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Résumé : La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une hémopathie maligne incurable. Elle se
caractérise par une hétérogénéité clinique et biologique qui complique son pronostic chez les patients.
Les outils prédictifs commencent a intégrer la diversité fonctionnelle des cellules B leucémiques, en
explorant le dialogue qu’elles établissent avec les cellules environnantes. En effet, les cellules B
malignes subvertissent les fonctions intrinseques physiologiques des cellules du microenvironnement
pour favoriser leur propre survie et échapper a la surveillance antitumorale. Dans ce contexte, nos
travaux publiés ont identifié des sous-populations de cellules B leucémiques régulatrices qui expriment
des facteurs immunorégulateurs clés tels que I'IL-10, le TGFB1 et FOXP3. Une combinaison des taux
d’expression de ces trois facteurs est liée a la proportion de cellules T régulatrices et est corrélée a la
progression de la maladie. En plus de préciser la signature des cellules B régulatrices dans la LLC, nos
travaux indiquent que les niveaux d’expression du CD5 seraient liés a leurs propriétés régulatrices. Mon
travail de thése montre également que la distinction en deux sous-populations CD5"&" et CD5'°" des
cellules B leucémiques est associée a des programmes transcriptomiques spécifiques, a I'expression
différentielle de marqueurs d’activation et de migration, et a des réponses cellulaires différentielles
suite a une stimulation du BCR en termes de survie et de profils cytokiniques. De plus, I'hétérogénéité
d’expression du CD5 membranaire des cellules B de LLC semble étre liée a la progression de la maladie.
Lensemble de mes résultats contribue a mieux comprendre la physiopathologie de la LLC et a affiner
les approches de stratification des patients.

Mots clés : Lymphocytes B de LLC, Echappement tumoral, Facteurs immunorégulateurs, Hétérogénéité
du CD5, Survie cellulaire.

Abstract : Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a hematological malignancy that remains incurable.
Itis characterized by clinical and biological heterogeneity, which presents a challenge in prognosticating
the outcome for patients. The advent of predictive tools has enabled the consideration of the functional
diversity of leukemic B cells through their interactions with surrounding cells. Indeed, malignant B cells
subvert the intrinsic physiological functions of cells in the microenvironment, thereby promoting their
survival and evading antitumor surveillance. In this context, our published work has identified
subpopulations of regulatory leukemic B cells expressing key immunoregulatory factors such as IL-10,
TGFB1, and FOXP3. A combination of the expression levels of these three factors is associated with the
proportion of regulatory T cells and correlates with disease progression. Furthermore, our findings
indicate that CD5 expression levels may be linked to the regulatory properties of the CLL B cells. To test
this hypothesis, my thesis work demonstrates that the distinction into two CD5"&" and CD5'"
subpopulations of leukemic B cells is associated with specific transcriptomic programs, differential
expression of activation and migration markers, and different cellular responses upon BCR stimulation
in terms of survival and cytokine profiles. Moreover, the heterogeneity of CD5 expression in CLL B cells
appears to be associated with disease progression. Collectively, my findings contribute to a more
comprehensive understanding of the pathophysiology of CLL and refine approaches for patient
stratification.

Keywords: CLL B lymphocytes, Tumor escape, Immunoregulatory factors, CD5 heterogeneity, Cell
survival.
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INTRODUCTION

1 LUInflammation

1.1 Généralités

“Inflammation in itself is not to be considered as a disease but as a salutary
operation consequent to some violence or some disease.” - John Hunter (1794). Cette
observation souligne que la résultante normale d’un programme inflammatoire aigu
consiste en la résolution et la réparation « réussies » des lésions tissulaires plutét qu’en
la persistance de la réponse inflammatoire.

Cette réponse inflammatoire est traditionnellement caractérisée par ces quatre termes
latins : Calor (chaleur), Dolor (douleur), Rubor (rougeur) et Tumor (gonflement). Chacune
de ces manifestations résulte de l'impact des cellules effectrices et de leurs médiateurs
inflammatoires sur les vaisseaux sanguins locaux.

Lors de Uinflammation aiglie survient ce que l'on appelle « l’activation endothéliale », au
cours de laquelle Uendothélium modifie son phénotype en régulant son tonus
vasomoteur, son hémostase, sa perméabilité ainsi que ses propriétés adhésives ce qui
entraine une augmentation du flux sanguin local et de Uafflux des leucocytes vers le site
inflammatoire expliquant ainsi la chaleur, la rougeur et le gonflement (Figure 1).

M1
TNFa
IL-6
IL-12
IL-18

Pro-inflammatory

Figure 1: Les acteurs cellulaires et moléculaires de linflammation. Les cytokines pro-
inflammatoires activent le facteur nucléaire kappa B (NF-kB), qui a son tour augmente
I'expression des molécules d'adhésion cellulaire (CAMs) Les changements hémodynamiques et
I'expression des molécules d'adhésion de la matrice extracellulaire (E-CAMs) facilitent le
recrutement des leucocytes vers les tissus extravasculaires. Les monocytes se différencient en
macrophages de type M1, qui libérent des cytokines pro-inflammatoires. (Figure réalisée avec
BioRender.com) et adaptée de (Alfaro et al. 2022).



S’en suit, la sensation de douleur provoquée par 'adhérence des leucocytes circulants,
aux cellules endothéliales de la paroi des vaisseaux sanguins et a leur migration
extravasculaire dépendante des chimiokines. Les premiers leucocytes a étre recrutés
sur le site inflammatoire sont les polynucléaires neutrophiles (PMNs). Ces derniers
éliminent par phagocytose une grande partie des agents pathogénes présents sur le site
avant de subir un processus d'apoptose et d’étre ingérés par les macrophages (Figure 1).

Les macrophages, ainsi que les cellules dendritiques, ayant ingéré le pathogéene migrent
par Uintermédiaire de la lymphe vers les ganglions lymphatiques locaux. Ils y présentent
les antigenes et activent les lymphocytes naifs circulants du sang vers le tissu
ganglionnaire. Ce phénomeéne est médié par les lymphocytes qui expriment a leur surface
le CCR7, un récepteur des chimiokines CCL19 et CCL21, et qui adhérent aux HEVs
(High Endothelial Venules) des vaisseaux sanguins postcapillaires qui elles expriment le
ligand du CCRY7. Cette liaison permet la transmigration des lymphocytes depuis le sang
vers les ganglions lymphatiques, drainant ainsi le site inflammatoire. Une réponse
immunitaire adaptative est alors enclenchée.

1.2 Les acteurs cellulaires

1.2.1 Les lymphocytes T

Le développement des lymphocytes T commence dans le thymus avec les progéniteurs
hématopoiétiques qui migrent depuis la moelle osseuse vers le thymus, ouils proliférent,
se différencient et subissent des processus de sélection qui leur permettent de devenir
des cellules T matures (Palmer 2003).

Le thymus est composé de deux lobes subdivisés en deux lobules. La partie externe est
le cortex et contient les thymocytes immatures, alors que la partie interne représente la
meédulla et est enrichie en thymocytes plus matures. Les thymocytes « immatures »
pénetrent le thymus par Uintermédiaire des vaisseaux sanguins situés au niveau de la
jonction cortico-médullaire. Ace stade, ils n'expriment ni le CD4, ni le CD8, qui sont des
marqueurs associés aux cellules T matures, et sont également négatifs pour l'expression
du TCR. Ils sont appelés les cellules doublement négatives (DN). Cette phase DN peut
étre divisée en quatre sous-ensembles de thymocytes différenciés de DN1 a DN4, en
fonction de l'expression des CD44 et CD25 (Bystrom et al. 2022; DeMaio et al. 2022) : DN1
(CD44* CD25), DN2 (CD44* CD25*), DN3 (CD44 CD25"), et DN4 (CD44 CD25") (Godfrey
et al. 1993). (Figure 2)

Les thymocytes DN1 sont les premiers a entrer dans le thymus. A ce stade, ils expriment
c-kit et CD44 (c-kit*CD44*CD257), proliferent ensuite en acquérant l'expression du CD25
et progressent vers le stade DN2 (c-kit"*CD44*CD25%). Au cours de cette étape cruciale
du développement, les réarrangements des segments géniques codant les chaines du
TCRYy, 0 et B sont initiés (Judith A.Owen, Jenni Punt and Sharon A. Stranford. 2013). Les
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cellules en transition du stade DN2 au stade DN3 (c-kit"CD44~CD25+) poursuivent le
réarrangement des chaines TCRy, TCRJ et TCRp et s’engagent dans la lignée des cellules
T TCRap ou TCRyd. Elles se différencient en deux lignées majeures de lymphocytes T
ayant des fonctions immunitaires différentes. Une petite fraction appartient a la lignée yd
(entre 0,5-5% des cellules T) et migre du thymus vers l'épiderme, les muqueuses et
l'intestin, ou elle agit dans la surveillance innée. Cependant, la plupart des lymphocytes
Tappartiennentalalignée a3 en exprimant a ce stade un pré-TCR fonctionnel (Vantourout
et Hayday 2013), constitué d’une chaine pré-Ta invariante et d'une chaine 3 clonotypique
(Fehling et al. 1995). (Figure 2)
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Figure 2 : Apercu du développement des thymocytes. Le développement des cellules
T se déroule en trois étapes clés : l'engagement de la lignée des cellules T, la B-sélection
et le choix de la lignée CD4/CD8, ou les cellules T passent par des stades de
développement séquentiels, de TSPs a DN, DP et SP. Figure adaptée de (Sun et al. 2023).

La coopération entre la signalisation Notch et la signalisation du Pré-TCR va émettre des
signaux de survie pour assurer ’expansion clonale des thymocytes DN et assurer leur
transition des stades DN a DP (double positif) par le processus de B-sélection (Maillard
et al. 2006) (Figure 2). Le réarrangement réussi de la chaine B du TCR marque la fin du
réarrangement du locus TCRB sur l'autre chromosome, entrainant ainsi l'exclusion
allélique.

Les thymocytes DN « B-sélectionnés » poursuivent leur maturation et réarrangent le locus
TCR-a qui code la chaine a du TCR et permet d’exprimer un TCR a mature a la surface
des thymocytes DP qui expriment les molécules CD4 et CD8 (Judith A.Owen, Jenni Punt
and Sharon A. Stranford. 2013).

Ces thymocytes (DP) subissent ensuite une sélection positive orchestrée par la
reconnaissance des complexes peptides/CMH de type | ou Il qui sont exprimés a la
surface des cellules épithéliales corticales (cTEC) (Pircher et al. 1989). Les thymocytes
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sélectionnés sur la base d’une affinité intermédiaire de leur TCR pour les complexes
peptides/CMH de classe | ou |l s’orientent alors vers les voies de différenciation CD8 ou
CD4, respectivement, pour devenir des thymocytes simples positifs (SP) apres la perte
de Uexpression de l'un des deux corécepteurs (décision de la lignée CD4/CD8). En
revanche, les cellules DP dont le TCR af3 n’interagit pas, ou doté d’une affinité trop faible
pour le complexe peptide-CMH ne recoivent pas de signaux suffisants pour leur survie et
meurent « par négligence » (Palmer 2003).

