory populations. Of note,
similar IL10* and TGFB1* subtypes were observed in lymph node aspirates from CLL patients
suggesting similar modulatory mechanisms in secondary lymphoid organs.

Interestingly, CLL-B cells and mainly CD5highCD19high cells expressed also the transcription
factor FOXP3 regardless of stimulation. Given that this factor is a major indicator of Tregs and
of their immunomodulatory functions, our results demonstrated that FOXP3 is a novel
indicator in CLL-B cells. A previous report described FOXP3 as present only in pre-apoptotic B
cells in healthy controls (241). Therefore, we comforted our finding using different approaches
including viability marker in flow cytometry and cell sorting to exclude any apoptotic cells or
Tregs contamination that could account for FOXP3 expression. In CD5*CD19* samples we
observed a strong match between the productions of the two immunoregulators FOXP3 and
TGFB1. Phenotypically, FOXP3* B cells also expressed CD25, another key marker of Tregs,
which has been observed in IL10* Br1 cells with antigen specific suppressive functions (255).
Whether some coordinated regulation of FOXP3, TGFB1, CD5 and CD25 expressions might
occur in CLL-B cell subtypes remains to be determined. A relationship between expression of
CD5 and IL10 was already documented in CLL-B cells involving STAT3 and NFAT2 activation
(150). Moreover, flow cytometry analysis revealed subpopulations expressing both IL10 and
TGFB1 or IL10 and FOXP3. Actually, FOXP3 and STATS3 that is constitutively phosphorylated in
CLL are interacting partners for the expression of IL10 in a subset of regulatory T cells and a
common regulation of the various proteins should be hypothesized (222).

The regulatory function of such CLL-B cells was demonstrated in co-culture experiments with
autologous T cells. First, we observed a strong orientation of T cells toward a regulatory profile
with the expansion of CD4+*CD25*CD127°wFOXP3* Tregs. This orientation might result from
the secretion by CLL-B cells of the two main suppressive cytokines IL10 and TGFB1 (50). This

expansion was accompanied by a reduction of two major CD4* T cell populations, e.g.
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expressing TNF-o. and IFNy targets of regulatory B cells, tumor clearance and cytotoxic

response (69, 242, 256). This suppressive mechanism was dependent on the ratio in the co-
culture between T and B cells and reflecting the cellular distortion observed in CLL patients.
Finally, CLL-B cells hindered or suppress, in a T/B ratio dependent manner again, CD4* T cells
division, a major hallmark of Bregs. Remarkably, our analysis of the three suppressive factors
expression identified the CD5PighCD19high subpopulation as the functional subset expressing the
highest levels of IL10, TGF1 and FOXP3. This CD5highCD19high subset allowed distinction of two
groups of cases with differential evolution during patients follow up. A reasonable
interpretation of this finding is that high levels of regulatory factors provoke exhaustion of
tumor survey mechanisms and tumor escape. At the opposite, the lower levels seen in
CD5dmCD19dim do not generate warning signals toward tumor survey. Among the three
suppressive factors, TGFB1 only was statistically linked to ZAP70 expression or to BCR/CD40
triggering in IGHV unmutated patient samples arguing for the involvement of BCR signaling in
the induction of TGFB1* cells. In agreement with this result induction of TGF1+* Bregs was
reported upon stimulation with CTLA-4 by T cells (248). Using T cell-independent CpG
stimulation IL10 expressing cells were increased in IGHV mutated cases (243). Besides, our
results indicate the presence of a constitutive pool of IL10* cells that was not induced upon B/T
triggering.

In contrast with an individual analysis of suppressive factors, recent studies have interestingly
reported a combinatorial evaluation of various cytokines or factors as better indicators of a
functional subset. For instance, the balance between IL10 and TNFo expression in
CD19+*CD24highCD38high Bregs was further associated with renal allograft rejection than
individual evaluation (257). Similarly, a polyfunctional index for T cells assembling expression
of various cytokines was shown efficient during infectious disease response (258). Our analysis

proved the benefit of using such a combinatorial score for its possible association with
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indicators at risk of progression of CLL patients. Computation of the three factors allowed
better understanding of CLL-B cell activation and more importantly of the induction of its
regulatory functions. When faced to the cohort of patient biological annotations, the
polyfunctional score of the CD5highCD19high subset correlated with two major indicators of B
cell activation and antigenic recognition, e.g. IGHV mutational status and ZAP70 expression.
Similarly, higher polyfunctional score was associated with higher number of pejorative factors
and patient disease progression necessitating treatment. With a measure of three different
regulatory factors, the additional information given by the polyfunctional score might
therefore become a better orientation indicator of disease progression and lack of tumor

clearance.

Patients, Materials and Methods
A cohort of 42 CLL patients was used in this study. CLL diagnosis was confirmed using

international guidelines (259, 260) and approved by the local ethic committee (CLEA, GHPSSD,

Avicenne hospital). The clinical and biological parameters (Service d’'Hématologie Biologique
de I'Hopital Avicenne) such as Binet stage at the experiment time, CD38 and ZAP-70
expressions, IGHV gene mutational status, cytogenetic features, P53 mutation, other genetic

mutations and need of treatment were analyzed (Tables 1-3).

Human cells isolation and cell culture

B and T CD4*lymphocytes were isolated from total blood using Rosette B and CD4+* T isolation
kits (STEMCELL). Isolated B and T cells subsets purity was assessed by flow cytometry analysis
and was typically > 95%. Isolated B and T cells were cultured in RPMI 1640 containing L-
glutamine and supplemented with 100 U/mg/ml penicillin/streptomycin (Life Technologies,
USA), and 10% FCS (Biosera) at 37°C in humidified incubator containing 5% CO2 at the

concentration of 2.109/ml for 72 hours. B cells were stimulated or not with a combination of
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soluble CD40L (1 pg/ml; Miltenyi Biotec) and coated anti-IgM (20 pg/ml; Jackson
ImmunoResearch) or a combination of soluble CD40L and IL21 (50ng/ml, Gibco by Life
Technologies).

CD4+ T cells were stimulated or not by coated anti-CD3 mAb (Hit-3a, 10 pg/ml; Ebioscience)
and anti-CD28 mAb (CD28-2, 1 ug/ml; Ebiosciences). For cytokine detection by flow cytometry,
Brefeldin A (BFA) (10 pg/ml; Sigma Aldrich), PMA (500 ng/ml; Sigma Aldrich) and lonomycin
(1 pg/ml ; Sigma Aldrich) were added for the last 4 hours of culture. For B and CD4*T cells co-
culture experiments, B and T cells were mixed at different ratios (1:1, 1:2, 1:5 and 1:10)
reaching a total cell number of 2x10° cells. MTS was assessed as previously described (144,

145).

Cell sorting

Cell sorting was performed with purified CD5*CD19* peripheral blood CLL-B cells further
labeled with PE-Vio770 anti-CD19 (LT19), PerCP-Vio700 anti-CD3 (REA613), APC-Vio770 anti-
CD5 (UCHTZ2) and VioBlue anti-CD27 (M-T271) (Miltenyi Biotec). After doublet cells exclusion,
gating on CD19+, CD3-, CD5* and CD27"igh cells was performed. Sorted cells were then lysed to
perform Western Blot. Cell-sorting experiments were performed on a FACS ARIA III cell sorter

(BD Bioscience).

Western blotting

Sorted cells were lysed in NP40 lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1 mM
EDTA, 1% NP-40, 10% Glycerol with protease inhibitors). Proteins (2 to 20 ug) were separated
on a 10% SDS-PAGE, transferred on a nitrocellulose membrane and incubated with rabbit
monoclonal anti-FOXP3 antibody (D608R, Cell Signaling Technologies) and with anti-8 actin

mAb (AC-74, Sigma Aldrich), followed by appropriate secondary horseradish peroxidase-
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conjugated antibody. Detection was performed using ECL kit (Bio-Rad) and images acquired

with a Chemidoc MP (BioRad).

Flow cytometry

IL10, TGFB1 and FOXP3 CLL expressing cells were first labeled for extracellular staining with anti-
CD19/V500 (HIB19), anti-CD5/V450 (UCHT?2), anti-CD24/FITC (MLS), anti-CD25/APC-Cy7 (M-
A251), anti-CD27/PerCP5.5 (M-T271) and anti-CD38/PE-Cy7 (HIT2) mAbs (BD Biosciences) for
20 min. After washes, cells were fixed (2% PFA in PBS 1X), permeabilized (0.5 % saponin, 1%
BSA in PBS 1X) and further stained with anti-IL10/APC (JES3-19F1), anti-FOXP3/PE (259D/C7)
or anti-TGFB1/PE (TW4-9E7) mAbs or with their respective isotypes (BD Biosciences)
overnight at 4°C.

In co-culture experiments the following alternative panel was used: anti-CD19/V500 (HIB19),
CD5/FITC (UCHT2), CD25/APC-Cy7 (M-A251), CD127/PE-Cy7 (SB/199) mAbs (BD
Biosciences). Then, cells were fixed, permeabilized and stained with anti-IL10/APC (JES3-
19F1), TGFB1/PE (TW4-9E7) or FOXP3/PE (259D/C7) (BD Biosciences).

For analysis of T cell division or TNFa and IFNy expression, CD4* T cells were labeled with
CellTrace Violet (Invitrogen) immediately after isolation according to the manufacter’s
protocol. After co-culture for 72 hours, cells were labeled with anti-CD19/PEVio770 (LT19),
CD3/PerCPVio700 (REA613) and CD5/APCVio770 (UCHTZ2), mAbs (Miltenyi biotec) for 20
min. After washes, cells were fixed and permeabilized with cytofix/cytoperm buffer (BD
biosciences) following the manufacturer’s protocol and then stained with anti-IFNYy/PE (B27) (BD
bioscience) and anti-TNFo/FITC (cA2) (Miltenyi biotech) or relevant isotype mAbs for 1 hour. Flow
cytometry analysis was performed using a FACS Canto II driven by DIVA software (BD

biosciences) and analyzed with the Flow]Jo software (Miltenyi Biotec).
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Quantification of cytokine secretion in cell supernatants
Supernatants from B, CD4*T and B/ CD4+T cell cultures and co-cultures were frozen at -80°C
and various cytokines (IL-1f, IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL13, IL17, TNFa and IFNy, as well as

TGFB1) were quantified by V-plex assays (MSD) according to the manufacturer’s protocols.

Statistical analysis

Data are expressed as means with SEM or numbers with frequencies. For the comparison of
qualitative values, the parametric chi-square test or Fisher's exact test was used and Mann-
Whitney U test for the continuous variables or Wilcoxon signed-rank test (paired data).
Association between cytokine secretion and producing cells was analyzed using Pearson
correlation (r). Unsupervised hierarchical cluster analysis was performed using IL10, TGF{1
and FOXP3 expression in unstimulated and stimulated state. An index called polyfunctional
score was built by combining IL10, TGFB1 and FOXP3 expression in each state (unstimulated
or stimulated) using first component of principal components analysis. The assumption of
unidimensionality of theses three factors was examined based on the eigenvalues plot
(Supplemental Figure 6A). All tests were two-sided at a 0.05 significance level. Analyses were

carried out using R statistical software version 3.1.2 and Graphpad (Prism 7).
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Figure legends

Figure 1: CLL-B cells express immune regulatory cytokines

A-C: Analysis of purified CD5*CD19* CLL-B cells from blood or lymph nodes for IL10 and
TGFB1 production by flow cytometry. (A and C) Representative dot plots with the percentage
of positive populations, (B) Graphic representation of IL10* or TGFB1* cells among blood

CD5*CD19+* cells at the time of isolation (0, n=5) or after three days of culture (3, IL10 n=26,
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TGFB1 n=30) in the presence (+) or not (-) of stimulatory CD40L and anti-IgM. Dotted lines link
individual patient samples. (C) Representative co-expression of IL10 and TGFp1. (D-F) Levels
of the indicated cytokines secreted in the culture supernatant were evaluated by MSD
technology (n=17). (D right) Linear regression< between levels of TGFB1 in the culture
supernatant and the percentage of TGFB1* cells is presented (r=0.82, n=9). (E) Secreted
cytokines levels from 17 CLL cases (UPN) and 3 healthy control (HC) are shown in a heat map
representation. (F) Cells were stimulated (+) or not (-) with CD40L and anti-IgM. Wilcoxon
signed-rank test and Pearson’s correlation. *P< 0.05, ** P< 0.01; ns, not significant P >0.05.
Figure 2: CLL-B cells express FOXP3

(A-C): Analysis of purified CD5*CD19* CLL-B cells from blood or lymph nodes for FOXP3
expression by flow cytometry. (A) Representative dot plots with the percentage of positive
populations, (B) Graphic representation of FOXP3* cells among CD5*CD19+ cells at the time of
isolation (0, n=4) or after three days of culture (3) in the presence (+, n=29) or not (-, n=27) of
CD40L and anti-IgM. Dotted lines link individual patient samples. (C). Representative co-
expression of IL10 and FOXP3. (D) U20S and HEK293T cells transfected with FOXP3 or Mock
expressing vectors were used as control. CLL B cells were first purified for CD5* CD19*cells or
subsequently sorted for CD5* CD19* CD27+* cells as described in Suplementary Figure 3 and
immediately analysed by western blot with the indicated antibodies. The dotted line indicates
that both sides are obtained from the same western blot. Wilcoxon signed-rank test, ns, not
significant P >0.05.

Figure 3 : Phenotypic Characterization of CLL-B cells.

(A-B) : Purified B cells were cultured for 72 hours and stained with the indicated membrane
markers, and for IL-10, TGFB1 or FOXP3. MFI of CD5, CD19, CD25, CD27 were compared
between IL10+/- (n=16), TGF-f1+/- (n=16) and FOXP3+/- (n=14) cells in unstimulated (A)

and stimulated conditions (CD40L and anti-IgM, B). Ratio of membrane markers MFI between
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positive and negative cells is graphed. Wilcoxon signed-rank test * P<0.05, ** P<0.01,

**P<0.001,**** P<0.0001, ns, not significant P >0.05.

Figure 4: Differential expression of regulatory factors between CD5hishCD19high and
CD5dimCD194dim subpopulations

(A-C) Purified B cells were stained for CD5 and CD19 and analysed by flow cytometry,. (A)
Representative dot plot showing the two subpopulations. (B) Representative dot plots of the
subpopulations at two time points (T1 and T2) for two groups of patients (#1 and #2).
Frequencies of the two populations (High and Dim) were graphed for the two groups (High
n=3, Dim n=3). (C) Cumulative results of IL10 (n=26), TGFB1 (n=30) and FOXP3 (n=31)
expression in CD5highCD19kigh (H) and CD54mCD19d4im (D) cells stimulated (+) or not (-),
compared with Wilcoxon signed-rank test, * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001,**** P<0.0001, ns,
not significant P >0.05

Figure 5 : Regulatory functions of CLL-B cells

(A) Purified CD4*T cells stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 (S) or not (NS) were cultured
for 48 hours in presence or not (-) with CLL-B cells activated with CD40L and anti-IgM at the
indicated ratios (T/B). Scatter dot plots indicate the frequency of TNFa* (left, n=5) and IFNy*
(right, n=9) cells among CD4+*T cells. ANOVA test *p < 0.01; ** p<0.001. (B) Bar graphs show
the frequency of FOXP3* among CD4* T cells and CD4*CD25+*CD127"°wFOXP3* Treg cells upon
coculture (+) or not (-) with CLL-B cells (1:1 ratio; n=5) Cells were stimulated (+) or not (-) as
indicated. Wilcoxon signed-rank test * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. (C) Flow cytometry
analysis of T cells division cycles using cell trace violet. T cells stimulated (S) or not (NS) were
cocultured for 48h with CLL-B cells with the indicated ratios. Representative profile of 4

experiments is depicted.

102



Figure 6: A polyfunctional score is correlated with factors at risk of progression

(A) Unsupervised hierarchical cluster analysis of IL-10, TGF1 and FOXP3 expressions in a
cohort of 28 patients (UPN). Immunoregulatory factors levels in CLL-B cells stimulated or not
are depicted in shades of red (higher) and green (lower). (B) Dimentional analysis of the
polyfunctional score according to major risk factors: IGHV (Mutate, M; Unmutated, UM), ZAP70
and CD38 expressions (-, Negative and +, positive), Binet stage (A and B or C), and %MTS (Non
responder,NR; Responder, R) of CLL progression in the CD5highCD19high subpopulation. Median

and [Q1,Q3] are depicted. * P <0.05 (Mann-Whitney U test).

Supplementary Figure 1: Expression of immune regulatory cytokines

Flow cytometry analysis of purified CD5*CD19+ CLL-B cells, stimulated (+) or not (-) with
CD40-L and anti-IgM. Median of fluorescence intensity (MFI) of IL10* or TGFP1+ cells relative
to respective control isotype is presented. ns, not significant P>0.05.

Supplementary Figure 2: Expression of cytokines and Granzyme B

(A) The levels of the indicated cytokines secreted in the culture supernatant of purified
CD5*CD19* CLL-B cells, stimulated (+) or not (-) with CD40L and anti-IgM were evaluated by
MSD technology. Wilcoxon test, ns, not significant P>0.05 (B) Purified CD5*CD19* CLL-B cells
or healthy control B cells stimulated (+) or not (-) as indicated were analyzed by flow
cytometry for Granzyme B (clone GB11, BD Pharmingen) production. Wilcoxon signed-rank
test, * P<0.05, ** P<0.01, ns, not significant P>0.05.

Supplementary Figure 3: Expression of FOXP3

(A) Analysis of purified CD5*CD19+* CLL-B cells, stimulated (+) or not (-) with CD40-L and anti-
IgM, for FOXP3 expression by flow cytometry. MFI is presented. ns, not significant P>0.05
(Wilcoxon signed-rank test). (B) Gating strategy during cell sorting showing that the sorted

cells were CD19* CD3-CD5* CD2 7high,
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Supplementary Figure 4: Phenotypic Characterization of CLL-B cells.

(A) Purified B cells were cultured for 72 hours and stained with the indicated membrane
markers, and for IL-10, TGFf31 or FOXP3. MFI of CD24, CD25, CD38 or CD27 were compared
between IL10+/- (n=16), TGF-Bf1+/- (n=16) and FOXP3+/- (n=14) cells in unstimulated (Top)
and stimulated conditions (CD40L and anti-IgM, Bottom). Ratio of membrane markers MFI
between positive and negative cells is graphed. Wilcoxon signed-rank test ns, not significant P
>0.05. (B) Purified B cells were stained for phenotypic markers CD5 and CD19 and intracellular
expression of IL10, TGFB1 and FOXP3 as compared to control isotypes were analysed by flow
cytometry in the CD5highCD19high and CD54imCD19dim subpopulations (Representative dot plots
with the respective frequencies).

Supplementary Figure 5: Correlation between regulatory factors expression and
biological annotation

Purified B cells were cultured for 72 hours and stimulated (+) or not (-) with CD40L and anti-
IgM. Cells were stained for CD5, CD19 and IL-10, TGFB1 or FOXP3 expression. The frequencies
of IL10* (A), TGFB1* (B) and FOXP3* (C) cells were compared according to IGHV status
(unmutated, UM or mutated, M) and ZAP70 expression (positive or negative) by Wilcoxon
signed-rank test, *P<0.05.

Supplementary Figure 6: Comparison of the polyfunctional scores with factors at risk of
progression

(A) Screen plot showing eigenvalues for components 1-3 with a reference line at
eigenvalue of 1. (B-C) (B) Dimentional analysis of the polyfunctional score according to major
risk factors: IGHV (Mutated, M; Unmutated, UM), ZAP70 and CD38 expressions (-, Negative and
+, positive), Binet stage (A and B or C), and %MTS (Non responder,NR; Responder, R) of CLL
progression in the CD54mCD19dim subpopulation (B) and CD5*CD19+ global population. Median

and [Q1,Q3] are depicted.* P <0.05 (Mann-Whitney U test).
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Supplementary Figure 7: Phenotypic evaluation of regulatory B cell subtypes.

Purified B cells were culture for 72 hours and stimulated (+) or not(-) with CD40L and anti-
IgM. Cells were stained with a backbone of CD5 CD19 and CD24 CD27 or CD24 CD38. The
frequencies of CD24highCD27+ and CD24hishCD38highcells are shown on Top. Expression of IL10,,
TGFB1 or FOXP3 by CD24highCD27+ or CD24highCD38highcells are graphed (stimulated condition,

bottom). Wilcoxon signed-rank test,*P<0.05, ** P<0.01.
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Table 1. Summary of Patients’ biological and clinical parameters.

