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Introduction

I. La leucémie lymphoide chronique

La leucémie lymphoide chronique (LLC)/lymphome lymphocytique est une
hémopathie lymphoide caractérisée par I'accumulation dans le sang périphérique, la
moelle osseuse et les organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques et
rate) de petits lymphocytes B matures co-exprimant en particulier CD19, CD5 et
CD23 (1). La forme leucémique se caractérise par une augmentation du nombre de
lymphocytes dans le sang périphérique > a 5x 109/L. La forme lymphomateuse se
traduit par une atteinte ganglionnaire, splénique, voire d’autres cibles extra
médullaires.

L’évolution clinique de cette hémopathie est variable. Certains patients
présentent une forme indolente avec une espérance de vie proche de la normale ne
nécessitant pas de traitement tandis que d’autres développent une forme progressive
qui nécessite la mise en place d’un traitement spécifique.

Un certain nombre de facteurs de risque de progression ont été¢ définis. Parmi
eux, la détermination du statut mutationnel du geéne de la partie variable des chaines
lourdes des immunoglobulines (IGHV) exprimées par les lymphocytes, permet de
définir deux sous-types de LLC ayant tous deux une expérience antigénique. Dans
environ 50 % des cas, les cellules leucémiques présentent des mutations somatiques
des IGHV et dérivent de lymphocytes B post-centre germinatif ayant rencontré
I’antigéne de manic¢re T-dépendante. Dans les cas exprimant des genes IGHV « non
mutés », les cellules de LLC seraient issues de lymphocytes B pré-centre germinatif
ayant rencontré des antigénes de facon T indépendante. Le statut “IGHV non muté”
est généralement associé a différents facteurs de mauvais pronostic (2). Plus

récemment un nombre important d’autres mutations génétiques a été décrit (3).



1. Physiopathologie de la leucémie lymphoide chronique

La déficience des processus apoptotique

Dans cette hémopathie, les processus apoptotiques sont défectueux,
contribuant au développement de la pathologie par accumulation des cellules
tumorales. Les mécanismes liés a cette dérégulation ne sont que partiellement

¢élucidés.

Plusieurs études ont décrit la dérégulation de différentes protéines impliquées
dans 1’apoptose, telle que la surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl2 (4).
Vraisemblablement par régulation épigénétique via des micro ARN : (miR) tels que
les miR 15/16 (5). De la méme fagon, d’autres protéines anti-apototiques de la famille
de Bcl2 comme Bcl-x1 et Mcl-1 pourraient étre impliquées (6). L’expression de cette
derniére a été décrite comme étant corrélée a des marqueurs de progression ainsi qu’a
un stade avancé de la pathologie (7). De plus des protéines pro-apoptotiques telles que
Bax et Bcl-xs sont sous exprimées (8).

De ce déséquilibre résulte une survie des cellules leucémiques par défaut
d’apoptose mais aussi une résistance aux traitements (9).

De plus certaines altérations chromosomiques altérent les genes TP53 et ATM
empéchant ainsi les mécanismes de réponse aux dommages de I’ADN de se mettre en
place. L’activation des voies NFkB ou PI3K par I’intermédiaire d’AKT et de MDM?2

favorise en outre la dégradation de p53 par un processus d’ubiquitination (10).

La prolifération

L’accumulation de ces cellules B tumorales peu prolifératives a longtemps été
mise principalement sur le compte d’un défaut des mécanismes d’apoptose. On sait
néanmoins qu’il existe une fraction proliférative visible dans les ganglions tumoraux
au niveau de nids prolifératifs enrichis en pro-lymphocytes non quiescents et en cycle
cellulaire, comme [D’atteste le marquage avec un anti Ki67". Ce compartiment
correspond a une niche ou I’activité proliférative est favorisée par 1’action de

cytokines et de chimiokines du microenvironnement (11).



De plus, I’analyse de la longueur des télomeres apporte une autre preuve de la
prolifération des cellules leucémiques. Plusieurs études révelent que les cellules
leucémiques ont des télomeres plus courts que les lymphocytes B normaux

démontrant ainsi une augmentation de leur prolifération (12).

A coté de I’aspect cytologique des cellules tumorales circulantes et de
I’histologique des ganglions ou autres tissus tumoraux, |I’immunophénotype est
déterminant pour le diagnostic de la maladie permettant de la distinguer des autres
hémopathies lymphoides B constituées de petites cellules. A coté d’une expression
forte de CD19 et généralement faible de CD20, le niveau d’expression de CDS5,
CD23, CD22, FMC7, et des immunoglobulines de surface analysés par cytométrie en
flux sur les cellules circulantes, permet d’établir un score entre 0 et 5, établi par
Matutes et al en 1994. Un score supérieur ou égal a 4 confirme le diagnostic de LLC
et élimine les autres causes d'hyper lymphocytose. Un score inférieur a trois exclut le

diagnostic de LLC et un score égal a trois correspond a une LLC atypique (13).

Le score de Matutes, a été complété en 1997 par Moreau et al, en remplagant
la caractérisation du marqueur CD22 par celle de CD79b plus pertinent au diagnostic,
ces deux molécules étant directement impliquées dans la régulation du signal BCR.
Le CD790b est faiblement ou pas exprimé dans les LB de LLC (Tableau 1). Depuis
1997, le score du Royal Marsden Hospital ou score Matutes est toujours d’actualité

(13). (Tableau 1)

1 point O point

Ig de surface Expression faible Expression forte
Expression du CD5 +

Expression du CD23 o -

Expression du CD79b Faible ou nulle Forte
Expression de FMC7 - -

Tableau 1 : Score de Matutes modifié (13)



Le marqueur CD5 est une glycoprotéine fortement exprimée par les LT et
faiblement par les LB. Les LB de LLC possédent typiquement une forte expression de
CD5 a leur surface dont le role est directement en lien avec celui de la signalisation
du BCR et aux mécanismes d’induction de I’apoptose (14). Les cellules de LLC
expriment é¢galement la molécule CD23, qui est un récepteur de faible affinité pour
les IgE, dont I’expression est corrélée a la progression de la pathologie. Les
lymphocytes B de la LLC expriment généralement de faibles taux
d'immunoglobulines de surface (fréquemment des IgM + IgD et dans une faible
proportion des cas, des IgG ou des IgA) (15). Enfin, les cellules de LLC expriment
peu ou pas de FMC7.

Une classification clinique créée en 1981 par Jacques-Louis Binet, plus
utilisée en France et en Europe, repose sur le nombre d’aires ganglionnaires atteintes,
le plus souvent bilatérales (Figure 1), et les troubles de ’hémogramme (Table 2),

permettant de classer les patients en trois groupes A, B et C (16).

Figure 1 : Les cinq aires lymphoides palpables (16)

Aires iymphoides Heéemoglobine Plagquettes Stade de Binet

«3 aires Hb =10 g/d! ET Plaquettes = 100 G/ Stade A
=3 aires Hb =10 g/dl ET Plaquettes = 100 G/I Stade B
Indifférent Hb=10 g/dl ETOU Plaquettes <100 /I Stade C

Tableau 2 : Classification des stades de Binet (16)



La classification de Rai établie en 1975, est surtout utilisée en Amérique du
Nord. Elle définit quatre stades selon I’existence d’un syndrome tumoral
(adénomégalie, hépatosplénomégalie) et de cytopénies (anémie, thrombopénie)

accompagnant la lymphocytose (17). (Tableau 3)

Critéres de définition Pronostic  Médiane de Suvie
0 Lymphocytose > 5000 mm3 Bon 210ans
I Lymphocytose + adénopathies Intermédaire 9ans
Il Lymphocytose + hépato ou splénomégalie Intermédaire 5-7ans
]| Lymphocytose + hémoglobine < 10 mg/L Mauvais 2-5ans
v Lymphocytose + plaquettes <100 000/uL Mauvais 2-5ans

Tableau 3 : Classification de Rai (18).

Le ganglion lymphatique est [Datteinte principale dans la forme
lymphomateuse de la maladie avec un impact évolutif potentiel reconnu dans les
classifications cliniques. Les mécanismes de rétention et de développement de la
population tumorale dans cet organe lymphoide ne sont que partiellement €lucidés. Le

microenvironnement y a un role probablement déterminant.

2. Les ganglions lymphatiques

Architecture du ganglion

Pour comprendre les interactions potentielles entre la population tumorale et
son microenvironnement il est important de bien connaitre la microanatomie d’un
ganglion non tumoral et en particulier la compartimentalisation des lymphocytes B et
T par rapport a la répartition des différents types cellulaires du stroma. Les ganglions
lymphatiques sont des organes ovoides placés comme des filtres biologiques sur le
trajet des vaisseaux lymphatiques drainant le réseau vasculaire (19). Ils sont formés
d’un tissu conjonctif de soutien le stroma, organisé en travées qui abritent le tissu

réticulaire ou circulent de nombreux lymphocytes et macrophages.

Le parenchyme ganglionnaire s’organise en trois zones de la périphérie vers

I’intérieur : cortex, paracortex et la zone médullaire (Figure 2).



/ Vaisseau lymphatique afférent

Sinus \'. e R : ’/'

Caplllaires “\% 3
\. .

Capsule

cortex
Lymphocytes B

o

/’

Velnule & Endothéllum Haut <
(VEH)

/

/ ..\

Artére - . t \
afferente Veine médullaire paracortex
efférente ', Lymphocyres T
Hile

Vaisseau lymphatique "
efféerent

Figure 2 : Structure d’un ganglion lymphatique (19).

Le cortex (zone B) est principalement représenté par des follicules, lieux de
maturation et prolifération des lymphocytes B, au centre de ces follicules se
regroupent des cellules dendritiques folliculaires (FDC) formant un réseau dense au
sein duquel les cellules B s’activent suite a la rencontre avec [’antigéne et se

différencient.

Les FDC expriment des récepteurs pour les fragments Fc des
immunoglobulines (CD16, CD23 et CD32) et les récepteurs du complément (CD21 et
CD35) (Table 4). Les FDC expriment également des molécules d’adhérences telles
que VCAMI1 et MAdCAMI, ainsi que des molécules communes a toutes les sous-
populations de cellules stromales dans les tissus lymphoides, telles que la desmine et
la laminine.

Les FDC produisent enfin la chimiokine CXCL13, qui dirige les cellules B
exprimant le récepteur CXCRS dans les follicules(20).

Avant tout contact antigénique, il n’existe que des follicules primaires. Les follicules
secondaires n’apparaissent qu’apres stimulation antigénique et sont caractérisés par

des centres germinatifs (CG).



Le centre germinatif est un compartiment anatomique transitoire qui se développe
dans le ganglion suite a la rencontre entre les cellules B et 1’antigéne de manic¢re T
dépendante. Les CG sont divisés en deux zones : une claire (LZ) et une sombre (DZ).
La zone claire est proche du sinus sous capsulaire et de la zone marginale. Au niveau
de la jonction entre la zone T et la zone B, les cellules B présentent 1’antigéne aux
cellules T auxiliaires et recoivent des signaux de co-stimulation via notamment les
interactions CD40L-CD40. Les cellules sélectionnées entrent dans la DZ du CG pour
y subir le mécanisme d’hypermutation somatique des Ig et entamer un cycle actif de
prolifération (centroblastes). Les cellules B vont alors migrer dans la LZ ou elles sont
exposées aux antigénes incorporés dans les complexes immuns et présentés par les
cellules FDCs. En fonction de leur affinité pour ces antigénes les cellules B seront soit
¢liminées par apoptose (faible affinité) ou recevront les signaux d’activation de la
survie (forte affinité, centrocytes). Les cellules sélectionnées pourront alors soit
retourner vers la DZ pour proliférer ou sortir du CG pour devenir des cellules
mémoires ou des cellules sécrétrices d’Ig (plasmocytes) aprés avoir été soumises aux
recombinaisons de classe (switch). Les cycles répétés entre LZ et DZ permettent la

sélection des cellules B les plus affines (21).