Apres s’étre engagés dans la voie de différenciation CD4 ou CD8, les thymocytes SP
subissent une autre étape de sélection, cruciale pour l'établissement de la tolérance
centrale : la sélection négative, qui vise a éliminer les clones exprimant des TCR trop
affins pour les complexes peptide-CMH (Ashton-Rickardt et al. 1994; Hogquist, Jameson,
et Bevan 1995), et susceptibles d'induire une auto-réactivité. Ces cellules meurent par
apoptose, permettant ainsi la génération d'un répertoire de cellules T périphériques
majoritairement tolérantes au soi.

Ces cellules sont des LT CD4+ matures conventionnels (Tconv) ou des LT CD8+, naifs (Tn)
qui rejoindront la circulation sanguine et migreront au sein des organes lymphoides
secondaires (OL-ll). Ils exprimeront ainsi le CCR7 qui facilitera leur transmigration au sein
des OL-Il par les structures endothéliales spécialisées appelées « high endothelial
venules » (HEV) qui expriment le ligand de CCR7 (Cf. 1-L’Inflammation).

Les cellules dendritiques immatures (DC), qui résident dans les tissus infectés et
capturent le pathogene et ses antigenes par micropinocytose et phagocytose sont
ensuite activées. Ces DC migrent par Uintermédiaire des vaisseaux lymphatiques vers les
ganglions lymphatiques régionaux. Dans ces derniers, elles arrivent en tant que cellules
dendritiques matures et non phagocytaires ou elles rencontrent et activent les
lymphocytes T naifs spécifiques de l'antigene.

Lors de la stimulation antigénique, les lymphocytes T CD8+ naifs subissent une robuste
expansion pour donner naissance a des lymphocytes T effecteurs et mémoires. Les
lymphocytes T CD8+ effecteurs, aussi appelés lymphocytes T cytotoxiques (LTC),
peuvent directement induire la mort des cellules cibles par l'interaction entre le ligand
Fas/Fas et la sécrétion de perforine, un médiateur cytolytique qui crée des pores dans les
cellules cibles permettant l'administration de protéases a sérine granulaires (granzymes)
etinduisant ainsi ’apoptose. De plus, les lymphocytes T CD8+ liberent des cytokines dont
UIFN-y, le TNF-a et le TNF-B. Ces cytokines inhiberont davantage la réplication virale,
activeront les macrophages et réguleront positivement Uexpression du CMH de classe |
qui augmentera la détection d'une cellule infectée (DeMaio et al. 2022).

Au cours du processus de développement de l'immunité, les lymphocytes T CD4+ sont
activés par le complexe peptide-CMH de classe |l des cellules présentatrices d’antigenes
(CPA), conjointement aux signaux de costimulation et des cytokines. Selon le type
d'antigenes, de CPA et de facteurs solubles produits, les lymphocytes T CD4+ se
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différencient en plusieurs sous-ensembles fonctionnels dotés d’une expression distincte
de molécules de surface, de cytokines et de facteurs de transcription (FT) clés pour
réguler et affiner Ulimmunité (DiMolfetto et al. 1998; Tao et al. 1997). Parmi ces sous-
ensembles, sontretrouvés lesTh1, Th2, Th9, Th17, Th22, CTL, les T auxiliaires folliculaires
(Tfh), les Treg et les Treg folliculaires (Tfr) (Figure 3).
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Figure 3: Les signaux extracellulaires régulant la différenciation des cellules Th

CD4+. Apres stimulation du TCR, les cellules T CD4+ naives peuvent étre différenciées en
sous-ensembles Th effecteurs distincts sous linfluence de différentes cytokines et
signaux de co-stimulation. Figure adaptée de (Sun et al. 2023).

Les cellules Th1 jouent un réle majeur dans la protection des hétes contre les bactéries
et les virus intracellulaires par la production de la cytokine pro-inflammatoire IFN-y qui
est, avec L'IL-12, essentielle a la différenciation et au maintien des Th1. En effet, Ull-12,
secrétée par la majorité des CPAs, y compris les CDs, permet d’activer les cellules NK qui
sontresponsables de la production d'IFN-y (Hsieh et al. 1993; Iwasaki et Medzhitov 2004).
La stimulation du TCR et cette production d’IFN-y vont, via STAT1, induire l'expression de
T-bet (Afkarian et al. 2002) qui est le principal FT caractéristique de cette lignée, en
excluant les lignées Th2 gu’il antagonise. Il inhibe en effet Uexpression de U'IL-4 et altere
la fonction du facteur de transcription GATAS3, pour maintenir U’équilibre dans des
conditions physiologiques (Djuretic et al. 2007).

La différentiation Th2 est quant a elle, orchestrée par la signalisation de UIL-4. Cette
derniére entraine l'activation de STAT6 et la régulation positive de GATAS, un facteur de
transcription régulateur clé de cette lignée (Kaplan et al. 1996; J. Zhu et al. 2001). Ce FT
inhibe non seulement la différenciation des cellules Th1, mais favorise également la
production de cytokines spécifiques des cellules Th2, telles que l'IL-4, U'IL-5 et U'IL-13
(Jinfang Zhu et al. 2006). Ces cytokines jouent un role central dans la protection de l'héte
contre les infections a helminthes et participent a la réparation des tissus.



Les cellules Th9 constituent un sous-ensemble plus récemmentidentifié de lymphocytes
T CD4+, jouant un rble essentiel dans les maladies infectieuses et les allergies. Elles
peuvent étre induites in vitro par la stimulation du TCR en présence de TGF-B et d’IL-4 qui
vont, respectivement, activer PU.1 et induire Uexpression d’IRF4 (capable de se lier
directement au promoteur de UIL-9) (Staudt et al. 2010). Ce sous-ensemble se
caractérise par l'expression de niveaux élevés d'lIL-9 (Luckheeram et al. 2012).

Les cellules Th17 sont caractérisées par l'expression du FT RORyt. Elles contribuent, par
leur sécrétions d’IL17A-F, IL-21, IL-10, IL-23 et IL-22, a la protection contre les infections
bactériennes et fongiques extracellulaires, principalement au niveau des membranes
mugqueuses (Bystrom et al. 2022). L'IL-6 et le TGF-B (Volpe et al. 2008) pilotent la
différenciation des cellules Th17 tandis que l'IL-21 et l'IL-23 stabilisent la lignée Th17
(Nurieva et al. 2007).

Les cellules Tfth expriment le récepteur CXCR5 et le CD40L (Breitfeld et al. 2000; Vinuesa
et al. 2005). Elles se situent dans les zones folliculaires des tissus lymphoides, ou elles
participent au développement de l'immunité humorale en favorisant la prolifération et la
maturation des cellules B et la réponse du centre germinatif (GC). Elles expriment les FT
STAT3 et Bcl-6. Ce dernier contraint la différenciation des cellules Th1, Th2 et Th17 en
réprimant l'expression des facteurs de transcription définissant leurs lignées, a savoir T-
bet, GATA-3 et RORyt respectivement (Yu et al. 2009; Kusam et al. 2003).

Bien que la capacité des lymphocytes T a déclencher une réaction inflammatoire puisse
étre nécessaire au bon fonctionnement immunitaire, il est également crucial d'avoir un
meécanisme régulateur pour modérer cette réponse. Cette fonction est assurée par les
cellules T régulatrices (Treg). Comme leur nom lindique, ces cellules T régulent et
suppriment les effets potentiellement dangereux des cellules T et favorisent la tolérance.
Les Treg sont caractérisées par une expression élevée de la chaine alpha du récepteur de
UIL-2 (IL-2Ra, CD25) et des cytokines inhibitrices IL-10, TGF-B et IL-35, ainsi que de
Uexpression du FT clé, Foxp3 (Luckheeram et al. 2012; Hori 2021). Les Tregs naturels
(nTregs) sont générés et formés dans le thymus et exercent plusieurs fonctions
essentielles, comme la tolérance aux antigenes alimentaires, la protection des bactéries
commensales contre l'élimination par le systéme immunitaire ou encore la promotion de
la tolérance foeto-maternelle. De plus, la stimulation chronique des antigenes en
périphérie, en présence de TGF- et d’IL-2, conduit a une régulation positive de FOXP3
dans les cellules T et favorise leur conversion en Tregs induits (iTregs) (W. Chen et al.
2003).

Quant aux cellules T régulatrices folliculaires (Tfr), elles empéchent l'activité des cellules
Tfh et suppriment l'auto-réactivité. Elles jouent ainsi un rble spécialisé dans la
modulation de 'activation des cellules Tfh sur les cellules B (Bystrom et al. 2022).



1.2.2 Les lymphocytes B

Le développement des Lymphocytes B

Le développement des cellules B se fait a partir des cellules souches hématopoiétiques
(CSH) dont la destinée est de suivre le lignage B et au cours duquel, les facteurs de
transcription lkaros, Purine box factor 1 (PU.1) et E2A jouent des rbles centraux (Judith
A.Owen, Jenni Punt and Sharon A. Stranford. 2013). Dans ce contexte, |karos recrute des
complexes de remodelage de la chromatine dans des régions particulieres de 'ADN et
permet d’assurer 'accessibilité des genes nécessaires au développement des cellules B.
PU.1 permet, quant a lui, un maintien de U'équilibre leucocytaire. En effet, de faibles
niveaux d’expression de PU.1 favorisent la différenciation lymphoide alors que des
niveaux plus élevés de ce FT font pencher la balance vers un destin myéloide. Le
répresseur transcriptionnel Gfi1 est responsable de la régulation de 'expression de PU.1
ades niveauxrequis a une progression cellulaire vers la voie des lymphocytes B alors que
Uexpression de E2A contribue au maintien du poolde CSH (Judith A.Owen, Jenni Puntand
Sharon A. Stranford. 2013).

Ces CSH expriment la molécule de surface c-Kit (CD117), qui est le récepteur du facteur
des cellules souches (SCF). L’interaction SCF-c-Kit est essentielle au développement des
cellules progeniteurs multipotentes (MMP, multipotent progenitor cells.) Les MPP
générées conservent l'expression de c-Kit et expriment de maniere transitoire la molécule
CD34. Les MPP expriment également le CXCR4, qui liera la chimiokine CXCL12 des
cellules stromales de la moelle osseuse (Gomes et al. 2016). Ces dernieres, par leurs
sécrétions cytokiniques, créent des microenvironnements distincts, appelés niches, qui
fournissent un support adéquat au bon développement des cellules.