Numbers of CLL patients n=42
Age (years) 64.24 +10.76
Sexe (Female/Male) 15 /27

Binet Stage at experiment (number and %)

A

29/40 (69.05%)

B 7/40 (16.67%)
C 6/40 (14.28%)
IGHV unmutated 19/40 (47.5%)
ZAP70 positivity 13/29 (44.82%)
CD38 positivity 15/33 (45.45%)

MTS (R vs NR number and %)

19 vs 23 (45.24% vs 54.76%)
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Table 2 : Detailed CLL patients’s clinico-biological features

UPN Age SexeA Binet |Lympho| IGHV | Zap70 | CD38 MTS
(years) stage | cytosis | status® | expressi | expressi | (NR/R)?
(G/L) on® on®

1 60 F C 19000 UM ND NEG ND
2 72 F A 107000 UM ND NEG R
2 74 F C 300000
3 68 F A 9000 M POS POS NR
4 78 F A 10450 M NEG NEG R
5 45 M C 57250 UM ND POS R
6 48 M C 57000 UM ND POS R
7 59 M A 13000 ND ND NEG NR
8 70 F A 13880 UM POS ND R
8 70 F C 75480
9 71 F A 56430 M NEG NEG R
10 64 M A 14000 M NEG ND NR
11 49 M C 11940 UM POS POS NR
12 66 M B 90950 M NEG POS R
13 55 M A 5830 UM ND POS R
13 56 M A 15000
14 56 F A 29000 M NEG POS R
14 58 F A 41000 NR
15 59 F B 11310 UM NEG NEG NR
16 48 M A 43000 M POS NEG R
16 50 M B 120000 NR
17 74 F C 13000 UM POS POS NR
18 61 M B 28350 UM POS POS NR
19 58 M C 25000 UM ND POS R
20 56 M A 139970 ND NEG NEG NR
21 75 M A 9250 M NEG ND NR
22 53 M A 12000 M POS NEG NR
22 55 M A 15000
23 63 M A 14900 UM POS POS R
24 85 F A 8000 M NEG NEG NR
25 53 M A 61000 M ND ND R
26 55 M A 41500 M NEG NEG R
27 49 M B 39930 UM POS NEG R
28 64 M A 4000 M NEG NEG
28 68 M A 4500
29 65 M B 24980 UM ND POS NR
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30 62 M A 21000 M ND NEG R
31 81 M A 35100 UM POS ND ND
32 90 F A 6160 M NEG ND NR
33 70 M B 39000 UM POS POS R
34 70 M A 12100 UM NEG POS NR
35 69 M B 25300 UM POS ND R
36 75 F A 32900 M ND ND NR
37 85 M A 146000 M ND ND NR
38 62 M A 17340 UM POS POS NR
39 58 M A 18200 M NEG NEG NR
40 59 F A 47000 M ND NEG NR
41 67 F A 8190 M NEG NEG NR
42 71 F A 18100 M NEG NEG R
Footnotes:

A. F: female and M: male

B. UM: unmutated; M: mutated; ND: not determined

C. POS: positive; NEG: negative
D. Metabolic activity in response to anti-IgM stimulation; R: Responder= 25%; NR: Non-

Responder <25%
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Table 3: CLL features and polyfunctional score

UPN | Treat- Binet |Zap70¢| IGHVP |CD38t| FISHF | TP53%| Other | Score |Polyfunctional
ment® | stage® MutH 0/1 score
7/1 -0,8
7/1 -0,37
6/1 -1,24
6/1 -0,98
5/0 -1,12
5/0 -1,56
6/2 -1,57
4/3 -1,73
4/3 -1,26
3/5 -1,65
5/3 -1,26
6/2 -0,88
2/4 -0,66
0/7 -0,79
4/2 -0,47
5/2 0,84
1/7 1,1
2/6 1,52
5/2 0,21
4/3 1,02
4/3 1,18
3/4 2,26
3/4 -1,02
4/1 -0,36
3/3 2,3
6/1 1,87
2/5 2,02
3/4 1,11
3/4 2,36

: no treatment at experiment time; 1: treatment at the experiment
: A at the experiment time; 1: B or C treatment at the experiment
: Zap70 negative; 1: Zap70 positive

: IGVH mutated; 1: IGVH unmutated

: CD38 negative; 1: CD38 positive

: del17 and/or dell1 negative; 1: del17 and/or dell1 positive

: TP53 WT; 1: TP53 mutated

AT EmEQmE
cCoocooo o
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L. 0: no mutated; 1: at least one mutated gene (NOTCH1, POTI, RPS15, SF3B1, BIRC3, FBW7, ATM,
MYDS88, PLCG2)
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Résultats

Expression de FOXP3 par les lymphocytes B de LLC

Les sous-populations de lymphocytes B de LLC décrites dans cet article présentent de
nombreuses similitudes a la fois phénotypiques et fonctionnelles avec les cellules B
régulatrices. Les lymphocytes B régulateurs expriment des facteurs dont I'expression est
partagée avec les lymphocytes T régulateurs. FOXP3 est un facteur de transcription
caractéristique de ces Tregs et qui a longtemps été considéré comme un marqueur
spécifique de cette population. Plusieurs travaux ont tenté de caractériser, a 'image de
ceux effectués sur les Tregs, un facteur de transcription spécifique des Bregs. La capacité
des lymphocytes B régulateurs a exprimer FOXP3 a été trés peu analysée. Une seule
étude montre que des populations lymphocytaires de sujets sains exprimant le CD5
peuvent aussi exprimer FOXP3 (241).

Dans cet article, nous démontrons pour la premiére fois, la capacité des lymphocytes B de
LLC a exprimer le facteur FOXP3.

Au cours de ma thése, j'ai participé a la mise en évidence de FOXP3 dans les cellules B de
LLC, tout d’abord par cytométrie en flux, en identifiant une sous-population de lymphocytes
B de LLC CD19*CD5"FOXP3* constitutive mais dont la fréquence varie d’un patient a
l'autre (Article 1). J'ai ensuite confirmé cette expression par western blot. L'expression de
la protéine dans les cellules B purifiées a partir de sang périphérique est plus importante
dans les cellules B de LLC mémoires, triées CD19*CD5*CD27". Cette sous-population de
cellules B de LLC exprime également de maniére plus importante que les autres cellules
tumorales les autres facteurs immunorégulateurs décrits précédemment (Article 1). La
population FOXP3 positive exprime également des niveaux plus importants du facteur

CD25, un autre marqueur de cellules régulatrices que les cellules FOXP3-.

Bien que les expériences de cytométrie en flux nous aient permis de révéler des sous-
populations de lymphocytes B de LLC exprimant a la fois I'lL-10 et FOXP3, le lien entre ces
deux facteurs immunorégulateurs et le réle de FOXP3 dans la fonction régulatrice des

lymphocytes B de LLC restent indéterminés.
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Résultats

Il. Régulation de I'lL-10 et de I'IL-6 dans la LLC et relevance
physiopathologique

Comme nous avons pu le voir dans I'Article 1 et comme cela a été montré par certains

travaux, les cellules B de LLC présentent des propriétés immunosuppressives et altérent la
réponse immunitaire anti-tumorale via la production d’IL-10 (102, 195). La production de
facteurs immunosuppresseurs comme I'IL-10 pourrait ainsi permettre le maintien voir
I'expansion clonale des lymphocytes B de LLC.

Si I'effet de I'lL-10 produit par les cellules de LLC sur les lymphocytes T et 'immunité anti-
tumorale a été étudié, l'effet direct de cette cytokine sur ces cellules B tumorales elles-
mémes a trés peu été décrit.

Cependant, plusieurs études ont montré que les cytokines produites, aprés liaison a leurs
récepteurs, peuvent intervenir comme des facteurs autocrines ou paracrines de survie dans
les cellules immunitaires dont les lymphocytes B.

L’IL-10 et I'lL-6 sont deux cytokines capables d’activer STAT3 et d’induire leur propre
production comme cela a été montré par notre équipe, dans le lymphome a cellules du
manteau, un second lymphome composé de cellules B (163). A l'inverse de leur production
plus importante d’IL-10, les cellules de LLC secrétent des niveaux plus faibles d’IL-6 par
rapport aux cellules B normales (Article 1) méme si des niveaux élevés d’'IL-6 ont été
décrits dans le sérum de patients atteints de LLC et corrélés a un mauvais pronostic (162,
226). Les lymphocytes B sont donc capables de secréter ces cytokines mais aussi
d’exprimer leurs récepteurs ce qui peut conduire a une meilleure survie des cellules
tumorales et donc a la progression de la pathologie.

Le principal objectif de ma thése a été d’étudier cette balance cytokinique entre I'lL-10 et
I'IL-6, les effets de ces cytokines sur la survie des lymphocytes B de LLC ainsi que sur leur
propre production.

Dans ce second Article, nous avons démontré un effet pro-survie de I'lL-10 sur les

lymphocytes B de LLC ainsi qu’une régulation autocrine de la cytokine via I'activation de
STAT3. Ainsi, I'lL-10 joue un réle clé dans le maintien de ces cellules leucémiques, en
agissant aussi bien sur les cellules du microenvironnement tumoral que sur les cellules

leucémiques elles-mémes.
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Article 2

IL10 production allows self-activation of Chronic lymphocytic
leukemia cells

Maissa Mhibik (1, 2), Laure Aubard (1, 2), Alireza Ghasemizadeh (1, 2), Nicolas Dumoitier (5,6),
Stéphanie Le Coquil (1, 2), Lionel Guittat (1, 2), Luc Mouthon (5,6), Florence Ajchenbaum-
Cymbalista (1,2,3), Vincent Lévy (4), Christine Le Roy (1, 2), Denis Lesage™® (1, 2) and Nadine
Varin-Blank* (1, 2).
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Abstract

Chronic lymphocytic leukemia is a CD5" B cell lymphoma that presents with a heterogeneous
clinical outcome. Antigenic stimulation is a major driver of this heterogeneity. A subset of the
leukemic cells exhibits regulatory properties with the production of IL10. In line with this secretion,
CLL patients exhibit immune defects toward the recognition and suppression of the leukemic cells.
This study addressed the potential impact of IL10 production on CLL-B cells survival. IL10" sub-
population was present in larger proportions in CLL versus healthy donor samples. Cases with the
highest percentages of IL10" cells associated a parallel reduction of the IL6" subset. The cells
expressed higher levels of the cytokines receptors and responded to exogenous IL10, and in much
weaker extents to IL6, allowing tyrosine phosphorylation of STAT3. Subsequently, IL10 only,
induced anti-apoptotic genes expression. Remarkably, IL10 stimulation up-regulated also the /L0
own-transcription resulting in enhanced metabolic activity. IL6 did not exert such activation. The
existence of an IL10-driven autocrine loop was demonstrated using anti-IL10R blocking antibody.
Incubation with the antibody prevented STAT3 activation and inhibited the metabolic activity
generated under IL10 production. These results shed lights on the self-activation mechanism that
gives a survival advantage to the IL10* subset. IL10 production by CLL-B cells is therefore both
immunoregulatory toward other immune cells but also self-activating for the leukemic clone.
Therapeutic strategy targeting IL10R in addition to BCR-mediated pathways could foster the IL10"

subset triggering.
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Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a mature B cell neoplasm prevalent in the western countries.
Elderly-patients present with a heterogeneous clinical outcome ranging from an asymptomatic
lymphocytosis to lymphoid organs massive infiltration illustrative of indolent or progressive
diseases, respectively (260). While indolent patients show no decrease of life expectancy, patients

with an evolving disease need rapid therapeutic options.

CLL results from the accumulation of quiescent CD5" CD19* CD20" CD23" B cells with further
clonal expansion of proliferative sub-populations (261). A number of studies showed that CLL
survival and expansion in vivo are highly dependent on activation signals provided by the
surrounding microenvironment in blood, lymph nodes and bone marrow (232). As a result, purified
CLL-B cells enter rapidly in apoptosis when cultured alone ex vivo. Survival signals are generated
both by direct cellular contacts within tissues and production of soluble factors including
chemokines, cytokines and growth factors. Interactions and cross-talks have been described with
bone marrow and lymph nodes stromal cells, T cells, monocytic-derived cells as well as blood-

derived nurse—like cells and leukemic cells themselves (237, 262-264).

Pro-survival and growth factors derive from these surrounding cells, upon interaction or not, and,
from the activated tumor cells. These factors comprise chemokines such as CCL21/19, CXCL12,
CXCL13, CCL3, CCLA4, cytokines such as IL4, IL6, IL8, IL10, IL17, IL21, BAFF and APRIL
among others. Various combinations of these molecules upon exogenous treatments or in co-culture
experiments improve survival and growth of the leukemic cells (133, 134, 265-267). Moreover,
several factors show elevated levels in the serum of CLL patients and proved their survival benefit ex
vivo. In parallel, elevated levels of several cytokines and chemokines comprising notably CCL3,
CCL4 and IL10 in the patients’ serum correlated with worst outcome. Reversely, low levels of 1L4,
IL6, IL8 or IL17 were observed in those sera while more abundant in patients with a good prognosis
(134, 267, 268). These factors are, at least partially, also produced and secreted by CLL-B cells upon
activation of membrane receptors including Toll-like receptors (TLR), BAFF receptor TACI,
chemokine receptors, CD40, CDS5 and, of outmost importance in the heterogeneous signaling profile
of CLL-B cells, the antigen receptor (BCR). Importantly, two essential cytokines in the survival
versus apoptosis of B cells, IL6 and IL10, are regulated in CLL-B cells upon triggering of these
receptors (145, 150, 196, 198, 243, 269).

Recent studies have highlighted the importance of an IL10-producing subpopulation in the

immunological alterations encountered in CLL patients. Characterization of the subpopulation
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showed phenotypic features such as CD5 and CD24 markers shared with regulatory B cells named
B10. Indeed, IL-10" CLL subset exhibited regulatory properties toward other hematological
counterparts such as monocytic and lymphoid T cells accounting for the profound immune
T cell subsets similar to regulatory B cells described in autoimmune diseases with a large decrease of
CD4" T cells expressing IFNy or TNFa. and increase of CD25" CD127 % FOXP3" regulatory T cells
further elevating secreted IL10 (50, 52, 102). Of note, the presence of CD5 at the membrane of CLL-

B cells has also been shown accounting for IL10 production (150).

IL10 is not only considered as an immunoregulatory factor but also allows activation of various
cellular subsets including B cells through binding to its cognate receptor (IL1IOR) and subsequent
activation of the Janus kinase (JAK)/ Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT)
pathway. STAT3 is predominantly associated with IL10 signaling and is found constitutively
activated in CLL-B cells (269, 270). This activation leads notably to the expression of anti-apoptotic
genes of the Bcl2 family and promotes B cells proliferation (174). Targeting this pathway using
blocking antibodies against IL10R has proved an efficient therapeutic strategy in diffuse large B-cell
lymphoma (DLBCL) (175). An elevated production of both IL10 and IL6 has also been described in
Mantle cell lymphoma (MCL), another CD5" B-cell lymphoma, where an autocrine loop, including
activation of NFkB and STAT3 was demonstrated (271). In CLL, activation of these transcription
factors was suggested upon in vitro culture with engagement of CD160 leading to the production of
IL6. This regulation was further correlated with the expression of STAT3 target genes of the Bcl2

family that accounted for the reduced apoptosis observed under such culture conditions (269, 272).

In the present study, we investigated in a cohort of patients at various disease stages the relevant
production of IL6 and IL10 cytokines by malignant B cells in terms of self-activation survival
mechanisms. We report an inverse-correlation between proportions of cells expressing either one or
the other cytokine with a prevalence for the IL10" sub-population. Our results further demonstrate
the existence of an autocrine loop that allows activation of STAT3 at its tyrosine 705 (Y705), in
addition to the constitutive activation of its serine 727 (S727). The resultant self-activation leads to
increased metabolic activity through the expression of anti-apoptotic proteins and, importantly,

induces IL10 de novo expression.
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Results
CLL-B cells exhibit inverse proportions of IL10" versus IL6" cells

A subset of CLL-B cells has been described to express regulatory cytokines and factors including
IL10 and TGFB1 (102). A cohort of CLL patients was screened for IL10 expressing cells and
compared to healthy donors (HC). A rather dim proportion of CD19" cells purified from HC
expressed IL10 (mean 4%, n=17). Comparatively, CD19" cells from CLL patients exhibited
significantly higher percentages of IL10" cells (ranging from 5.3 to 50.6%, mean 27%, n=17).
Moreover, IL10 expression was increased in CD19" cells from CLL patients as compared to HC
(Figure 1A and supplementary Figure 1A). To confirm the prevalence of CLL cells to express
regulatory cytokines, we investigated the frequency of CD19" cells expressing the survival and pro-
inflammatory cytokine IL6. Quantification showed an opposite situation with very low proportion of
cells expressing IL6 in CLL patients (< 3.5%, n=14) as compared to healthy controls (from 1.3 to
17.5 %, n=14). Indeed, IL6 expression was also very low in CLL-B cells in contrast with normal
CD19" cells (Figure 1B and supplementary Figure 1B). CD5"CD19" tumor cells evaluated for both
cytokines expression confirmed an inversed link between the percentages of cells expressing either
IL10 or IL6 in individual patients. The proportion of IL10" cells was clearly higher than IL6" cells
and the latter were very few in CLL samples (Figure 1C, n=6).

Stimulation of IL10 receptors increased the metabolic activity of CLL-B cells

Expression of IL10 is linked to regulatory properties targeting other immune cells toward decreased
tumor recognition (101, 102, 174). Meanwhile, a self-activating loop was previously evidenced in
mantle cell lymphoma and diffuse large B-cell lymphoma leading to the constitutive activation of
STAT3 transcription factors via the BCR-dependent production and secretion of IL10 and IL6 (175,
273, 274). PS727 STATS3 is also constitutively activated in CLL cells (207). Therefore, we analyzed
in CLL cells the expression of the two cytokines receptors. The level of receptors expression was
compared between IL10" and IL10-CD5"CD19" tumor cells from the same patient. We observed a
significant increase of both IL1OR and IL6R expressed at the membrane in IL10* versus IL10 cells
(Figure 2A). Likewise, membrane markers, including CD5, IgM and CD40, described as potential
activator of IL10 expression, were differentially increased in IL10* CLL B cells compared with
IL10" (Figure 2B). A differential expression of IL10R and IL6R was also observed when CD19*
CLL cells were compared with healthy controls (Figure 2C, n=12).
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Altogether these results suggest that IL10" CLL B cells express higher levels of receptors to respond
to IL10 stimulation and may trigger IL10 production.

Next, the response of CLL cells to these cytokines stimulation was deciphered. When cells were
cultured for 24 h in the presence of IL10 (40 ng/ml) a relevant activation of the cells, as measured
using a MTT assay, was found. In contrast, IL6 triggering drove an irrelevant enhancement of the
cell metabolic activity. Of note, the IL-10 dependent cellular activation remained at lower levels

compared with those observed upon CpG triggering (Figure 2D, n=10).

IL10 or IL6 stimulation of CLL-B cells activates STAT3

Since both IL10 and IL6 triggering may activate STAT3, a set of patient samples was examined for
STAT3 phosphorylation (pSTAT3) at two important activation residues. In unstimulated cells, a
basal phosphorylation at S727 residue was found for every individual case although at weaker
extents than two control cell lines. Inversely, Y705 phosphorylation was undetectable from all cases
analyzed, very weak in the Hg3 CLL cell line and positive in U20S cells (Figure 3A). Dose-
response stimulation with IL10 or IL6 (5 to 120 ng/ml) was then applied to the cells for 15 min and
phosphorylation of both S727 and Y705 residues was analyzed. S727pSTAT3 present in
unstimulated cells was not significantly modified upon triggering by IL10 or IL6 and even high
doses (120ng/ml) of the cytokines did not improve S727 phosphorylation for several samples (n=3).
In reverse, IL10 or IL6 stimulation (15 min) led to a dose-dependent phosphorylation at Y705
residue. Moreover, up to 40 ng/ml a significant difference was observed between the two cytokines
with a clear advantage for IL10 stimulation (Supplemental Figure 2A-B). A kinetic experiment
confirmed the dominant effect of IL10 over IL6 and the importance of Y705 phosphorylation. A
relevant phosphorylation of S727STAT3, already visible after 5 min of IL10 stimulation (40 ng/ml)
reached more than 10 fold increase at 15-30 min whereas IL6 triggering enhanced S727
phosphorylation to weaker extents (up to 3 fold, n= 6, Figure 3B). The levels of activation reached
for Y705pSTAT3 were 10 fold higher upon IL10 stimulation with a very rapid kinetic leading to
maximal phosphorylation after 5-15 min and sustained over 24 h. Moreover, a very important
difference was observed upon IL6 stimulation for which less than 25 fold induction was found after
30 min stimulation with a rapid decrease after 1 h (Figure 3C).

Altogether, these results argue for an important capacity of CLL cells to activate STAT3 in response

to IL10-mediated triggering and to a much lesser extent to IL6.

IL10 stimulation induces cytokines and anti-apoptotic genes expression
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STAT3 is an important transcription factor that regulates cytokines, cell-cycle and pro-survival
factors expression. Its activation induces both IL10 and IL6 transcription in various lymphoid cells
(273, 275). Then, STAT3 target genes expression was evaluated upon IL10 or IL6 (40 ng/ml for 24
h) stimulations in CLL patients’ samples with TLR-mediated CpG stimulation as a positive control.
As shown in Figure 4, IL10 stimulation induced /L0 gene expression by 2.5 fold, indicative of a
self-activating loop in malignant B cells.

Enhanced transcription of two major anti-apoptotic genes was also evidenced in these cells with
increase of both Bel-xL (2 fold) and Bel-2 (2 fold). In contrast, cyclin D1, another target of STATS3,
and /L6 gene were not induced by IL10 stimulation. When tumor B cells from the same patients
were stimulated by IL6, none of the various genes was induced to significant levels (n= 10). These
data show that IL10 stimulation specifically induces several important pro-survival genes and,

importantly, mediates its own transcriptional activation.

Anti-IL10R treatment antagonizes CLL-B cells activation and survival

Finally, preventing binding of the cytokine to its cognate receptor was used to challenge the IL10-
mediated cellular activation. Patient samples were pre-incubated with the blocking anti-IL10R
antibody (Ab) (clone 3F9, 20 pg/ml) prior to stimulation with IL10 (40 ng/ml). Indeed, the levels of
pS727- and pY705-STAT3 were first analyzed under such conditions. While the blocking Ab did not
alter the basal level of pS727STAT3, it tended to prevent the activation induced upon IL10
triggering. Nonetheless, the low levels of induction seen upon stimulation did not allow detecting a
significant decrease of pS727STAT3 (Figure SA, graph n=5). Meanwhile, preventing IL10 binding
to its receptor strongly inhibited induced phosphorylation at Y705STAT3 (Figure 5B n=6). Such
culture conditions with the blocking Ab prior to stimulation with IL10 during 24 h dramatically
decreased the survival of the cells as evaluated using a MTT assay (Figure 5C, n=9). These results
shed lights on the self-activating regulation of CLL cells through the production of IL10 and the

subsequent activation of its cognate receptor powering survival of the tumor cells.