Site of somatic hypermutation Site of class-switch recombination
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Figure 3 : Centre germinatif (22).



Le paracortex (zone T) contient une partie centrale riche en cellules réticulaires

fibroblastiques (FRC) entourant les venules endothéliales. Elles forment un réseau
dense ou sont également présents de nombreux lymphocytes T (23).
Il a été initialement supposé que le role des FRC dans les organes lymphoides était
principalement structurel, contribuant ainsi a la contraction des ganglions
lymphatiques pendant les réponses immunitaires et facilitant le transport de 'antigéne
ou des anticorps. Par la suite, d’autres études ont proposé que le transport des
cytokines de la lymphe afférente aux VHE implique des conduits formés par les FRC
(23), témoignant ainsi une nouvelle appréciation des fonctions du stroma lymphoide.
Une autre étude a montré que les lymphocytes de la zone T sont constamment
en mouvement et se déplacent le long des conduits de FRC qui servent de voies de
guidage pour la migration cellulaire (24). Les FRC forment des conduits fermés
séparés et distincts du parenchyme du tissu lymphoide. Les petites molécules, telles
que les chimiokines ou les antigénes, peuvent rentrer dans le réseau de conduits des
ganglions a partir de la lymphe et sont ainsi acheminées rapidement vers les zones de

lymphocytes T et les VHE (25).

Les fibres réticulaires dans les zones de cellules T sont riches en collagéne et
produisent la transglutaminase tissulaire et d'autres molécules impliquées dans la
formation de ces fibres (Table 4). Les FRC expriment un antigéne reconnu par
l'anticorps ER-TR7 et peuvent étre différenciées en cellules stromales lymphoides non
endothéliales sur la base de I'expression de la podoplanine (gp38) (26). Les FRC sont
aussi identifiables par la production de chimiokines CCL21 et CCL19 (27), qui jouent
un roéle important dans I’attraction et la mobilité des lymphocytes T exprimant le

récepteur CCR7 (28).

Les FRC dans les zones T chez les humains et les rongeurs expriment des
composants de la matrice extracellulaire telles que la fibrilline la laminine, la
fibronectine et des molécules intracellulaires présentes dans certains fibroblastes telles
que la desmine et 1’actine du muscle lisse (a-SMA). Celles-ci peuvent jouer un role
fonctionnel dans la formation de réseaux FRC, les capacités contractiles et la
présentation de molécules telles que les chimiokines. Les FRC expriment également

des sous-unités d'intégrine, les ligands d'adhérence, la molécule d'adhésion



intercellulaire 1 (ICAM1) et la molécule d'adhésion de cellules vasculaires (VCAMI).

Néanmoins, jusqu'a présent, aucun marqueur véritablement spécifique de FRC n'a été

défini.
Tissue & location Selected markers Functions
S Lymph nodes, spleen, | ER-TR7, podoplanin (gp38), laminin, desmin, Structural support; production of reticular fibers; formation of
ibroblastic
SO peyer's patches, MALT, | fibrillin, fibronectin, «-SMA, LTBR, TNFR1/2, conduit network; chemokine production & expression; substrate
eticular cells
FRO) TLT. VCAMI, ICAMI, collagen I IL, IV, integrin a1, o4, | for lymphocyte migration; APC adhesion; T cell homeostasis;
T cell zones. p1, MHC-I, VEGF, CXCL16, CCL21, CCL19,IL-7. | antigen presentation.
Lymph nodes, spleen,
- CD33, CD21, CD16, CD23, CD32, FDC-M2 ) o
Follicular Dendritic | peyer's patches, MALT, Antigen capture; presentation of immune complexes;
(complement C4), VCAMI, ICAM1, MAdCAMI, ) ) } )
cells (FDC) TLT. N ) chemokine production & presentation; B cell homeostasis.
laminin, desmin, CXCL13, CXCL12, BAFF.
B cell zones.
Lymph nodes, spleen,
) ) ER-TR7, VCAM]I, ICAMI, MAdCAMI, TRANCE
Marginal Reticular | peyer's patches, MALT. . ) ) ) ) ) )
. (RANKL), laminin, desmin, podoplanin (gp38), 1BL- | Structural support; chemokine production; conduit function.
cells (MRC) SCS (LN) & MZ
11, CXCL13.
(spleen).
) o ; Construct splenic cords & direct blood flow; assist in removal
Red-pulp ER-TR7, desmin, laminin, integrin o3, a4, o3, p1, ) )
Spleen. of dying red blood cells; control of splenic blood flow,
fibroblasts PDGFRw/p, ICAMI, IL-6, CXCL12. ) )
macrophage and plasma cell attraction and retention.
LN medullary ) B ) )
Lymph node ER-TR7, desmin, laminin, collagen IIT, CXCL12(?). | Macrophage and plasma cell attraction and retention?
fibroblasts
Lymphatic Lymph nodes, spleen | CD31, LYVEL, VCAMI, ICAM1/2, ER-TRT, Transport of lymph, antigens, & cells; Facilitate entry of
endothelial cells | (), peyer's patches, podoplanin (gp38), laminin, VE-cadherin, claudin-3, | leukocytes into lymphatics, chemokine production &
(LEC) MALT, TLT. JAM-A, Proxl, Toll-like receptors, CCL21, S1P. presentation.
Vascular Lymph nodes, spleen, | PNAd (LN), CD31, CD34, VE-Cadherin, laminin, ) )
] i Transport of blood; entry of cells including lymphocytes from
endothelial cells peyer's patches, MALT, | JAM-A/B/C, Z0-1/2, ESAM], claudin-35, CCL21
the blood into tissues.
(VEC) TLT. (mice).

Tableau 4 :
(29).

Sous-populations stromales dans les organes lymphoides secondaires

La zone médullaire : est un lieu d’entrée et de sortic des lymphocytes dans le

ganglion, elle contient de gros vaisseaux sanguins, des sinus et des cordons

médullaires contenant des plasmocytes sécrétant des anticorps. Cette zone est riche en

fibroblastes médullaires, qui constituent un réseau dense de fibroblastes et de fibres

réticulaires.

Elle apporte un cadre aux cordons médullaires des ganglions

lymphatiques, ainsi qu'un réseau lache dans les sinus médullaires (30). On trouve de

nombreux macrophages et cellules plasmatiques, mais aussi des lymphocytes et des



mastocytes dans la médulla des ganglions lymphatiques (19). Compte tenu de cet
environnement unique, il est probable que les cellules réticulaires médullaires jouent
un role dans lI'immunité et dans le trafic ganglionnaire. De fait, l'expression de

CXCLI12 est largement limitée a la zone médullaire des ganglions lymphatiques (31).

3. Trafic ganglionnaire

Les veinules HEV (High Endothelial Venules) sont les principales voies
d’entrée des lymphocytes B et T du sang vers le ganglion. Cette migration se déroule
en plusieurs étapes: le roulement (rolling), l'activation, 1’adhérence et 1'extravasation
(transmigration) (Figure 3). Ces étapes permettent aux cellules de migrer en adhérant,
puis de traverser les HEVs.

Le roulement des lymphocytes et dirigé par I’interaction de faible intensité
entre les sélectines, principalement la L-sélectine (CD62L), exprimées par les
lymphocytes B, et leurs ligands (glycoprotéines sulfatées) exprimés par les cellules
endothéliales. L’étape d’adhérence et d’arrét des lymphocytes dépend de 1’action des
intégrines (VLA-4 et LFA-1) exprimées par le lymphocyte et leurs ligands respectifs
(VCAM et ICAM) exprimés par les cellules endothéliales.

La traversée de 1’endothélium (transmigration), est régulée par les interactions
entre les récepteurs de chimiokines exprimés a la surface des lymphocytes et leurs
chimiokines respectives : CCR7 avec CCL21 et CXCR4 avec CXCLI12. Ces
chimiokines sont produites par les HEV et par les cellules stromales ganglionnaires
selon un gradient de concentration attirant les lymphocytes. Enfin, la transmigration
des lymphocytes met en jeu un mécanisme de diapédese a travers les jonctions inter-

endothéliales (32).
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Figure 4 : Etapes d’entrée des lymphocytes dans le ganglion (33).

Suite a leur entrée dans le ganglion, les lymphocytes suivent un gradient de
chimiokines secrétées par les FRC ou les FDC leur permettant de se diriger vers le

paracortex ou les follicules (Figure 4).

. Paracortical
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¥

Figure 5 : Trafic cortical des lymphocytes B et T. Apres leur entrée dans le ganglion,
les lymphocytes se dirigent vers le sinus sous capsulaire (SSC) puis migrent au long des

conduits folliculaires jusqu’aux follicules riches en CXCL13 exprimé par les FDC (34).



Les cellules B, exprimant le CXCRS, migrent vers les follicules en réponse au
CXCL13 produit par les FDC (34), alors que les lymphocytes T se dirigent vers la
zone paracorticale (zone T) en réponse aux CLL19 et CCL21 qui sont secrétés par les
FRC. (Figure 6). Les FRC dans la zone paracorticale produisent des quantités
importantes de CCL21 et, dans une moindre mesure, de CCL19. La CCL21 se lie au
récepteur CCR7 et fournit des indices directionnels aux cellules T, car l'absence
d'expression de CCL21 chez les souris plt /plt empéche la localisation des cellules T
dans la pulpe blanche de la rate (équivalente au paracortex ganglionnaire) (35). Les
FRC et la CCL21 régulent donc l'acces des cellules T naives au paracortex et
permettent également de diriger les mouvements des cellules T dans ce domaine
paracortical (24). Ceci est probablement di a 1'absence d'expression de CCL21 dans
les follicules de cellules B riches en CXCL13 et a l'absence de récepteur pour

CXCL13, CXCRS, sur les lymphocytes T naifs.
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Figure 6 : Gradient des chimiokines créé par les cellules stromales responsables
de la migration ganglionnaire : (a) les différentes régions du ganglion présentent des
gradients différents des chimiokines : CCL19 et CCL21 produites par les FRC sont fortement
exprimées dans la zone T. CXCL13 produite par les FDC est fortement exprimée dans les
follicules dans la zone B. S1P est fortement exprimé dans le sang et faiblement dans le
ganglion. (b) les cellules dendritiques et les lymphocytes T exprimant le CCR7 sont attirées

vers la zone T riche en CCL19 et CCL21, ce qui permet 1’activation des cellules T par les



cellules dendritiques porteuses de 1’antigéne. Les lymphocytes B exprimant le CXCRS se
dirigent vers les follicules ou elles rencontrent 1’antigéne et deviennent actives. Les cellules T
activées expriment le CXCRS5 et EBI2 alors que B activées expriment le CCR7 et EBI2, ce
qui permet leur interaction. La diminution de I’expression de CCR7 et I’augmentation de
I’expression du S1PR2 a la membrane des lymphocytes B favorisent leur migration vers le

follicule pour former le centre germinatif (36).

Le devenir des lymphocytes B dans le ganglion est fonction de leur rencontre
avec ’antigéne.

Les cellules qui ont rencontré leur antigene spécifique proliferent et forment
des CG apres interaction avec les cellules T spécifiques. Seuls les clones avec
l'affinité la plus élevée sont sélectionnés pour survivre dans les CG (22). Ces
lymphocytes pourront subir une commutation de classe pour donner les plasmocytes

secrétant les Igs de différent isotope soit devenir des cellules B mémoires.

En I’absence de liaison avec 1’antigene, les cellules B passent dans les sinus
corticaux, rejoignent le sinus médullaire et sortent du ganglion par le vaisseau
lymphatique efférent. Le gradient de Sphingosine-1-Phosphate (S1P) est responsable
du passage des lymphocytes du cortex au réseau de sinus lymphatiques. En effet, le
sang et la lymphe sont concentrés en S1P alors que sa concentration ganglionnaire est
faible. De plus, les lymphocytes régulent l'expression membranaire de SIPRI1
(récepteur de la S1P) soit négativement au cours de leur entrée, soit positivement pour

la sortie vers le sinus lymphatique(32), (34).