Au cours de son développement, la cellule progénitrice exprime le fms-related tyrosine
kinase 3 receptor (flt-3) qui, en se liant a son ligand exprimé par les cellules stromales,
entraine Uexpression du récepteur de L’IL-7 par les cellules progénitrices (Sitnicka et al.
2007). Ces dernieres, désormais c-Kit+, flt-3+, sont appelées lymphoid-primed
multipotential progenitors (LMPP). A mesure que ces derniers s'engagent davantage dans
la lignée lymphoide, le niveau de c-Kit chute et les cellules destinées a devenir des
lymphocytes commencent a exprimer les protéines RAG1/2 et le terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT). A la fin de cette étape, elles exprimeront également le
facteur de transcription EBF1 (Early B-Cell Factor 1). Cette nouvelle expression de
RAG1/2 définit la cellule comme un early lymphoid progenitor cell (ELP) (Igarashi et al.
2002). Un sous-ensemble d’ELP émigre de la moelle osseuse pour ensemencer le thymus
et servir de progéniteurs des lymphocytes T. Le reste des ELP reste dans la moelle
osseuse en tant que progéniteurs des cellules B qui verront leur expression de c-Kit
diminuer et les niveaux d’IL-7R augmenter a mesure que ces ELP se développent en



précurseurs lymphoides communs (PLC Common Lymphoid precursors) (Judith A.Owen,
Jenni Punt and Sharon A. Stranford. 2013).

Le développement des cellules Bcommence dans la moelle osseuse, ou les progéniteurs
lymphoides communs s'engagent dans la lignée des cellules B par l'expression de
facteurs de transcription, tels que Pax5 (Morgan et Tergaonkar 2022).

L'intégration des signaux externes et des activités des facteurs de transcription
lymphoides B organisent l'engagement des cellules de la lignée B par des cycles alternés
de prolifération et de différenciation, produisant un répertoire diversifié de cellules B
matures (R. D. Lee et al. 2021).

Par leur expression du marqueur spécifique de la lignée B, B220 (chez la souris ou CD45R
chez ’homme) et l'augmentation de Uexpression du facteur de transcription EBF1
(essentiel pour U'expression de nombreuses protéines associées aux cellules B comme
Cd79a et CD79b et les genes codant pour le pré-BCR), la cellule en développement entre
dans le stade de cellule pré-pro-B. A ce stade, EBF1, avec E2A, se lient au locus IgH pour
favoriser la recombinaison Dh Jh. Aprés la recombinaison réussie Dh=>Jh, les cellules
pré-pro-B, qui répondaient initialement au CXCL12 sécrété par les cellules stromales de
la moelle osseuse, entrent dans le stade précoce des cellules pro-B et se déplacent a
présent dans la moelle osseuse a la recherche de cellules stromales sécrétant de l'IL-7
(J.-Y. Wang 2020). Les cellules pré-pro-B B220*CD43*CD19" expriment des genes
associés a la lignée B précoce, tels que Flt3, IL7R et CD79a, mais aussi des facteurs de
transcription associés aux lignées myéloides (RUNX2, IRF8, BST2 et TCF4) qui seront
réprimeés lorsque les cellules passent au stade pro-B (Hystad et al. 2007).

Ainsi, les cellules pro-B vont exprimer le gene de la famille Bcl-2, Bok, ainsi que des genes
stimulés par l'interféron, tels que Ifitm2 et Ifitm3 (R. D. Lee et al. 2021). Elles expriment
également PAX5, qui est l'une des cibles transcriptionnelles de EBF1, qui inhibe
l'expression des genes des autres lignées et, a Uinverse qui active de nombreux genes
fondamentaux des cellules B, dont le CD19. De plus, PAX5 favorise la recombinaison VH-
DH en contractant le locus Igh, rapprochant ainsi les segments des génes VH et la région
DHJH (Fuxa et al. 2004; J.-Y. Wang 2020). Quant a EBF1, ilrégule positivement l'expression
des genes des chaines légeres de substitution du pré-BCR, Vpreb1 et Igll1 (Ak5)
(Sigvardsson, O’Riordan, et Grosschedl 1997).

La cellule B en développement entre alors dans le stade tardif de pro-B ou la plupart des
cellules ontinitié la recombinaison des segments de genes Ig VH-DHIJH, qui est achevée
deés le début du stade précoce de pré-B ou lexpression de c-Kit est définitivement
désactivée.

Aprés une recombinaison réussie des segments VH=>DHIJH, la cellule exprime un pré-
BCR, composé de la chaine lourde py recombinée, complexée avec VpreB et Ak5, et
associée alga (CD79a) et Igh (CD79b). Cette expression marque la fin du réarrangement
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du géne de la chaine lourde et garantit qu'aucune recombinaison supplémentaire de ce
géne ne soit possible, grace au phénoméne d'exclusion allélique. En effet, aprés un
réarrangement réussi sur un alléle, le locus de la chaine lourde sur l'autre chromosome
est méthylé et recruté dans l'hétérochromatine, assurant ainsi la spécificité de
reconnaissance antigénique (Vettermann et Schlissel 2010).

A ce stade, les cellules B en développement sont au stade de cellules larges pré-B en
prolifération B220*CD19* CD43*CD257, ou encore de cellules dépendantes du pré-BCR
(R. D. Lee et al. 2021). Celles-ci augmentent leur expression de Myc via le pré-BCR, tout
en régulant négativement EBF1 et ses genes cibles les CD79a et CD79b ainsi que U'IL-7R.
La réduction du signal de U'lIL-7, qui s’ensuit, inverse la contraction initiale du locus Igh,
aboutissant a la séparation physique des segments géniques VH, D, et JH dans le locus
de la chaine lourde non réarrangé y empéchant ainsi toute recombinaison
supplémentaire. (Figure 4)
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Figure 4: Modéle du développement des lymphocytes B et des changements
dynamiques des réseaux de genes qui sont impliqués. Figure adaptée de (R. D. Lee et
al. 2021).

Ces cellules perdent progressivement Uexpression de leur pré-BCR a la surface jusqu’a
leur entrée au stade de cellules pré-BCR indépendantes qui présentent une expression
intermédiaire du CD43 et commencent a exprimer le CD25, marquant leur transition vers
le stade de petites cellules pré-B CD43"“~. Ces cellules expriment fortement Bach2, un
facteur qui réprime le signal du BCR diminuant ainsi leur expression de Myc
(Roychoudhuri et al. 2016; Sidwell et al. 2020). Ces cellules indépendantes du pré-BCR
réexpriment de forts taux de EBF1 et d’IL-7R. A ce stade, l'expression de Cxcr4 est
davantage induite et le réarrangement de la chaine (VL=>JL) est initié par la réexpression
des genes Rag1/2 (J.-Y. Wang 2020; R. D. Lee et al. 2021).



A lissue du réarrangement et de l'expression réussis des génes des chaines légéres, Le
BCR, ou récepteur mature a 'Ag est exprimé a la membrane avec une région constante p
(IGM) etun remplacement des chaines alternes par une chaine légere réarrangée, ce qui
marque l'entrée de la cellule B en développement dans le stade de cellules B immatures
(J.-Y. Wang 2020).

Sila cellule Bimmature reconnait un auto-antigene présent a forte concentration dans la
moelle osseuse, ses BCR s’agregent transmettant un signal fort a la cellule qui subit, de
ce fait, 'apoptose, un processus appelé la délétion clonale. Alternativement, une telle
cellule B peut également réactiver I'expression de RAG1 et RAG2 et initier un nouveau cycle
de recombinaison VL=2JL pour créer un BCR avec une nouvelle spécificité potentiellement
non-auto-réactive. Ce processus est appelé I'édition de récepteur (Tiegs, Russell, et Nemazee
1993). Enfin, si les récepteurs sur la cellule B en développement reconnaissent des auto-
antigenes avec une faible affinité, les cellules peuvent devenir fonctionnellement non réactives
ou anergiques, en raison de la régulation a la baisse de I'expression du BCR et de la
signalisation BCR en aval (Wang 2020). Au final le répertoire des cellules B est établi et la
tolérance centrale est installée.

Une fois ces processus terminés, les cellules Bimmatures sont prétes a étre exportées vers les
organes lymphoides périphériques, généralement la rate, ou elles achévent leur programme
de développement. Ces cellules B immatures nouvellement générées, qui n'ont pas encore
acquis la capacité de circuler dans l'organisme sont appelées des cellules B transitionnelles T1
(CD93* IgMPieh gD~ CD21~ CD23"). Aprés étre entrées dans les follicules spléniques, elles se
différencient en cellules B transitionnelles T2 par I'acquisition de I'expression a leur surface de
I'lgD, du CD21 et du CD23, ainsi que la capacité a circuler. Les cellules B transitionnelles T3,
guant a elles, ressemblent aux cellules B T2 mais présentent des niveaux d’expression plus bas
d'lgM de surface (J.-Y. Wang 2020) . Ces cellules B transitionnelles agissent séquentiellement
en tant que précurseurs des cellules B totalement matures pour devenir soit des cellules B
folliculaires (FOB), soit des cellules B de la zone marginale (Morgan et Tergaonkar 2022). La
nature et la combinaison des signaux provenant du BCR, du récepteur de BAFF (BAFFR) et de
la signalisation de Notch2, ainsi que les mécanismes régulant leur migration et leur rétention,
déterminent I'engagement des cellules B, depuis leur stade transitionnel jusqu'a leur destinée
cellulaire en tant que cellule B folliculaire mature ou cellule B de la zone marginale.

Un signal faible du BCR, associé a des signaux NF-kB et de Notch2, orientent les cellules B
transitionnelles vers leur développement en cellules B de la zone marginale (MZB) (Descatoire
et al. 2014). Ces dernieres expriment constitutivement des niveaux élevés de molécules de
CMH de classe I, ainsi que des molécules CD80 et CD86, ce qui leur conferent une activité
robuste de présentation d'antigénes, nécessaire a l'activation des cellules T auxiliaires
folliculaires (TFH). De plus, ces MZB peuvent également répondre rapidement aux antigenes
circulants dans le sang et se différencier en plasmablastes de courte durée de vie produisant
de grandes quantités d'IgM (Morgan et Tergaonkar 2022).
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Un signal tonique du BCR, accompagné d’un signal de survie BAFF et d’une signalisation NF-
kB, favorisent le développement des cellules B transitionnelles en cellules B folliculaires qui se
trouvent dans les follicules primaires. A ce stade, elles recirculent par le sang et les vaisseaux
lymphatiques dans les organes lymphoides secondaires pour retourner dans la moelle
osseuse. |l est aussi admis que la quiescence métabolique, qui est caractérisée par la régulation
négative des genes impliqués dans la voie PI3K-mTOR, peut servir de commutateur
transformant les cellules B transitionnelles en cellules FOB (Farmer et al. 2019). Ces FOB ont
tendance a avoir une plus grande diversité des génes Ig V(D)) que les cellules B de la zone
marginale. Elles interagissent avec les cellules T auxiliaires pour former des centres germinatifs
ou elles subissent une commutation de classe (CSR) et les hypermutations somatiques (SHM)
et finissent par produire des anticorps a haute affinité pour éliminer les agents pathogénes ou
donner naissance a des cellules B mémaoire.