Discussion

In this study we demonstrate, for the first time, the existence of an autocrine loop mediated by the
production of IL10 that serves amplifying the metabolic activity of CLL-B cells and the expression
of anti-apoptotic mediators. Remarkably, we confirm in a second independent cohort of patients our

previous findings showing an important increase of an IL10-producing subpopulation in CLL-B cells
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(A. Mekinian, submitted; (102). In the same time, CLL presented with a rather low percentage of
cells expressing IL6 as compared to healthy controls. When compared in a single patient, the relative
proportion of each subset of cells was inversely linked. This is also in agreement with our initial
study where the levels of IL6 and other pro-inflammatory cytokines secreted in culture supernatants
of CLL-B cells were very low as compared to healthy donor cells, while IL10 levels were increased.
These results support the analysis of serum levels in CLL patients that allowed clustering of
differentially expressed cytokines. The unsupervised analysis showed that IL6 and IL10 belonged to
two separate clusters of cytokines. Furthermore, the opposite representation of the clusters correlated
with the patients overall survival and time to first treatment. Patients with the highest levels of “IL10
cluster” of serum cytokines experienced the worst outcome. Reversely, patients with indolent disease
had more pro-inflammatory cytokines (134). Our results underline the presence of a regulatory sub-
population in CLL, expressing IL10 rather than IL6, as described in several immunosuppressive
pathological contexts (68, 102). Moreover, IL10 secreting regulatory B cells are important

facilitators of progression for the malignancy (101, 276, 277). Indeed, immunosuppression and

immune dysfunction have been demonstrated in CLL patients and the actual therapies tend to target
such regulatory functions of the B cells in order to restore immune recognition of the leukemic cells

(195, 201, 237, 278).

IL10 production in CLL-B cells was complemented by an increased expression of several receptors
that were shown to promote IL10 induction. Comparison between IL10-and IL10* cells showed in
the latter more membrane IgM, CD40 and CDS5. All these B- and CLL-cells specific markers are
expression of both IL10R and IL6R in favor of IL10" versus IL10 cells. This disparity was also
found and even reinforced between CLL and healthy control cells. These results suggested that CLL
cells might develop a better answer to IL10 and IL6 stimulation by up-regulating their cognate
receptors that still share some downstream effectors. This hypothesis was confirmed since incubation
with exogenous IL10 or IL6 triggered an increased phosphorylation of STAT3. Moreover, a better
survival response was observed for IL10, which further suggested an important role for this cytokine

on the expansion of the tumor clone.

The differential effect of the two cytokines was nevertheless more profound when activation of
STAT3, was analyzed in more details. While some S727 phosphorylation of the transcription factor
was observed in all samples studied, Y705 phosphorylation was only modulated upon cytokinic
stimulation. Stimulation with exogenous IL10 or IL6 strengthened the discrepancy between the two

signals. In spite of some transient effect of the cytokines on pS727STAT3, although more visible for
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IL10 than IL6 triggering, a major difference of pY705STAT3 was seen between IL10 and IL6. The
distinction was both in terms of duration and magnitude of the signal. Moreover, pre-incubation of
the cells with a blocking Ab directed against IL10R proved the importance of the Y705 residue in
this strong activation mediated by the cytokines. While the blocking Ab did not affect significantly
S727 phosphorylation, it almost completely prevented Y705 phosphorylation.

These experiments proved the dominant effect of IL10 toward IL6 in the activation of STAT3 in our
pathological model. Duration and intensity were in agreement with studies showing a differential
activation pattern of STAT3 for both cytokines (188). It gives also credit for an opposite role of the
cytokines in cell survival and tumor growth as seen in cellular models in which IL10 might exert its
regulatory function (278). Meanwhile these data indicate that S727 phosphorylation is not the main
target of cytokine-mediated signals; a previous report showing increase of pS727STAT3 upon CpG
incubation of indolent CLL-B cells (243). Another study indicated that BCR-mediated signal, as
IL10 or IL6, allows Y705 phosphorylation in CLL-B cells, but with a delayed kinetic beginning at 4-
5 h stimulation while cytokine-mediated signal is already maximal after 15 min (196). These results
suggested the necessity of production of additional intermediates to potentiate the BCR-mediated
signal in terms of STAT3 activation and the subsequent cell survival. Indeed, several transcriptional
partners of STAT3, among which NF«B, were described as responsible for both cytokine and anti-
apoptotic proteins expression in CLL cells (269). Our results are in agreement with this sequential
kinetic of activation but the constitutive and inducible activation of STAT3 seen in CLL-B cells and

their impact on transcriptional regulation still remain to be further investigated.

The analysis of STAT3 gene targets upon IL10 activation showed the impact of the cytokine on the
expression of the Bcl2 family anti-apoptotic proteins, which play an important role in CLL-B cells
survival. Our data also indicate a role for CpG/pS727STAT3 pathway in their expression.
Interestingly, IL10, but not IL6, stimulation potentiated IL10 expression by the cells as well. This
important finding argues for the existence of an autocrine loop in IL10" CLL-B subset that further
potentiate IL10 production by the cells and therefore its regulatory impact toward the tumor
microenvironment. Interrupting this autocrine loop by blocking the IL10R resulted in a drop of
metabolic activity not only in the presence of exogenous IL10 but also in conditions where only
CLL-derived IL10 was present. This result shows that the production of IL10 by CLL-B cells is
oriented both toward the regulation of the surrounding immune cells and to self-activating
mechanisms that potentiate tumor cell survival over normal counterparts by synthesis of anti-

apoptotic proteins and by further increasing its own expression. These data are in agreement with a

138



recent study showing a biased T cell repertoire where increased Treg/Th17 ratios were correlated

with disease progression (277).

Altogether, these results argue for a synergy between BCR- and IL10R-mediated survival signals in
the maintenance of the tumor cells. IL10R targeting has already shown improved therapy for
DLBCL (175). Therefore, since targeting BCR pathways is actually a promising therapy, interrupting

self-activation mechanisms might further impact long term relapse.
Patients and Methods
B cells isolation and culture

CLL blood samples were obtained from untreated patients, after informed consent and validation by
the local research ethics committee of the Avicenne Hospital (Bobigny, France), in accordance with
the Declaration of Helsinki (Supplementary Table 1). Healthy controls (HC) peripheral blood was
obtained from the « Etablissement Francais du Sang » (Saint-Antoine Hospital, Paris, France). CLL
and HC B cells were purified by negative selection using the magnetic isolation kit II from Miltneyi
Biotec (Paris, France). B cells were cultured freshly or after viable thawing in RPMI 1640
supplemented with 10 % FBS, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 2 mM L-

glutamine (PAA, Les Mureaux, France).

CLL B cells (107 cells/well/12-wells plate) were incubated with either purified recombinant human
premium grade Interleukin-6 (IL-6), research grade Interleukin-10 (IL-10) at the concentration
indicated in legend figures or in the presence of CpG (ODN 2006, 10 pg/ml), purchased from
Miltenyi Biotech. IL10 receptor neutralization was performed using a blocking IL10 receptor
antibody (Rat anti-CD210, clone 3F9, Biolegend) or a control isotype (Rat IgG2a,x, 20 pg/ml) for 1
h prior to IL10 stimulation for 24 h.

Flow cytometry analyses

HC or CLL purified B cells (1x10°/ml) were treated with Phorbol Myristate Acetate (PMA, 50
ng/ml), 1 pg/ml Ionomycin and Brefeldin A (BFA, 1 pg/ml) (Sigma-Aldrich) for 4 h at 37°C. Cells
were then stained with a viability marker using BD510 Live/Dead staining (BD Biosciences) and
with the following Abs: anti-CD3 (REA, PerCP-Vio700), anti-CD5 (clone UCHT2, APC-Vio770),
anti-CD19 (REA, PE-Vi0770) from Miltenyi Biotech, anti-CD40 (clone 5C3, FITC, BD
Biosciences) and anti-IgM (F(ab’)2, PE) from DAKO. Interleukin 10 and 6 receptors were
respectively stained with anti-human CD210 (clone 3F9, PE, BD Biosciences) and a biotinylated
anti-IL-6Ra (clone UV4) followed by Streptavidin-coupled BV421 Ab from Biolegend.
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Intracellular analysis was performed after membrane staining of the cells that were fixed and
permeabilized using Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences). Cells were further stained with anti-
human IL10 (JES3-19F1, APC) or IL6 (MQ2-6A3, PE) from BD Biosciences. Flow cytometry was
performed using a FACS Canto II (BD Biosciences) and data were analyzed using FlowJo software

(Tree Star, Ashland, OR, USA). The gating strategy was based on isotype controls staining.

Metabolic Activity

Two million CLL B cells were cultured for 24 h in 24-well plates stimulated or not with IL10 (40
ng/ml), IL6 (40 ng/ml), CpG (ODN 2006, 10 pg/ml) or treated first with anti-ILIOR Ab as described
above. Metabolic activity was determined using CellTiter 96AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega) according to the manufacturer's instructions. Metabolic fold increase
([percentage of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium], inner salt [MTS]) was determined as follows: [(absorbance stimulated t = 24 hours) —

(absorbance unstimulated t = 24 hours)]/(absorbance unstimulated t = 24 hours) x 100 (144).
Western Blot

After stimulation or treatment as indicated in figure legends, B cells were lysed in 1% Nonidet P-40
lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, | mM EDTA, 1 % NP-40, 10 % Glycerol),
supplemented with proteases inhibitors (Sigma-Aldrich). Proteins were separated by SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and transferred to nitrocellulose membrane.

After transfer, equal loading was checked by Ponceau staining. Membranes were blocked with 5 %
skim milk in Tris-buffer saline and incubated with the following antibodies: mouse anti-phospho-
Tyr705 STAT3 (clone 3E2), rabbit anti-phospho-Ser727 STAT3, mouse total STAT3 (clone 79D7)
from Cell Signaling Technology. Anti-B-Tubulin (Sigma-Aldrich) or anti-Actin (Santa Cruz) were
used as controls. Detection was achieved using chemi-luminescence (ECL, GE Heathcare, Velizy-
Villacoublay, France) and visualized using the ChemiDoc MP Imaging System (BioRad, Marnes-la-
Coquette, France). Densitometric analysis of immunoblots was performed using the ImageLab

software (Bio-Rad).

RNA isolation, reverse transcription and Q-PCR

Total RNAs were isolated from cells using Trizol reagent (Invitrogen, Saint Aubin, France), purified

(QIAGEN, Courtaboeuf, France) and quantified by spectrophotometry. Total RNAs (500 pg) were

140



retro-transcribed using the iScriptTMcDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) following the manufacturer's
protocol (5 min at 25°C, 30 min at 42°C, 5 min at 85°C). Quantitative real-time PCR (Q-PCR) was
performed using a StepOnePlus Real Time PCR SystemTM (Applied Biosystems, Saint Aubin,
France). Complementary DNAs, 3 uM gene-specific sense and anti-sense primers (Supplementary
Table 2), and PCR Master Mix containing 1x Power SYBR Green PCR Master Mix were mixed in a
10 puL volume. The reactions were performed in triplicates as follow: 40 cycles at 95°C for 15 sec

and 60°C for 60 sec. Actin was used as internal gene control.

Relative quantification of each gene expression was determined using the AACt method and values

are expressed as relative fold change 244

Statistical analysis

All analyses were carried out using Prism 6 (GraphPad, La Jolla, CA, USA) with statistical
significance defined as: * P<0.05, ** P<0.01, *** P< 0.001; **** P< 0.0001, ns, not significant
P>0.05.

Figure legends

Figure 1: Inversely associated production of IL10 and IL6 in CLL-B cells

Expression of IL10 (A) or IL6 (B) in purified blood CD19" B cells from Healthy Donors (HC) or
CLL patients (CLL) by flow cytometry. Purified B cells were stimulated with PMA (50 ng/ml),
Ionomycin (1 pg/ml) and Brefeldin A (1 pg/ml) for 4 h before staining.

Graphic representation of the percentage of IL10- (n=17) or IL6- (n=14) positive cells are shown on
the left. Mean of fluorescence intensity (MFI) of IL10* (A) or IL6" (B) relative to respective control
isotypes are presented (Right).

(C) Graphic representation of the percentage of IL10* and IL6" cells in tumor CD5*CD19" cells.
Dotted lines link individual patient samples (n= 6). Means SEM are depicted. (A-B) Mann-Whitney
U test. (C) Wilcoxon signed-rank test. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<(.001.

Figure 2: Stimulation of IL10 receptors increased the metabolic activity of CLL-B cells

(A-B) Purified CD5"CDI19" tumor cells were stained for the indicated membrane markers and for
IL10. MFI of IL10R, IL6R (A), CD5, IgM, CD40 were compared between IL10" and IL10 cells
(n=15). Ratio of membrane markers MFI between positive and negative cells are graphed. (C)

CD19" cells from CLL patients or HC were stained for IL6R and IL10R (n=12). Ratio of receptors
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MFI between CLL and HC cells are graphed. (D) Metabolic activity was performed on patient
purified B cells by MTS assay upon IL-6 (40 ng/mL), IL-10 (40 ng/mL) or CpG (10 pg/mL)
stimulation for 24 h. Means SEM are depicted. (A-B and D) Wilcoxon signed-rank test; (C) Mann-
Whitney U test. * P<0.05, ** P<0.01, *** P< 0.001; **** P<(0.0001, ns, not significant P>0.05.

Figure 3: IL10 or IL6 stimulation of CLL-B cells activates STAT3

Phosphorylation of STAT3 at two activating residues (S727 and Y705) in patient purified B cells
was analyzed by western blotting. (A) Basal phosphorylation in 5 CD5'CD19" B cells from CLL
patients (UPN) and in two cell lines (Hg3 and U20S). 20 pg protein extracts were analyzed by
western blotting using the indicated Abs; B-tubulin is used as loading control. (B-C) Purified CLL B
cells were stimulated or not (-) with IL10 or IL6 for the indicated period of time and further analyzed
by western Blotting as described in A. One representative experiment (UPN 17) is shown.
pS727STAT3 (B) or pY705STAT3 (C) levels relative to total STAT3 and unstimulated conditions
are graphed (n=6). 2 way-Anova test. * P<0.05, ** P<0.01, ***P< 0.001; ns, not significant P>0.05.

Figure 4: IL10 stimulation induces its own expression and anti-apoptotic genes expression

(A-B) mRNA levels of IL10, IL6 (A) or Bcel-xL, Bcel2 and Cyclin D1 were analyzed by Q-PCR in
purified CLL B cells in culture for 24 h in absence (-) or presence of IL10, IL6 or CpG. Fold
induction relative to unstimulated conditions are graphed (n=9). Wilcoxon signed-rank test. *

P<0.05, ** P<0.01, ns, not significant P>0.05.
Figure 5: Anti-IL10R treatment antagonizes activation and survival of CLL-B cells

Phosphorylation of STAT3 at S727 (A) and Y705 (B) was analyzed in patient purified B cells by
western blotting. Cells were left untreated (-) or pretreated for 1 h with either a blocking anti-IL-10
receptor Ab (anti-IL10R, 20 pg/mL) or control IgG (20 pg/mL). Cells were then stimulated or not (-)
with IL-10 (40 ng/mL) and cultured for 24 h. One representative experiment is shown (left).
pS727STAT3 (A) or pY705STAT3 (B) levels relative to total STAT3 and unstimulated conditions
are graphed pS727STAT3 (n=5) and pY705STAT3 (n=6). (C) Metabolic activity was performed on
the same patients purified B cells by MTS assay with similar conditions after 24 h and graphed
relative to untreated and unstimulated conditions. Wilcoxon signed-rank test. * P<0.05, ** P<0.01,

ns, not significant P>0.05.
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Supplementary Figure 1: Intracellular IL10 or IL6 staining in purified B cells

(A) Gating strategy purified B cells from CLL patients or HC were stained with a viability marker
altogether with anti-CD19 and anti-CD3 Abs to verify purity. After permeabilization cells were
labeled with anti-IL10 Ab or control isotype. (B) Purified B cells from CLL patients or HC stained
for CD19 were permeabilized before staining for IL10, IL6 or their respective control isotypes.
Representative dot plots of the IL10" or IL6" subpopulations are presented with the percentage of

cells observed.

Supplementary Figure 2: IL10 and IL6 dose-dependant activation of STAT3

Phosphorylation of STAT3 at S727 (A) and Y705 (B) residues in patient purified B cells was
analyzed by western blotting. Purified CLL B cells were stimulated or not (-) with IL10 or IL6 at the
indicated doses for 15 min. One representative experiment (UPN 17) is shown. 20 pug protein
extracts were analyzed by western blotting using the indicated Abs; B-tubulin was used as loading
control. pS727STAT3 (A) or pY705STAT3 (B) levels relative to total STAT3 and unstimulated
conditions are graphed (n=3). 2 way-Anova test. * P<0.05, *** P< (0.001; ns, not significant P>0.05.

Author Contributions: MM, LA, AG, ND, SLC, DL and LG performed the experiments. DL, CLR,
NVB conceived the project, analyzed the data, generated figures and wrote the manuscript. MM
and CLR performed the statistical analysis and contributed figures. LM provided expertise on
cytokine profiles. FAC and VL assumed follow-up of the patients, provided patients samples

and contributed patients clinical and biological parameters.

Acknowledgments

This work benefits from the financial support of the Labex INFLAMEX, contract ANR11
IDEX00502 and from the Fondation Laurette Fugain. MB was the recipient of a MRT fellowship
during her PhD. LA and ND were under contract of the Labex INFLAMEX. We thank the FLAP13

cytometry and cell sorting facilities for assistance.

References

143



1. Eichhorst B, Robak T, Montserrat E, Ghia P, Hillmen P, Hallek M, et al. Chronic
lymphocytic leukaemia: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up.
Ann Oncol. 2015;26 Suppl 5:v78-84. doi: 10.1093/annonc/mdv303. PubMed PMID: 26314781.

2. Messmer BT, Messmer D, Allen SL, Kolitz JE, Kudalkar P, Cesar D, et al. In vivo
measurements document the dynamic cellular kinetics of chronic lymphocytic leukemia B cells. J
Clin Invest. 2005;115(3):755-64. doi: 10.1172/JCI23409. PubMed PMID: 15711642; PubMed
Central PMCID: PMCPMC548318.

3. Fabbri G, Dalla-Favera R. The molecular pathogenesis of chronic lymphocytic leukaemia.
Nat Rev Cancer. 2016;16(3):145-62. doi: 10.1038/nrc.2016.8. PubMed PMID: 26911189.

4, Kay NE, Shanafelt TD, Strege AK, Lee YK, Bone ND, Raza A. Bone biopsy derived marrow
stromal elements rescue chronic lymphocytic leukemia B-cells from spontaneous and drug induced
cell death and facilitates an "angiogenic switch". Leuk Res. 2007;31(7):899-906. Epub 2007/01/22.
doi: 10.1016/j.1eukres.2006.11.024. PubMed PMID: 17241660; PubMed Central PMCID:
PMCPMC2505044.

5. Burger JA, Gribben JG. The microenvironment in chronic lymphocytic leukemia (CLL) and
other B cell malignancies: insight into disease biology and new targeted therapies. Semin Cancer
Biol. 2014;24:71-81. Epub 2013/09/07. doi: 10.1016/j.semcancer.2013.08.011. PubMed PMID:
24018164.

6. Taylor JG, Gribben JG. Microenvironment abnormalities and lymphomagenesis:
Immunological aspects. Semin Cancer Biol. 2015;34:36-45. Epub 2015/07/29. doi:
10.1016/j.semcancer.2015.07.004. PubMed PMID: 26232774; PubMed Central PMCID:
PMCPMC4592463.

7. Hanna BS, McClanahan F, Yazdanparast H, Zaborsky N, Kalter V, Roflner PM, et al.
Depletion of CLL-associated patrolling monocytes and macrophages controls disease development
and repairs immune dysfunction in vivo. Leukemia. 2016;30(3):570-9. Epub 2015/11/02. doi:
10.1038/1eu.2015.305. PubMed PMID: 26522085.

8. Yan XJ, Dozmorov I, Li W, Yancopoulos S, Sison C, Centola M, et al. Identification of
outcome-correlated cytokine clusters in chronic lymphocytic leukemia. Blood. 2011;118(19):5201-
10. Epub 2011/09/12. doi: 10.1182/blood-2011-03-342436. PubMed PMID: 21911837; PubMed
Central PMCID: PMCPMC3217404.

9. Ghia P, Circosta P, Scielzo C, Vallario A, Camporeale A, Granziero L, et al. Differential
effects on CLL cell survival exerted by different microenvironmental elements. Curr Top Microbiol
Immunol. 2005;294:135-45. PubMed PMID: 16323430.

10.  Schroéttner P, Leick M, Burger M. The role of chemokines in B cell chronic lymphocytic
leukaemia: pathophysiological aspects and clinical impact. Ann Hematol. 2010;89(5):437-46. Epub
2009/12/18. doi: 10.1007/s00277-009-0876-6. PubMed PMID: 20020127.

11. Ghamlouch H, Ouled-Haddou H, Damaj G, Royer B, Gubler B, Marolleau JP. A combination
of cytokines rescues highly purified leukemic CLL B-cells from spontaneous apoptosis in vitro.
PLoS One. 2013;8(3):¢60370. Epub 2013/03/26. doi: 10.1371/journal.pone.0060370. PubMed
PMID: 23555960; PubMed Central PMCID: PMCPMC3608602.

12. Bomstein Y, Yuklea M, Radnay J, Shapiro H, Afanasyev F, Yarkoni S, et al. The
antiapoptotic effects of blood constituents in patients with chronic lymphocytic leukemia. Eur J
Haematol. 2003;70(5):290-5. PubMed PMID: 12694164.