4. Altérations du microenvironnement de la LLC

Alors que dans un ganglion non tumoral, la structure est bien organisée, dans
un ganglion de patient atteint de LLC l'invasion des tissus lymphoides primaires et
secondaires par les cellules tumorales s’accompagne d’une perturbation de
l'architecture et de la physiologie des tissus. Notamment un processus de rétention des

cellules B de LLC est observé dans ces organes.

Les cellules de LLC conservent la capacit¢ de répondre aux signaux du

microenvironnement tissulaire qui entrainent des modifications de leur expression



génique, de leur activation, de leur prolifération et de leur seuil de réponse
apoptotique (37). En particulier, une étude génomique des cellules de LLC purifiées
du sang périphérique, de la moelle osseuse et des ganglions lymphatiques a montré
que Dactivation de voies de signalisation spécifiques conduit a des profils
d'expression génique caractéristiques par rapport a d’autres lymphomes (38).

En particulier, dans des cellules LLC isolées de ganglion lymphatique une
expression de plus de 100 geénes impliqués dans l'activation du BCR, dans la
signalisation NF-kB et dans la prolifération a été caractérisée. Plusieurs études ont
décrit des niveaux différents d’expression des marqueurs d’activation et des taux de

prolifération dans les cellules LLC issues des différents sites anatomiques.

La survie des lymphocytes B

Le microenvironnement joue un réle critique dans la survie des lymphocytes
B. Les cellules stromales mésenchymateuses (MSC) exercent notamment ce rdle via
I’interaction de VCAM avec VLA-4 exprimé par les cellules B, par la sécrétion de
facteurs solubles tels que la chimiokine CXCL12 (39), par des cytokines ou encore
des facteurs pro-angiogéniques tel le VEGF. Ces facteurs induisent 1’activation des
voies NF-kB et AKT qui entrainent I’augmentation des protéines de la famille Bcl2,
notamment Mcl-1 responsable de I’inhibition de I’apoptose (40) (Figure 7).
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Figure 7: Dialogue entre la cellule leucémique et la MSC (41).

D’autre part, au sein des centres prolifératifs, dans les ganglions lymphatiques,

une proportion significative de lymphocytes T CD4" est activée et exprime le CD40L



qui en se liant aux cellules leucémiques exprimant CD40, favorise la survie et la
prolifération de ces dernieres (Figure 8).

Cette interaction induit aussi la production de CCL3 et de CCL4 par les
lymphocytes B, ce qui permet le recrutement de monocytes précurseurs des
macrophages.

Les lymphocytes T peuvent aussi avoir des effets pro-tumoraux, et stimuler la
croissance des cellules leucémiques en produisant du TNF-a (42).

Par ailleurs, les cellules leucémiques présentent une expression réduite des récepteurs
de mort et un défaut d’apoptose intrinséque, qui les rend moins sensibles aux effets
cytotoxiques des lymphocytes T (43). De plus, ces lymphocytes cytotoxiques sont

moins efficaces dans leur activité de reconnaissance des cellules tumorales.
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Figure 8 : Dialogue entre cellules B de LLC et cellules T (41).

De maniere générale de nombreuses cellules impliquées dans la réponse anti
tumorale (LT, cellules NK, CD8+ cytotoxiques) présentent des défauts fonctionnels
empéchant ’activation des processus anti-tumoraux ce qui contribue a 1’échappement
a la surveillance immunitaire des cellules de LLC.

En parallele, des cellules d’origine monocytaire favorisant la survie des
cellules tumorales, sont présentes de facon significative dans le microenvironnement.

Ainsi, le microenvironnement contribue au développement de la pathologie et
facilite également 1’apparition de résistances aux différents traitements. La mort

rapide des LB de LLC in vitro est d’ailleurs le reflet de la perte de ces signaux de



survie et de 'importance du microenvironnement tumoral dans le maintien de la

pathologie (44).

BMSC

Figure 9. Le microenvironnement tumoral de la LLC. Le microenvironnement de la
LLC favorise la survie et la rétention des LB de LLC par l’intermédiaire de contacts
cellulaires ainsi que par différents facteurs solubles (cytokines et chimiokines). Illustration
réalisée d’apres (45). BMSC= cellules stromales (Bone marrow stromal cell), BAFF= B cells
activating factor, BAFF-R= B cells activating factor receptor, APRIL= A proliferation-
inducing ligand, TACI= Transmembrane activator and CAML interactor, BCMA= B cells

maturation antigen.

5. Altération du trafic dans les tissus lymphoides des cellules de LL.C

Le trafic des cellules de LLC est assuré par deux sous-groupes principaux de

chimiokines. Les chimiokines homéostatiques, produites et sécrétées de fagon



constitutive au sein du microenvironnement tissulaire, maintiennent le trafic
physiologique. Les chimiokines inflammatoires, principalement induites dans les
tissus inflammés, permettent de recruter des cellules effectrices (46).

Les taux sériques de certaines chimiokines et I’expression de leurs récepteurs
spécifiques sont trés ¢élevés dans la LLC. Par conséquent une réponse chimiotactique
plus efficace est une caractéristique des sous-types les plus agressifs des cellules de la
LLC. La réactivit¢ a la stimulation par les chimiokines des cellules de LLC

circulantes pourrait faciliter leur trafic, leur migration et 'envahissement des cellules
p g

du microenvironnement tissulaire leucémique.

Parmi ces chimiokines CXCL12, une chimiokine homéostatique qui joue un
role essentiel dans le trafic normal, est un exemple de chimiokine qui régule de
manicre critique la migration des cellules de LLC. CXCLI12 est sécrétée de manicre
constitutive a des niveaux ¢€levés par les cellules stromales et son récepteur CXCR4
(CD184) est fortement exprimé a la surface des cellules de LLC circulantes (ref), qui
migrent plus efficacement vers CXCL12 que les lymphocytes B normaux (47). En
particulier, les cellules de LLC exprimant CD38 et /ou ZAP70 présentent une
signalisation intracellulaire plus importante et un meilleur chimiotactisme en réponse

au CXCLI12 que les cellules n’exprimant pas le CD38 ou ZAP70 (47).

CXCL13 est une autre chimiokine homéostatique qui, avec son récepteur
spécifique, CXCRS, joue un role central dans le recrutement des cellules B dans la
zone folliculaire des organes lymphoides secondaires (20). CXCL13 est sécrétée de
manicre constitutive par les cellules stromales dans les zones de cellules B des tissus
lymphoides secondaires (48). Les taux sériques de CXCL13 sont plus élevés chez les
patients atteints de LLC que chez les individus sains, et CXCRS est également
fortement exprimé a la surface des cellules B de LLC (48).
CCL19 et CCL21 sont des chimiokines connues dans la régulation du recrutement des
lymphocytes dans les zones T des tissus lymphoides secondaires en se liant a leur
récepteur spécifique CCR7 (49). CCL19 et CCL21 sont également présentes dans le
stroma et dans les veinules endothéliales des ganglions lymphatiques de LLC, et ces
dernieres constituent une voie importante d'entrée des lymphocytes dans le tissu

lymphoide secondaire (50). De manicre intéressante les cellules B circulantes en



particulier les cellules de LLC ZAP-70 © ou provenant des patients montrant une
adénopathie importante, expriment des taux élevés de CCR7 (50), ce qui favorise une
migration importante vers CCL21 et CCL19 (47).

Les cellules de LLC ne sont pas seulement capables de répondre aux signaux
du microenvironnement tissulaire, mais elles recrutent également des cellules
d’interaction via la sécrétion de chimiokines telles que CCL17, CCL22, CCL3 et
CCL4. CCL22 et CCL17 sont des chimiokines secrétées par les cellules de LLC
activées par CD40 dans les ganglions lymphatiques, attirant ainsi les cellules T.
Ainsi, les cellules de LLC peuvent attirer les cellules T CD4" vers la moelle osseuse
et les ganglions lymphatiques, ce qui augmente la prolifération et la survie des
cellules tumorales et induit une libération supplémentaire de CCL22, créant ainsi une
boucle de rétroaction positive favorisant le processus malin  (51).
CCL3 et CCL4 sont des chimiokines pro-inflammatoires cruciales pour la réponse a
l'infection, la médiation de l'inflammation et le recrutement de monocytes ou des
cellules T du sang qui expriment les récepteurs spécifiques CCR1 et CCRS dans les

compartiments tissulaires (51).

6. Modéles du microenvironnement de la LLL.C

L’¢étude des modifications du microenvironnement ganglionnaire dans la LLC
est trés importante pour la compréhension de la maladie. En revanche I’acces aux
cellules résidentes des tissus lymphoides est trés difficile, donc la modélisation des
interactions tumeur-hote est un domaine d’investigation intense.

Actuellement, le modéle in vivo le plus largement utilisé pour la LLC est la
souris transgénique TCL1, dans laquelle le géne humain TCL1 est exprimé sous le
contréle du promoteur et de I'amplificateur de la région variable de la chaine lourde
de l'immunoglobuline (52). TCL1 est un oncogeéne généralement activé dans les
lymphomes T, il est impliqué dans la signalisation passant par la kinase AKT. Les
cellules tumorales des souris transgéniques TCL1 sont des cellules lymphoides
relativement grandes, exprimant les génes non mutés de I'IGHV. Ces cellules
présentent une activation de la voix du BCR et une dérégulation du compartiment T,
similaire a celles décrites dans la LLC chez I’homme (53).

Contrairement au modele transgénique, les souris New Zealand Black (NZB)

développent spontanément une auto-immunité et une hyperactivité des lymphocytes



B, tandis qu'une maladie similaire a la LLC se manifeste plus tardivement (54). Les
souris NZB présentent une mutation ponctuelle dans la séquence 3 du pré-mir-16-1,
qui entrainerait une diminution des niveaux de miR-16 dans les tissus (55). Cette
mutation est similaire a la mutation chromosomique la plus courante dans la LLC
chez I'homme, la délétion de la région chromosomique 13ql4 contenant les genes
mir-15a/16-1 et DLEU2 (56).

Récemment, une étude a montré que la suppression de la région minimale
délétée (MDR) 13q14, hébergeant le groupe DLEU2 / miR-15a / 16-1 chez des souris
entrainait le développement d'une maladie ressemblant a la LLC chez I'homme (57) .
Les cellules leucémiques de ces souris expriment des géenes IGHV non mutés (57)
D'autres modeles de souris transgéniques de la LLC comprennent des souris F1 (NZB
x NZW) programmées pour exprimer I’IL5 (58), des souris surexprimant a la fois
BCL2 et un facteur associé au récepteur du facteur de nécrose tumorale (59) et des
souris transgéniques myc/Baff (60).

D’autres approches complémentaires sont utilisées, comme des xénogreffes de

la lignée cellulaire Mec-1 (61) ou des cellules primaires de LLC (62).

Malgré le développement des différents modeles murins, aujourd’hui il
n’existe pas un modele du microenvironnement tumoral de la leucémie lymphoide
chronique pour étudier in vivo ses interactions et son dialogue avec les cellules

leucémiques.



II. Les macrophages associés aux tumeurs
(TAM)

Parmi les cellules du microenvironnement, les macrophages semblent jouer un role

primordial dans la survie, la prolifération et la rétention des cellules de LLC.

1. Les macrophages

Les macrophages sont des cellules my¢loides, retrouvées dans les tissus et
qui proviennent de la différenciation des monocytes circulants apres leur
extravasation (63). Ils s'accumulent au niveau du site infectieux et ainsi permettent
I'¢limination des corps étrangers en captant des particules opsonisées, qu’ils
intégrent par endocytose puis dégradent. Ils sont capables de présenter les antigenes
aux effecteurs de l'immunité adaptative (63). Ils contrdlent ainsi I’homéostasie des
tissus et I’amplitude de la réponse inflammatoire en produisant des cytokines,
facteurs de croissance, protéases et autres molécules.