Les lymphocytes B naifs, qui ne participent pas a la réponse des centres germinatifs, sont
migrent vers la zone corticale (mantle zone) des lymphocytes B. Dans cette zone, ils se divisent
et forment des plasmablastes a courte durée de vie qui finissent par produire des plasmocytes
a IgM de faible affinité et a demi-vie courte. Les centres germinatifs, qui sont identifiés par
I'expression de GL7 et de Fas (CD95), sont des zones hautement prolifératives, divisées en
zones claire (LZ) et sombre (DZ) (Stewart et al. 2018) ; cette derniére devant sonnom ala
prolifération intense des lymphocytes B étroitement agencés. La LZ, qui contient des
cellules dendritiques folliculaires (FDC), permet la sélection des BCR exprimés. En effet,
les lymphocytes B regoivent l'antigene présenté par les FDCs, le présentent aux cellules
T folliculaires auxiliaires (Tfh) et, si la mutation somatique confere une plus forte
interaction, la cellule sera spécifiguement sélectionnée (Stewart et al. 2018; Kerfoot et
al. 2011). La DZ est la zone ou les hypermutations somatiques (SHM) se produisent
(Victora et Nussenzweig 2022) et ou Aicda, un gene qui code la déaminase induite par
l'activation (AID), est fortement exprimé. AID déamine les résidus de cytidine dans les
régions VDJ et entraine les hypermutations somatiques (SHM). Pendant le processus de
SHM, AID catalyse la déamination de la cytidine (C) en uracile (U), déclenchant ainsi
l'activation de voies de réparation associées aux mécanismes d'erreur, ce qui favorise
l'induction de mutations (Jones et al. 2020). Le but de ces altérations, principalementdans
le centre germinatif, est d'augmenter l'affinité et de modifier les propriétés biologiques de
l'immunoglobuline, dotée d’une spécificité plus grande pour l'antigéne (Chi, Li, et Qiu
2020) (Figure 5).

La réaction de déamination, qui est catalysée par AID, provoque la perte du groupement
amine des résidus de cytidine situés dans les sites de mutations fréquentes et conduit a
la formation d'uridine. Cela crée un mésappariement U-G déclenchant ainsi plusieurs
meécanismes alternatifs qui participent a la résolution du mésappariement initial,
entratnant la création de trongons d'ADN muté. Le premier mécanisme, et le plus simple,
consiste en l'interprétation de la désoxyuridine comme une désoxythymidine, entrainant
lors de la réplication, une mutation de transition C-T. Alternativement les voies non-
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canoniques de réparation des mésappariements (MMR) et de réparation par excision de
base (BER) peuvent intervenir dans cette réparation d’ADN associée aux mécanismes
d’erreurs. Dans le cas de la MMR, l'U appariée a G est détectée par 'hétérodimere MutSa,
composé de MSH2 et MSH6 (Jiricny 2013), qui recrute ensuite l'exonucléase 1 et APE2
pour cliver le mésappariement. Cela fournit une entrée pour l'Exo1, qui initie la résection
a partir de la coupure, traversant le site de mésappariement et crée une région étendue
d'’ADN monocaténaire. Ensuite, la polymérase a faible fidélité Poln est recrutée pour
synthétiser la région excisée d'ADN et introduire des mutations. En revanche dans la BER,
l'U est reconnue par l'uracil-DNA glycosylase, qui excise 'U de l'ADN, laissant un site
abasique (Krokan et Bjgras 2013). La polymérase d’ADN REV va ensuite étre recrutée pour
insérer une dCMP dans la nouvelle chaine d'ADN en face du site abasique. Aprés un autre
cycle de réplication de 'ADN, cela peut entrainer une mutation de transversion stable au
site de la paire de bases C:G d'origine (Figure 5).
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Figure 5 : Vue d’ensemble des mécanismes de mutations hypersomatiques.

Figure adaptée de (Chi, Li, et Qiu 2020).

1.2.2.1 Les lymphocytes B2 producteurs d’immunoglobulines

Les lymphocytes B (LB) jouent un rble crucial dans la réponse immunitaire adaptative.
Lorsqu'ils sont activés par la rencontre avec un antigéne, les lymphocytes B peuvent se
différencier finalement en plasmocytes et produire des anticorps qui neutralisent ou
inactivent les agents pathogenes. De plus, les LB recrutent le systeme du complément et
déclenchent l'opsonisation, un processus qui rend les agents pathogenes susceptibles a
la phagocytose. Les lymphocytes B activés générent également des lymphocytes B
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meémoires, assurant ainsi une efficacité de la réponse immunitaire lors d'une exposition
ultérieure au méme antigene.

Le rOle essentiel de cette population immunitaire est lié aux immunoglobulines (Ig)
gu’elle produit. Ces Ig sont capables de reconnaitre de nombreux types d'antigenes en
raison de la grande diversité de leurs régions variables de liaison a l'antigene. Ces régions
variables (V) jouent un role crucial dans les réponses immunitaires.

Les Ig sont composées de deux chaines lourdes (IgH) codées par le locus de la chaine
lourde IgH (chromosome 14 chez 'homme et 12 chez la souris) et de deux chaines légeres
(IgL) codées soit par le locus de la chaine légere Igk (chromosome 2 chez 'homme et 6
chez la souris) soit par le locus de la chaine légere Igh (chromosome 22 chez 'homme et
16 chez la souris).

Les genes des chaines IgH codent les régions variables (V) et les régions constantes
spécifiques d'isotype (C). La combinaison des regions variables génére une diversité de
séguences qui est nécessaire a une reconnaissance efficace d’une grande variété
d’antigenes. La chaine lourde de l'immunoglobuline est codée par plusieurs locus :
variables (V), de diversité (D) et de jonction (J). La combinaison aléatoire de ces segments
géniques, organisés de maniere séquentielle sur le chromosome 14 est effectuée par le
réarrangeant d’un des 27 segments géniques de diversité IGH (IGHD) avec 'un des 6
segments géniques de jonction IGH (IGHJ). Cette combinaison DJ est ensuite associée a
un des environ 50 segments géniques variables IGH (IGHV). De maniere similaire, des
genes fonctionnels de la chaine IgL, soit de type kappa (IGk) soit de type lambda (IGA),
sont générés par la combinaison d'un des environ 40 segments géniques variables IGk
(IGKV) avec un des environ 5 segments géniques de jonction IGk (IGkJ), ou d'un des
environ 30 segments géniques variables IGA (IGAV) avec un des environ 4 segments
géniques de jonction IGA (IGAJ), respectivement.

Une diversité jonctionnelle supplémentaire des genes IG réarrangés est générée par
linsertion et la délétion aléatoires de nucléotides « non-templated » (N) aux jonctions
IGHD-IGHJ, IGHV-IGHD, et IGLV/IGKV-IGLJ/IGKIJ (Figure 6).

Trois motifs dans la séquence d'acides aminés de la région variable de chaque chaine
lourde (HC) et chaine légere (LC) déterminent la spécificité de liaison a l'antigene. Ces
motifs sont appelés régions déterminantes de la complémentarité (HCDR pour les
chaines lourdes et LCDR pour les chaines légeres) et sont encadrées par des régions
charpentes (FR), qui assurent l'intégrité structurale de la molécule.

Alors que les régions HCDR1 et HCDR2 sont entierement codées par les segments
variables IGHV, laHCDR3 s'étend sur les jonctions IGHV-IGHD et IGHD-IGHJ etinclut les
nucléotides non-templated (N) ajoutés par la TdT. L'incorporation de ces N-nucléotides
introduit une variabilité considérablement accrue dans la région HCDR3. De maniere
similaire, la région LCDR3 englobe la jonction entre les segments variables IGKV/IGLV et
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les segments de jonction IGKJ/IGLJ. Par conséquent, les régions HCDR3 et LCDRS3 sont
les épitopes les plus diversifiés du récepteur des cellules B (BCR) et jouent un réle majeur
dans la détermination de la spécificité de liaison a l'antigéne (Gupta, Viswanatha, et Patel
2020; Hengeveld et al. 2021). (Figure 5)
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Figure 6 : Représentation schématique du BCR montrant 'emplacement génomique
de la région IGH. Le diagramme de droite illustre schématiquement la configuration
germinale des génes V, D et J IGH (en haut) ainsi que le gene IGH réarrangé dans un
lymphocyte B donné. Une remarquable diversité du répertoire IGH est générée par le
potentiel de réarrangement de nombreux genes V, D et J, ainsi que par les effets des
altérations nucléotidiques de jonction (excision et ajout de bases nucléotidiques
aléatoires par l'enzyme terminale déoxynucleotidyl transférase, TdT). (Figure réalisée
avec BioRender.com) et adaptée selon (Gupta, Viswanatha, et Patel 2020).

1.2.2.2 Les Lymphocytes B1 et le CD5

Les cellules B1 sont un sous-ensemble unique de cellules B dotées de propriétés
cellulaires de Uimmunité innée. Elles se distinguent des cellules B2 conventionnelles en
termes d'ontogenese, de phénotype et de fonction (Montecino-Rodriguez et Dorshkind
2012). Leur appellation « B1 » indique que leur développement commence tét dans
l'ontogenese, précédant les cellules B2.

Les cellules B1 murines ont été identifiées pour la premiere fois au début des années
1980 en tant que cellules B exprimant Ly-1 (désormais CD5") par Kyoko Hayakawa (K
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Hayakawa et al. 1983). Cette découverte a été motivée par la recherche d'un équivalent
physiologique aux cellules B humaines de leucémie lymphoide chronique exprimant le
CD5 (B-LLC).

Elles ont été identifiées chez la souris, comme des cellules B220"°" IgM" CD23- CD43*
gD puis ont été subdivisées en B1-a (CD5'), un sous-ensemble majeur des
lymphocytes B1 et, en B1-b un sous-ensemble mineur (CD5). Contrairement au dogme
soutenant lUexistence de ces deux-sous ensembles B1-a (CD5*) et B1-b (CD5Y), les
résultats controversés de Savage et al. ont montré qu’une stimulation du récepteur de
type Toll (TLR) régulait négativement Uexpression du CD5 des cellules B1-a (Savage et al.
2019), suggérant que les cellules B1-b étaient simplement une forme activée des cellules
B1-a, plutdét gu'un sous-ensemble distinct (Suchanek et Clatworthy 2023).

La plupart des recherches citées dans cette section traitent des cellules B1-a mais
certaines concernent les cellules B1 sans distinguer les cellules B1-a des B1-b.