13.  Wickremasinghe RG, Ganeshaguru K, Jones DT, Lindsay C, Spanswick VJ, Hartley JA, et al.
Autologous plasma activates Akt/protein kinase B and enhances basal survival and resistance to
DNA damage-induced apoptosis in B-chronic lymphocytic leukaemia cells. Br J Haematol.
2001;114(3):608-15. PubMed PMID: 11552986.

14. Drennan S, D'Avola A, Gao Y, Weigel C, Chrysostomou E, Steele AJ, et al. IL-10 production
by CLL cells is enhanced in the anergic IGHV mutated subset and associates with reduced DNA

144



methylation of the IL10 locus. Leukemia. 2017. Epub 2017/01/03. doi: 10.1038/leu.2016.356.
PubMed PMID: 27890932.

15. Garaud S, Morva A, Lemoine S, Hillion S, Bordron A, Pers JO, et al. CD5 promotes IL-10
production in chronic lymphocytic leukemia B cells through STAT3 and NFAT2 activation. J
Immunol. 2011;186(8):4835-44. Epub 2011/03/11. doi: 10.4049/jimmunol.1003050. PubMed PMID:
21398617.

16. Liu FT, Jia L, Wang P, Wang H, Farren TW, Agrawal SG. STAT3 and NF-«kB cooperatively
control in vitro spontaneous apoptosis and poor chemo-responsiveness in patients with chronic
lymphocytic leukemia. Oncotarget. 2016;7(22):32031-45. doi: 10.18632/oncotarget.8672. PubMed
PMID: 27074565; PubMed Central PMCID: PMCPMC5077994.

17. Rozovski U, Wu JY, Harris DM, Liu Z, Li P, Hazan-Halevy I, et al. Stimulation of the B-cell
receptor activates the JAK2/STAT3 signaling pathway in chronic lymphocytic leukemia cells.
Blood. 2014;123(24):3797-802. Epub 2014/04/28. doi: 10.1182/blood-2013-10-534073. PubMed
PMID: 24778152; PubMed Central PMCID: PMCPMC4055926.

18. Saulep-Easton D, Vincent FB, Quah PS, Wei A, Ting SB, Croce CM, et al. The BAFF
receptor TACI controls IL-10 production by regulatory B cells and CLL B cells. Leukemia.
2016;30(1):163-72. Epub 2015/07/03. doi: 10.1038/leu.2015.174. PubMed PMID: 26139429;
PubMed Central PMCID: PMCPMC4606984.

19. Le Roy C, Deglesne PA, Chevallier N, Beitar T, Eclache V, Quettier M, et al. The degree of
BCR and NFAT activation predicts clinical outcomes in chronic lymphocytic leukemia. Blood.
2012;120(2):356-65. doi: 10.1182/blood-2011-12-397158. PubMed PMID: WOS:000307412400020.
20. DiLillo DJ, Weinberg JB, Yoshizaki A, Horikawa M, Bryant JM, Iwata Y, et al. Chronic
lymphocytic leukemia and regulatory B cells share IL-10 competence and immunosuppressive
function. Leukemia. 2013;27(1):170-82. Epub 2012/07/13. doi: 10.1038/leu.2012.165. PubMed
PMID: 22713648; PubMed Central PMCID: PMCPMC3742013.

21.  Horikawa M, Minard-Colin V, Matsushita T, Tedder TF. Regulatory B cell production of IL-
10 inhibits lymphoma depletion during CD20 immunotherapy in mice. J Clin Invest.
2011;121(11):4268-80. Epub 2011/10/24. doi: 10.1172/JCI159266. PubMed PMID: 22019587,
PubMed Central PMCID: PMCPMC3204847.

22.  Mauri C, Menon M. The expanding family of regulatory B cells. Int Immunol.
2015;27(10):479-86. Epub 2015/06/12. doi: 10.1093/intimm/dxv038. PubMed PMID: 26071023;
PubMed Central PMCID: PMCPMC4587489.

23. Iwata Y, Matsushita T, Horikawa M, Dilillo DJ, Yanaba K, Venturi GM, et al
Characterization of a rare IL-10-competent B-cell subset in humans that parallels mouse regulatory
B10 cells. Blood. 2011;117(2):530-41. Epub 2010/10/20. doi: 10.1182/blood-2010-07-294249.
PubMed PMID: 20962324; PubMed Central PMCID: PMCPMC3031478.

24.  Valle Oseguera CA, Spencer JV. cmvIL-10 stimulates the invasive potential of MDA-MB-
231 breast cancer cells. PLoS One. 2014;9(2):e88708. Epub 2014/02/10. doi:
10.1371/journal.pone.0088708. PubMed PMID: 24520416; PubMed Central PMCID:
PMCPMC3919807.

25. Mannino MH, Zhu Z, Xiao H, Bai Q, Wakefield MR, Fang Y. The paradoxical role of IL-10
in immunity and cancer. Cancer Lett. 2015;367(2):103-7. Epub 2015/07/15. doi:
10.1016/j.canlet.2015.07.009. PubMed PMID: 26188281.

26. Béguelin W, Sawh S, Chambwe N, Chan FC, Jiang Y, Choo JW, et al. IL10 receptor is a
novel therapeutic target in DLBCLs. Leukemia. 2015;29(8):1684-94. Epub 2015/03/03. doi:
10.1038/leu.2015.57. PubMed PMID: 25733167.

27. Baran-Marszak F, Magdoud H, Desterke C, Alvarado A, Roger C, Harel S, et al. Expression
level and differential JAK2-V617F-binding of the adaptor protein Lnk regulates JAK2-mediated
signals in myeloproliferative neoplasms. Blood. 2010;116(26):5961-71. doi: 10.1182/blood-2009-12-
256768. PubMed PMID: WOS:000285583400027.

145



28. Liu FT, Giustiniani J, Farren T, Jia L, Bensussan A, Gribben JG, et al. CD160 signaling
mediates PI3K-dependent survival and growth signals in chronic lymphocytic leukemia. Blood.
2010;115(15):3079-88. Epub 2010/02/17. doi: 10.1182/blood-2009-08-239483. PubMed PMID:
20164468; PubMed Central PMCID: PMCPM(C5292590.

29.  Lam LT, Wright G, Davis RE, Lenz G, Farinha P, Dang L, et al. Cooperative signaling
through the signal transducer and activator of transcription 3 and nuclear factor-{kappa}B pathways
in subtypes of diffuse large B-cell lymphoma. Blood. 2008;111(7):3701-13. Epub 2007/12/26. doi:
10.1182/blood-2007-09-111948. PubMed PMID: 18160665; PubMed Central PMCID:
PMCPMC2275028.

30. Baran-Marszak F, Boukhiar M, Harel S, Laguillier C, Roger C, Gressin R, et al. Constitutive
and B-cell receptor-induced activation of STAT3 are important signaling pathways targeted by
bortezomib in leukemic mantle cell lymphoma. Haematologica-the Hematology Journal.
2010;95(11):1865-72. doi: 10.3324/haematol.2009.019745. PubMed PMID:
WO0S:000284438200012.

31. Hazan-Halevy I, Harris D, Liu Z, Liu J, Li P, Chen X, et al. STAT3 is constitutively
phosphorylated on serine 727 residues, binds DNA, and activates transcription in CLL cells. Blood.
2010;115(14):2852-63. Epub 2010/02/12. doi: 10.1182/blood-2009-10-230060. PubMed PMID:
20154216; PubMed Central PMCID: PMCPMC2918366.

32. Coppo P, Gouilleux-Gruart V, Huang Y, Bouhlal H, Bouamar H, Bouchet S, et al. STAT3
transcription factor is constitutively activated and is oncogenic in nasal-type NK/T-cell lymphoma.
Leukemia. 2009;23(9):1667-78. Epub 2009/05/07. doi: 10.1038/1eu.2009.91. PubMed PMID:
19421230; PubMed Central PMCID: PMCPMC2796333.

33.  Mauri C, Menon M. Human regulatory B cells in health and disease: therapeutic potential. J
Clin Invest. 2017;127(3):772-9. Epub 2017/03/01. doi: 10.1172/JCI85113. PubMed PMID:
28248202; PubMed Central PMCID: PMCPMC5330739.

34.  Balkwill F, Montfort A, Capasso M. B regulatory cells in cancer. Trends Immunol.
2013;34(4):169-73. Epub 2012/12/01. doi: 10.1016/5.1t.2012.10.007. PubMed PMID: 23206438.

35. Pang N, Zhang R, Li J, Zhang Z, Yuan H, Chen G, et al. Increased IL-10/IL-17 ratio is
aggravated along with the prognosis of patients with chronic lymphocytic leukemia. Int
Immunopharmacol. 2016;40:57-64. Epub 2016/08/29. doi: 10.1016/j.intimp.2016.07.008. PubMed
PMID: 27584054.

36. Shaim H, Estrov Z, Harris D, Hernandez Sanabria M, Liu Z, Ruvolo P, et al. The CXCR4-
STAT3-IL-10 Pathway Controls the Immunoregulatory Function of Chronic Lymphocytic Leukemia
and Is Modulated by Lenalidomide. Front Immunol. 2017;8:1773. Epub 2018/01/15. doi:
10.3389/fimmu.2017.01773. PubMed PMID:  29379494; PubMed Central PMCID:
PMCPMC5775272.

37. Kondo K, Shaim H, Thompson PA, Burger JA, Keating M, Estrov Z, et al. Ibrutinib
modulates the immunosuppressive CLL microenvironment through STAT3-mediated suppression of
regulatory B-cell function and inhibition of the PD-1/PD-L1 pathway. Leukemia. 2017. Epub
2017/10/03. doi: 10.1038/1eu.2017.304. PubMed PMID: 28972595.

38. Lee BR, Kwon BE, Hong EH, Shim A, Song JH, Kim HM, et al. Interleukin-10 attenuates
tumour growth by inhibiting interleukin-6/signal transducer and activator of transcription 3
signalling in myeloid-derived suppressor cells. Cancer Lett. 2016;381(1):156-64. Epub 2016/07/16.
doi: 10.1016/j.canlet.2016.07.012. PubMed PMID: 27431309.

39.  Garcia-Mufioz R, Galiacho VR, Llorente L. Immunological aspects in chronic lymphocytic
leukemia (CLL) development. Ann Hematol. 2012;91(7):981-96. Epub 2012/04/12. doi:
10.1007/s00277-012-1460-z. PubMed PMID: 22526361; PubMed Central PMCID:
PMCPMC3368117.

40. Rozovski U, Harris DM, Li P, Liu Z, Jain P, Veletic I, et al. Constitutive Phosphorylation of
STAT3 by the CK2-BLNK-CD5 Complex. Mol Cancer Res. 2017;15(5):610-8. Epub 2017/01/27.

146



doi: 10.1158/1541-7786.MCR-16-0291. PubMed PMID: 28130399; PubMed Central PMCID:
PMCPMC5415425.

41. Rozovski U, Harris DM, Li P, Liu Z, Jain P, Veletic I, et al. Activation of the B-cell receptor
successively activates NF-kB and STAT3 in chronic lymphocytic leukemia cells. Int J Cancer.
2017;141(10):2076-81. Epub 2017/08/04. doi: 10.1002/ijc.30892. PubMed PMID: 28722170;
PubMed Central PMCID: PMCPMC5749978.

42.  Braun DA, Fribourg M, Sealfon SC. Cytokine response is determined by duration of receptor
and signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3) activation. J Biol Chem.
2013;288(5):2986-93. Epub 2012/11/19. doi: 10.1074/jbc.M112.386573. PubMed PMID: 23166328;
PubMed Central PMCID: PMCPMC3561523.

43, Deglesne PA, Chevallier N, Letestu R, Baran-Marszak F, Beitar T, Salanoubat C, et al.
Survival response to B-cell receptor ligation is restricted to progressive chronic lymphocytic
leukemia cells irrespective of Zap70 expression. Cancer Res. 2006;66(14):7158-66. doi:
10.1158/0008-5472.CAN-06-0085. PubMed PMID: 16849562.

147



811

| @inbi4

+0L-TI

+9'-"

% of positive cells within

CD19" CD5" B cells

- - N
o (3] (=}
1 [ 1

=GC

=0€

% of IL-6* within CD19* B cells

- - N
(=] (3, (=} [3,] (=}
[ [1 1 1
[ ]
[ ]
[
c:F)-.. [ [ [
[ ]
[
[ J

112
-l'.l_l
mgn

*¥

Intracellular IL-6 levels

MFi
N B (2] (<]
o o o (=]
(=] (=] (=] (=] (=]
[ [ [ []
°
°
- |e °
° °
Oe o ® d
° °
°
°
*
*
n
(@)
r
U -

% of IL-10* within CD19* B cells

OH

110

110

Y I o
o o o
[1 1 [
°
°
P
d °
°
*
*
*
n -
m
E = EE =
u
=
n

Intracellular IL-10 levels

MFI
N 'S o o
S S S S
[1 [1 [ [
°
e
'F.. e%e
°
I;. - =l T " m

*¥¥



671

Z 2inb14

doL-1l

d9-11

91l 0Ll

0d)

Receptors expression ratio
between CLL and HC

-
(=] N L= [=2] © ?

[l [] [] 1
| |
| | | |
- 1 =] ] *
d > > 1
»} > > 1
% of Metabolic Activiy
—
N B N 00 O N
(=] [=] (=] o O O o
1 [ L P | 1 1 []
*
. *
1 G{" - 3
>
»
L L& | 4
»:
(3.4
- <4< <« <
: <

*x

=)

Receptors expression ratio

between IL10+and IL10- cells
o o = = N N
(=] [3,] o (3,1 (=] a
1 [ 1 [ 1
'I_ >> > *
3- > > | 4 | 4 :
| 4 | 2
Py
— | £
T > >l > X
% : | 2 *

Receptors expression ratio
between IL10+ and IL10- cells

o o = b N N
o [3,] (=] [3,] (=] (3,
1 [ 1 [ 1
.
ol LodUE ..
S . o o *
* e
~ >4 *
«Q | % *
= ED@DDD b
(@) (J
o ° : :
S o oa *
o (]




UPN 40 44 43 41 42 Hg3 U208 UPN 40 44 43 41 42 Hg3 U208
0s7275TAT: | #* M v ee &8 - PY705STAT3 -
STAT3 |9 "% == " . — STAT3 | ™ i we - —

B-tubulin

—— o — ; B_tubulin

B-Tubulin F----- ‘--||-- bl S ———

B
Stimulation:
pS727STAT3
UPN17 STAT3
C Stimulation:
pY705STAT3
UPN17 STAT3

B-Tubulin

J

IL-10 IL-6
- 5min 15min30min 1h  2h  4h 12h 24h - 5min 15min30min 1h 2h 4h 12h 24h
—----——--“" o~ o o ——

e L

B IL-10
o
© = L6
< 20+
@
8
£ 15+ o
° iy *
- i
=
= 104
[
o
= 54
<
1%
N~
S o
%_ - 5min 15min 30min 1H 2H 4H 12H 24H
IL-10 IL-6
- 5min 15min 30min 1th  2h 4h 12h 24h - 5min 15min 30min 1h 2h  4h 12h 24h
L e I . . -~ G i Bm e o

?-m

e e . e B e

i

< 250

%) ubad

£ 200 . -
9 [ -
Q 1501

2

K]

2 100

E

< 504

)

w0

2

=~ - 5min 15min 30min

Figure

Il IL-10
L6

— *

ns ns

1H 2H 4H

12H 24H

3

150



IL-6

ns
IL-10

r—rr1rl | T T 1
oooooOWn T M N «~ ©
BION+—

abueyd pjo4 aAlje|ay

uoissaidxa yNYw 9-7)

CpG

IL-6

ns
IL-10

711 | T T T T 1
oWVOoOWw L ¥ M N v« O
ntITm

abueyd pjo4 aAlje|ay
uoissaidxa YNYW oL-1I

CpG

IL-6

*

IL-10

| O S . |
© ® © <* o o

* aBueyd pjod annedy
uoissaidxs yNYW Lquijpky

IL-6

ns
IL-10

r T T
© © <

abueyd pjod aAne|y
uoissaidxa YNYW z|og

IL-6

*k

IL-10

r T T T 1
-] © < N o

abueyd pjo4 anne|dy
uoissaidxa YNYW Ix-199

Figure 4

151



IL-10: - - _ + + .
Antibody: - Control a-IL10R -  Control a-IL10R
pS727STAT3 ’ e
STAT3 . — e
Actin | s o s o a—_—
UPN12
IL-10: - - - + ¥ +
Antibody: - Control a-IL10R -  Control a-IL10R
pY705STAT3 = -
R
STAT3 |"F R s oy o W
Actin — D ——— ———
15- ™
> x ns
2
©
<
L
o
Q
8
[0)
=
Y
o
ES
IL-10: + + +
Antibody: - Control Anti-IL10R
Figure 5

5 ns

ns

4

3=

2=

pS727STAT3
relative to total STAT3

1=

0
IL-10: ! :

Antibody: -

+

- - + +
Control Anti-IL10R Control Anti-IL10R

pY705STAT3
relative to total STAT3

IL-10: -
Antibody: -

+

Control Anti-IL10R -

+ +
Control Anti-IL10R

10+

ns

% of Metabolic Activity

54 L

IL-10; ’ T T
Antibody: - Control Anti-IL10R

152



HC

CLL

IL10

‘05"
4 o N
s ® isotype
250k F ] i §
Rl | >4
Live cells o
3 823 %0’
e 200K 7]
4
g
< 150k & )
A Y « 150K 7] 3
2 o & D19+ cells
=2 = & o3 990 L L il T T
100k
] v!ﬂa o 103 10‘ 105
3 o q PECY7-CD18
_— 50K 7]
33
¥ ¥ 9 T ™ A T T o T ™
0 80K 100k 180K 200K 250K - o o ° a0°
BN V500-Lifsldead PECYT-CD18
IL10+ cells
5
o)
22
o
3
10
3 3 4 s
a0 0 10 10 o
PECY7-CD19
Isotype IL-10 Isotype IL-6
1 1
1‘ W 1 w’ ? o 1
i |
Isotype - . .
VP w1 10 cody . 1
09 Isotype
{ e o } 3
] s £ | 33 ]
1 ] t
$ w9 [ oy
HC
o
R . 4
1 4 w0’ et
- Ty g sibauc Ty w -
L —~ T vy » > 4 s > » . s
v ¢ ' 'Y w 0 o 0 " " ® " w
. b PECHT O FECYT-CD18
{ 1
s )
w g " 1 ¥ .
{
Isotype w' LI0 cabe w' '
i o na Isotype Lo ol
| b CLL é | 2,27 s P
! & : 1 s .
L %) o > $
1 W 9 £ ] . 1
F i
.
q 3
3
eomal Y g e 1
' . " T ol w Shdee § M 4 — v . haal "'S
» » 4
w 0 0 w' w w » w o v o' w' " .
PEGHT COM PE PECYT LD

Supplementary Figure 1

153



IL-10 IL-6
A - 5 10 40 80 120 ng/ml - 5 10 40 80 120 ng/ml

: JE—— - - PR——
pS727STAT3 | - -— | - ——
UPN17 STAT3 | s Wi - — |—‘—'"""‘“‘——

I

. — ———— -
B_tubulin [Me—————— [ d " rm e 9
pS727STAT3
™M
2 - L6
£ 101
% -e- |L-10
g &
L
o 64 ns
=
'E; ns
[
™
= R, Sstwiniaite. Sttt
l<—( C ,f::: """""""""""""" ? ““““ % "“""_":g
w |
N~
(,:I c L] L] L] L] L] L]
cg_ Ong/mL  5ng/mL 10ng/mL 40 ng/mL 80 ng/mL 120 ng/mL
IL-10 IL-6
- 5 10 40 80 120 ng/ml - 5 10 40 80 120  ng/ml
L —e— — e e — —
pY705STAT3 -
UPN17
STAT3 S GE— — — T —— - — —
Bftubulinl .-—--—' WD & e e e .
o pY705STAT3 = L6
-o- |L-10
£ 1000+
v *kk
©
5 800+
Q *
o 600+ P
=
S w00 :
o) s S -
'<_( 200+ - E
(D L —_—
T} S A——— - -
,C\> 0=— T T T T
>c-)_ Ong/mL  5ng/mL 10ng/mL 40ng/mL 80 ng/mL 120 ng/mL

Supplementary Figure 2

154



Numbers of CLL patients n=45
Age (years) 72.1£9.038
Sexe (Female/Male) 25/20

Binet Stage at experiment (number and %)

A

13/14 (92.85%)

B 1/14 (7.14%)
IGHV unmutated 11/33 (24.4%)
ZAP70 positivity 7/20 (35%)

CD38 positivity 9/23 (39.13%)

MTS (R vs NR number and %)

17 vs 28 (37.77% vs 62.22%)

Supplementary Table 1. Summary of Patients’ biological and clinical parameters.
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Gene Primer Forward Primer Reverse
1L-10 5'-CCAAGCCTTGTCTGAGATGA-3' 5'-TGAGGGTCTTCAGGTTCTCC-3'
1L-6 5'-GGTACATCCTCGACGGCATCT-3' 5'-GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC-3'
BcelxL 5S-TCCTTGTCTACGCTTTCCACG-3' 5'-GGTCGCATTGTGGCCTTT -3'
Bcel2 5'-GGGTATGAAGGACCTGTA-3' 5'-CATGCTGATGTCTCTGGAATC-3'
CyclinD1 5-ACCTGGATGCTGGAGGTCT-3' 5'-GCTCTTTTTCACGGGCTCCA-3'
B—Actin 5“TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3' | 5~AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3'

Supplementary Table 2. Primer sequences used for quantitative RT-PCR experime
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Résultats

lll. Une signature cytokinique comparée a celle de cellules de SSc

L’étude des productions de cytokines par les lymphocytes B de LLC menée au cours de
cette thése, s’inscrit dans le cadre d’une étude comparative des profils cytokiniques de
cellules de différentes pathologies chroniques.