On retrouve principalement deux sous type de macrophages définis suivant
leurs effets pro ou anti inflammatoires selon leurs différenciations. Les macrophages
décrits comme immunostimulant et induisant une réponse pro-inflammatoire ont été
appelés M1 et induisent la résistance contre les pathogenes et les tumeurs. Les
macrophages décrits comme immunorégulateurs et dénommés M2, initient des
résistances contre les parasites, et sont impliqués dans I’immunorégulation, la

réparation et le remodelage des tissus (Figure 10).

Cette polarisation n'est pas définitive : un M1 peut se différencier en M2 et

inversement suivant les stimuli qu’il recoit (64).
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Figure 10 : Phénotype des Macrophages selon leur polarisation : L'exposition a
différents stimuli dérivés des tissus induit des profils de polarisation distincts. L'activation des
macrophages M1 est induite par l'exposition a I'I[FN-g et au LPS, et elle induit un ensemble
distinct de molécules (indiquées en rouge). Différentes formes d'activation des M2 peuvent
étre dues a divers stimuli, avec des profils moléculaires distincts. IL-4 et IL-13 induisent M2a
(jaune), les complexes immuns LPS induisent M2b (magenta) et IL-10 induit M2c¢ (vert). Les
molécules communes pour M2a et M2c¢ (induites a la fois par 1L-4, IL-13 et IL-10) sont

indiquées en bleu (64).



2. Les macrophages de type M1

Les macrophages de type M1 sont pro-inflammatoires et ont une trés forte
activité antimicrobienne et anti tumorale (65). Leur polarisation est induite par des
cytokines pro-inflammatoires comme I’IFNy, les LPS (lipopolysaccharides) ou les
agonistes des TLR (66). Les M1 sont capables de produire le TNF-a et des cytokines
pro-inflammatoires telles que I’'IL-6, I'IL-12 et I’[L-23, des médiateurs impliqués
dans le recrutement et la polarisation des cellules de type Thl, comme I'IL-12,
permettant ainsi d’augmenter I’immunité adaptative (cellules T CD4+, cellules T
CD8+). Les M1 produisent en revanche peu d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire.
Tous ces mécanismes d’activation induisent le relargage des enzymes lysosomales,
des espéces réactives de 1I’oxygene et de I’oxyde nitrique. Les facteurs de transcription
impliqués dans la polarisation M1 sont principalement NF-kB, STAT1 et IRFS5 (67).
Les macrophages ont la capacité de reconnaitre directement les antigénes de surface et
de les présenter en grande quantité associé¢s aux molécules du CMH de classe II
(CMH-II) et a des molécules de co-stimulation telles que CD80 et CD86 (66), a

I’origine de leur forte capacité de présentation antigénique (Figure 11) (68)

.12
. I
i <
i ®©®
Interferon-y _ pathogens
3 i, — \
i i o @&
. 4 > —_
T~ — - ‘ .i".
— —~— - ] : &
IL-23 A
Macrophage Primed Macrophage M1 Macrophage A

s

Figure 11 : Représentation schématique de la polarisation des macrophages en
macrophages M1. L’INF-y stimule les macrophages induisant une augmentation de
P’expression des récepteurs de type TLR, de sorte qu'en présence d'agents pathogenes
(rouges) ou de produits pathogenes (Lipopolysaccharide), ces macrophages sensibilisés

acquierent un phénotype M1 libérant des cytokines, notamment I'[L-12 et IL-23 (68).



Les macrophages de type M2

Les M2 sont caractérisés par une forte capacité phagocytique, un important
niveau d’expression de protéines « scavengers » et une production de fortes
quantités de prostaglandines, de TGF- et de cytokines anti-inflammatoires telles
que I'IL-10 (Figure 12) (64). Les macrophages M2 sont impliqués dans
I’immunorégulation, le remodelage tissulaire, la réparation des tissus aprés une

inflammation (69).

Il existe trois sous types de macrophages M2 définis selon les facteurs
permettant leur polarisation, selon leur caractérisation phénotypique (profil

d’expression de marqueurs membranaires) et leur caractérisation fonctionnelle (65).

Les macrophages M2a sont principalement impliqués dans la réponse anti
parasitaire et dans le déclenchement des allergies. Les M2a produisent de grandes
quantités des chimiokines CCL17 et CCL22, impliquées dans le chimiotactisme des
lymphocytes polarisés Th2 et Treg (70) et CCL18 qui favorise le recrutement des
lymphocytes T naifs (71).

Ces macrophages sont impliqués dans les réactions allergiques et
I’¢élimination des parasites car ils sécrétent aussi la CCL24, induisant le recrutement
des éosinophiles. L’IL-4 et I’'IL-13 induisent 1’expression du récepteur au mannose
(CD206) ainsi que les scavenger récepteurs A et B, tous les trois indispensables a la
phagocytose des débris présents au niveau du site de I’inflammation (68).

Les macrophages M2b sont spécialisés dans la régulation des processus
inflammatoires a la fois en sécrétant des cytokines anti-inflammatoires (IL-10) mais
aussi des cytokines pro-inflammatoires telles que I’'IL-1B, I’IL-6, le TNFa et des
molécules toxiques (68).

Les macrophages M2c¢ sont impliqués dans les phases de résolution de
l'inflammation. Ils sécrétent des cytokines immunosuppressives telles que 1’IL-10 et
le TGFp. Ils sont activés par I’IL-10 ou en réponse au TGF et aux hormones
glucocorticoides. Leur production de TGF permet 1’activation de I’angiogenése (72).

Ils participent aussi au remodelage tissulaire.
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Figure 12 : Polarisation et propriétés fonctionnelles de différentes populations
des macrophages. L’exposition des macrophages a I’'I[FNy + lipopolysaccharide (LPS) ou
le tumor necrosis factor (TNFa) entraine la polarisation de M1 alors que les M2 sont
générés en réponse a l’interleukin-4 et 13 (IL-4,IL-13) (M2a), (les M2b) sont induites par
I’exposition aux complexes immuns + ligands des Toll-like receptor (TLR), alors que les

M2c sont induits par I’IL-10 (68).

2. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM)

Plusieurs études ont décrit une forte présence de macrophages dans les
tumeurs solides. La balance des cytokines et d'autres signaux moléculaires
détermine le rdle anti- ou pro-tumoral de ces macrophages qui ont été ainsi
denommés TAM (65). Actuellement, des études montrent que environ 80 % des
TAM ont un effet pro-tumoral et seulement 10 % démontrent un effet anti-tumoral
(73). Dans la majorité des cas, les macrophages favorisent I’initiation, la progression
et la formation de métastases (74). Sous l'effet des signaux du microenvironnement
tumoral les macrophages recrutés au niveau de la tumeur se polarisent vers un

phénotype immunosuppressif.



Différenciation

Les TAM sont d'origine monocytaire de la phase circulante (75). Leur
polarisation est régulée a la fois par I’ensemble des facteurs solubles présents dans
le microenvironnement tumoral et par les composants de la matrice extracellulaire.
Par ailleurs plusieurs facteurs responsables du recrutement de monocytes montrent

une expression augmentée dans différentes tumeurs.

Le recrutement

Les cellules tumorales et les cellules du microenvironnement secrétent de
nombreux facteurs solubles notamment des cytokines et chimiokines inflammatoires
et des facteurs de croissances (Figure 11) impliqués dans le recrutement des
monocytes. L'interaction des chimiokines avec leur récepteur a la surface des
monocytes induit un changement de conformation des intégrines présentes a leur
surface. On parle d'activation des intégrines. Les intégrines activées permettent la
fixation des monocytes sur les cellules endothéliales et leur migration
transendothéliale. De plus, 1'activation des intégrines provoque une redistribution
des filaments d'actine. Ces filaments passent d'une distribution symétrique autour de
la cellule a une localisation polaire. Les monocytes vont ainsi acquérir une
morphologie dite polarisée qui permet la migration a travers les tissus (76). Les
monocytes et les macrophages migrent dans les tissus sous ’influence du CCL2
(monocyte chemotactic protein-1 ; MCP-1), fortement secrétée dans plusieurs
tumeurs. Des études ont montré une corrélation entre un niveau augmenté de CCL2
et une accumulation des macrophages dans différents cancers : des cancers
pulmonaires (77), du sein (78) de I’ovaire (79) et de la prostate (80).

Le CCL2 est responsable non seulement du recrutement des monocytes,
mais aussi de leur différenciation. L'inhibition de la signalisation CCL2-CCR2
bloque le recrutement de monocytes inflammatoires, inhibe les métastases in vivo et
prolonge la survie des souris porteuses de tumeur(80). De nombreuses autres
chimiokines pourraient aussi étre impliquées dans le recrutement des TAM, comme
CCLS5, CCL3 et CXCLS (IL8) qui sont surexprimées dans différentes tumeurs chez
I’homme (81).



D’autres chimiokines, cytokines et facteurs de croissance participent aussi au
recrutement des monocytes tels que le TGF-f ou le VEGF, (Vascular Endothelial
Growth Factor A) produits lors de situations hypoxiques au sein de la tumeur (82).
L’endothelin-2 ou le M-CSF (monocyte colony stimulating factor) (82) qui sont
fortement exprimés dans le sérum des personnes atteintes de cancer du sein ou de
I’ovaire (83), participent également a ce recrutement (Figure 11).

Certaines molécules de la matrice extracellulaire (MEC) ainsi que leurs fragments

protéolytiques permettent aussi le recrutement des monocytes (66).
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Figure 13 : Mécanisme de recrutement des monocytes au sein des tumeurs. Les
monocytes circulants et les macrophages résidant dans les tissus sont mobilisés dans la
tumeur en réponse a de multiples signaux microenvironnementaux tels que les cytokines, les

chimiokines, les composants de la matrice extra cellulaire et I'hypoxie (66).

Les TAM expriment le marqueur des macrophages tissulaires CD68 (84), et
des marqueurs de macrophage type M2: CD163 et le CD204, deux récepteurs
scavengers, ainsi que le CD206 un récepteur au mannose (85). En plus des marqueurs
des macrophages les TAM expriment des marqueurs des cellules tels que le CD14 et
le CD11b (86). Une étude du profil transcriptomique a haute résolution a été utilisée

pour identifier et confirmer de nouveaux marqueurs membranaires sélectifs pour les



macrophages M1 dont CD120b, TLR2, SLAMF7 et pour les M2 dont CDla, CD1b,
CD93, CD226. Les résultats ont montré une corrélation phénotypique plus forte que

les marqueurs des TAM précédemment identifiés.

En général, les TAM ressemblent aux macrophages M2 et peuvent également
étre caractérisés par la production de cytokines telles que le TGF-f, le VEGF ou I'IL-
10 (87).

Les TAM ont été¢ impliqués dans de nombreuses €tapes de la progression
tumorale, la formation des métastases, 1’angiogenése, la suppression de la

surveillance immunitaire et la résistance au traitement (Figure 14).
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Figure 14 : Fonctions des TAM : réles pro tumoraux (87).

Les TAM sont présents dans les zones hypoxiques de la tumeur et ils jouent
un réle important dans la néoangiogénéese dans les tumeurs primitives, via la sécrétion
de facteurs pro-angiogéniques tel que le VGEF (88). La présence des macrophages
sécréteurs de VEGF-A augmente ainsi la malignité des tumeurs au sein des zones
hypoxiques (89). Les macrophages favorisent de la méme maniére la néo angiogenese

dans les modeles de glioblastome (90).

La caractérisation des TAM angiogéniques montre qu'ils expriment TIE2
(tyrosine kinase with immunoglobulin and EGF homology domains). La déplétion de

cette population inhibe 1'angiogenéese dans divers mod¢les, notamment le glioblastome



(91). Ces macrophages Tie2 + sont souvent alignés le long de la surface abluminale
des vaisseaux sanguins et interagissant avec le ligand ANG2 présent a la membrane
des cellules endothéliales. Le ciblage de ANG2 ou de Tie2 libére cette association
entre les macrophages et les vaisseaux et inhibe l'angiogen¢se dans des modeles de

cancer du sein et du pancréas (92).