Lorigine des cellules B1 a suscité de vifs débats au sein de la communauté
immunologique, centrés principalement sur deux modéles opposés. Le premier est
connu sous le nom de « modéle de la lignée » et soutenu par les travaux de K.Hayakawa
etal., qui proposent que les cellules B1 et B2 représentent des lignées distinctes, dérivant
de populations de précurseurs engagés dans l'une ou l'autre voie avant l'expression du
récepteur des cellules B (BCR). Cette hypothése est étayée par des études de transfert
cellulaire, ou les cellules du foie foetal ont la capacité de reconstituer a la fois les
compartiments B1 et B2 chez des souris irradiées, tandis que les cellules de la moelle
osseuse adulte se limitent a la génération de cellules B2 (K. Hayakawa et al. 1985; Hardy
et Hayakawa 1994). Cependant, des preuves définitives soutenant ce modele fontencore
défaut, notamment sur ’engagement exclusif des précurseurs a la différenciation B2, qui
demeure controversé (Kreslavsky et al. 2018). A l'opposé, le second modeéle, désigné
comme « modele de la sélection », propose que les différences observées dans la
capacité des cellules provenant de sources adultes et foetales a générer des cellules B1
pourraient résulter de variations dans les répertoires du BCR. Il favorise lidée qu’un
progéniteur commun des cellules B puisse donner naissance aux cellules B1 et B2 et soit
orienté par la spécificité du récepteur (Berland et Wortis 2002; Ghosn et Yang 2015;
Kristiansen et al. 2016; Wong et al. 2019). Ce modele est largement étayé par de
nombreuses études sur les souris transgéniques. En particulier, les travaux de MJ.
Chumley et al., portant sur des souris transgéniques exprimant des genes réarrangés
dérivés des cellules B1, codant les chaines lourdes V11 et légéres V«9. Le transfert des
précurseurs isolés de la moelle osseuse de ces souris adultes transgéniques vers des
receveurs sublétalement irradiés, a conduit exclusivement a la génération des cellules
B1 qui présentaient le phénotype caractéristique des B1 et une capacité accrue a survivre
en culture, signature fonctionnelle de ces cellules (Berland et Wortis 2002).
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Plus récemment, ce modele a été renforcé par le systéme transgénique établi par R. Graf
et al., (Graf et al. 2019). Il permet une interconversion qui dépend du BCR entre les
cellules B1 et B2 matures. Il cible respectivement les segments de genes variables pré-
arrangeés de la chaine lourde d'immunoglobuline (IgH), V412 pour les cellules B1 et B1-8
pour les cellules B2. La substitution des BCRs spécifiques des cellules B2 et B1-a a
permis de transformer une cellule B2 en cellule B1-a, et ce en l'absence de toute
contrainte de lignée. La conversion B2 en B1 est rapide et s’accompagne d’une
prolifération cellulaire soutenue, d’un « homing » des cellules vers les cavités pleurales et
péritonéales et d’altérations génétiques profondes, menant a un profil transcriptomique
typique des cellules B1 (Graf et al. 2019). Ces travaux démontrent que les cellules B2
matures ne sont pas irréversiblement engagées dans un lignage B2 et soulignent le réle
déterminant de la spécificité du BCR et du mode de signalisation dans la différenciation
des cellules B1, méme en l'absence d'un pré-engagement dans un lignage B1.

Bien que les réarrangements génétiques séquentiels et ordonnés des genes des chaines
lourdes et légeres (cf. Développement des lymphocytes B) dominent le développement
des cellules B postnatales, des preuves récentes montrent que, pendant le
développement feetal, les chaines IgH et IgL sont simultanément coexprimées, favorisant
l'expression de BCR auto-réactifs. Ces derniers entrainent l'expansion et la sélection des
cellules B, qui, a ce stade, se différencient principalement en cellules B1 (Wong et al.
2019; Graf et al. 2019). Ceci est en accord avec le modele de Jerne, selon lequel les
récepteurs auto-réactifs orientent le développement des lymphocytes et la sélection des
clones spécifiques (Jerne 1955).

Alors que lors du développement des cellules B2 dans la moelle osseuse (Cf.
Développement des lymphocytes B), la voie de signalisation de UIL-7R dirige l'ordre
séquentiel des événements de recombinaison. Cette derniere ne semble pas affecter le
développement des cellules B1 dans le foie feetal. En effet, UIL-7 sécrétée par les cellules
stromales de la moelle osseuse et son effecteur en aval, STAT5, favorisent 'accessibilité
et la recombinaison des genes de la chaine lourde (Igh) tout en inhibant fortement la
recombinaison du locus de la chaine légere (Igk). Une fois activé, STAT5 transloque dans
le noyau et forme un complexe avec PRC2/EZH2, qui se lie a « ’enhancer » intronique de
Igk (iEk) et induit une répression médiée par H3K27me3 pour inhiber la recombinaison de
ce locus.

Les cellules progénitrices dérivées du foie foetal et de la moelle osseuse dépendent
différemment de U'IL-7 pour leur développement. Notamment les cellules pro-B dérivées
du foie feetal ont des niveaux significativement plus faibles de STAT5 activé (p-STAT5), par
rapport a leurs homologues dérivées de la moelle osseuse (Wong et al. 2019).

Dans leur étude, Wong et ses collaborateurs démontrent que des niveaux faibles de
signalisation IL-7R/pSTAT5 dans l'environnement du foie foetal favorisent une « voie
alternative » de développement des cellules B. Dans cette voie alternative, une
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recombinaison précoce de U'lgk se produit au stade des cellules pro-B au lieu du stade
des petites cellules pré-B au cours du développement «classique» des cellules
conventionnelles B2 (Cf. Développement des lymphocytes B) (Figure 7).

Pre-BCR positive selection Receptor editing
Classical B cell development
(favored in bone marrow) (SLC)
Igh lgk
_ i . Immature \ Classical
Pro-B Large pre-B Small pre-B IgM+B cell B-2 cell

Alternate B cell development
(favored in fetal liver)
Igh/Igk »F

Low pSTAT5 ) = _>

Autoreactive BCR
Pro-B positive selection
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Figure 7 : Modeéle du développement classique versus alternatif des cellules B. Le
modeéle du développement classique des cellules B (haut) est favorisé dans la moelle
osseuse, ou des niveaux élevés de signalisation STAT5 inhibent la recombinaison d’Igk au
stade des cellules pro-B. Au stade des grandes cellules pré-B, l’'association réussie de la
chaine lourde productive avec la SLC conduit a U'expansion et la sélection positive. Apres
la recombinaison d’lgk (bleu) au stade des petites cellules pré-B, les cellules B
autoréactives peuvent subir une édition des récepteurs. Le modele du développement
alternatif des cellules B (bas) est favorisé dans le foie feetal, ou des faibles niveaux de
signalisation STAT5 dans les cellules pro-B favorisent la recombinaison d’lgk au méme
stade que la recombinaison d’lIgh (bleu). Ceci permet la génération de cellules B
exprimant un BCR mature bien que ces cellules B puissent potentiellement subir une
édition des récepteurs pour modifier leurs BCR. Figure adaptée de (Wong et al. 2019).

La réorganisation productive et simultanée des genes de la chaine lourde et légere (Igh et
Igk) au stade pro-B conduit directement a Uexpression d'un BCR mature, contournant
ainsi la nécessité de la chaine légere de substitution (SLC) et par conséquent du point de
controle imposé par le pré-BCR (pre-B-cell (1st) checkpoint) (Winkler et Martensson
2018). En effet, étant donné que la SLC s'apparie mal avec les chaines lourdes auto-
réactives, le pré-BCR fournit un mécanisme pour la sélection négative des cellules B
auto-réactives. Ainsi, 'expression des chaines HC et LC, de maniere indépendante des
SLC, fournit une explication de ’émergence de cellules B avec des récepteurs auto-
réactifs caractéristiques des cellules B1-a (Wong et al. 2019).

17



Par ailleurs, des travaux antérieurs menés dans le sac vitellin, la splanchnopleure para-
aortique (P-Sp) et la rate ont démontré qu’aux E9-11 du développement embryonnaire,
les cellules progénitrices lymphoides précoces expriment Rag2 et VpreB, mais pas
encore Igll1. L'expressionretardée du composantde laSLC, (Igll1/Ak5) suggere U'existence
d’une fenétre précoce au cours de laquelle le développement des cellules B peut se
produire en l'absence de SLC. Cette étape coincide avec le stade auquel les premiéres
cellules progénitrices B1 sont détectées (E9 dans le sac vitellin et la splanchnopleure
para-aortique).

Les cellules B1 murines résident préférentiellement dans les cavités pleurales et
péritonéales et constituent 35 a 70% des cellules B locales. Elles peuvent également étre
retrouvées en plus petite proportion dans différents tissus dans lesquels elles résident en
homéostasie tels que la peau, les poumons, Uintestin ou le foie. Une fois stimulées, elles
migrent vers les organes lymphoides secondaires pour augmenter rapidement
Uexpression de BLIMP1, un facteur de transcription qui controle leur différenciation et
leur production d’anticorps naturels. Une production d’IgM par ces cellules (B1-a) a
également été rapportée a lUextérieur des organes lymphoides, dans les clusters
lymphoides associés aux graisses Fat-associated lymphoid clusters (FALC) et les « milky
spots » situés dans les cavités séreuses (Jackson-Jones et Bénézech 2018). Ces petites
niches anatomiques sont des sites d’activation des cellules B1, riches en CXCL13 et IL-
33 provenant des cellules stromales et en IL-5 provenant des cellules lymphoides innées
du groupe 2 (ILC2), qui vont conjointement permettre a ces cellules B innate-like de
produire des IgM pour la protection des cavités corporelles (Figure 8).
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Figure 8: Distribution des cellules B1 dans les organes lymphoides et non
lymphoides de la souris. (Figure réalisée avec BioRender.com) et adaptée selon
(Suchanek et Clatworthy 2023).



En effet, les cellules B1 jouent un role essentiel dans la réponse immunitaire immédiate
aux agents pathogenes. Elles constituent une source majeure d'lgM naturelles qui, en
plus de leurs propriétés anti-microbiennes, participent a maintenir ’homéostasie
tissulaire par le processus d’opsonisation et par une meilleure clairance des cellules
apoptotiques.

Des travaux antérieurs ont rapporté une fréquence accrue de lymphocytes B CD5* dans
le sang du cordon ombilical humain. Il a ensuite été montré par Lee et al., (Lee et al. 2009;
Suchanek et Clatworthy 2023) que la majorité de ces cellules B CD5" humaines dans le
sang représentait des cellules B « pré-naives » avec un phénotype intermédiaire entre les
cellules B transitionnelles et B naives. De plus, la plupart de ces cellules perd Uexpression
du CD5 lors de leur différenciation ultérieure en cellules B naives.