Alors qu’une importante production d’IL-10 est retrouvée dans les cancers comme la LLC,
un déséquilibre en faveur de I'lL-6 est retrouvé dans de nombreuses pathologies
inflammatoires.

Durant cette these, j'ai participé a I'étude de la production de cytokines des lymphocytes B
de patients atteints de Sclérodermie systémique (SSc) avec I'équipe du Pr. Luc Mouthon
(Article 3).

Dans ce modéle, nous avons mis en évidence par cytométrie en flux, une augmentation de
la fréquence de cellules B productrices d’IL-6 alors que la proportion de cellules
productrices d’IL-10 est similaire a celle retrouvée chez les donneurs sains (HC) (Figure ).
Ainsi dans cette pathologie les lymphocytes B présentent une production de cytokine en
faveur d’une réponse inflammatoire avec une sous-population IL-6* maijoritaire. Cette
cytokine produite de maniére importante par les lymphocytes B participe a I'activation des
fibroblastes et joue un réle clé dans la physiopathologie de la SSc. Dans cette pathologie
chronique, cette importante production de cytokines telles que I'lL-6 et le TGFB1, contribue
a la non résolution des processus d’inflammation caractéristiques de la SSc.

A Tinverse, dans la LLC, les cellules présentent une signature cytokinique en faveur de
limmunorégulation avec un effondrement de la fréquence des cellules IL-6" alors que la

proportion de cellules productrices d’IL-10 est augmentée (Article 1). Dans cette autre

pathologie chronique, les facteurs immunosuppresseurs comme ['IL-10 contribuent a

l'inhibition des processus immunitaires anti-tumoral.
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Résultats
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Figure 31 : Signature cytokinique des cellules de SSc

Le pourcentage de cellules IL-10* ou IL-6* a été analysé suite a la détection d’IL-10 intracellulaire dans les cellules B
CD19" de 11 HC et 12 SSc ou suite au marquage de I'lL-6 dans les lymphocytes B de 18 HC et 32 SSc.

From Dumoitier N., Chaigne B*., Régent A*., Lofek S., Mhibik M., et al., Arthritis&Rheumatology. 2017

Selon le contexte pathologique, les lymphocytes B vont donc présenter une balance
cytokinique en faveur de 'immunosuppression ou de I'inflammation qui va jouer un réle clé

dans le développement et le maintien de ces différentes pathologies.
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Article 3

Scleroderma Peripheral B Lymphocytes Secrete Interleukin-6 and
Transforming Growth Factor f§ and Activate Fibroblasts.

Dumoitier, N., Chaigne, B., Régent, A., Lofek, S., Mhibik, M., Dorfmiiller, P., Terrier, B., London, J.,
Bérezné, A., Tamas, N., Varin-Blank, N. and Mouthon,
Arthritis & Rheumatology, 2017
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Scleroderma Peripheral B Lymphocytes Secrete Interleukin-6
and Transforming Growth Factor 3 and Activate Fibroblasts

Nicolas Dumoitier,’ Benjamin Chaigne,2 Alexis Régent,2 Sébastien Lofek,®> Maissa Mhibik,*
Peter Dorfmiiller,’ Benjamin Terrier,? Jonathan London,® Alice Bérezné,” Nicolas Tamas,’
Nadine Varin-Blank,® and Luc Mouthon’

Objective. To study the role of B lymphocytes in
systemic sclerosis (SSc).

Methods. Peripheral B cell subpopulations and
the production of interleukin-6 (IL-6) and transforming
growth factor B (TGFf) were analyzed using flow cytome-
try and multiplex assay. The fibroblast proliferation rate
upon incubation with supernatants from B cells isolated
from SSc patients or healthy controls was assessed using
XTT, bromodeoxyuridine, and Ki-67. Collagen production
was assessed using a collagen assay.

Results. Ninety untreated patients (12 males) fulfill-
ing the American College of Rheumatology/European
League Against Rheumatism criteria for SSc (23 with dif-
fuse cutaneous SSc [dcSSc] and 67 with limited cutaneous
SSc [1cSSc]) and 30 healthy controls were recruited.
Increased proportions of B cells expressing CD69 and CD95

Mr. Dumoitier’s work was supported by the Centre of Excel-
lence, LabEx Inflamex, Université Paris-Diderot, Paris, France (ANR-
11-IDEX-0005-02).
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were identified among the patients with SSc. B lymphocytes
from dcSSc patients versus lcSSc patients and healthy con-
trols expressed increased proportion of cells positive for
CD5 (mean = SD 24.12 % 7.93% versus 14.09 + 6.58% [P =
0.03] and 14.21 % 5.34% [P = 0.01]), CD86 (39.89 = 22.11%
versus 17.72 =13.98% [P =0.0007] and 11.68 * 11.09%
[P<0.001]), IL-6 receptor (IL-6R; 33.64 = 23.12% versus
1791 +13.62% [P<0.0001] and 12.08 +8.68% [P =
0.0009]), or IL-21R (32.55 +20.19% versus 5.76 = 4.40%
[P<0.0001] and 5.93 +3.29% [P<0.0001]). In addition,
the levels of IL-6 (mean = SD 314.3 + 317.8 pg/ml versus
6.10 = 2.58 pg/ml; P =0.0007) and TGFB (mean = SD
1,020 = 569 pg/ml versus 163.8 + 98.69 pg/ml; P = 0.001)
secreted by B lymphocytes from patients with SSc were
increased compared to healthy controls. Fibroblast prolifer-
ation and collagen production were also significantly
increased in the presence of B cell supernatant from SSc
patients as compared to healthy controls.

Conclusion. The numbers of activated B cells
were increased in SSc patients, and the up-regulation of
CD5, CD86, IL-6R, and IL-21R discriminated between
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patients with dcSSc and those with 1cSSc. Peripheral B
lymphocytes from SSc patients secreted both IL-6 and
TGF, and they activated fibroblasts in vitro.

Systemic sclerosis (SSc) is a connective tissue dis-
ease characterized by fibroblast activation, increased extra-
cellular matrix synthesis, and vascular remodeling (1).
Activation of fibroblasts and endothelial cells, together
with increased oxidative stress, represent the hallmarks of
SSc pathogenesis. SSc is classified according to the extent
of skin involvement as either limited cutaneous SSc
(1cSSc), with skin lesions essentially limited to the hands
and face, or diffuse cutaneous SSc (dcSSc), with skin
lesions occurring proximal to the elbows and knees and
with frequent visceral involvement. Although auto-
antibodies have been detected in the serum of patients
with SSc and are helpful in the diagnosis and evaluation of
the prognosis, the role of B lymphocytes in the pathogene-
sis of SSc is still poorly defined (2,3).

Circulating B lymphocytes from SSc patients differ
from those from healthy controls by the presence of
increased proportions of naive B cells and decreased num-
bers of memory B cells and plasma cells (4). In addition,
signaling alterations, including overexpression of both
CD19 and CD21, two activating coreceptors of the B cell
antigen receptor, have been detected both in the TSK-1
mouse model of SSc and in naive and memory B lympho-
cytes from patients with SSc. Moreover, the activation
receptors CD80, CD86, and CD95 are up-regulated in
memory B cells from SSc patients, suggesting their partici-
pation in the pathogenic process (4).

High levels of BAFF have been measured in the
serum of SSc patients, as well as overexpression of BAFF
receptor at the surface of peripheral B cells from the same
patients (5). BAFF acting through the NF-«B pathway
promotes B cell survival and participates in autoreactive B
cell differentiation (6). B cell infiltrates have also been
detected in the dermis of SSc patients (7,8), and serum lev-
els of interleukin-6 (IL-6) have been shown to be increased
and to correlate with the extent of skin fibrosis both in
humans with SSc and in the TSK-1 mouse model (9,10).
IL-6 stimulates collagen secretion by fibroblasts and might
therefore be an intermediate for fibroblast activation (11).

Recent studies in which a chimeric anti-CD20
monoclonal antibody was used to deplete B cells, showed
that this treatment allowed for the improvement of skin
fibrosis and prevented the loss of pulmonary function in
patients with SSc (12). In a prospective randomized trial in
which the IL-6 receptor (IL-6R) was targeted with
tocilizumab, there was a promising effect of this treatment
on skin involvement (13,14).

In the present study, we found abnormal phenotype
patterns of peripheral B lymphocytes in patients with SSc,
notably between those with 1cSSc and those with deSSc. We
also identified increased cytokine production leading to
fibroblast activation.

PATIENTS AND METHODS

Patients. Peripheral blood was obtained from 90
patients with SSc who fulfilled the American College of Rheuma-
tism (ACR)/European League Against Rheumatism (EULAR)
criteria for the diagnosis of SSc (15) and whose cases were fol-
lowed at Cochin Hospital in the Department of Internal Medi-
cine. The clinical characteristics of the study patients are available
upon request from the corresponding author. Skin thickening in
areas solely distal to the elbows and knees, with or without facial
involvement, was defined as 1cSSc. Skin thickening proximal as
well as distal to the elbows and knees, with or without facial or
truncal involvement, was defined as dcSSc (16). Patients evaluated
during the first 12 months after the first non-Raynaud’s phenom-
enon symptom of SSc were defined as having early SSc. Peripheral
blood was obtained from 30 healthy blood donors (controls)
whose samples were included at the Etablissement Francais du
Sang (St. Antoine Hospital, Paris, France).

All patients and healthy controls gave written informed
consent. Sera and peripheral blood mononuclear cells were col-
lected with the approval of the ethics committee of the Groupe
Hospitalier Pitié-Salpétriere. The study conforms to the princi-
ples outlined in the Declaration of Helsinki. The work was per-
formed within the Département Hospitalo-Universitaire,
Autoimmune and Hormonal Diseases.

Fibroblast culture and functional studies. Biopsies
of involved skin of 4 patients with SSc were performed. Normal
human dermal fibroblasts were cultured from skin biopsy samples
obtained from 4 healthy controls. Biopsy specimens were cut into
small pieces and seeded into petri dishes and then into 175-cm?
plastic flasks. Patients and healthy control fibroblasts were grown
at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco)
with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS; Eurobio) in an
atmosphere containing in 5% COs,.

At the third passage, fibroblasts from healthy controls or
SSc patients were plated in 96-well plates at a concentration of 5
X 10* cells/ml. After 24 hours, fibroblasts were synchronized by
replacing the FCS-supplemented DMEM with DMEM without
FCS. After 24 hours of synchronization, media were replaced
with FCS-supplemented DMEM with or without 8 representa-
tive supernatants of B lymphocytes obtained from 4 healthy con-
trols or 4 patients with deSSc (performed in triplicate). After 3
days of culture, the viability of fibroblasts was measured using a
Colorimetric Cell Viability Kit IIT (XTT) from (PromoKine),
proliferation was quantified using a bromodeoxyuridine cell pro-
liferation enzyme-linked immunosorbent assay (Roche), and
indirect immunofluorescence of Ki-67 was evaluated using anti—
Ki-67 antibody (Abcam) and fluorescein isothiocyanate—coupled
anti-rabbit secondary antibody (Jackson ImmunoResearch). Col-
lagen content was quantified after 5 days of culture using a Sircol
assay kit (Biocolor) according to the manufacturer’s protocol.

Real-time polymerase chain reaction (PCR) was per-
formed using 2.5 X 10* fibroblasts cultured in a 24-well plate at
the same concentration as described above. RNA was extracted
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Figure 1. Maturation status of B lymphocyte populations derived from healthy controls (HC) and patients with systemic sclerosis (SSc). B lym-
phocyte subsets were analyzed in 21 healthy controls (HC) and 34 patients with SSc, including 9 with diffuse cutaneous (dcSSc) and 25 with lim-
ited cutaneous (lcSSc) disease. The percentages of the following B lymphocyte subpopulations were quantified: memory/plasmablasts (IgD-
CD19+CD27+ cells), naive B lymphocytes (IgD+CD19+CD27- cells), plasmablasts (CD19+CD38"€"CD27++ cells), effector memory B cells
(IgD-CD19+CD27- cells), Breg cells (CD19+CD24"¢"CD38"2" cells), and marginal-zone B cells (IgD+CD19+CD27+ cells). Each symbol rep-
resents an individual subject; horizontal lines with bars show the mean = SD. * = P <0.05, by Mann-Whitney U test.

using an RNeasy Mini kit (Qiagen) according to the manufactur-
er’s protocol and then quantified using NanoVue (GE Health-
care Life Science). Four hundred nanograms of total RNA was
retrotranscripted in complementary DNA (cDNA) using an
iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad) and following the manufac-
turer’s protocol. Expression of mRNA for a-smooth muscle actin
(a-SMA), type I collagen, Snail, and vimentin was quantified in
comparison to B,-microglobulin as the housekeeping gene. Real-
time PCR was performed using a Power SYBR Green quantita-
tive PCR (qPCR) kit on a StepOnePlus Real-Time PCR system
(Applied Biosystems). Primers were obtained from Eurogentec
(list of primers available upon request from the corresponding
author).

Immunohistochemical study. Immunohistochemistry
was performed on paraffin-embedded lung samples: 4-um sec-
tions were dewaxed and rehydrated progressively. EDTA buffer
(pH 9.0) or citrate buffer (pH 6.0) was used for antigen retrieval;
endogenous peroxidase was quenched with hydrogen peroxide.
Sections were blocked with 5% bovine serum albumin and incu-
bated for 32 minutes with polyclonal antibody against CD20 (ref-
erence BSB5195; Bio SB) or CD69 (reference ab202909;
Abcam), as recommended by the manufacturer. After incubation
with a biotinylated secondary antibody, detection was performed
with horseradish peroxidase—streptavidin and diaminobenzidine
solution.

Statistical analysis. All analyses were carried out using
GraphPad Prism 6 software, with 4 levels of statistical

significance: P < 0.05, P <0.01, P <0.001, and P < 0.0001. Non-
parametric tests, including the Mann-Whitney U test, were used
for 2-group independent comparisons. Correlations of protein
expression were performed using Spearman’s correlation coeffi-
cient. Comparisons between fibroblast responses to B lympho-
cyte stimulation were analyzed using paired #-tests.

RESULTS

Differential peripheral B lymphocyte maturation
in patients with SSc. The overall number of B cells and
T cells was similar between healthy controls and SSc
patients, despite a larger dispersal of T cells, which was
mainly observed in patients with 1cSSc (data available
upon request from the corresponding author). Similarly, B
lymphocyte subpopulation counts, including naive cells,
effector memory cells, Breg cells, and plasmablasts, were
equivalent among the healthy control, total SSc, dcSSc,
and 1cSSc patient groups (Figure 1). In contrast, the pro-
portion of IgD-CD27+ memory B lymphocytes was sig-
nificantly decreased in patients with SSc as compared to
healthy controls (P = 0.04) (Figure 1), with a similar distri-
bution between SSc subsets. An additional differential
proportion of marginal zone B cells was found between
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Figure 2. Activation markers of peripheral B lymphocytes from healthy controls (HC) and patients with systemic sclerosis (SSc). B lymphocyte activation
markers were analyzed in 21 healthy controls and 43 patients with SSc, 11 with diffuse cutaneous (dcSSc) and 32 with limited cutaneous (IcSSc) disease. A, Per-
centages of CD95+, CD69+, CD86+, and CD5+ cells in total CD19+ B lymphocytes. B, Percentages of CD69+CD95+ double-positive cells in total
CD19+ B lymphocytes. C, Correlation between CD69 and CD95 expression on peripheral CD19+ B lymphocytes from patients with decSSc (broken line) and
patients with 1cSSc (solid line), as determined by Spearman’s correlation coefficient. D, Percentages of CD95+ and CD69+ B cells in patients with early-onset
SSc (<1 year after the first non—Raynaud’s phenomenon symptom of SSc) versus those without early-onset SSc, by SSc subtype (CD95+ and CD69+ cells),
as well as percentages of CD69+CD95+ double-positive B cells in patients with or without early SSc versus healthy controls. Each symbol represents an indi-
vidual subject; horizontal lines with bars show the mean * SD. * = P < 0.05; #* = P < (.01; ##** = P <0.001; ###* = P < (.0001, by Mann-Whitney U test.

the dcSSc and 1cSSc subgroups, but not between the total
SSc group versus healthy controls. Specific analysis of
mature B (Bm) cells showed the IgD-CD38+ early Bm5
subpopulation as a predominantly decreased memory B cell
subset, irrespective of SSc subset origin (P = 0.001) (data
available upon request from the corresponding author).
Activated peripheral B lymphocytes from SSc
patients. Patients with SSc exhibited increased propor-
tions of B lymphocytes expressing activation markers

CD95 (P =0.0004), CD69 (P=0.002), and CD86 (P=
0.001) as compared to healthy controls (Figure 2A). Simi-
lar results were obtained when the mean fluorescence
intensity was quantified (data available upon request from
the corresponding author). We also identified a B cell sub-
population expressing both CD69 and CD95 in SSc
patients that was absent in healthy controls (P = 0.0002)
(Figure 2B). Interestingly, subpopulations expressing
CD69 were correlated with those expressing CD95 in SSc
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Figure 3. Receptor expression at the membrane of peripheral CD19+ B lymphocytes from healthy controls (HC) and patients with systemic sclero-
sis (SSc). A and B, Percentages of CD22+ (inhibitory), CD32+, and CD72+ receptors (A), as well as interleukin-6 receptor (IL-6R)-positive and
IL-21R+ receptors (B) at the surface of CD19+ B lymphocytes from 20 healthy controls and 43 patients with SSc, including 11 with diffuse cutane-
ous (dcSSc) and 32 with limited cutaneous (IcSSc) disease. Typical dot plots of IL-6R and IL-21R expression are shown. Each symbol represents an
individual subject; horizontal lines with bars show the mean = SD. * = P <(.05; ##* = P <0.001; ###* = P <(0.0001, by Mann-Whitney U test.

patients, both in those with dcSSc and those with 1cSSc
(r=0.76, P <0.0001) (Figure 2C).

The percentages of CD95+ B cells were higher in
patients with early 1cSSc as compared to patients without
early 1cSSc (P = 0.0027) (Figure 2D). In contrast, the pro-
portion of peripheral CD69+ B lymphocytes was higher in
patients with early dcSSc as compared to those without
early dcSSc (P = 0.048). Furthermore, when we analyzed
these 2 activation markers in combination, the percentage
of CD69+CD95+ B cells was higher in early SSc patients
than in those without early SSc (P < 0.0001). No associa-
tions between other activation markers were found for the
SSc patients and the healthy controls.

The proportions of cells expressing CD86 differed
significantly between dcSSc and 1cSSc patients (P =
0.0007) as well as for cells expressing CD5 (P = 0.03) (Fig-
ure 2A). CD86 and CD5 B cell subsets were not associated
with autoantibody status (data not shown). Since these 2
receptors play a critical role in the B lymphocyte/T lym-
phocyte synapse, we investigated potential correlations
between the proportions of CD5+ and CD86+ B lympho-
cytes and the proportions of Thl (CD3+CD4+IFNy+),
Th2 (CD3+CD4+IL-4+), Th9 (CD3+CD4+IL-9+),
and Th17 (CD3+CD4+IL-17A+) cells (data available
upon request from the corresponding author). No correla-
tion of the percentage of CD5+ or CD86+ cells with these
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T cell subsets was found, except for a correlation between
CD86 and the percentage of Th2 cells. Similar results were
obtained when patients with dcSSc and 1cSSc were ana-
lyzed separately.

In contrast, the proportions of cells expressing the
inhibitory receptors CD22, CD32, and CD72 did not differ
significantly between healthy controls and SSc patients,
except for the comparison of CD32+ cells between dcSSc
and 1cSSc subsets (P = 0.02) (Figure 3A). Regarding mem-
brane expression, B lymphocytes from SSc patients showed
increased levels of the constitutively expressed activating
coreceptor CD20 as compared to those from healthy con-
trols (P =0.001), whereas no significant variation was
found for the expression of the inhibitory receptors CD22,
CD32, or CD72 or of HLA-DR (data available upon
request from the corresponding author). Concerning the
crosstalk of B cells with the microenvironment, a slight
decrease in BAFF receptor (BR3)-expressing cells was
detected in SSc patients as compared to healthy controls
(P = 0.04); however, this difference was not significant at
the cellular level (data available upon request from the
corresponding author). It is noteworthy that a remarkable
increase in the populations expressing either IL-6R
(P=0.01) or IL-21R (P=0.02) was observed in SSc
patients versus controls, with major differences for IL-21R
expression between dcSSc and 1cSSc patients (P < 0.0001)
regarding both subpopulation percentages (Figure 3B)
and mean fluorescence intensity (data available upon
request from the corresponding author).

In order to identify clinical manifestations of SSc
that could be associated with B cell subsets, expression of
activation markers and receptors were evaluated in the
presence or absence of pulmonary arterial hypertension
(PAH), interstitial lung disease (ILD), arthralgia (joint),
and digital ulcers (data available upon request from the
corresponding author). There was an increased proportion
of B cells expressing CD86, which showed a slight associa-
tion with PAH and digital ulcers in patients with SSc, while
an increased subpopulation of CD95+ B cells was associ-
ated with arthralgias. More interestingly, patients with
either arthralgias or PAH with or without ILD had
increased proportions of B cells expressing the IL-6R. For
these 2 late manifestations of SSc, similar proportions of B
lymphocytes expressing IL-6R were observed, which
allowed us to discriminate between patients with PAH and/
or ILD and those without documented pulmonary involve-
ment, who had a lower proportion of peripheral IL-6R+ B
cells (data available upon request from the corresponding
author).

Opverall, we found no significant difference in B cell
phenotypes based on autoantibody specificity (data not
shown).