Les monocytes et les macrophages sont considérés comme des promoteurs de
métastases car ils favorisent l'extravasation, la survie et la croissance persistante des

cellules métastatiques (93).

Les tumeurs primaires impactent la fréquence et la spécificité des sites de
croissance métastatique en établissant des niches pré-métastatiques assurant aux
cellules un site protecteur de croissance (94). Les cellules myéloides CDI1b"
VEGFRI1" sont fortement présentes dans ces niches et leur ablation inhibe la
formation de ces sites (94). D’autres facteurs sont également importants pour la
formation de ces niches prémétastatiques. Parmi eux les exosomes dérivés de tumeurs
qui éduquent les cellules my¢loides pro-angiogéniques au travers de I’activation du
récepteur tyrosine kinase MET (95).

De méme, les plaquettes jouent un réle important dans la formation des niches
via les dépots de la fibrine qui a un role dans la coagulation. Elle attire les cellules
my¢loides dans les tissus cibles, par ailleurs les anticoagulants bloquent la formation
des niches premetatstatiques (96). Des ¢études sur des métastases pulmonaires
montrent que, dés leur arrivée sur le site cible, les cellules tumorales et les plaquettes
associ¢es forment des microclots et s’arrétent dans les vaisseaux tissulaires cibles
(96). Cet arrét permet au CCL2 synthétisé par les cellules tumorales de générer un
gradient chimioattractif qui recrute les monocytes Ly6C via I’expression du récepteur
au CCL2, le CCR2 (78). Ces monocytes recrutés améliorent l'extravasation des
cellules tumorales en partie grace a l'expression du VEGF, responsable de la

perméabilité vasculaire (Figure 15).
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Figure 15 : Les macrophages favorisent les métastases. L'arrét de cellules tumorales
dans le systéme vasculaire des organes cibles 1 se traduit par un recrutement induit par le
CCL2 de monocytes inflammatoires circulants exprimant le CCR2 2. Ces monocytes se
différencient en macrophages associés a des métastases (MAM) qui médient une
extravasation de cellules tumorales via le VEGF, ce qui augmente la perméabilité vasculaire
3. Les MAMS, sous influence de CSF-1 favorisent également la survie des cellules tumorales
4 et une croissance persistante associée a l'angiogenése. 5 Ils pourraient également inhiber les

cellules T cytotoxiques (78).

Role dans I'immunosuppression : une fonction essentielle des TAM est la
suppression de la réponse immunitaire anti-tumorale via I’inhibition des lymphocytes
T. L'analyse de I'expression génique dans des modeles murins de cancer du sein et de

fibrosarcome montre des profils de transcription immunosuppresseurs en exprimant

notamment des facteurs tels 1'IL-10 et le TGFp (97), (98).

La production de I’IL-10 et du TGF-f induit la différenciation des cellules T

en T régulateurs et leur recrutement au site tumoral (99)

Il a ét¢ montré que les TAM expriment les ligands des récepteurs PD-1 et
CTLA-4 présents sur les lymphocytes B et T. L’expression de PD-L1 (programm cell
death ligand 1) est induite a la surface des TAM, par CSF-1, I’IL-4, I'INF-y ou encore
I’hypoxie. La fixation de ces ligands sur leurs récepteurs respectifs induit une
inhibition directe de la signalisation liée a I’activation du TCR et du BCR et donc une

altére la réponse anti-tumorale B et T (100),(101).



3. Les Nurse Like Cells (NLC, cellules chaperonnes)

Les NLC ont été décrites comme des cellules adhérentes, allongées
ressemblant a des fibroblastes de grande taille, issues de la différenciation in vitro
des PBMC:s isolés de patients atteints de LLC.

Le nom de « nurselike » provient de la similarit¢ de ces cellules avec les
«nurses cells » présentes dans le thymus qui délivrent des signaux pro-survie aux
précurseurs des lymphocytes T lors de leur différenciation (12).

De méme les NLC délivrent des signaux de survie aux cellules leucémiques
qui notamment sont résistantes a 1’apoptose in vivo (102). Par ailleurs cette fonction
pro-survie a suggéré que les NLC puissent participer aux mécanismes
d’échappement immunitaire actifs dans le microenvironnement tumoral.

Les NLC expriment le CD14, marqueur des monocytes, et des marqueurs
des macrophages de type M2 : le CD68, le CD163 et le CD206 (103), elles
présentent également des marqueurs de cellules stromales, tel que la vimentine et
STRO-1.

Ces cellules produisent aussi le SDF-1 (Stromal Cell Derived Factor 1), une
chimiokine qui est normalement sécrétée par les cellules stromales de la moelle
osseuse (86), ainsi que le CXCL13, chimiokine normalement secrétée par les FDC
dans les ganglions lymphatiques (48). Les NLC présentent quasiment tous les
marqueurs des TAM, elles sont caractérisées par une forte production de TGF-f,
d’IL-10, de CCL17 et de CCL22 (102), (104). Elles peuvent également produire du
VEGF (105), ainsi que I’indoleamine 2,3-dioxigenase (IDO), enzyme, impliquée
dans le métabolisme du tryptophane connue pour moduler I’activation et la

prolifération des lymphocytes T (104).

Les NLC expriment le CD163, une protéine transmembranaire appartenant a
la famille des Scavenger, et codée par un géne situé sur le chromosome 12p13. Elle
possede un domaine extracellulaire de 1048 d'acides aminés, un segment

transmembranaire et une queue cytoplasmique avec plusieurs variantes d'épissage

(106).



Le CD163 est exprimé a la surface de nombreuses cellules tels que les
monocytes, d’autres cellules my¢loides, les cellules de Kupffer et les macrophages de
la rate et du thymus (107).

Le CD163 a des fonctions dans la clairance de ’hémoglobine, les réponses
anti-inflammatoires et la régulation de I’érythropoiese. Le CDI163 se fixe sur le
complexe formé par 1’haptoglobine (Hp) et I’hémoglobine (Hb) issus de I’hémolyse,
ce qui provoque I’endocytose du complexe par les macrophages et la production d’IL-
10 (108). Le CD163 est récupéré pour étre recyclé tandis que le complexe Hb-Hp sera
dégradé libérant ainsi le fer et du monoxyde de carbone (CO) qui ont aussi des
propriétés anti inflammatoires (109).

L’expression du CD163 a la surface des cellules est fortement augmentée par
des médiateurs anti-inflammatoires tels que les corticoides, I’IL-6 et I’'IL-10 (110).
Par conséquent, les macrophages exprimant le CD163 sont les plus abondants lors des

phases de résolution de I’inflammation (111).

Il existe aussi une forme soluble du récepteur dans le plasma sanguin, appelée
sCD163. Elle dérive du domaine extracellulaire par clivage au niveau du segment

transmembranaire assur¢ par les métalloprotéinases (107).

Le CD163 est activé dans de nombreuses pathologies présentant une phase
inflammatoire, par exemple la cirrhose, le diabéte de type 2, le syndrome d'activation
macrophagique, la maladie de Gaucher, le sepsis, le SIDA, la polyarthrite rhumatoide

ou encore le lymphome de Hodgkin (112).

Il est intéressant de noter que sa concentration est augmentée dans les
maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide et la spondylarthrite
ankylosante caractérisées par un déséquilibre entre effecteurs pro et anti-
inflammatoires (113), (114).

Le CD163 est aussi décrit comme fixant la paroi bactérienne. Suite a cette
fixation, on observe une production de cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNF-a ce qui contribue donc a I’initiation de la réponse inflammatoire (115).

Le CD163 a été¢ décrit comme le marqueur le plus spécifique de NLC. En
particulier, son expression a été corrélée avec la prolifération des cellules de LLC
dans les ganglions. De plus, des taux élevés de la forme soluble de CD163 ont été

liées a un pronostique défavorable de la maladie (116).



Une fréquence importante des macrophages CD68+ CD163+ a été également
associée a un mauvais pronostique dans le mélanome cutané (117), et dans des

sarcomes humains et murins (118).

Fonctions des NLC

Les NLC ont été décrites jouer un role important dans la protection contre
I’apoptose des cellules leucémique in vitro (86).

Plusieurs facteurs sont impliqués dans ce mécanisme, notamment le
CXCL12 qui augmente la survie des cellules leucémiques via 1’activation d’AKT et
ERK et I’augmentation de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 suite a sa liaison au
récepteur CXCR4 (119).

Les NLC secretent les facteurs BAFF (B-cell activating factor) et APRIL (A
proliferation-inducing ligand), également impliqués dans la survie des lymphocytes
B via I’activation de la voie canonique de NF-KB qui induit une surexpression de
Mcl-1 dans la cellule tumorale (120).

Les NLC sont aussi capables de produire de 'HGF (Hepatocyte Growth
Factor) qui prolonge la survie des cellules B leucémiques en interagissant avec son
récepteur, c-MET. L’HGF favorise non seulement la survie des cellules B
leucémiques mais aussi il permet de maintenir le phénotype M2 des NLC qui

expriment également le récepteur c-MET (104).

Trafic des cellules dans les niches ganglionnaires

Les NLC secrétent de nombreuses cytokines et chimiokines participant ainsi
au trafic ganglionnaire des cellules B de LLC, notamment le CXCL13 normalement
secrété par les FDC et qui permet le recrutement des lymphocytes B dans les
follicules (121).

La sécrétion de CXCL12 joue également un role mais plutot dans le contrdle
de la sortie des lymphocytes des ganglions. Sa liaison au récepteur CXCR4 exprimé a
la surface des cellules B leucémiques (122), induit une diminution du SI1PR
(sphingosine 1 phosphate receptor 1) et donc une augmentation de la rétention des
cellules B dans le ganglion (123) La diminution du récepteur S1PR permet également
aux lymphocytes B de LLC de rester en contact avec les NLC ce qui favorise leur

survie (123)



Inhibition de la réponse immunitaire

Plusieurs études ont montré I’implication des NLC dans I’échappement
tumoral a la surveillance immunitaire. Une étude transcriptomique et protéomique a
montré dans les surnageants des cultures des NLC la présence de nombreuses
cytokines normalement produites par les macrophages M2 dans une situation
physiologique. Notamment les TGFb, IL10, CCL17, CCL22 et IDO exprimés
favorisent I’expansion des lymphocytes Treg, et par voie de conséquence diminuent

les proportions de lymphocytes T CD4" et CD8" (103).

De plus, les NLC induisent une augmentation de 1’expression de PD-1 dans
les lymphocytes T et initient donc des signaux inhibiteurs de la réponse des cellules

T (124).

Recrutement et différenciation

Sur la base de leurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles
observées dans ces études in vitro, les NLCs sont considérées comme les TAMs de
la LLC. Les cellules CD14" exprimant le CCR2 sont ainsi recrutées dans les
ganglions via le CCL2 produit par les lymphocytes B de LLC apres leur stimulation
par le CD40L exprimé par les lymphocytes T (Figure 16) (125).
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Figure 16 : Mod¢le de recrutement des monocytes dans les ganglions de LLC.
La stimulation des cellules de LLC par le CD40L (1) exprimé par les cellules T activées
induit leur sécrétion de CCL2 (2), ce qui permet le recrutement des monocytes dans le
ganglions lymphatiques (LN) (3). Les facteurs sécrétes par les cellules B induisent alors la
différenciation des monocytes en macrophages M2 (4). Mo: monocyte; PB: sang

périphérique ; LN : Ganglion lymphatique (125)

Apres leur entrée dans le ganglion, ces monocytes peuvent se différencier en
NLC grace a la présence de plusieurs facteurs secrétés par les cellules leucémiques

(126).