Un effort visant a définir des marqueurs de surface de cellules B1 humaines a été déployé
par Griffin et son équipe (Griffin, Holodick, et Rothstein 2011) grace au phénotypage
cellulaire de sang de cordon ombilical humain. Un pourcentage élevé de cellules B «
mémoire » CD27* (3a 11 % du sous-ensemble CD20*), qui expriment également le CD43,
un marqueur canonique des cellules B1 murines, a été mis en évidence. L’examen
fonctionnel de ce sous-ensemble cellulaire, a savoir les CD20*CD27*CD43"* triés a partir
de sang néonatal et adulte, a confirmé trois caractéristiques clés des cellules B1 : une
sécrétion spontanée d'IgM, une signalisation tonique du BCR et une stimulation efficace
des cellules T. La proportion de ces cellules humaines B1 putatives dans le sous-
ensemble CD20*CD27* était pour les trois quarts positives pour le CD5 et diminuait
considérablement avec l’age.

Récemment, les travaux de Suo et al. (Suo et al. 2022) ont identifié des cellules B1 qui
résideraient dans des tissus embryonnaires et feetaux humains a l'aide du séquencage
d’ARN unicellulaire (Figure 9).
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Figure 9: Identification des cellules B1 présumées dans les tissus humains
prénataux par séquencage RNA/BCR a cellule unique. B) Caractéristiques des
cellules B1 putatives identifiées dans cette étude en comparaison avec des cellules
B matures (IgD*IgM*CD277) ; C) Graphique montrant l'évolution du ratio du nombre de
cellules. Figure adaptée de (Suchanek et Clatworthy 2023).
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Conformément aux travaux précédents (K. Hayakawa et al. 1984; Tornberg et Holmberg
1995; Suo et al. 2022; Suchanek et Clatworthy 2023), ces cellules B1 expriment IgM"IgD'*"
etsontCD27* CD43*CD5". Elles partagent également des caractéristiques fonctionnelles
avec les cellules B1 murines, notamment la sécrétion spontanée d'anticorps et certaines
caractéristiques de leurs BCR, a savoir la longueur réduite de la jonction CDR3
amoindrissant la spécificité des récepteurs et provoquant une réactivité croisée, la faible
fréquence de mutations et d’ajout de NP qui aboutit 8 une diminution de leur diversité. De
plus, au cours du troisieme trimestre de grossesse, le rapport entre les cellules B1 et les
cellules B matures diminue de maniére significative dans la plupart des organes, a
Uexception du thymus.

Le marqueur CD5
Le géne CD5

Chez ’homme, le géne CD5 est localisé sur le chromosome 11913 (Hecht et al. 1989) et
chez la souris sur le chromosome 19 (Lecomte et al. 1996). Il s'étend sur environ 24,5 kb
et comporte 11 exons. L'exon 1 code la partie 5’ UTR et 18 des 24 aa englobant le peptide
signal. L'exon 2 de 39 pb code le reste du peptide signal (6 aa) et les 7 premiers aa de la
protéine mature (Nh et al. 1986). Les exons 3+6 codent la région extracellulaire. Comme
décrit pour d'autres membres de la famille SRCR du groupe B (Aruffo et al. 1997), chacun
des trois domaines SRCR extracellulaires est codé par un exon séparé. L'exon 4 de 63 pb
code le petit peptide de connexion riche en résidus proline et thréonine tres conservé
(74% d'homologie d’aa parmi les especes de mammiferes (Lozano et al. 1999)) séparant
les domaines D1 et D2. L'exon 7 code le domaine transmembranaire et les exons 8+10,
code la queue cytoplasmique. Le codon stop et le 3’UTR de 'ARNm du CD5 sont
contenus dans les exons 10 et 11, respectivement (Figure 10).

Il a par ailleurs été décrit qu’un deuxieme exon 1 est exclusivement transcrit dans les
lymphocytes B humains et résulte de l'intégration d'un rétrovirus endogene humain
(HERV) dans le locus du CD5. Cet exon 1 alternatif, désigné E1B, se trouve a 8,2 kb en
amont de l'exon 1 conventionnel, renommé E1A, avec lequel il est exprimé
simultanément. Ces 2 exons 1 possedent leur propre promoteur transcriptionnel et par
conséguent s’excluent mutuellement (Renaudineau et al. 2005; Burguefio-Bucio, Mier-
Aguilar, et Soldevila 2019). Alors que la transcription de E1A conduit a Uexpression d'une
molécule CD5 compléete transloquée vers la membrane, les transcrits E1B (qui excluent
E1A) entrainent le déplacement du site d'initiation de la traduction de UATG1 a V'ATG2,
situé a 171 nucléotides en aval de ATG1 dans l'exon 3. Ces transcrits E1B, prédominants
dans les pré-B sont traduits en une isoforme tronquée de la molécule CD5 dépourvue du
peptide signal. Ainsi, les produits des transcrits E1B ne sont pas transloqués vers la
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membrane et sont retenus dans le cytoplasme, expliquant ainsi 'absence d’expression
de CD5 dans ces cellules (Burguefio-Bucio, Mier-Aguilar, et Soldevila 2019).

L’expression de ces 2 exons 1 dans les lymphocytes B différencie les systemes humain et
murin. Etant donné les preuves de Uintégration de U'exon alternatif E1B au sein du locus
du CD5 aprés la divergence des lignées de singes du Nouveau Monde et de l'Ancien
Monde, et avant celle des humains des lignées de singes de 'Ancien Monde, il n'est pas
surprenant que 'E1B n'ait pas été retrouvé dans les cellules B de la souris (Renaudineau
et al. 2005) (Renaudineau et al. 2005; Burguefio-Bucio, Mier-Aguilar, et Soldevila 2019).

Par ailleurs, les rapports d’analyses des études de SNP (polymorphismes nucléotidiques)
ont fourni des preuves d'une sélection récente en Asie de l'Est par la substitution « non
synonyme » d’un résidu Alanine en Valine en position 471 (A471V ; rs2229177) qui est
situé dans la région cytoplasmique du récepteur CD5. Cette substitution sous-tend une
transduction du signal plus efficace en terme d’activation de MAPK et de sécrétion d’IL-8
en réponse aux défis environnementaux, trés probablement des agents pathogenes
infectieux, dans les populations d'Asie de l'Est (Carnero-Montoro et al. 2012).
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Figure 10 : Structure génique et protéique du récepteur humain CD5. (A) Structure génique
du CD5 montrant la position des 11 différents exons. (B) Structure protéique du récepteur CD5.
SP, peptide signal ; EC, région extracellulaire ; D1-D2-D3, domaines SRCR extracellulaires ; TM,
région transmembranaire ; et CY, région cytoplasmique. (C) Région cytoplasmique montrant
des motifs de signalisation conservés et 'emplacement de la substitution A471V. (Figure
réalisée avec BioRender.com) et adaptée selon (Carnero-Montoro et al. 2012) .
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La protéine CD5

Le CD5 est une glycoprotéine transmembranaire monomérique de type | de 67 kDa. Il est
composé d'un segment extracellulaire de 348 acides aminés (aa) comprenant trois
domaines (D1, D2, et D3) de type Récepteur Scavenger Riche en Cystéine (SRCR)
(Resnick, Pearson, et Krieger 1994), d'une région transmembranaire de 29 aa, et d'une
gueue intracellulaire de 94 aa (Nh et al. 1986). ILappartient au groupe B de la superfamille
des SRCR qui est divisée en deux groupes (A et B) en fonction du nombre et de la
configuration des résidus cystéine présents dans chaque domaine SRCR. Les domaines
du groupe A contiennent six résidus cystéine alors que ceux du groupe B en possedent
huit, a quelques exceptions pres. Une autre caractéristique distinctive entre les deux
groupes est que chaque domaine SRCR des protéines du groupe A est codé par deux
exons alors que celui des membres du groupe B ne U'est que par un seul exon (Aruffo et al.
1997).

Le CD5 est exprimé sur la plupart des thymocytes, tous les lymphocytes T matures et un
sous-ensemble de cellules B matures susmentionné (Cf. Les lymphocytes B1 (B1-a))
(Hardy et Hayakawa 1994). Lexpression de ce marqueur a récemment été décrite dans les
ILC retrouvées dans le thymus humain et le sang du cordon ombilical. De plus, il est
désormais accepté que le CD5 est un marqueur d'un sous-ensemble de DC2 (DC CD1c+)
chez 'lhomme (He et al. 2023).

Le role du CD5 dans la modulation de I’activation des lymphocytes B
Le réle du CD5 dans la régulation négative de la signalisation du BCR

La fonction principale du CD5 dans les cellules B qui Uexpriment consiste en la régulation
négative de la signalisation du BCR. Il contribue a imposer des niveaux de seuil des
signaux d'activation et maintient ainsi 'équilibre des réponses immunitaires.

Il a d’abord été rapporté par Gary-Gouy et ses collaborateurs que le mécanisme
d’inhibition du CD5 est régi par le motif pseudo-ITAM de son domaine cytoplasmique et
dépend de la phosphorylation du résidu tyrosine Y429 qui est situé dans le motif
DNEY429. En effet, la phosphorylation de la partie cytoplasmique du CD5, qui fait suite a
la stimulation du BCR, est essentiellement contrélée par le résidu Y429 dont le rble est
prépondérant dans les processus d’inhibition des réponses déclenchées par le BCR
telles que la mobilisation du Ca?', ’activation de ERK2 et la localisation membranaire de
AKT (Gary-Gouy, Harriague, Dalloul, et al. 2002).

D’autres travaux menés dans les cellules murines B1-a rapportent que le CD5 est
constitutivement phosphorylé sur des résidus tyrosine de son domaine cytoplasmique et
sert alors de site d’ancrage a la tyrosine phosphatase, SHP-1, avec laquelle il est, en plus
du BCR, constitutivement associé. A Uinverse des cellules B2, le CD5 maintient
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'association entre SHP-1 et le BCR de maniere prolongée malgré le cross-linking du BCR.
Il en résulte une régulation négative des voies de signalisation en aval par lactivité
catalytique de SHP-1 (Sen et al. 1999).

Au-dela de la régulation des réponses des lymphocytes B a l'antigéne, le CD5 module
directement la biologie de ces cellules en régulant au moins trois voies biologiques : le
métabolisme, la production de cytokines et la survie cellulaire (Mageed et al. 2012; Taher
et al. 2020).