Detection of B lymphocytes in the lungs of patients
with SSc-associated PAH. We performed immunostaining
in lung samples from 3 patients with SSc-associated PAH
and 3 healthy controls (normal lung tissue from patients
with non-small cell lung carcinoma). In patients with SSc, a
number of lymphoid follicles (mostly near bronchioles/
small airways) were observed, whereas only scattered B
lymphocytes were seen in the lung parenchyma of the con-
trol subjects, as assessed by anti-CD20 immunostaining. In
lymphocyte-rich areas, scattered CD69+ cells were
observed, whereas only faint staining of sparse cells was
seen in control subjects (data available upon request from
the corresponding author).

Consistency between phenotype characteristics
of peripheral B cells and higher production of IL-6
and TGFB in SSc patients. A major increase in IL-6—
producing cells was seen in SSc patients as compared to
healthy controls (P < 0.0001) (Figure 4A). This difference
was also found for both IgD+IL-6+CD27- naive B cells
(1:2 ratio; P < 0.0001) and IgD-IL-6+CD27+ memory B
cells (1:1.8 ratio; P = 0.0003) but not for marginal-zone or
double-negative effector B cells (data not shown). We fur-
ther analyzed the intracellular staining of IL-6 in both T
lymphocytes (defined as CD27+CD19- cells) and mono-
cytes (using forward scatter/side scatter parameters in
CD19-CD27- cells) (data available upon request from the
corresponding author). No difference in the percentages
of IL-6+ T cells was observed in patients with SSc versus
healthy controls, whereas a decreased proportion of mono-
cytes expressed IL-6 in SSc patients as compared to
healthy controls (data available upon request from the
corresponding author). Thus, in patients with SSc, we
identified B cells as the main source of IL-6 as compared
to T lymphocytes and monocytes, which was not the case
in healthy controls (data available upon request from the
corresponding author).

We also investigated IL-10 and TGFp (Figures
4B and C) production by purified B lymphocytes after 3
days of culture with or without CpG stimulation. The
number of IL-10-producing B cells did not differ signifi-
cantly between the various samples under these condi-
tions, and their phenotype corresponded to CD19+
CD24"ehCD27+/-CD38"e" predominantly CD5— (data
available upon request from the corresponding author).
More interestingly, peripheral B cells isolated from
patients with SSc expressed increased proportion of
TGFB+CD19+ B lymphocytes as compared to healthy
controls, even in the absence of further stimulation of
Toll-like receptor 9 through incubation with CpG
(P =0.0002) (Figure 4C). TGFB-expressing B lympho-
cytes were CD19+CD5-CD24'°¥CD27+CD38"&" both
in healthy controls and in patients with SSc, and did not
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Figure 4. Intracellular cytokine staining of peripheral B lymphocytes from healthy controls (HC) and patients with systemic sclerosis (SSc). A, Intra-
cellular interleukin-6 (IL-6) was analyzed in 18 healthy controls and 32 patients with SSc, including 10 with diffuse cutaneous (dcSSc) and 22 with
limited cutaneous (IcSSc) disease. Percentages of IL-6+ cells were quantified in total B lymphocytes (CD19+), naive B cells (IgD+CD19+CD27-),
and memory B cells (IgD-CD19+CD27+). A typical dot plot of IL-6 expression is shown at the right. B and C, Intracellular IL-10 (B) and trans-
forming growth factor B (TGFp) (C) were analyzed in 11 healthy controls and 12 patients with SSc, including 4 with dcSSc and 8 with 1cSSc. Per-
centages of IL-10+ cells were quantified in unstimulated total B lymphocytes or in CpG-containing oligonucleotide—stimulated B cells. Typical dot
plots of IL-10 (B) and TGFp (C) staining are shown. Each symbol represents an individual subject; horizontal lines with bars show the mean = SD.
=P <0.05; #* = P<0.01; #xx =P <0.001; ##** = P<(0.0001, by Mann-Whitney U test. NS = not significant.

overlap with IL-10+ B lymphocytes (data available
upon request from the corresponding author).

Secretion of higher amounts of IL-6 and TGFf
and lower amounts of IL-10 by stimulated B cells from
SSc patients. We detected higher levels of IL-6 in the
serum of SSc patients as compared to healthy controls
(P =0.01) (Figure 5SA). No significant differences in the
levels of IL-10 or TGFB were found (Figure 5SA). Inter-
estingly, purified B cells obtained from SSc patients
and incubated for 3 days with CpG or for 4 hours with a
mix of phorbol myristate acetate (PMA)/ionomycin
secreted increased amounts of IL-6, whereas those
from healthy controls remained low (P =0.0007)

(Figure 5B). We also detected slightly increased con-
centrations of IL-10 in B cell supernatants from the SSc
patients as compared to the healthy controls after cell
stimulation with PMA/ionomycin (P =0.01) (Figure
5C). Unexpectedly, while CpG stimulation promoted a
weak increase in IL-10 secretion in SSc patients, a
strong increase was observed in healthy control cells
under these conditions. According to the increased pro-
portion of TGFB-producing cells, we noted increased
amounts of TGFB in the supernatants of CpG-
stimulated B cells from SSc patients as compared to
healthy controls (P =0.001) (Figure 5D), while PMA/
ionomycin treatment did not significantly affect the
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Figure 5. Cytokine concentrations in sera and supernatants of stimulated B cells from the peripheral blood of healthy controls (HC) and systemic
sclerosis (SSc) patients. A, Levels of interleukin-6 (IL-6), IL-10, and transforming growth factor g (TGFp) in sera from 10 healthy controls and 22 SSc
patients, 7 with diffuse cutaneous (dcSSc) and 15 with limited cutaneous (1cSSc) disease. B-D, Levels of IL-6 (B), IL-10 (C), and TGFB (D) in super-
natants of purified B cells after 4 hours of stimulation with either CpG (4 healthy controls and 12 SSc patients, 4 with dcSSc and 8 with 1¢SSc) or phor-
bol myristate acetate (PMA)/ionomycin (6 healthy controls and 11 SSc patients, 4 with dcSSc and 7 with 1cSSc). Each symbol represents an individual
subject; horizontal lines with bars show the mean = SD. * = P < 0.05; #** = P <(.001, by Mann-Whitney U test. E, Correlations between the modified
Rodnan skin thickness score (MRSS) and concentrations of IL-6 in purified PMA-stimulated B lymphocyte supernatants (left) and concentrations of
TGEFB in purified CpG-stimulated B lymphocyte supernatants (right) from 11 patients with SSc, as determined by Spearman’s correlation coefficient.

release as compared to unstimulated cells (data avail-
able upon request from the corresponding author).

We found a correlation between the modified
Rodnan skin thickness score and the concentration of
TGFp in culture supernatants from B cells stimulated
with CpG (r = 0.60, P = 0.04) (Figure 5E). A similar cor-
relation between the modified Rodnan skin thickness
score and the concentration of IL-6 in supernatants from
B cells stimulated for 4 hours with PMA/ionomycin
(r=0.71, P=0.01) was also noted, suggesting a potential
profibrotic role of B lymphocytes in SSc patients.

Increased proliferative and fibrotic phenotype
after in vitro stimulation of B lymphocytes derived from
the dermal fibroblasts of healthy controls and SSc
patients. Fibroblasts from healthy control subjects or
from the involved skin of SSc patients were cultured for 3
days in the presence of supernatants from B cells obtained
from healthy controls. We found no significant influence of
culture on the metabolic activity (Figure 6A) or the prolif-
eration rate of the fibroblasts, as assessed by immunofluo-
rescence using Ki-67 labeling (data available upon request
from the corresponding author). A random increase in
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Figure 6. Effect of purified B lymphocyte supernatants from healthy controls (HC) and patients with systemic sclerosis (SSc) on fibroblast pro-
liferation and collagen production. Fibroblasts from 4 healthy controls and 4 patients with SSc were cultured for 3 days in the presence of super-
natants from 3-day cultures of unstimulated (UNS) purified B lymphocytes, 3-day cultures of CpG-stimulated purified B lymphocytes, or 4-hour
cultures of phorbol myristate acetate (PMA)/ionomycin—stimulated purified B lymphocytes from 4 healthy controls and 4 patients with diffuse
SSc (nonautologous). A, Viability of fibroblasts was quantified using an XTT reduction assay kit, and the results were expressed as the percent-
age of XTT reduction in stimulated versus unstimulated fibroblasts. B, Proliferation of fibroblasts was quantified using a bromodeoxyuridine
(BrdU) incorporation assay. Results were expressed as the percentage of BrdU incorporation by stimulated versus unstimulated fibroblasts. C,
Collagen production by fibroblasts was quantified using a Sircol assay. Results were expressed as the percentage of collagen production by stimu-
lated versus unstimulated fibroblasts. All experiments were performed twice, and the results were similar. Values are the mean = SD.

# =P <0.05; ##+* =P <0.001, by paired ¢-test.

viability was observed in all fibroblasts cultured in the pres-
ence of supernatants of B cells isolated from SSc patients,
but the difference did not reach statistical significance (Fig-
ure 6A). Prior stimulation of B cells from healthy controls
or SSc patients did not provide any additional effect on via-
bility. However, supernatants from CpG- or PMA-
stimulated SSc B cells significantly enhanced to various
extents the proliferation of both healthy and SSc fibroblasts
(Figure 6B). Consistent with their increased proliferation
rate, fibroblasts from both healthy controls and SSc
patients showed poor production of collagen in the pres-
ence of PMA-stimulated B cell supernatants from SSc

patients as compared to those from healthy controls (Fig-
ure 6C). When supernatants of CpG-stimulated purified B
cells from healthy controls and SSc patients were used to
stimulate fibroblasts in culture, collagen production was
differentially increased in fibroblasts from both healthy
controls and SSc patients (Figure 6C).

The expression of mRNA for a-SMA, type I colla-
gen, Snail, and vimentin in stimulated fibroblasts from
healthy controls and SSc patients was analyzed by qPCR
and immunofluorescence. There was no consistent detec-
tion of a-SMA in fibroblasts from either healthy controls
or SSc patients with either technique (data not shown).
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However, when fibroblasts from each group were stimu-
lated with either CpG- or PMA/ionomycin-stimulated
purified B cell supernatants from SSc patients, we
observed increased expression of vimentin. Increased
expression of mRNA for the transcription factor Snail and
for type I collagen was also detected when fibroblasts from
either healthy controls or SSc patients were stimulated
with CpG-stimulated B cell supernatants from SSc
patients. These increases were abrogated when super-
natants were preincubated with anti-TGFB antibody (for
CpG supernatants) or anti-IL-6R antibody (for PMA
supernatants). Incubation with anti-TGFB antibody or
anti-IL-6R antibody induced a drastic decrease in fibro-
blast proliferation without any difference in cell viability,
thus reinforcing the potential pathophysiologic role of B
lymphocytes in SSc (data available upon request from the
corresponding author).

DISCUSSION

In the present work, we found evidence of an
increased peripheral B cell subpopulation in SSc patients
as compared to healthy controls that expresses both activa-
tion markers and cytokine receptors as well as high levels of
intracellular IL-6 and TGFB. We also established that
supernatants of B lymphocytes from SSc patients activate
both normal and scleroderma fibroblasts at higher levels
than do those from healthy controls.

In the SSc patients, we observed increased expres-
sion of CD86 and CD95 on B cells, together with a lower
proportion of peripheral memory B cells, which is consis-
tent with the results reported by Sato et al (4). This
decrease was found to be restricted to the early Bm5 mem-
ory peripheral B cell subpopulation, as previously noted in
the peripheral blood of patients with Sjogren’s syndrome
(17). Interestingly, we found increased expression of
CD69, IL-6R, and IL-21R on peripheral B lymphocytes
from SSc patients, and we further correlated the increased
proportions of CD69+ cells with a decreased proportion
of CD95+ B lymphocytes. We also showed a major differ-
ential proportion of CD5+, CD86+, IL-6R+, or IL-
21R+ B cells in the subgroups of patients with dcSSc and
1cSSc. Indeed, patients with dcSSc had a higher proportion
of these B cells as compared to both 1cSSc patients and
healthy controls. In contrast, both 1cSSc and dcSSc patients
showed increased proportions of CD69+ and CD95+ B
cells as compared to healthy controls.

We found several correlations between B lympho-
cyte activation and disease duration in SSc patients, with
higher expression of CD95 in the subgroup of patients with
early 1cSSc and an increased percentage of CD69+ cells in
patients with early dcSSc. In addition, we detected a

double-positive subpopulation of CD69+CD95+ periph-
eral B cells in patients with early SSc, suggesting a possible
link between B cell activation at an early stage of the disease
and disease severity.

Of note, IL-6R expression was strongly associated
with arthralgia, PAH, and/or ILD. There were similar pro-
portions of B lymphocytes expressing IL-6R in patients
with PAH and ILD. This finding allowed the discrimina-
tion of patients with versus those without lung involve-
ment, the latter group exhibiting lower proportions of
peripheral IL-6R+ B cells. In lung tissue from patients
with SSc-associated PAH, we observed important numbers
of B cells, with a number of lymphoid follicles, mostly in
the vicinity of bronchioles/small airways, whereas only
scattered B lymphocytes were seen in the lung parenchyma
of control subjects, which provides further evidence impli-
cating B cells in the lung involvement in SSc.

Taken together, our data support an activation pro-
file of B lymphocytes in SSc patients, probably due to B cell
receptor engagement via autoantigens, both for 1cSSc and
for deSSc (18,19). Our data also suggest differential activa-
tion between dcSSc and 1cSSc B lymphocytes, as was found
for patients with PAH and/or ILD versus those without
lung involvement. This differential activation could poten-
tially occur through cytokine modulation, as suggested in a
recent clinical study (20). We found no correlation between
B lymphocyte activation and autoantibody status, probably
because they represent additional markers of disease activity/
severity. Since B cells from dcSSc patients with PAH
and/or ILD are activated, these cells could be proposed
as biomarkers.

Our findings also provide novel evidence of the
production and secretion of cytokines. We identified both
naive and memory B lymphocytes derived from SSc
patients as major IL-6-secreting cells. However, a direct
correlation between IL-6 levels in culture supernatants
and IL-6R expression at the membrane of B lymphocytes
was not observed. This result does not support an auto-
crine activating loop in SSc B lymphocytes, similar to the
autostimulatory IL-6-driven B cell differentiation in
patients with systemic lupus erythematosus (21). The
mechanisms leading to B lymphocyte overactivation might
instead be due to the increased concentration of IL-6 in
the serum of SSc patients versus healthy controls, as previ-
ously reported by Needleman et al (22). Moreover, we
showed that IL-6 levels in supernatants of purified B cells
from SSc patients also correlate with the modified Rodnan
skin thickness score, suggesting a critical role of B lympho-
cytes in the induction of fibrosis. Monocytes have been
proposed as the unique immune cells producing IL-6 in
patients with SSc (23,24). We provide herein new evidence
of the characterization of IL-6—-producing B lymphocytes
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in patients with SSc. These B lymphocytes might represent
interesting treatment targets in these patients, since ele-
vated levels of IL-6 in SSc patient sera have been shown to
correlate with disease severity (9).

In contrast to the results of a previous study, we
found elevated TGF 3 production and release by peripheral
B lymphocytes from SSc patients as compared to healthy
controls, both under steady-state conditions and upon spe-
cific TLR stimulation (25). These high levels of TGFB in
supernatants of sorted B cells also correlated with the mod-
ified Rodnan skin thickness score, suggesting a role of B
cells in the development of fibrosis. Indeed, Hasegawa et al
(25) reported a lack of substantial increase in the release of
TGF by regulatory B cells, as well as activated T cells (26)
or monocytes (27) in SSc patients, consistent with a nonim-
mune production of TGFp in those patients. In the present
study, we identified a specific B lymphocyte subpopulation
that secretes high levels of TGF and exhibits a phenotype
similar to those recently described in patients with graft-
versus-host disease (28). The absence of IL-10 secretion by
SSc B lymphocytes might also contribute to the loss of
immunoregulation observed in SSc (29,30). Unfortunately,
because of the limited amount of biologic samples avail-
able, we were not able to perform coculture experiments
using B cells and T cells in order to evaluate these immuno-
modulatory roles or their potential interplay with T cells.

The pathogenic effects of the B lymphocytes in
SSc remain poorly understood (2). Recent reports have
addressed interesting therapeutic targeting, both in
mouse models and in open studies of limited popula-
tions of patients with SSc (31-34). Notably, Francois
and colleagues (35) reported a direct implication of nor-
mal B cells in increased proliferation and extracellular
matrix production by fibroblasts from healthy controls
and SSc patients. In the present study, we demonstrated
that supernatants of B lymphocytes purified from SSc
patients induce fibroblast activation even in absence of
direct cell-to-cell interaction or autoantibody secretion,
but more as a consequence of an increased secretion of
IL-6 and TGFB. We also found that supernatants of
purified B lymphocytes with the higher level of TGFf
(CpG supernatant) induced an increased expression of
vimentin and the transcription factor Snail, 2 proteins
that have been associated with the differentiation of
fibroblasts into myofibroblasts (36-38). Moreover, incu-
bation with either anti-TGFB or anti-IL-6R antibodies
induced a dramatic decrease in fibroblast proliferation
without any difference in viability, which suggests an
implication of these pathways in B cell/fibroblast cross-
talk in SSc.

These data further underscore a possible interplay
between B lymphocytes and fibroblasts through new
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secretory pathways that need to be further investigated in
the pathogenesis of SSc. Furthermore, the recent results
obtained with IL-6—targeted therapy in the mouse model of
bleomycin-induced scleroderma and in patients with SSc
highlight the prevalent role of this cytokine in the pathophys-
iology of SSc and reinforce interest in evaluating the IL-6
secretion capacity of peripheral B cells (22,34,39,40). Finally,
these data also support interest in investigating the effects of
IL-6-targeted therapy in patient with SSc, as the faSScinate
study has shown interesting results using a monoclonal anti—
IL-6R antibody (tocilizumab) (41). Our study, based on a
consistent number of phenotypically characterized SSc
patients who did not receive treatment with glucocorticoid
or immunosuppressive drugs, provides new insights into the
functional implication of B lymphocytes in SSc.

In conclusion, clinical studies have shown promis-
ing results for anti-CD20- and anti-IL-6R-based therapies
in patients with SSc (22,40,41). We observed an increased
activation of peripheral B cells in patients with dcSSc as
compared to those with 1cSSc. In vitro, B lymphocytes
from SSc patients secreted high amounts of IL-6 and
TGFp, which induced fibroblast proliferation, collagen
secretion, and differentiation into myofibroblasts in fibro-
blasts from both healthy individuals and SSc patients. Our
findings are the first to highlight differential B lymphocyte
subpopulations in the two different SSc subtypes.
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IV. FOXP3 impliqué dans la production d’IL-10 ?

Le réle de FOXP3 dans limmunorégulation a plus été étudié dans les lymphocytes T
régulateurs. Ce facteur joue un réle clé dans la différenciation et le maintien des Tregs (40).
Une sous-population de Tregs induits (iTregs) FOXP3* a été décrite comme pouvant
réguler les réponses inflammatoires et l'activité des lymphocytes T effecteurs via la
production de cytokines immunorégulatrices telles que I'lL-10 Groux (171). Dans un modéle
de cancer du sein, Hossain et al., ont démontré I'implication de FOXP3 dans la production
d‘IL-10 par les iTregs. Dans cette étude, FOXP3 est décrit comme pouvant interagir avec le
facteur de transcription STAT3 afin de former un complexe induisant la transcription de I'/L-
10. Si linteraction entre FOXP3 et STAT3 avait déja été décrite dans les Tregs (281),
Hossain et al., montrent pour la premiére fois, que FOXP3 peut agir comme co-facteur de

transcription et réguler avec STATS3, I'expression de I'lL-10 (222).

1. STAT3 dans les B de LLC

Dans les cellules B de LLC, STAT3 est activé de maniére constitutive par une
phosphorylation d’'un résidu sérine (Ser727) (207). Dans une étude plus récente, le BCR a
été montré comme pouvant induire I'activation de STAT3 dans les cellules de LLC. La
stimulation antigénique de ces cellules induit la phosphorylation de STAT3 sur le résidu
tyrosine (Y705) mais augmente aussi la phosphorylation déja présente de la sérine (196).
Des résultats que nous avons retrouvés en stimulant le BCR et le CD40 des cellules B de
patients (Figure 29). Nous avons démontré dans la premiére partie, une augmentation de
la capacité des cellules B de patients a produire de I'lL-10 et du TGFB1, en réponse a ces
stimulations (Article 1). L'implication de STAT3 dans la production d’IL-10 a déja été

montrée dans de nombreux modéles dont la LLC (150, 195, 199). Néanmoins I'implication

de FOXP3 comme co-facteur de trancription dans la production d’'IL-10 par les cellules B de
LLC n’a jamais été étudiée. Au regard de ces travaux et aprés avoir démontré I'existence
de nombreuses similitudes entre les cellules B de LLC et les lymphocytes T régulateurs, tel
que l'expression de FOXP3, nous avons étudié, dans ces cellules B de LLC, la possible
interaction entre STAT3 et FOXP3.
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Figure 29 : Activation de STAT3 dans les cellules B de LLC suite a I’activation

du BCR et du CD40

La phosphorylation de STAT3 sur la (A) Tyr705 et sur la (B) Ser727 est analysée par Western Blot (WB) au
cours d’'une stimulation cinétique (12h, 24h et 48h) avec de I'anti-IgM (20ug/mL) et du CD40 ligand (CD40L :
1ug/mL) de lymphocytes B purifiés a partir de sang périphérique de patients de LLC. Un extrait cellulaire de la
lignée U20S a été utilisé comme contrdle positif (Ctrl).