Ce mécanisme a ¢t¢ mis en évidence dans une étude in vitro, qui a montré
que des monocytes CD14" issus de sujets sains étaient capables de se différencier en
NLC lorsqu’ils sont mis en culture pour quatorze jours avec des lymphocytes B
issus de patients LLC (126). Cependant, le profil transcriptomique des NLCs
obtenues a partir de monocytes de patients LLC est différent de celui des NLC
obtenus a partir des monocytes de donneurs sains, notamment au niveau des facteurs
impliqués dans les fonctions phagocytiques et pro-inflammatoires (127).

Parmi les facteurs secrétés par les cellules leucémiques la protéine HMGBI1
(soluble high mobility group box 1) aprés liaison aux récepteurs RAGE (receptor for
advanced glycation end products) et TLR9 (récepteur Toll-like-9), exprimés a la
surface des monocytes, induit leur différenciation via I’activation de STAT-3 et de

NF-K (128). De plus les taux de sHMGBI1 soluble, sont significativement



augmentés dans le sérum des patients atteints de LLC, par rapport aux témoins
sains.
Apres différenciation les NLC contribueront a la rétention des cellules B

leucémiques dans le ganglion et favoriseront ainsi leur survie.

En conclusion, les cellules leucémiques attirent dans le ganglion les
monocytes et induisent leur différenciation en NLC. Les NLC a leur tour, favorisent

la rétention et la survie des cellules leucémiques (Figure 17).
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Figure 17 : NLC sont les TAM de LLC. Modifiée d’apres (128).



Objectif de la these

Plusieurs études dont certaines du laboratoire ont montré que les ganglions
lymphatiques sont un site de rétention des cellules tumorales. Le microenvironnement
dans ces sites sanctuaires joue un role essentiel dans la survie et la prolifération des

lymphocytes tumoraux.

La structure trés organisée des ganglions non tumoraux est profondément
altérée dans les ganglions de patients atteints de LLC, ce qui conduit a I’altération du
dialogue entre les lymphocytes B et les cellules du microenvironnement. Malgré le
développement de différents agents thérapeutiques visant ces interactions, la
pathologie reste incurable et les résistances aux traitements sont fréquentes.

Il est donc important de mieux comprendre et caractériser la désorganisation observée
dans les ganglions de LLC qui conduit au trafic altéré des lymphocytes tumoraux afin

d’identifier de possibles cibles thérapeutiques complémentaires.

De plus, I’influence du microenvironnement tumoral de la LLC, notamment
des TAM, reste encore peu étudiée. Les mécanismes par lesquels les interactions
fonctionnelles entre les NLC (qui semblent étre les TAM de la LLC) et les cellules

leucémiques, ne sont pas encore complétement décrits.
Les objectifs de ma thése se répartissent sous deux grands axes :

1- L’¢établissement d’une cartographie des structures ganglionnaire altérées chez les
patients atteints de LLC. Mon approche a été de comparer 1’organisation structurale

des ganglions issus de patients atteints une LLC a celle de ganglions non tumoraux.

2- La caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules CD68" dont
I’augmentation significative de ces cellules dans les ganglions de patients atteints de
LLC a ét¢ mise en évidence lors de I’établissement de la cartographie et qui
pourraient se substituer aux cellules stromales ganglionnaires dans le dialogue entre

les cellules tumorales et le microenvironnement.



Résultats

Article : Chronic lymphocytic leukemia nurse-like cells are an
alternative source of CCL21 homeostatic chemokine in disorganized

lymph node

Dans la leucémie lymphoide chronique (LLC), comme dans tous les cancers le
dialogue entre la cellule tumorale et son microenvironnement joue un role majeur
dans la survie et la prolifération des cellules tumorales. Différentes publications ont
montré le réle que le microenvironnement ganglionnaire pouvait jouer dans
I’accumulation des cellules de LLC au sein des organes lymphoides via des signaux
de survie et de prolifération mais peu d’études ont évalu¢ les modifications

structurelles de la micro anatomie du ganglion tumoral dans la LLC.

Dans cette étude, nous avons établi une cartographie détaillée du ganglion
lymphatique de LLC par une double approche d’immunohistochimie et de
immunofluorescence. Cela nous a permis de confirmer la désorganisation de son
architecture, caractérisée par une infiltration diffuse des lymphocytes B tumoraux
exprimant le récepteur CCR7 de fagon constitutive, une perte de la structuration des
zones corticales folliculaires et paracorticales due a la disparition des cellules
dendritiques folliculaires (FDC), et une désorganisation du réseau des cellules
réticulaires fibroblastiques (FRC). Nous avons mis en évidence dans les ganglions
provenant de patients atteints de LLC, la présence de nombreuses cellules positives a
la fois pour le CD68 et pour le CCL21, ligand de CCR7. Pour mieux comprendre le
role des ces macrophages CD68" nous avons utilisé un systtme qui permet de
différencier in vitro des cellules CD68", les Nurse-Like Cells (NLC), a partir de
PBMC issus de patients atteints de LLC. Nous avons montré que ces cellules
expriment I’ARN messager et la protéine de la chimiokine CCL21 par une méthode
de détection basée sur la cytometrie en flux en images. Ces résultats suggerent que les
cellules CD68" peuvent représenter une source supplémentaire de CCL21
habituellement secrété par les FRCs dans le ganglion. Nous avons pu montrer
également que CCL21, une fois sécrété par les cellules CD68", reste fixé a leur

membrane et attire ensuite les cellules B exprimant le CCR7. Ces résultats suggérent



un role de ces cellules CD68 * dans la rétention des lymphocytes B dans les

ganglions.

Ce manuscrit est actuellement soumis pour publication a la revue Haematologica.



Résultats supplémentaires

1. Cartographie des ganglions de LL.C

Afin de mieux comprendre les altérations du microenvironnement
ganglionnaire chez les patients atteints de LLC, j’ai commencé par étudier la
répartition des principales cellules stromales du ganglion notamment les FDCs et le
FRCs, par une premiere approche en immunohistochimie enzymatique simple en
comparant une série de ganglions tumoraux a des ganglions non tumoraux.

Cette étude a été réalisée sur des coupes tissulaires formolées incluses en paraffine
qui permettent une meilleure analyse topographique que sur des petits fragments
congelés voire sur des micro biopsies.

Cette ¢étude a permis de révéler une désorganisation de I architecture
ganglionnaire dans les échantillons de LLC avec notamment : une infiltration
diffuse des lymphocytes B tumoraux, une perte de la structuration des zones
corticales folliculaires et para corticales due a perte plus au mois compléte du réseau
des FDCs et une désorganisation du réseau des FRCs qui apparait disloqué avec des
cellules allongées ou étoilées dispersées. Ces résultats sont présentés dans la figure 1
de I’article.

Les FRC ont été identifiées par le marqueur a-SMA (actine du muscle lisse)
qui est le plus adapté pour ’approche d’immunohistochimie. Pour la suite de mes
analyses par immunofluorescence, j’ai utilisé 1’anticorps ERTR7 qui reconnait une
composante intracellulaire des fibroblastes et qui est le plus utilisé dans cette

approche.

Les FDC sont identifiables par les marqueurs CD21 et CD23 : pour mon
approche j’ai décidé d’utiliser le CD21 car les lymphocytes B de LLC expriment le
CD23.

Le marquage d’une coupe de ganglion non tumorale avec 1’anticorps anti-
CD23 est localis¢ au niveau du follicule et correspond aux FDC. En revanche, dans
une coupe de ganglion de LLC j’ai pu observer un marquage tres diffus qui pourrait

correspondre aux lymphocytes B infiltrés (Figure 18).



L’utilisation de I’anticorps anti-CD21 spécifique uniquement pour les FDC

a confirmé ces observations (figure 1 de I’article).

Ganglion non tumoral Ganglion de LLC

Figure 18: Immunomarquage avec D’anticorps anti-CD23 sur des coupes
ganglionnaires. Image en lumiere blanche (A) Marquage du réseau de FDC dans un
follicule de ganglion non tumoral (B) Marquage hétérogene de la population
lymphoide tumorale au sein d’un ganglion de LLC. Les images ont été acquises

avec un microscope Leica DFC300 DM2000 (n=10), (X400).



2. Expression du CCRY7 par les lymphocytes B de LLC:

Compte tenu du rdle joué par les récepteurs des chimiokines dans les
processus de migration et de localisation des lymphocytes dans le ganglion, nous
avons vérifié I’expression du récepteur CCR7 a la surface des lymphocytes B. Ce
récepteur essentiel au trafic des lymphocytes T pourrait avoir un role important dans

le dialogue entre les cellules tumorales et le microenvironnement dans la LLC.
Cette étude a été réalisée par deux approches :

1- L’immunohistochimie et immunofluorescence sur des coupes tissulaires incluses
en paraffine qui permettent d’analyser 1’expression du CCR7 exprimé a la surface

des lymphocytes B du ganglion.

2- La cryométrie en flux permettant d’étudier I’expression des récepteurs exprimés a

la surface des lymphocytes B de la phase circulante.

L’¢étude immunohistochimique a confirmé une expression diffuse du
récepteur CCR7 dans le ganglion de LLC par de nombreuses cellules qui peuvent
correspondre & des lymphocytes B infiltrés. En revanche dans un ganglion non
tumoral, le CCR7 est exprimé essentiellement dans la zone T, a ’extérieur des

follicules (Figure 19A)

Par la technique d’immunofluorescence, le double marquage CCR7 et CD20
a permis de confirmer la localisation de CCR7 et de CD20 a la membrane des

cellules tumorales dans un ganglion de LLC (Figure 19B).
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Figure 19: Expression de CCR7 par les lymphocytes B de LLC. (A) Image
représentative d’un marquage CCR7 par immunohistochimie réalisé sur un ganglion de
LLC montrant un marquage diffus et d’un ganglion non tumoral montrant une population
périfolliculaire positive entourant un petit follicule négatif (X200). Les images ont été
acquises avec un microscope Leica DFC300 DM2000 en lumiére blanche (B) Image
représentative d’une coupe d’un ganglion lymphatique issue d’un patient LLC, marqué avec
les anticorps anti-CD20 (vert) et anti-CCR7 (rouge). La superposition des deux marqueurs
est représentée en jaune (X400). Les images ont été acquises avec un microscope confocal

spinnig Disk Leica DMI6000 (n=10).



L’expression de ce récepteur de surface a également été évaluée par
cytométrie en flux sur les lymphocytes B circulants purifiés a partir du sang
périphérique de patients atteints de LLC.

Jai analysé en particulier la population cellulaire tumorale CD19” CD5". Le
marqueur CD5, normalement exprimé par les lymphocytes T, est exprimé de fagon
aberrante par les cellules B malignes.

Apres purification par tri magnétique, les cellules B ont été marquées avec les
anticorps anti-CD19, -CD5 et anti-CCR7 et analysées.

L’analyse des lymphocytes B de 14 patients a confirmé la forte fréquence de
la population CD19" CD5" (82,77 % en moyenne) et également la forte expression du
CCR7 (89 ,77% en moyenne) dans cette population (Figure 20)
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Figure 20: Expression de CCR7 par les lymphocytes B de LLC. Analyse par
cryométrie en flux des lymphocytes B purifiés et marqués par les anticorps anti CD19, -
CDS5, -CCR7. Le panel A montre une analyse représentative de 1’expression de CCR7 a la
surface des cellules CD19°CD5". Le panel B représente les pourcentages d’expression de
CCR?7 a la surface des lymphocytes B CD19'CD5" des différents patients de LLC (n=14).

L’acquisition et I’analyse des données ont été réalisées a 1’aide d’un cymometre Canto II et

du logiciel DIVA (BD Bioscience).



3. Expression de CCL21 par les NLCs

De facon tres intéressante, lors de 1’établissement de la cartographie, nous
avons mis en évidence une augmentation significative du nombre de cellules
positives pour le marqueur des macrophages tissulaires CD68 dans les échantillons
tumoraux. (Résultats figures 2 et 3 d’article) et qui sont €galement positives pour la
chimiokine CCL21.

La question majeure était ainsi de confirmer si ces cellules produisent du
CCL21.