Le role du CD5 dans la régulation métabolique des cellules B

Concernant le métabolisme des cellules B1-a, celles-ci sont bio-énergétiquement plus
actives que les cellules B2 et présentent des taux plus élevés de glycolyse et de
phosphorylation oxydative (Clarke et al. 2018). En effet, le CD5 engage un programme
métabolique spécifique dans les cellules B1-a, ou il s’associe a la sous-unité p85 de la
PI3K pour activer la voie PISK/Akt/mTOR. L’activation de la sérine/thréonine mTOR résulte
dans la régulation de la glycolyse aérobie qui se traduit par laugmentation de ’'absorption
du glucose par ces cellules avec U'expression augmentée des transporteurs de glucose
(GLUT1) et lactivation des enzymes glycolytiques clés, telles que 'hexokinase. De plus,
la sous-unité spécifique Raptor, qui s'associe a mTOR pour former mTORC1, potentialise
la glycolyse en induisant U'expression d’HIF1-a alors que lautre sous-unité spécifique
Rictor, qui s'associe a mTOR pour former mTORC2, stabilise mTORC1 améliorant ainsi la
glycolyse (Taher et al. 2020; Bystrom et al. 2022; Clarke et al. 2018). Laugmentation du
taux de glycolyse dans les cellules B1-a permettra un maintien de leur flux métabolique
par le réapprovisionnement en substrats du cycle de Krebs qui alimentera, a son tour, la
chaine respiratoire pour générer de UATP (Bystrom et al. 2022). De plus, les cellules B1-a,
qui résident dans les cavités séreuses, accumulent des lipides exogenes et conservent
des réserves intracellulaires de graisse. Elles contrélent alors la dynamique de leurs
lipides cellulaires en s’engageant dans un programme autophagique afin de garantir la
disponibilité de métabolites tels que les acides gras libres, leur permettant d’alimenter
davantage le cycle de Krebs (Clarke et al. 2018). Les modifications des propriétés
métaboliques que contréle le CD5 revétent une importance fondamentale pour la
régulation des programmes transcriptionnels des cellules B1-a qui soutiennent ainsi leur
état de pré-activation et leur capacité d’auto-renouvellement sous la dépendance de la
glycolyse (Clarke et al. 2018).

Le ro6le du CD5 dans 'induction de la production de I'IL-10

Comme mentionné précédemment, le CD5 confere également un avantage de survie aux
cellules B1-a par deux mécanismes principaux. Premierement, par un mécanisme de
régulation négative de la signalisation précoce du BCR, prévenant ainsi la suractivation
et l'apoptose cellulaire. Deuxiemement, par l'augmentation de leur activité métabolique,
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assurant ainsi leur capacité d'auto-renouvellement. D'autres études ont également
souligné la contribution du CD5 a cet avantage de survie, notamment par la production
de la cytokine IL-10 (Clarke et al. 2018; Taher et al. 2020). En effet, les recherches menées
par Gary-Gouy et son équipe ont clairement démontré que les cellules B CD5+ produisent
significativement plus d'IL-10 que leurs homologues B CD5- (Gary-Gouy, Harriague,
Bismuth, et al., 2002). Plus récemment, il a été montré gu’indépendamment d’une
stimulation parle BCR, le CD5 induit 'expression des génes codant pour le canal calcique
non-sélectif TRPC1 (Canonical Transient Receptor Potential Channel 1) qui conduit a
augmentation des taux de base de Ca? intracellulaires. Il en résulte la phosphorylation
constitutive de Erk1/2 qui est dépendante du Ca?", de STAT1 et 3, conduisant a la
production de la cytokine IL-10 (Garaud et al. 2018). Ainsi, le CD5 conduit de maniere
constitutive a la production d'lL-10, tout en augmentant également sa production en
réponse a la stimulation du BCR (Gary-Gouy, Harriague, Bismuth, et al., 2002; Alhakeem
et al., 2015). Cette production d’IL-10 confere des propriétés anti-apoptotiques et assure
un avantage de survie aux cellules CD5+ par rapport a leurs homologues CD5- (Gary-
Gouy, Harriague, Bismuth, et al., 2002). La potentialisation de la production d’IL-10 en
réponse a une stimulation du BCR a été étudiée plus finement. Ces études ont révélé que
'engagement du BCR augmente la production de cette interleukine dans les cellules B
CD5+ péritonéales suite a Uimplication de la protéine p38/MAPK qui est constitutivement
phosphorylée dans ces cellules. Cette production d’IL-10 contr6le ’'expansion de ces
cellules en ralentissant leur prolifération en réponse a 'engagement du BCR (Alhakeem et
al. 2015).

1.2.2.3 Les lymphocytes B régulateurs

Les lymphocytes B, a savoir les B1 et B2, constituent respectivement une composante
essentielle de limmunité innée et adaptative. Les deux sous-groupes répondent a une
vaste gamme de stimulations antigéniques et ont tous les deux la capacité de se
différencier en cellules effectrices spécialisées. L'auto-renouvellement des cellules B1
dans la cavité péritonéale et la production permanente des cellules B2 dans la moelle
osseuse garantissent la reconstitution et le remplacement des populations dans les
tissus périphériques pour maintenir une réponse immunitaire coordonnée et efficace.
Pour prévenir a la fois une inflammation excessive et une auto-immunité pathologique,
des sous-populations régulatrices comme les cellules B régulatrices (Breg) modulent et
résolvent les réponses immunitaires pour le maintien de l'homéostasie aprées une
infection ou une lésion tissulaire.

La fonction suppressive des cellules B a été postulée pour la premiére fois dans les
années 1970 en examinant 'hypersensibilité retardée (HSR) chez les cochons d'Inde. En
effet, le transfert de splénocytes déplétés en cellules B est associé a une augmentation
de Uintensité et des réactions HSR prolongées chez les cochons d'Inde sensibilisés au
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2,4 dinitrofluorobenzene (DNFB) (Turk, Parker, et Poulter 1972). Des études ultérieures
ont montré que le transfert adoptif de splénocytes totaux supprime l'intensité de la
réponse d'hypersensibilité retardée (Neta et Salvin 1974).

Cependant, les mécanismes moléculaires sous-jacents a cette réponse suppressive
n’avaient pas été caractérisés. En 1990, une lignée de souris déficiente en cellules B,
appelée uMT, a été établie par la délétion du gene de la chaine d’immunoglobuline p
entrainant une altération de la différenciation de la lignée des cellules B (Kitamura et al.
1991). Cette avancée a marqué un tournant dans la recherche sur les cellules B
régulatrices (Bregs) et 'étude de leurs fonctions suppressives, notamment grace aux
travaux de U'équipe de Charles Janeway, qui ont révélé que ces souris déficientes en
cellules B développent une forme exacerbée d'encéphalomyélite auto-immune
expérimentale (EAE) (Wolf et al. 1996). Plus tard, en 2000, trois études ont montré que les
cellules B exercent des fonctions suppressives en produisant de l'IL-10 dans divers
modeles d’inflammation, y compris la colite (Mizoguchi et al. 2002), l'EAE (Fillatreau et al.
2002) et l'arthrite (Mauri et al. 2003). Ces observations ont ouvert la voie a des recherches
ultérieures, comme celles de Natalie A Carter et al., qui ont montré que des souris
présentant une délétion spécifique des cellules B pour 'IL-10 affichent une déficience en
cellules T régulatrices (Treg) aprés linduction d’une auto-immunité. Ces résultats
soulignent ainsi l'importance cruciale des cellules B dans le maintien du compartiment
des cellules Treg (Carter et al. 2011; Carter, Rosser, et Mauri 2012).

Si le terme Breg décrit la capacité fonctionnelle de ces cellules B a atténuer les réponses
immunitaires, il ne définit pas leur nature exacte, a savoir leur phénotype, leur
meécanisme de régulation ni leur contexte fonctionnel. En effet, des fractions de cellules
Breg sont observées a différents stades de la différenciation B et sont distribuées dans de
nombreux organes, que ce soit de maniere transitoire ou permanente, en fonction des
divers contextes inflammatoires.

L’hétérogénéité des Bregs, associée a 'absence de marqueurs spécifiques permettant
leur identification, a poussé les recherches vers une caractérisation plus fine de ces
cellules. A ce jour, plusieurs fractions de cellules B phénotypiquement variables ont été
identifiées comme étant des Bregs dotées d’une capacité a produire de l'IL-10. En outre,
d'autres molécules immunosuppressives et d’autres mécanismes régulateurs,
indépendants de l'IL-10, ont également été décrits dans des modeles humains et murins.
Pour simplifier cette diversité, les mécanismes régulateurs sont souvent divisés en
fonction de la dépendance ou non a l'IL-10 (Yang et al. 2021; Neu et Dittel 2021). Méme si
tous les sous-ensembles de cellules B ont une capacité de régulation en fonction du
contexte, certaines sous-populations sont intrinsequement mieux adaptées que
d'autres.
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1.2.2.3.1 Phénotypes des lymphocytes B régulateurs

Chez la souris, les cellules Breg ont été identifiées dans divers organes, comme la rate,
les ganglions lymphatiques drainants et la cavité péritonéale. Grace a des études
transcriptomiques comparatives et sur la base du score des genes
immunosuppresseurs, Yang et son équipe (S.-Y. Yang et al. 2021) ont caractérisé 7 sous-
ensembles de Bregs qui sont spécifiques des organes et qui sontimpliqués dans diverses
voies de régulation négative dépendantes ou non des genes liés a UIL10. Parmi ces 7
sous-ensembles de cellules B10 ou non-B10, la plus large proportion réside dans la
cavité péritonéale et présente la plus forte expansion clonale. Grace a ces travaux,
certains des genes qui avaient déja été rapportés dans la littérature (sous-mentionnés)
comme des marqueurs des Bregs ont été retrouvés mais ne représentent qu’une partie
des cellules Bregs identifiées. Parmi tous les genes, 19 d’entre eux sont exprimés
spécifiguement par les cellules Bregs, notamment Fcrl5, Zbtb20, Ccdc28b, Cd9 et

Ptpn22, et sont communs aux cing organes murins analysés (Figure 11).
A Liver

19 Common genes:
Fcrl5, Cd300If, Cer1, Ptpn22, Cd9,Csf2rb, S100a6,
Plac8, Ccnd2,C130026121Rik, Zbtb20, Rilpl2,Apoe,
Sp140, Sic7a7, Rplp0,Pdia4, Ccdc28b, Mzb1

Figure 11: Diagramme de Venn montrant le chevauchement des génes
différentiellement exprimés (DEGs) a la hausse en comparant les cellules Breg avec
les cellules non-Breg dans différents organes : BM,Bone Marrow; Liver ; PC,peritoneal
cavity ; Spleen ; mLN,mesenteric lymph nodes. Figure adaptée de (Yang et al. 2021).