2. Un complexe FOXP3-STAT3 dans les lymphocytes B de LLC?

Mes expériences préliminaires de Co-immunoprécipitation suggeéerent l'existence d’un
complexe possible entre FOXP3 et STAT3 dans les cellules B purifiées de patients de LLC
comme cela a été démontré dans les lymphocytes T régulateurs (Figure 30). En effet, on
retrouve la protéine STAT3 dans le complexe immunoprécipité avec un anticorps anti-
FOXP3. La protéine présente est plus abondante que dans I'immunoprécipitation contréle

avec un anticorps de méme isotype.

IP

Input Foxp3 Stat3 migG rigG
I I
WB:  STAT3 | M i.i

Figure 30: Un potentiel complexe STAT3-FOXP3

Les protéines FOXP3 et STAT3 ont été immunoprécipitées (IP) par des anticorps de souris anti-FOXP3
(Abcam) et de lapin anti-STAT3 (Santa Cruz). L’expression de STAT3 est ensuite mise en évidence par
Western Blot (WB) avec des anticorps murins (Santa Cruz). Des anticorps isotypes de souris (mlIgG) et de
lapin (rlgG) ont été utilisés en controle.

L

Aprés avoir confirmé ces résultats, des études sur l'implication de ce complexe dans la

régulation de I'lL-10 pourront &tre menées.



«» Matériels & Méthodes :
Western Blot :

20 ug de protéines extraites de lymphocytes B purifiés a partir de sang périphérique de
patients atteints de LLC sont déposés sur un gel d’acrylamide (8%) selon le protocole décrit

dans I'Article 2. Les anticorps utilisés sont indiqués dans cet article.

Co-Immunoprécipitation :

500 ug de protéines extraites de lymphocytes de patients LLC selon le protocole décrit
dans ['Article 2 sont immunoprécipitées par les anticorps anti-STAT3 ou anti-FOXP3

(Tableau 4) liés a des billes magnétiques de protéine G (20 pg) (Millipore PureProteome™)

selon le protocole fourni par Millipore.

Les extraits protéiques totaux (25 pg) ainsi que les échantillons immunoprécipités sont
ensuite déposés sur un gel d’acrylamide (8%) et la protéine STAT3 est détectée par

western blot.

Anticorps Clone Fournisseur
Anti-STAT3 Monoclonal de souris IgG+ Santa Cruz
WB (F-2)
Anti-STAT3 Polyclonal de lapin
IP Santa Cruz
(C-20)
. Monoclonal de souris 1gGs
Anti? OXB3 (mAbcam 450) Abcam

Tableau 4: Anticorps utilisés dans les expériences de Co-Immunoprécipitation
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Conclusions et Discussion

Les lymphocytes B produisent de nombreux facteurs solubles dont des facteurs pro-
inflammatoires ou immunosuppresseurs afin de dialoguer avec le microenvironnement. La
balance fine de production entre ces deux types de facteurs, retrouvée a [Iétat
physiologique se trouve étre altérée dans de nombreuses pathologies. L’objectif de ma
thése a été d'étudier cette balance dans la LLC, sa relevance dans la pathologie et les

mecanismes moléculaires impliqués.

1. Une balance cytokinique en faveur de I'immunorégulation

Afin d’étudier cette balance, nous avons tout d’abord analysé la capacité des lymphocytes
B de LLC a produire ces différents facteurs. Les premiers résultats de I'équipe démontrent
une capacité importante des cellules tumorales de LLC a exprimer des facteurs tels que
lIL-10 et le TGFB1, décrits dans différentes populations lymphocytaires dotées de
propriétés immunorégulatrices. On observe une augmentation significative de la fréquence
des cellules B exprimant I'lL-10 dans la LLC, en comparaison a des cellules de donneurs
sains. Ces résultats corroborent les données de la littérature. Cette capacité des cellules B
de LLC, a produire I'lL-10 avait été analysée pour la premiére fois dans I'étude de DilLillo et
al., dans laquelle jusqu’a plus de 86% des cellules exprimaient la cytokine (102) et
présentaient des caractéristiques fonctionnelles de lymphocytes B régulateurs. D’autres
études ont également décrit des sous-populations de lymphocytes B régulateurs agissant
via la production de TGFB1 (78). Ce facteur est beaucoup plus étudié dans le contexte des
lymphocytes T régulateurs qui le produisent et a été impliqué dans la suppression ou
l'altération fonctionnelle des lymphocytes T cytotoxiques. Le TGFB1 pourrait ainsi étre
impliqué dans le défaut de toxicité des lymphocytes T CD8* décrit dans la LLC et participer
au défaut d’élimination de la population tumorale (76).

La capacité a produire des facteurs tels que I'lL-10 confére également aux cellules de LLC
une implication fonctionnelle dans la suppression de la réponse immunitaire anti-tumorale
qui joue un réle clé dans le maintien et la progression de la pathologie (69, 179). Celle-ci se
traduit notamment par I'induction de Tregs associée a l'altération de la prolifération et de la
fonction des lymphocytes T CD4* et T CD8*, observées chez certains patients et dans les

modeles animaux reproduisant la pathologie (102, 195).
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Ces effets, récemment démontrés par notre équipe dans des expériences de co-cultures, in
vitro, montrent une modification d’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNFa et 'IFNy par les lymphocytes T CD4* de LLC en co-culture avec les lymphocytes B
de LLC, ainsi qu’'une augmentation de la proportion de cellules T régulatrices FOXP3+.

De récentes études montrent que le traitement a l'ibrutinib (inhibiteur de BTK dans la voie
de signalisation du BCR) des patients entraine une diminution de ce caractére
immunosuppressif des cellules de LLC passant par une capacité a produire I'lL-10, réduite
ainsi que le recouvrement de certaines fonctions des lymphocytes T. Ces données
confirment le réle central de la cytokine dans 'immunosuppression constatée dans la LLC
(195). En plus des lymphocytes T, les cellules de LLC ont été décrites pour agir également
sur d’autres cellules du microenvironnement dont les monocytes et macrophages via la
encore la production de facteurs comme I'lL-10 (102, 178). Une interaction avec le
microenvironnement qui pourrait permettre aux cellules leucémiques d’avoir un avantage
de survie et de prolifération vis a vis des cellules non leucémiques. L'importance de ce
dialogue souléve la question de l'efficacité du développement de thérapies telles que des
CAR T cells avec un ciblage plus spécifique des lymphocytes B de LLC par les cellules T
autologues (124). Les données préliminaires sur l'effet de librutinib sur la capacité de
sécrétion des facteurs immunorégulateurs comme I'lL-10 par les cellules B de LLC et sur
limplication de ces facteurs sur l'altération fonctionnelle des lymphocytes T ouvrent de
nouvelles perspectives sur le ciblage thérapeutique et I'utilisation de traitements combinés
(195, 282).

En plus de ces similitudes fonctionnelles, les cellules B de LLC partagent aussi des
marqueurs phénotypiques avec les lymphocytes B régulateurs producteurs d’IL-10 (B10)
(102). Les phénotypes des lymphocytes B régulateurs restent cependant assez divers chez
'homme avec plusieurs sous-populations présentant des phénotypes différents. Ainsi,
nombres d’études définissent plutdt ces cellules en fonction des facteurs exprimés et de
leurs modes d’action (35). Certains B régulateurs producteurs d’IL-10 (B10) expriment le
CD5, un marqueur important exprimé par les cellules de LLC (52, 102). En comparant
'expression des marqueurs membranaires des lymphocytes B de LLC, tels le CD19, le
CD5 et le CD27 a celle de I'lL-10, nous avons démontré que les cellules IL-10* expriment

des niveaux plus importants de ces 3 marqueurs.
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Les travaux de I'équipe montrent plus précisément, une importante expression d’lIL-10 et de
TGFB1 par la sous-population CD19"e"CD5"s" présente en proportion importante chez les
patients montrant une progression de la maladie. Les populations IL-10" et TGFB1*
présentent ainsi, majoritairement un phénotype de cellules B mémoires CD5*CD19*CD27*
différent de celui des sous-populations de cellules B régulatrices décrites avec des
marqueurs tels que le CD25, CD24 ou le CD38. Ces différences de phénotypes entre les
cellules exprimant ou non P'IL-10 refletent I'existence d’une hétérogénéité intra-patients.
L’émergence de sous-clones au sein d'un méme patient pourrait étre corrélée a leur
capacité a produire des facteurs immunorégulateurs (Figure 31).

Si I'implication du CD5 dans la progression de la LLC n’est pas totalement comprise,
importance de ce marqueur dans la production de I'lL-10 a été décrite par plusieurs
équipes, (102, 150). Garaud et al., ont démontré que le CD5 induit la production d’IL-10
apres l'activation de STAT3 et NFAT2, deux facteurs importants pour la progression de la
pathologie. La diminution d’expression du CD5 conséquente a l'utilisation de siRNA est
associée a une diminution de la production d’IL-10. Dans une étude plus récente, la méme
équipe montre que cette induction se ferait via I'activation des MAPKs par des mécanismes
dépendants du calcium (200). Le CD5 permet donc l'activation de facteurs de transcription
impliqués dans la production de I'lL-10 mais pouvant aussi jouer un réle dans la survie et la
prolifération maligne. De la méme maniére que pour les lymphocytes B régulateurs, la
production d’IL-10 par les cellules de LLC peut étre induite par la stimulation de facteurs
tels que le CD40, le BCR, les TLRs, ou les BAFFR (131, 179, 198). Une étude récente
montre également I'implication du récepteur aux chimiokines, le CXRC4 dans l'induction de
I'lL-10 via l'activation de STAT3 (201).

En plus du CD5, nous avons démontré que la sous-population de cellules B IL-10" exprime

des niveaux plus importants de CD40 et d’IgM de surface.

La LLC est une pathologie hétérogéne et selon le statut mutationnel des IGHV, on
discrimine deux types de patients. Nos résultats, en accord avec la littérature montrent
également, une hétérogénéité dans la production d’IL-10 entre les différents patients.

Les résultats de notre équipe montrent une expression plus importante des facteurs
immunorégulateurs tels que I'lL-10 chez les patients ou les cellules présentent un IGHV

non muté qui est corrélé a un mauvais pronostic.
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Plusieurs études ont montré que des taux sériques plus importants d’IL-10 sont associés a
'expression du CD38 et de ZAP70, ainsi qu’a une diminution de la survie globale des
patients (162, 283). Une étude plus récente suggere en revanche, que les cellules de
patients présentant des IGHV mutés et un phénotype anergique auraient une capacité plus
importante a produire I'lL-10. Les méthodes de stimulation de ces cellules, employées sont
celles de l'activation des TLRs ne faisant pas intervenir le statut mutationnel. De plus
'analyse concerne uniquement la production d’IL-10 comme facteur immunorégulateur ce
qui peut représenter un biais d’étude dans les cellules de LLC qui expriment d’autres
facteurs immunorégulateurs mais aussi un niveau bas de cytokines pro-inflammatoires
(179) (178).

Nous avons analysé I'expression de facteurs pro-inflammatoires par ces cellules B de LLC.
Nos résultats montrent que 'augmentation de la fréquence des cellules B productrices d’IL-
10, dans la LLC est associée a une diminution de la proportion de cellules capables de
produire I'lL-6. Les travaux les plus récents de I'équipe ont aussi montré que si les cellules
de patients secréetent plus d’IL-10 et de TGFB1 que les cellules de donneurs sains ces
cellules de LLC secrétent des niveaux de TNFaq, IL8, IL4, IL1B, IFNy IL13, IL2, IL17 et IL-6
plus faibles que les cellules contréles. Des niveaux plus élevés de cytokines telles que I'lL-
6 ont tout de méme été retrouvés dans le sérum de patients atteins de LLC en comparaison

au sérum de donneurs sains et corrélés a un mauvais pronostic (134, 162, 226).
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Figure 31: Des Lymphocytes B de LLC aux propriétés régulatrices

Les cellules B de LLC expriment des marqueurs phénotypiques tels que le CD19, le CD5, le CD27 et le CD38
exprimés par des sous-populations de Bregs. Ces cellules sécrétent aussi des facteurs immunorégulateurs I'lL-
10 et le TGFB1 alors qu’elles sécrétent des niveaux faibles de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-6. Des
facteurs qui permettent a ces cellules de moduler la réponse lymphocytaire T.
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Plusieurs études suggerent que les niveaux importants trouvés dans le sérum proviennent
a la fois de la cellule de LLC elle-méme mais surtout des cellules du microenvironnement
tumoral telles que les cellules stromales (162, 284). Contrairement a I'lL-10, les cellules B
de LLC ne semblent donc pas étre la principale source d’lIL-6. Cette notion reste tout de
méme a revérifier car I'équipe de Buggins et al., suggére que les cellules de LLC puissent
secréter des niveaux assez importants d’IL-6 avec des concentrations en IL-6 supérieures
a 85ng/mL dans le surnageant de culture de cellules de patients, alors que, les
concentrations en IL-10 et TGFB31 sont inférieures a 0,5ng/mL (219).

Les niveaux d’IL6 décrits dans cette étude correspondent en fait a ceux trouvés par notre
équipe dans les cellules de donneurs sains. Nos résultats, montrent, de plus que les
productions cellulaires mesurées directement sur les cellules de LLC se traduisent a la fois
par une augmentation d’IL10 et une diminution d’IL6.

Nous pouvons donc envisager que ce soit I'inversion de cette balance de production
cytokinique qui soit importante pour le déclenchement d’'un programme immunorégulateur
au détriment d’'un programme pro-inflammatoire. Aux vues de nos résultats, les cellules B
de LLC présentent donc un profil de production de cytokines différent de celui des cellules
B du lymphome a cellules du manteau dans lequel les cellules produisent a la fois
d’importants niveaux d’IL-10 et d’IL-6 impliqués de maniere autocrine, dans la survie de ces
cellules via l'activation constitutive de STAT3 (163). Il sera intéressant de voir comment
cette production différente peut étre liée a I'état de différenciation des cellules B entre les
deux pathologies.

Une perturbation du rapport entre IL-6 et IL-10 semble intervenir dans le développement de
nombreuses pathologies chroniques. Alors qu’une importante production d’IL-10 est
retrouvée dans les leucémies dont la LLC, un déséquilibre en faveur de I'lL-6 est retrouvé
dans de nombreuses pathologies inflammatoires chroniques. Dans le cadre d’'une étude
comparative des productions cytokiniques des cellules de différentes pathologies
chroniques, et grace a une collaboration avec I'équipe du Pr. Luc Mouthon, nous avons
étudié la production de ces cytokines par les lymphocytes B de patients atteints de
sclérodermie systémique (SSc), et analysé la balance IL-10/IL-6. Alors que les lymphocytes
B de SSc présentent une capacité a produire I'lL-10 similaire a celle retrouvée chez les
donneurs sains, ces cellules expriment et secretent des niveaux plus importants d’IL-6.

Cette pathologie se caractérise par une activation fibroblastique qui conduit a la fibrose.
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Les résultats de cette étude démontrent que les lymphocytes B dialoguent avec les
fibroblastes notamment via la production augmentée d’'IL-6, induisant leur activation, et leur
différentiation en myofibroblastes (159) .Selon le contexte pathologique, les lymphocytes B
CD5" vont donc présenter une balance cytokinique en faveur de I'immunosuppression ou
de linflammation qui va jouer un role clé dans le développement de ces différentes
pathologies. Alors que dans une pathologie chronique comme la SSc, la production de
facteurs pro-inflammatoires comme [I'lIL-6 participerait au maintien de la réponse
inflammatoire et fibrosante en empéchant sa résolution, la production de facteurs
immunorégulateurs, comme I'lL-10 dans la LLC, participerait a la suppression chronique de
la réponse inflammatoire anti-tumorale. L’implication de I'lL-6 dans la pathogénése de la
LLC a été étudiée par certaines équipes qui suggérent que cette cytokine pouvait dans ce
contexte présenter des propriétés immunorégulatrices, en inhibant I'activation des cellules
T et en induisant une réponse de type Th2 (219). Une étude plus récente souligne que
selon le contexte, I'lL-6 peut avoir deux types de fonctions. Selon les auteurs, cette
cytokine peut participer a la tumorigénése en stimulant la prolifération, la survie des cellules
tumorales et leur échappement a la surveillance immunitaire. Ainsi Liu et al., ont montré
'implication de la cytokine dans la résistance aux traitements et le maintien des cellules de
LLC (165). A linverse, lors d’'une stimulation du TLR7 cette cytokine peut augmenter la
prolifération des lymphocytes T et les réponses immunitaires anti-tumorales (285). Toutes
ces données montrent que la LLC est une pathologie hétérogéne qui n’'implique pas
uniquement les lymphocytes B. Les cellules de LLC seraient donc au cceur d’un dialogue
bidirectionnel avec le microenvironnement sur lequel elles agiraient via la production de
facteurs immunosuppresseurs dont I'll-10, mais aussi par la sécrétion d’autres cytokines
comme I'lL-6 qui en fonction de leurs capacités a se lier aux cellules portant leurs
récepteurs (y compris elles-mémes) vont pouvoir initier des signaux activateurs ou
inhibiteurs. Ces deux cytokines se fixent a leurs récepteurs respectifs afin d’activer les
voies de signalisation impliquées dans la survie ou la prolifération des cellules.

Au cours de ce travail, nous avons démontré que les cellules B de LLC expriment a leur
membrane des niveaux plus importants de récepteurs a I'lL-10 (IL-10R) que les cellules B
de témoins sains. Nos résultats montrent aussi une expression plus importante du
récepteur membranaire a I'lL-6 (IL-6R) tout comme cela a été récemment mis en évidence
par Liu et al, (165) (Figure 32). L’activation de ces récepteurs par leurs cytokines

respectives conduit a I'activation d’un facteur commun : STATS3.
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Ce facteur de transcription est connu pour étre constitutivement activé dans les
lymphocytes B de LLC, phosphorylé sur la Ser727 et jouant un réle crucial dans la survie et

la prolifération de ces cellules (207).
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Figure 32: Une balance cytokinique en faveur de I'lL-10 dans laLLC

Les cellules B de LLC expriment des niveaux importants d’IL-10 alors qu’elles expriment des niveaux trés faibes
d’IL-6 en comparaison aux cellules B de sujets sains. Dans la LLC, il y a donc une balance cytokinique en faveur
de 'lL-10 et d’'une immunorégulation.

2. Effets de I'IL-10 et I'IL-6 sur les cellules B de LLC: implication physiopathologique

La stimulation des cellules de LLC avec de I'lL-6 a montré a la fois une fonction pro-survie
sur les cellules par I'expression de génes anti-apoptotiques (219), et une capacité a inhiber
la prolifération des cellules, notamment en diminuant I'expression du TNFa (285). Selon
d’autres études, I'lL-10 quant a elle inhiberait a la fois la prolifération et 'apoptose des
cellules de LLC participant ainsi au maintien de la néoplasie (176, 177).

Si le réle de I'lL-10 produit par les lymphocytes B de LLC sur les autres cellules a été
etudié, I'effet de la cytokine sur les cellules B elles-mémes a été peu décrit.

Afin de mieux comprendre I'implication physiopathologique de ces deux cytokines, nous
avons stimulé des lymphocytes B de patients de LLC avec de [lL-10 ou de ['lL-6
recombinantes, avant de mesurer I'activité métabolique de ces cellules reflétant leur survie.
Nos résultats montrent que I'lL-10 a bien un effet pro-survie sur ces cellules de patients, un
effet plus important que celui de I'lL-6 sur I'activité métabolique de ces cellules B de LLC.
Afin de mieux comprendre I'implication de ces cytokines dans la survie des cellules, nous

avons étudié les effets de I'lL-10 et de I'lL-6 sur la phosphorylation de STATS3.
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Dans les cellules de LLC, ce facteur de transcription est phosphorylé de maniére
constitutive sur un résidu sérine et induit I'expression de génes impliqués dans la survie
des cellules leucémiques (207). Par ailleurs I'activation de la voie JAKs/STAT3 par I'lL-10
et I'lL-6 est bien connue. Ces cytokines activent le facteur par la phosphorylation rapide
d’un résidu tyrosine ; en revanche leur effet sur le résidu sérine a été trés peu décrit. Nos
résultats montrent que la stimulation des cellules de LLC avec l'IL-10 conduit a une
augmentation beaucoup plus significative des niveaux de phosphorylation de STAT3 sur la
S727 que la stimulation des cellules avec de [llL-6. Si leffet de lIL-10 sur la
phosphorylation de S727STAT3 dans les cellules de LLC est étudiée pour la premiére fois,
les effets faibles de I'lL-6 que nous avons observés corroborent ceux trouvés par une autre
équipe (196). De plus, une étude récente rapporte que limplication de I'lL-6 dans
I'activation de STAT3 sur S727 serait corrélée aux niveaux de récepteurs a I'lL-6 exprimés
a la membrane (165). En ce qui concerne I'activation constitutive de ce résidu retrouvée
dans la LLC, elle ferait intervenir les MAPKs. L’IL-6 a d’ailleurs été décrite dans plusieurs
modeles comme pouvant activer la voie des MAPKs et des PI3K/AKT mais les voies
activées par I'lL-10 ne sont pas aussi bien décrites. Un travail récent a également montré
'implication d’'un complexe formé par le CD5 et les protéines BLNK avec la Caséine Kinase
2 (CK2), une Sérine/Thréonine kinase surexprimée par les cellules de patients et pouvant
étre activée par le CD5. L’inhibition de CK2 entraine une perte de phosphorylation sur S727
et I'apoptose des cellules confirmant I'importance de ce facteur activé dans la pathologie
(227). Ainsi, Les voies de signalisation différentiellement activées par ces cytokines dans le
modele de la LLC doivent encore étre mieux précisées afin de comprendre leur implication

dans la survie des cellules .