Une approche potentielle implique la détection de ’ARN et de la protéine
apres tri cellulaire de ces cellules a partir des ganglions. Cependant, il est tres
difficile d’obtenir des tissus tumoraux frais. J’ai ainsi utilis¢ le systeme de
différenciation in vitro qui permet de différencier in vitro des cellules adhérentes
CD68" a partir de PBMC issus de patients LLC (128). Aprés 14jours de culture de
PBMC de patients de LLC, nous obtenons des cellules adhérentes de grandes tailles

entourées de cellules de petite taille (Figure 21).

X40

Figure 21: Différenciation in vitro de NLCs. Image représentative des cellules adhérentes

obtenues apres de 14jours de culture de PBMC d’un patient atteint de LLC. L’image a été

acquise avec un microscope Zeiss axio Observer D1, (X400).

Dans un premier temps, j’ai décidé de détecter ’ARN de CCL21 par des

approches de RT-PCR et qPCR qui se sont révélées cependant non adaptés a ce systeme.

Le nombre de cellules obtenu apres différenciation était trés variable et souvent

insuffisant pour obtenir une quantit¢ d’ARN suffisante pour assurer des résultats

reproductibles.



De plus, malgré des lavages intensifs et répétés, la persistance de cellule de petite
taille dans la population cellulaire lysée pouvant empécher de cibler la détection de

I’ARN de CCL21 spécifiquement dans les cellules adhérentes

J’ai ainsi utilisé une nouvelle approche de détection de I’ARN basée sur la
cytométrie en flux (Prime Flow RNA). Cette technique utilise I’hybridation in situ en
fluorescence en combinaison avec I’immunophénotypage des marqueurs membranaires
(Figure 22). Elle permet ainsi de cibler la détection d’ARN dans des sous-populations

cellulaires spécifiques tres faiblement représentées.

Sample preparation Target hybridization Signal amplification
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Figure 22 : Principe de la technique RNA Primeflow. Etapes de la technique:
marquage extracellulaire, fixation et perméabilisation, marquage intracellulaire, hybridation
de la d’ARN cible avec un ensemble de sondes spécifiques contenant 20 a 40 paires
d'oligonucléotides. [’amplification du signal est ensuite déterminée lors d’une série
d’hybridation des préamplificateurs, amplificateurs et des oligonucléotides conjugués a un

fluorochrome.



En parallele a D'expression de 'ARNm de CCL21 j’ai analysé comme
contrble celle de ’ARNm de CXCL13 qui a été démontrée dans les NLC (48) .
Dans toutes les expériences, j’ai utilis€ comme contrdle interne la sonde RPL13
spécifique pour ’ARNm de la protéine ribosomale .13 qui est exprimé par toutes

les cellules.

Dans un premier temps, j’ai mis a point la technique de RNA PrimeFLow
dans la lignée cellulaire de cancer du sein MDA-MB231 qui exprime de fagon

constitutive ’ARNm CCL21 et CXCL13 (128).

J’ai pu détecter ’ARNm de CXCL13 ainsi que de CCL21 dans environ 80%
de ces cellules qui sont 100% positives pour I’expression du géne de ménage RPL13

(Figure 23).
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Figure 23: Détection de ’ARNm de CXCL13 et CCL21 dans la lignée cellulaire
MDA-MB231. Analyse par cytometrie en flux des cellules MDA-MB231 aprés
hybridation avec les sonde spécifiques CXCL13 et RPL13 (B), ou CCL21 et RPL13 (C). Le

panel A représente le contrdle, sans sondes.

Apres 14 jours de culture de PBMC, provenant des patients atteints de LLC,
J’ai récupéré les cellules adhérentes qui ont été marquées avec les anticorps anti-
CD19, -CD3, -CD56 et anti-CD68, afin d’exclure les lymphocytes B, T et les
cellules NK qui restent accrochées aux cellules CD68" (NLCs).



J’ai pu observer de fagon reproductible qu’environ 90% des cellules CD68"
¢taient CD19/CD3/CD56 positives. Cette population doublement positive pour les
marqueurs des NLCs et des lymphocytes corresponde trés vraisemblablement a des
agrégats entre ces types cellulaires qui persistent malgré les lavages. J’ai pu détecter
’expression de ’ARNm de CCL21 et de CXCLI3 dans la population CD68"
CD19/CD3/CD56™ ainsi que dans la population CD68" CD19/CD3/CD56" (Figure
24)
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Figure 24 : Les macrophages CD68" expriment le CCL21. Analyse de L’expression

de ’ARNm de CCL21 et de CXCLI13, par cytométrie en flux. Les cellules adhérentes ont été
marquées par les anticorps anti-CD3, -CD19, -CD56 et anti-CD68 et les sonde CCL21,
CXCL13 et RPL13. (A) Expression de le ’ARNm de CXCL13 et RPL13 dans les cellules
CD68" CD19/CD3/CD56™ (gauche) et dans les cellules CD68" CD19/CD3/CD56" (droite).
(B) Expression de le ’ARNm de CXCLI3 et RPLI3 dans les cellules CD68"
CD19/CD3/CD56" (gauche) et dans les cellules CD68" CD19/CD3/CD56" (droite).



Afin de cibler la détection de I’ARN de CCL21 spécifiquement aux cellules
CD68" présentes dans les agrégats, j’ai analysé les cellules provenant de la suspension
de cultures.

Dans cette population, seulement un faible pourcentage était doublement
positif et il contenait vraisemblablement des agrégats décrochés lors de la

récupération des cellules.

J’ai pu détecter I’ARN de CCL21 seulement dans la fraction CD68" ce qui a
confirmé que seulement les cellules CD68+ produisent cet ARN (Figure 25).
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Figure 25: Les cellules en suspension n’expriment pas le CCL21. Analyse de
I’expression de I’ARNm de CCL21 par cytométrie en flux. Les cellules en suspension ont été
marquées par les anticorps anti-CD3, -CD19, -CD56 et -CD68 et avec les sondes CCL21 et
RPL13. Expression de le 'ARNm de CCL21 et RPLI3 dans les cellules CD68
CD19/CD3/CD56" (gauche) et dans les cellules CD68” CD19/CD3/CD56' (droite)



Au vue de ces résultats j’ai voulu coupler 1’approche de détection de I’ARN
par cytométrie a la technique de cytométrie en imagerie qui a permis de visualiser les
interactions cellulaires et de cibler la détection de I’ARN et aussi de la protéine
CCL21 de facon treés spécifique dans les cellules NLCs. (résultats présentés dans
’article).



Discussion

1. Désorganisation de ’architecture ganglionnaire

La LLC est une hémopathie caractérisée par une accumulation de cellules B
clonales CD19" CD5" dans les organes lymphoides. Il existe deux sites potentiels de
prolifération intra tissulaire des cellules de LLC chez le patient: la moelle osseuse et
les ganglions lymphatiques. Des études indiquent que les ganglions constitueraient

des sites préférentiels de prolifération et d’accumulation des cellules de LLC (38).

Différentes publications ont montré le rdle que pouvait avoir le
microenvironnement ganglionnaire dans I’accumulation des cellules de LLC au sein
des organes lymphoides via des signaux de survie et de prolifération mais peu
d’études ont évalué les modifications structurelles de la micro anatomie du ganglion

tumoral dans ce mod¢le pathologique.

Ainsi nos données immunohistochimiques sur des coupes tissulaires des
ganglions tumoraux ont confirmé une désorganisation du réseau des principales
cellules stromales avec une redistribution des acteurs du microenvironnement. Ce
remodelage, via I’interaction de chimiokines et de leurs récepteurs, pourrait modifier
le dialogue entre les cellules B et le microenvironnement et certainement favoriser

une rétention accrue des cellules B clonales de la LLC (129).

Certains auteurs supposent un role pro-tumoral des FDCs, et leur implication
dans le homing et la rétention des cellules leucémiques dans les tissus résidents (45).
Une autre étude dans un modele murin suggere un dialogue entre cellules
leucémiques et les FDCs, permettant la progression de la LLC en contribuant au
positionnement des cellules de LLC dans les centres de proliférations (130). Il
n’existe pas d’étude claire prouvant néanmoins la présence des FDCs, en dehors de
vrais follicules résiduels, au sein de D’infiltrat tumoral ganglionnaire des patients
atteints de LLC. Nos résultats témoignent au contraire d’une absence des FDCs y
compris au niveau des centres de prolifération. Si nous avons néanmoins observé des
cellules non lymphoides positives pour CXCL13 sur notre série de ganglions de
patients atteints de LLC, il n’est pas certain qu’elles correspondent a de véritables
FDCs. Ces cellules positives pour le CXCL13 pourraient étre des NLC CD68" comme

elles ont été¢ décrites par 1’équipe de Biirkle et al (48). Nous avons identifié¢ ces FDC



dans notre travail a 1’aide d’anticorps anti-CD21 et anti-CD23 sur des coupes en
paraffine. Un défaut de sensibilité n’est pas impossible et cette analyse mériterait
d’étre complétée sur des coupes en congélation avec d’autres marqueurs potentiels
des FDCs comme le CD35 ou la caldesmone. Les coupes a partir de petits fragments
congelés limitent toutefois 1’appréciation topogaphique du microenvironnement par
leurs faibles surfaces analysées (131). Par ailleurs s’il persiste des FRCs marqués a
I’anti a-SMA (actine du muscle lisse), le réseau habituel apparait nettement disloqué.
Pourtant en simple marquage, notre étude retrouve des cellules du
microenvironnement, relativement nombreuses, exprimant le CCL21. Avant de
connaitre le lien avec des FRCs résiduels ou avec d’autres populations cellulaires,
cette donnée est importante s’agissant du ligand de CCR7 exprimé de fagon

constitutive par les cellules B de LLC.
2. Modifications du microenvironnement ganglionnaire

Parmi les cellules du microenvironnement potentiellement impliquées dans
notre modele, nous nous sommes focalisé sur les macrophages car en effet nous avons
montré une densité de cellules CD68" significativement plus élevée dans les
ganglions de LLC que dans les ganglions non tumoraux. Ces cellules ayant de plus
une répartition assez comparable avec la population de cellules CCL21 positives.
Notre hypothése est que ces cellules CD68" pourraient correspondre aux TAM de
LLC.

L’¢étude par double marquage en immunoflorescence a montré pour la
premicre fois une co-localisation de CCL21 et CD68 sur la méme population
cellulaire. L’hypothése que cette population puisse se substituer aux FRCs dans les
ganglions de LLC est appuyée par le fait que les FRC doublement ERTR7 et CCL21
positives sont dispersées par rapport a ce qui est observé dans les ganglions non
tumoraux. Ces résultats suggérent donc que les cellules CD68" peuvent représenter
une source supplémentaire de CCL21 habituellement secrété par les FRCs dans le
ganglion. Nous avons prouvé la production spécifique de CCL21 en détectant
I’ARNm et la protéine CCL21 dans des cellules CD68" obtenues par différenciation
in vitro de PBMC issus des patients atteints de LLC(117).

Ce systeme de différenciation in vitro nous a permis de remplacer notre

manque d’accessibilité aux tissus tumoraux frais. Nous aurions voulu confirmer ce



résultat sur des cellules CD68 triées a partir des biopsies ganglionnaires des patients
atteints de LLC, mais malheureusement les biopsies sont tres rarement réalisées, donc
la suite de nos travaux a été réalisée sur les NLC différenciées in vitro, qui pouvent

étre la contrepartie in vivo des NLC.

L’analyse phénotypique des cellules différenciées in vitro a montré une
hétérogénéité d’expression de CD163, un marqueur spécifique des macrophages M2.
De fagon intéressante une partie des cellules CD68" CD163" expriment seulement
I’ARNm de CCL21. Ce résultat suggere un degré différent de différenciation de

cellules CD68" identifiables par ce marqueur.

Le CDI163 a été propos¢ comme le marqueur le plus adapté pour
I’identification des NLC, au vue de la corrélation observée entre le degré d’infiltration
ganglionnaire par les NLC CD163" et la progression de la maladie. Egalement, une
proportion plus élevée de macrophages CD68" CD163" était associée a un mauvais
pronostic dans les mélanomes cutanés (117), et dans les sarcomes humains et murins
(118).

De plus, le taux de CD163 soluble (sCD163) relargué par les NLC et détecté
dans le sang des patients atteints de LLC, est corrélé a des marqueurs de mauvais

pronostic tels que le statut [gHV non muté (132).

Par immunohistochimie nous avons observé une forte présence des cellules
CD163" dans les ganglions de LLC (Figure 26), ce qui nous suggeére d’évaluer la
densité des cellules CD68" CD163" CCL21", et voire s’il y’a une corrélation entre la
densité des cellules CD163 exprimant le CCL21 et le stade de la maladie.

Figure 26 : Inmunomarquage avec ’anticorps CD163 sur une coupe de ganglion

(A) non tumoral et d’un ganglion d’un patient atteint de LLC (B) (X400).



Grace aux techniques de la cytométrie en flux en images et a la microscopie
confocale, nous avons pu détecter la protéine CCL21 a la membrane des cellules NLC
différenciées in vitro non perméabilisées ce qui suggere qu’elle pourrait étre retenue
aprés sa sécrétion. Par ailleurs le CCL21 a une extrémité C-terminale qui lie les
glycosaminoglycanes (GAG) qui permettraient son immobilisation sur la matrice
extracellulaire ou a la surface de la cellule (133).

Cela suggere que le CCL21, une fois sécrété par les cellules CD68", reste fixé
a leur membrane et attire ensuite les cellules B exprimant le CCR7. Cela pourrait
probablement expliquer la forte interaction entre les macrophages et les cellules B qui
restent accrochés aux cellules CD68 malgré les lavages. En faveur de notre
hypothése, nous avons observé qu’une proportion importante de cellules CD68"
exprime le récepteur CCR7, ce qui suggere que le CCL21 pourrait étre retenu a la
surface de la cellule également en interagissant avec son propre récepteur.

En conséquence, nous avons détecté de tres faible quantité de CCL21 dans les
surnageants de culture de NLC lors de 1’analyse par Luminex.

En revanche, nous avons pu détecter différentes cytokines et chimiokines

secrétées par les NLC tel que CXCL13, CXCL12, CCL22 et CCL3.

De fagon intéressante nous avons constaté aussi une forte sécrétion de CCL2
qui est connu comme facteur d’attraction des monocytes qui se différencient en NLC.
Ce résultat corrobore une étude montrant le role crucial de ce dernier dans le
recrutement de monocytes exprimant le CCR2 au niveau des ganglions de patient
atteint de LLC (125). Cela suggere de cibler directement les NLC en bloquant leur
recrutement via le CCR2 pour mieux traiter la LLC.

La majorit¢ des TAM sont d’origine monocytaire (134), avec un potentiel
d’auto-renouvélement trés faible (135), et leur recrutement dans les tissus tumoraux
est assuré par un ensemble des cytokines et chimiokines principalement le CCL2
(136). Pour cette raison, le blocage du recrutement des macrophages a été longtemps
investigué dans des modéles précliniques et derniérement en évaluation clinique
(137). Plusieurs nouvelles lignes d’anticorps anti-CCL2 sont en cours d’évaluation
dans des essais cliniques et les résultats ont montré une importante activité anti-

tumorale chez les patients atteints de cancer avancés de la prostate (138).



Vu le succes du blocage de recrutement des monocytes dans les différents
cancers, le blocage de recrutement des monocytes par un anti-CCL2 dans la LLC
apparait a premiere vue comme une cible idéale pour empécher le nichage des NLC
qui sont responsables de la rétention et le maintien en vie des cellules leucémiques

dans les ganglions.

Vu le rdle critique des roles des NLC dans la survie et la rétention des cellules

leucémiques, plusieurs stratégies ont été développées afin de cibler les NLC.

Une stratégie vise particulierement la différenciation des NLC. Le traitement
par le Iénalidomide, contribue a la différenciation des monocytes de LLC en M1 avec
un rdle anti-tumoral plutét qu’en NLC qui ont un phénotype M2 avec des fonctions
pro-tumoraux (139). Il sera intéressant de mieux décrire les facteurs impliqués dans la
différenciation monocytes en NLC dans le but de diriger cette différenciation en
faveur des macrophages M1 anti tumoraux

Une autre stratégie vise le récepteur CXCR4 qui se lie a la chimiokine
CXCLI12 qui est produite par les NLC et impliquée dans la migration et la survie des
cellules leucémiques exprimant le CXCR4 (86). Deux antagonistes de CXCRA4,
I’AMD3100 et le T41, ont montré leurs effets dans la diminution de la migration des
cellules leucémiques induite par CXCL12 (140). En inhibant la migration et les effets
pro-survie de CXCL12, les antagonistes de CXCR4 permettent de combattre les effets
pro-survie des NLC.

On peut noter qu’aujourd’hui aucune étude n’a ciblé directement les NLC car
les mécanismes par lesquels elles favorisent la rétention et la survie des cellules
leucémiques mettent en jeu des molécules aussi impliquées des mécanismes
physiologiques, ce qui pourrait conduire a des déséquilibres physiologiques. Il est
donc trés important de mieux caractériser ces cellules afin de trouver un marqueur

dont I’expression soit vraiment spécifique a cibler.



3. Expression de CCR7 par les lymphocytes B de LLC

Dans notre étude, nous avons pu observer que les cellules de LLC expriment
de fagon importante le récepteur CCR7 dans les ganglions tumoraux, ce qui corrobore
les résultats des données de cytométrie de flux des cellules circulantes de LLC (50).
La co-expression de CD20 et de CCR7 confirme que les cellules B tumorales
expriment le CCR7. Au vue de la positivité « paradoxale » de CCR7 dans les centres
germinatifs du ganglion inflammatoire (Figure 27), la spécificité de 1’anticorps
monoclonal utilisé a été vérifiée sur un bloc multitissulaire de tissus normaux non
lymphoides. Nous avons détecté la positivité de certains types cellulaires comme les
macrophages alvéolaires du poumon ou I’épithélium tubulaire du rein qui expriment
le CCR7 (141), ce qui a confirmé la spécificité de nos marquages des cellules du

centre germinatif (Figure 28).

Paracortex

Figure 27 : Coupe de ganglion inflammatoire. Inmunomarquage avec I’anti-CCR7
(X200)

Les résultats peuvent paraitre paradoxaux car les lymphocytes B ne devraient
pas exprimer le CCR7. Une hypothese serait que I’expression de CCR7 dans les
centres germinatifs réactionnels soit modulée par le BCR comme cela a été déja décrit
(142)



Figure 28 : Tissus non tumoraux marqués par I’anticorps anti-CCR7 (A) tubules
rénaux, (B) Macrophages alvéolaires (X200).

Cette expression pourrait avoir une implication dans la rétention des cellules
tumorales dans les tissus et en particulier dans le ganglion via I’interaction avec des
cellules stromales produisant des chimiokines CCL21 ou CCL19, ligands de CCR7
(143). Le CCR7 est principalement impliqué dans la régulation de la migration des
lymphocytes T et B dans les ganglions. Une étude a démontré le recrutement de
cellules de mélanome métastatiques CCR7+ dans les ganglions lymphatiques drainant
les tumeurs exprimant le CCL21 (144). En effet nos échantillons de tumeurs
montraient la prépondérance des cellules stromales CCL21 diffusément reparties dans
le ganglion.

Un modéle parfait pour étudier le microenvironnement ganglionnaire est
difficile a établir. Les études réalisées sur des lignées cellulaires ne sont pas
totalement adaptées car ces dernicres proliferent et donc ne miment pas les cellules
leucémiques quiescentes. Nous avons ainsi choisi de travailler directement sur les
cellules primaires issues de prélévements sanguins de patients, bien que ces derniéres

présentent aussi comme désavantage majeur, la grande hétérogénéité individuelle.

Pour vérifier que I’expression de CCR7 est modulée par 1’activation de BCR,
un model fonctionnel de co-culture a été développé afin de mimer le
microenvironnement ganglionnaire, en particulier les interactions entre les cellules
leucémiques et les cellules du microenvironnement. Pour cela, nous avons établi un
modele de co-culture des lymphocytes tumoraux issus du sang périphérique et des

cellules stromales isolées a partir de fragments ganglionnaires non tumoraux.



Les cellules stromales recueillies étaient positives pour 1’alpha actine du
muscle lisse et négatif pour les marqueurs des cellules folliculaires dendritiques
(CD21, CD23 CXCL13), le marqueur des macrophages le CD68. L’expression forte
de l’actine, plaide en faveur du type FRC de ces cellules mais il faudrait vérifier la
présence d’autres marqueurs habituellement exprimés par ces cellules comme CD44,
cadherin-11, CD140a et CD140B, VCAM pour confirmer la nature de ces cellules. Ce
modele reste néanmoins ce trés artificiel et il ne peut pas reproduire complétement les

complexes interactions cellulaires présentes dans un ganglion

Les résultats du marquage des lymphocytes en co-culture avec les cellules
stromales montrent une augmentation de I’expression de CCR7 suite a la stimulation
I’anti IgM. Des études montrent que ’activation du BCR favorise I’expression du

CCR7 dans les lymphocytes normaux et dans des cas de LLC avec un statut non muté

de 'IGHV (142).

Nous avons pu confirmer le roéle du microenvironnement dans le maintien des
cellules leucémiques. Les cellules B en culture seules étaient caractérisées par un taux

d’apoptose plus important que les cellules B en co-culture avec les cellules stromales

(22% contre 11%).



Sans traitement Anti IgM

HES

CCR7

Figure 29 : Coloration HES et immunomarquages avec I’anti-CCR7 des co-
cultures des lymphocytes B avec les cellules stromales non traitées ou traitées

avec anti IgM.

Le CCR7 exprimé par les cellules circulantes ainsi que les cellules des
ganglions de patients atteints de LLC, pourrait avoir une implication dans I’entrée la
rétention des cellules tumorales dans les tissus et en particulier dans le ganglion via
I’interaction avec des NLC produisant CCL21que nous avons décrit, et donc ce
récepteur pourrait avoir un rbéle crucial dans le développement des
lymphadénopathies. D’autres études ont montré que le CCR7 est fortement exprimé

chez les patients atteints de LLC (145).

Ces résultats suggerent que le blocage des cellules leucémique par un
anticorps anti-CCR7 pourrait étre un traitement efficace et prometteur pour le
traitement de la LLC. Une étude préclinique a évalué 1'efficacité in vitro de l'anticorps
anti-CCR7, et montre une élimination efficace des cellules de la LLC tout en

épargnant des sous-ensembles de cellules T chez ces patients (145).



Nous pouvons imaginer un modele d’étude ex vivo plus adapté qui implique
une culture en trois dimensions, contenant les cellules leucémiques issues du sang
périphérique, et les cellules du microenvironnement ganglionnaire obtenues a partir

des biopsies ganglionnaires tumorales qui sont trés rarement prélevées dans la LLC.

En conclusion, notre étude a mis la lumiére sur la désorganisation de
I’architecture des ganglions lymphatiques induite par Dinfiltration diffuse des
lymphocytes B leucémiques. Dans ce contexte, nous avons montré pour la premicre
fois que les cellules CD68" produisent la chimiokine CCL21, ce qui suggére qu’elles
pourraient étre une source complémentaire de cette chimiokine normalement secrétée
par les FRC. Le CCL21 secrété par ces cellules pourrait jouer un role important dans
I’attraction et la rétention des cellules B de LLC exprimant le récepteur CCR7,
favorisant ainsi leur survie, leur prolifération au niveau de leur niche tumorale le
ganglion lymphatique. Au vu de role joué par les cellules CD68" elles constituent
donc une cible thérapeutique de choix afin de développer de nouveaux traitements

dans cette pathologie.
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