De maniére intéressante, Cette forme activée de STAT3 a également été décrite avec une
localisation mitochondriale dans les cellules de LLC et pouvant jouer un rdle dans le
meétabolisme cellulaire et protéger la cellule du stress antioxydant (209). Plusieurs études
rapportent dans la LLC une altération du métabolisme cellulaire médié par STAT3 qui
protégerait les cellules leucémiques de l'apoptose (286). L'effet de [I'lL-10 sur le
métabolisme des cellules de LLC pourrait donc faire intervenir cette forme mitochondriale
de S727pSTATS3. La plus faible réponse a I'lL-6 sur la phosphorylation de ce résidu pourrait
ainsi expliquer I'absence d’effet significatif de I'lL-6 sur I'activité métabolique.

Nous avons également montré que la stimulation des cellules de LLC par I'lL-10 ou I'lL-6

induit la phosphorylation de STAT3 sur le résidu tyrosine 705.
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L’IL-10 présente également un effet beaucoup plus important sur cette phosphorylation
inductible de STAT3 que I'lL-6, que ce soit en terme d’intensité ou en terme de durée.

La phosphorylation du résidu Tyr705 en réponse a I'lL-6 a été observée dans de
nombreuses études dans des modéles physiologiques que pathologiques ; mais, en
comparant la réponse aux deux cytokines, nous démontrons que celles-ci induisent de
maniére différentielle la phosphorylation de la protéine qui n'est pas détectée a I'état basal
(207). Un effet différentiel des deux cytokines qui avait été retrouvé dans dans d’autres
modeles tel que celui des cellules dendritiques étudié par Braun et al., (188). Une
différence de réponse qui pourrait étre expliqué par l'activation de la phosphatase SOCS3,
qui n’a pas été étudié dans ce projet et dont I'expression dans les cellules de LLC n’est pas
trés décrite. Des expériences complémentaires, afin d’étudier I'expression et I'activation de
cette phosphatase ainsi que l'expression des autres sous-unités des récepteurs aux
cytokines (gp130 pour I'lL-6), permettraient de mieux comprendre cette différence de
réponse des cellules de LLC a I'lL-6 et a I'lL-10.

Dans les cellules du lymphome du manteau, seules les cellules B issues des ganglions de
patients présentent la forme Y705pSTAT3 (163). Les cellules du sang périphérique n’étant
pas en contact avec le microenvironnement, ne sont pas la cible des différents facteurs
secrétés par I'environnement ganglionnaire qui pourraient induire cette phosphorylation de
STAT3 (226). Ceci suggére que la phosphorylation du résidu sérine retrouvée dans les
cellules de sang périphérique est indépendante des facteurs du microenvironnement
ganglionnaire.

L’effet différentiel des deux cytokines sur les niveaux d’activation de STAT3 est donc en
accord avec les différentes réponses observées sur la survie des cellules de LLC.

L’effet des deux cytokines étudiées, sur la survie des cellules de LLC a été confirmé par
lanalyse des genes anti-apoptotiques BclxL et Bcl-2 régulés par STAT3. Sur les
échantillons étudiés, alors que la stimulation a I'IL-10 conduit a une augmentation de
'expression de ces geénes, la stimulation a I'lL-6 n’a pas d’effet significatif. Ces résultats
confirment la présence d’une régulation différentielle de la survie par ces deux cytokines
mais ne corroborent pas les études démontrant un effet pro-survie de I'lL-6 sur les cellules
B de LLC passant par une augmentation des génes anti-apoptotiques BclxL et Mcl-1 (165).
Dans ces études, cet effet n’est pas démontré en stimulant les cellules de patients mais en
analysant le blocage de I'lL-6R par le Tocilizumab, ou de STAT3 par le Stattic qui

mimeraient le blocage de l'effet de la cytokine sur ces cellules.
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D’aprés les auteurs de ces deux études, I'lL-6 permet le maintien des cellules de LLC et
agit sur la résistance de ces cellules aux traitements. Lu et al., ont également démontré
'implication de cette cytokine dans la résistance des cellules de LLC a des traitements par
des inhibiteurs de HDAC, via l'activation de STAT3 et I'expression des génes anti-
apoptotiques déja cités en réponse a la stimulation des cellules in vitro (215). Cette
résistance passerait non seulement par I'inhibition de I'apoptose mais aussi par l'arrét du
cycle cellulaire et le blocage des cellules B en phase Go (165).

Nous avons montré que cette cytokine pouvait activer STAT3, en revanche sur les
échantillons étudiés, seul I'effet de I'lL-10 sur la survie a été observé. L’'IL-10 semble aussi
étre impliquée dans I'anergie des lymphocytes B de LLC (179).

Nous n’avons pas observé d’effet significatif des stimulations a I'lL-6 ou a I'lL-10 sur
'expression du géne de la CyclinD1 ce qui pourrait étre le reflet de cette anergie. L’effet
significatif et plus important de I'lL-10 sur la survie de ces cellules pourrait aussi étre
responsable de la résistance des cellules de patients a certains traitements, le blocage de
la voie pourrait ainsi augmenter la sensibilité de ces cellules aux chimiothérapies comme
cela a pu étre montré avec I'lL-6. Il convient donc de bien définir I'état des cellules de
patients utilisées et leur capacité a produire ces cytokines.

Dans notre étude, nous remarquons une hétérogénéité de réponse aux cytokines entre les
différents patients. En effet, si pour un patient donné on observe un effet plus important de
lIL-10 par rapport a I'lL-6 sur les mémes génes anti-apoptotiques, certains patients
montrent tout de méme une augmentation de I'expression de ces génes pro-survie en
réponse a I'lL-6. Il serait donc intéressant, d’'une part de corréler ces différences de
réponses aux niveaux d’expression des récepteurs aux cytokines chez ces patients. Une
analyse des différentes caractéristiques clinico-biologiques entre ces patients permettrait
aussi de déterminer un lien potentiel avec la réponse aux cytokines. Plusieurs études
suggérent que les cellules de patients a IGHV non muté seraient plus sensibles aux
facteurs pro-survies provenant du microenvironnement tumoral alors que les cellules a
IGHV muté auraient acquis des mécanismes les rendant moins dépendantes a ces signaux
émanant du microenvironnement (287). La différence de réponse aux cytokines des
cellules pourrait donc étre liée au statut mutationnel des IGHV des patients de LLC. Une
étude comparant les réponses aux cytokines de ces deux groupes de patients confirmerait
l'implication de ces facteurs dans la physiopathologie.

En réponse a ces cytokines, notamment I'lL-10, STAT3 activé serait impliqué dans la survie
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et I'anergie des cellules de LLC. D’autre part, ce facteur a aussi été décrit pour son role
immuno-régulateur. Responsable de I'accumulation de Bregs, de Tregs et de Th17 via la
production de cytokines comme I'lL-10 et I'lL-17 (222, 223), le facteur de transcription est
aussi capable d’induire I'expression de molécules immuno-inhibitrices telles que PD-L1.
Une étude faite sur des patients traités a I'lbrutinib a mis en évidence l'implication de
STATS3 dans la suppression de la réponse immunitaire anti-tumorale. En effet I'inhibition de
STAT3 suite au traitement est associée a la diminution de I'expression des protéines
PD1/PD-L1 mais aussi de la production d’IL-10 par les cellules de LLC (195). Cette fonction
d'immunorégulation fait de STAT3 une protéine essentielle dans le contrdle de 'immunité
anti-tumorale. Impliqué a la fois dans les mécanismes de prolifération, de survie mais aussi
dans la production de cytokines, STAT3 est considéré comme étant un facteur de
transcription faisant le lien entre I'inflammation et les cancers (224). L’activation constitutive
de ce facteur dans la LLC agirait aussi bien sur la survie des cellules leucémiques que sur
la suppression des réponses immunitaires anti-tumorales dirigées contre elles et passant
notamment par I'induction de I'lL-10. Plusieurs études ont démontré que les cytokines et
leurs récepteurs peuvent devenir des facteurs de survie autocrines ou paracrines des
cellules immunitaires comme les lymphocytes B.

L’IL-10 et I'lL-6 sont deux cytokines capables d’activer STAT3 et d’induire leur propre
production comme cela a été montré dans de nombreux modeles. Notre équipe a démontré
la présence de cette régulation autocrine par les deux cytokines dans le lymphome du
manteau, un lymphome a cellules B CD5(163). L'ensemble de nos résultats suggeéere
également I'existence d’une régulation autocrine de I'lL-10 via I'activation de STAT3, dans

les cellules de patients de LLC.

3. Effet Autocrine ou Paracrine de I’IL-10 sur les cellules de LLC

Nos résultats montrent une induction de I'expression du géne de I'lL-10 en réponse a la
stimulation des cellules de patients par I'lL-10 suggérant l'existence d'une régulation
autocrine de la cytokine passant par I'activation de STAT3. L’effet autocrine de I'lL-10 sur la
production ou la sécrétion pourrait également étre démontré par l'utilisation de cytokine
recombinante marquée par un fluorochrome. Le blocage de la voie de I'lL-10 au niveau de
'IL-10R par un anticorps bloquant sur les cellules B de LLC, conduit a une diminution de
'activité métabolique de ces cellules. Le blocage empéche a la fois I'effet paracrine ou

autocrine de I'lL-10 sur la survie des cellules B de LLC.
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Ce blocage n’a en revanche pas d’effet significatif sur la phosphorylation constitutive de
STAT3 sur le résidu sérine. L’IL-10 ne semble donc pas étre le principal facteur
responsable de cette activation constitutive de STAT3. Cependant, contrairement a ce qui a
pu étre observé dans le lymphome a cellules de manteau, a I'état basal, STAT3 n’est pas
phosphorylé sur la tyrosine 705. La présence a I'état basal de I'lL-10 ne serait donc pas
suffisante pour détecter cette phosphorylation.

Le blocage du récepteur bloque I'effet de la stimulation par un IL-10 recombinant, que ce
soit sur la phosphorylation de STAT3 sur le résidu tyrosine ou sur I'activité métabolique
(Figure 33). Des expériences de qPCR sont en cours afin de déerminer I'effet du blocage
de I'lL-10R sur I'expression des genes étudiés précedemment, BelxL, Bcl-2, IL-6 ou encore
'IL-10.

Ce résultat confirme l'implication de STAT3 dans la survie des cellules B de LLC, induite
par I'lL-10. Les effets du blocage de I'lL-10R ont également été étudiés dans le modele de
lymphomes diffus a grandes cellules B (LDGCBs). L’importante expression des récepteurs
a I'lL-10 a la surface des cellules pathologiques et impliqués dans une régulation autocrine
de la cytokine permet de cibler plus facilement ces cellules en bloquant les récepteurs. Ce
blocage inhibe la signalisation JAK/STAT3 et induit 'apoptose des cellules de lymphome
(175). Le blocage des récepteurs a I'lL-10 dans la LLC apparait donc également étre une
approche intéressante pour induire 'apoptose de ces cellules.

Dans notre étude, I'lL-6 n’a pas d’effet significatif sur la survie et I'expression du géne de
'lL-6. De plus, nous avons démontré que les cellules de LLC expriment de faibles niveaux
de la cytokine. L'équipe de Liu et al., suggére néanmoins I'existence d’'une régulation
autocrine de I'lL-6 dans la LLC, corrélée au niveau d’activation des facteurs STAT3 et NF-
kB, activés de maniére constitutive dans ces cellules. Ces deux facteurs formeraient un
complexe régulant I'expression de genes cibles de NF-kB dont I'lL-6 (229). Une boucle
autocrine a aussi été impliquée dans la résistance des cellules de LLC aux traitements par
chimiothérapies et qui pourrait étre bloquée par le Tocilizumab, un anticorps bloquant I'lL-
6R (165). Méme si la production de ces cytokines peut étre induite par un méme facteur,
STAT3, de nombreuses études suggérent que la production d’'une cytokine ou de l'autre
dépendrait de la durée d’activation du facteur de transcription. En effet, alors qu'une
activation transitoire de STAT3 induirait une réponse pro-inflammatoire et la production
d’'IL-6, une activation continue induirait une réponse immunosuppressive et la production
d’'IL-10 (184, 189). Ainsi I'activation constitutive de STAT3 dans la LLC participerait a une
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réponse immunosuppressive et a la production d’IL-10. L’IL-10, régulée de maniére
autocrine joue un rble clé dans la survie des lymphocytes B de LLC et dans
limmunosuppression, retrouvés dans la pathologie. Nous avons démontré que les
lymphocytes B de LLC étaient non seulement capables de secréter cette cytokine
immunorégulatrice afin d’inhiber la réponse immunitaire anti-tumorale, mais également
pouvaient entretenir ces propriétés immunosupressives et leur propre survie par une
régulation autocrine de I'lL-10.

L’IL-10, n’est pas le seul facteur immunorégulateur a avoir été décrit dans ces cellules,
similaires aux cellules B régulatrices. Aprés avoir mis en évidence I'expression de facteurs
tels que I'lL-10 et le TGFB1, nous avons pour la premiére fois, démontré I'expression de

FOXP3 par les cellules B de LLC.
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Figure 33: Régulation autocrine de I'lL-10 en faveur de la survie, via STAT3
Bien que les cellules de LLC répondent a I'lL-10 et a I'lL-6 par la phosphorylation de STAT3, notamment sur le
résidu Tyr705, une réponse plus importante est observée suite a la stimulation par I'lL-10. L’IL-10 a un effet en
faveur de la survie des cellules de LLC et induit sa propre production. Une régulation autocrine ou paracrine de
I'IL-10, en faveur de la survie des cellules de patients de LLC.

4. Des cellules B exprimant Foxp3

FOXP3 est un facteur de transcription caractéristique des lymphocytes T régulateurs et
longtemps considéré comme étant le marqueur d’'une sous-population Tregs. Les cellules B
régulatrices présentent de nombreuses similitudes phénotypiques et fonctionnelles avec les
Tregs. Alors que plusieurs sous-populations de Bregs avec des phénotypes et des modes

d’action différents ont pu étre décrites, I'existence d’un facteur de transcription spécifique
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de cette sous-population cellulaire, n’a pas été mise en évidence. Au cours de cette thése,
jai participé a la mise en évidence de FOXP3 dans les cellules B de LLC. Dans ces
cellules, FOXP3 pourrait jouer un rdle similaire a celui observé dans les lymphocytes T et
réguler I'induction de la tolérance des différentes cellules immunitaires.

Hossain et al., ont démontré dans un modéle de cellules T régulatrices infiltrant les
tumeurs, que les facteurs FOXP3 et STAT3 forment un complexe régulant 'expression de
IL-10 (222). FOXP3 pourrait également étre impliqué dans la régulation de I'lL-10 dans les
lymphocytes B de LLC et participer a 'immunosuppression exercée par ces cellules. Des
résultats préliminaires de Co-immunoprécipitation suggérent donc [I'existence d’un
complexe formé par STAT3 et FOXP3 (Figure 34).

Des expériences supplémentaires démontrant I'existence de ce complexe ainsi que son
implication dans la transcription du géne de I'lL-10 (ChIPseq) permettront de mieux

comprendre le réle de FOXP3 dans ces cellules B.
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Figure 34: Un complexe STAT3-FOXP3 dans la régulation de I'IL-10 ?

Les cellules de LLC expriment le facteur FOXP3 qui dans un modele de cellules T régulatrices forme un
complexe avec STAT3 pour induire la production d’'IL-10. Dans ce projet, nous nous sommes demandés si
FOXP3 pouvait intéragir avec STAT3 dans les cellules de LLC.
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Conclusion

Au cours de ce projet de thése, nous avons étudié la balance cytokinique IL-10/IL6 que
nous avons comparé a celle retrouvée a I'état physiologique ou dans des pathologies
inflammatoires. Dans la LLC, les lymphocytes B présentent un profil cytokinique en faveur
de limmunorégulation. Ces cellules expriment des facteurs immunorégulateurs tels que
lIL-10, le TGFB1 et FOXP3. Des facteurs qui permettent a ces cellules d’agir sur les
cellules environnantes et de supprimer la réponse immunitaire anti-tumorale.

Le profil d’expression est différent de celui retrouvé dans des pathologies inflammatoires
comme la Sclérodermie systémique. Nous avons, en effet démontré que les lymphocytes B
de LLC possédent une capacité plus importante a produire I'lL-10 qu’a I'état physiologique
et plus faible a produire I'lL-6. La production de ces facteurs joue un role essentiel dans le
dialogue entre les cellules B de LLC et le microenvironnement tumoral. Un dialogue
bidirectionnel qui permet le maintien de ces cellules tumorales via I'échange de signaux au
travers notamment des cytokines.

Nous avons voulu étudier I'effet de ces deux cytokines produites de fagon différentielle par
les cellules. Bien que les cellules B de LLC expriment des niveaux plus importants d’IL-10R
et d'IL-6R que les cellules de témoins sains, la stimulation des cellules de patients avec I'lL-
10 ou I'lL-6, a mis en évidence une différence de réponse des cellules B de patients a ces 2
cytokines. Si on observe un rdle pro-survie de I'lL-10 associé a 'augmentation des niveaux
de phosphorylation de STAT3 sur les deux résidus et a une expression plus importante de
genes anti-apoptotiques, I'lL-6 n’induit en revanche que la phosphorylation de STAT3 sur la
Y705. Nous n’avons pas observé d’effet significatif de la cytokine sur la survie des cellules
de LLC. En plus de ce rble pro-survie, nous avons démontré que I'lL-10 pouvait induire sa
propre expression et que le blocage de la voie au niveau du récepteur (IL-10R), bloque
aussi bien l'effet autocrine ou paracrine de la cytokine sur la survie mais bloque aussi,

I'effet de la stimulation exogene.
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Nous avons donc démontré I'implication d’'une régulation autocrine de I'lL-10 dans la survie
des cellules de LLC ainsi que dans leurs fonctions immunorégulatrices via I'activation de
STATS.

La production d’IL-10 des cellules B de LLC confere a ces cellules une signature de cellules
immunorégulatrices tout comme pour les Bregs. Cette propriété joue un réle crucial dans le
dialogue avec le microenvironnement et la suppression de la réponse immunitaire anti-
tumorale caractéristique de Ila pathologie. En plus d’agir sur les cellules du
microenvironnement tumoral, I'lL-10 agit également sur les lymphocytes B de LLC afin de
maintenir et d’entretenir les propriétés immunorégulatrices et donner un avantage

prolifératif a cette sous-population clonale (Figure 35).
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Figure 35: L’IL-10 dans le maintien et la progression de la LLC

La production d’IL-10 par les cellules de LLC, leur permet d’agir sur les cellules environnantes telles que les
cellules T auxiliaires (Th1, Th2 et Th17), les T régulateurs (Tregs) ou les macrophages afin d’'inhiber les
réponses immunitaires anti-tumorales. Cette production d’IL-10 permet aussi a ces cellules de se maintenir,
d’entretenir des propriétés immunorégulatrices et de donner un avantage prolifératif a une sous-population
clonale.
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Résumé :

Les lymphocytes B régulent la réponse immunitaire par la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires ou immunosuppresseurs. Dans la Leucémie Lymphoide Chronique (LLC),
une sous-population de lymphocytes B CD5*présente des propriétés immunosuppressives
qui I'apparente aux lymphocytes B régulateurs notamment par la production d’IL-10. La
survie des cellules leucémiques est, elle, associée a la réponse antigénique et a la production
de cytokines dont I'lL-6. L'objectif de ce travail a été de caractériser dans la pathologie les
populations produisant les cytokines pro-survie ou immunorégulatrices et d’analyser la
relevance fonctionnelle de leur sécrétion. Nous avons identifié des sous-populations de
cellules B leucémiques exprimant trois facteurs immunorégulateurs I'lL-10, le TGFB1 et pour
la premiere fois le facteur de transcription FOXP3, La proportion augmentée de cellules
exprimant I'IlL10 est associée a une diminution des cellules exprimant I'IlL6. De maniére
importante, ce travail a identifié une boucle autocrine de stimulation de I'activité métabolique
des cellules par I'lL10. La cytokine en se fixant a son récepteur permet I'activation des
facteurs STAT3 et induit 'expression a la fois de protéines anti- apoptotiques de la famille
Bcl2 mais surtout sa propre expression. Un blocage de cette boucle au niveau du récepteur
a I'lL10 suspend l'avantage de survie des cellules tumorales. L’IL-6 ne déclenche pas ces
mécanismes de maintien des cellules de LLC. Ce travail montre qu’en plus de son rdle sur
les cellules du microenvironnement tumoral, I'lL-10 participe au maintien autocrine de la
sous-population immunorégulatrice dans la LLC.

Mots clés : Leucémie Lymphoide Chronique, Lymphocytes B, Cytokines, IL-10, B
régulateurs, STAT3, Régulation autocrine, Survie cellulaire, FOXP3

Abstract:

B cells produce pro-inflammatory or immunosuppressive factors to modulate the immune
response. In Chronic lymphocytic leukemia (CLL), a subset of the tumor lymphocytes
produces IL10 and share immunoregulatory functions with regulatory B cells. CLL cells
survival is driven by antigenic response and pro-survival cytokines such as IL6. This project
aimed at deciphering the cytokines profile of CLL subsets and analyzing their functional
relevance. We identified immunoregulatory subsets producing IL-10, TGFB1 and for the first
time FOXP3. In patients, the increased proportion of cells expressing IL10 was correlated
with decrease in IL6+ cells. Importantly we described an autocrine survival loop driven by
IL10 in these cells. IL10 triggering led to STAT3 activation, induction of active pro-survival
factors altogether with /L710 self-induction. Interrupting this loop with a blocking ab against
IL10R prevented survival of the cells. IL6 did not manage such mechanisms. In conclusion,
this work demonstrates that IL10 is an important mediator in CLL; the cytokine alters immune
recognition of the tumor cells and sustains leukemic cells survival via the autocrine loop.

Keywords: Chronic lymphocytic leukemia, B lymphocytes, Cytokines, IL-10, STAT3, Bregs,
Autocrine regulation, Cell survival, FOXP3