Plus spécifiguement, l’'analyse differentielle des cellules Breg B10 et non B10, a révélé
que les «non B10 » expriment a minima UIL-10 et présentent des scores d’enrichissement
élevés pour les effecteurs des voies de signalisation médiées par le TGF- ou UlL-35 (S.-Y.
Yang et al. 2021).
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1.2.2.3.1.1 Les cellules B productrices d’IL-10

De fagon générale, il est difficile de déterminer le r6le de ces fractions cellulaires
productrices d’IL-10 en tant que Bregs. En effet, leur production d'lL-10 est évaluée suite
a des stimulations «artificielles » ex-vivo avec des lipopolysaccharides (LPS), des
oligodéoxynucléotides contenant des motifs CpG ou encore, de l'acétate de myristate de
phorbol (PMA) et de Llionomycine, qui peuvent affecter les caractéristiques
phénotypiques des cellules B et qui ne refletent pas nécessairement leur comportement
«régulateur » in vivo.

Cependant, ces approches de stimulation ont permis d’identifier plusieurs populations
de Bregs productrices d’IL-10 chez la souris. Notamment les B10 spléniques affectent
directement les fonctions effectrices des cellules T par Uintermédiaire de U'IL-10R et
inhibent par leur production d’IL-10, la sensibilité des cellules T CD4+ a U'IFNy et au TNFa.
Ces B10 diminuent également la différenciation des lymphocytes T en Th17 (Yanaba et al.
2008; Tedder 2015). Les précurseurs B transitionnels 2 de la zone marginale (T2-MZP), qui
sont caractérisés par le phénotype CD21"CD23"IgM* dans la rate et les ganglions
lymphatiques, ont aussi été décrits comme de puissants producteurs d'lL-10 de la méme
maniere que les cellules B de la zone marginale (MZ) de la rate, activées par des cellules
apoptotiques via la cascade de signalisation enclenchée par le récepteur Toll-like 9
(TLR9) (Gray et al. 2007). Parmi les cellules B de souris, les plasmablastes sont connus
pour produire de 'IL-10 en quantité en absence de stimulation ex vivo (Matsumoto et al.
2014). En effet, le facteur de transcription IRF4, nécessaire a la différenciation des
plasmablastes, est également impliqué dans la production d'IL-10 qui joue un réle dans
la suppression de lactivation des lymphocytes T par les cellules dendritiques (DC)
(Matsumoto et al. 2014). Les plasmocytes spléniques produisent, quant a eux, de U'IL-10
in vivo des le premier jour de l'infection a la Salmonella typhimurium. Dans ce contexte
infectieux, le phénotype des plasmocytes producteurs d'IL-10 est régulé par la voie
impliquant MyD88 ; l'IL-10 produite supprime la sécrétion d'IFNy par les cellules Natural
Killer (NK) et empéche 'laccumulation de neutrophiles au site de Uinfection (Neves et al.
2010; Matsumura, Watanabe, et Fujimoto 2023).

Contrairement a leur distribution hétérogene dans les organes murins, les lymphocytes
B producteurs d’IL-10 humains sont principalement retrouvés dans le sang périphérique.
Les cellules B transitionnelles immatures (CD19*CD24"CD38") constituent la premiére
fraction décrite de cellules Bregs humaines productrices d’l'IL-10 suite a une stimulation
du CD40 (Blair et al. 2010). Une autre fraction de cellules Bregs mémoire humaines
(CD19'CD24MCD27*) a également été mise en évidence pour sa puissante production
d'IL-10. Bien que les lymphocytes B CD24"CD38" et CD24"CD27* soient capables de
produire de l'IL-10 en réponse a une stimulation avec le ligand du CD40 (CD40L), le CpG
ou des anticorps anti-BCR, et interférent avec la prolifération des cellules T et leur
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production de cytokines pro-inflammatoires, les lymphocytes B CD24"CD27* sont dotés
de fonctions régulatrices plus efficaces que les cellules BCD24"CD38" (Hasan et al. 2019;
Matsumura, Watanabe, et Fujimoto 2023). Enfin, une fraction de plasmablastes
(CD24"CD38"CD27*) présente dans le sang humain a été décrite pour sécréter de 'IL-10,
en plus des IgM solubles, aprés stimulation par UIL-2, 'IL-6, U'IFNa et le CpG (Matsumoto
et al. 2014).

1.2.2.3.1.2 Les cellules B productrices de TGF-8

D’autres sous-ensembles régulateurs sont présents dans le modéle murin, comme la
fraction TGFB*'CD5* des ganglions lymphatiques, qui favorise la polarisation des
lymphocytes TCD4+ vers un profil Tregs in vitro. De plus, Parekh et son équipe ont
démontré que le TGFB produit par les Bregs provoquait Uanergie des cellules T
cytotoxiques T CD8+ (Parekh et al. 2003).

Chez ’homme, des Bregs producteurs de TGFB ont également été identifiés parmi des
cellules B périphériques stimulées avec du CpG. Nouél et al. ont prouvé que ces Bregs
sont capables d’inhiber la prolifération des lymphocytes T conventionnels et d’augmenter
l'expression de Foxp3 et CTLA-4 dans les Tregs par la voie de signalisation du TGFj,
indépendamment de la voie IL-10 (Nouél et al. 2015).

Cependant, les caractéristiques phénotypiques de ces cellules B TGFB* restent a étre
clarifiées.

1.2.2.3.1.3 Les cellules B exprimant le facteur de transcription FOXP3

Chez ’homme, un autre sous-ensemble spécifique de Bregs, caractérisé par ’expression
du facteur de transcription FOXP3, a été identifié. Ce sous-ensemble de Bregs joue, entre
autres, un réle crucial dans la tolérance immunitaire vis-a-vis des allergies alimentaires,
comme le rapportent les travaux de Noh et ses collaborateurs. En effet, une prolifération
des cellules périphériques CD19*CD5*FOXP3* est observée en réponse a une stimulation
par la caséine chez des sujets tolérants au lait, associant ainsi ’émergence de ce sous-
ensemble cellulaire chez des personnes dotées de la capacité a tolérer le lait (Noh et al.
2012).

Par ailleurs, Elias et ses collaborateurs ont également mis en évidence U'expression de
FOXP3 dans des cellules B périphériques CD25"¢" activées par une stimulation avec du
CpG chez des individus sains. Cette expression de FOXP3 est potentialisée par lavoie des
sémaphorines, dont la semaphorin 3A (Sema3A) (Vadasz et al. 2015).
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D’autres travaux ont souligné la présence de FOXP3 dans des cellules B périphériques de
donneurs sains. Notamment, les travaux de Grubczak et al. ont mis en évidence
U'existence d’une corrélation positive entre la présence, bien que faible, de cellules B
FOXP3* et U'expression du marqueur CD38 qui est également associée a la formation de
réseaux de connexions complexes entre tous les sous-ensembles de B régulateurs
présents chez ces sujets sains (Grubczak et al. 2021).

Des études récentes menées chez la souris sur des cellules B spléniques ont rapporté
également l'expression du facteur de transcription FOXP3 dans des cellules B en
condition homéostasique. Cette expression est amplifiée par le facteur de transcription
RUNX, avec lequel FOXP3 forme un complexe. Cette association réduit l'apoptose des
lymphocytes et confére un avantage de survie aux souris exprimant fortement les
protéines RUNX/FOXP3 (Chao et al. 2023).

La famille FOX

Les protéines de la famille Forkhead box (FOX) constituent une vaste famille de
régulateurs transcriptionnels qui ont en commun un domaine de liaison a 'ADN conservé
au cours de l'évolution, appelé "fork head" (FH) domain FOX-DBD. Ce domaine est
composé d'environ 100 aa et comprend 3 hélices a- (H1, H2 et H3), 3 feuillets B (S1, S2 et
S3) et 2 boucles (W1 et W2), il se lie a la séquence (5'-(G/A)(T/C)(A/C)AA(C/T)A-3') des
genes cibles située sur leurs régions promotrices (Laissue 2019).

Les facteurs de transcription FOX sont également capables de décondenser directement
la chromatine, facilitant ainsi la liaison d'autres facteurs de transcription spécifiques aux
séquences enhancers, répresseurs et promoteurs, cibles.

Cinquante protéines fork head ont jusqu’a présent été identifiées dans le génome
humain. Elles sont catégorisées en 19 sous-groupes, allant de FOXA a FOXS, sur la base
de 'hnomologie de séquence a l'intérieur et a l'extérieur du domaine forkhead (FH) domain
FOX-DBD.

La région FOX-DBD/FHD peut étre localisée en amino-terminal ou en carboxy-terminal
des séquences des membres les mieux caractérisés de la famille (Figure 12), parmi
lesquels on retrouve la protéine FOXP3 (Laissue 2019) (Lam et al. 2013; S. Wu et al. 2020).
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Figure 12 : Organisation structurale des sous-familles FOXO, FOXM, FOXA, FOXC

et FOXP. Diagramme schématique montrant

les différents domaines qui

caractérisent les protéines de la famille FOX FHD : Forkhead homology domain, NLS :
sequence de localisation nucleaire, NES: sequence d’export nucléaire, TAD:
domaine de transactivation. (Figure réalisée avec BioRender.com) et adaptée selon

(Lam et al. 2013).

Le facteur de transcription FOXP3

Le géne et la protéine FOXP3

La protéine Foxp3 (Forkhead box Protein P3) est le facteur de transcription clé qui est
impliqué dans le développement des lymphocytes T régulateurs (Treg). Il joue un rble
important dans le maintien de l'homéostasie du systeme immunitaire et permet la
stabilité de la lignée Treg.

Le géne foxp3 humain est situé sur le bras court du chromosome X a la position Xp11.23.
Il est constitué de 12 exons et code la protéine FOXP3 qui est composée de 431 acides
aminés avec un poids moléculaire d’environ 47 kDa. Cette protéine peut étre exprimée
sous trois autres isoformes (#2, 3 et 4) qui different par leur longueur en acides aminés et

leur poids moléculai

re (Figure 13).
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Secondary

Amino Acid Composition Structure
Name Amino @ Mass Hydrophobic Hydrophilic a-Helix B- Protein
Acid [kDa] Amino Acids | Amino Acids Starnad ID
Length [%] [%]
Foxp3 431 47.24 53.60 46.40 12 10 Q9BZS1
(26.15%) (6.26%)
Isoform2 396 43.41 52.27 47.73 10 9 Q9BZS1-
(25.25%) | (5.55%) 2
Isoform 456 49.84 53.51 46.49 14 10 Q9BZS1-
3 (27.41%) (6.56%) 3
Isoform 404 44.41 53.47 46.53 12 11 Q9BZS1-
4 (24.50%) | (7.43%) 4
Foxp3 Isoform 2 Isoform 3 Isoform 4
Foxp3 - 91.88% 80.65% 93.73%
Isoform 2 91.88% - 86.84% 85.61%
Isoform 3 80.65% 86.84% = 75.15%
Isoform 4 93.73% 85.61% 75.15% -

Figure 13: La protéine FOXP3 et ses isoformes. Table 1, haut) Caractéristiques des
propriétés de la protéine Foxp3 et de ses isoformes. Table 2, bas) Le degré d'identité de la
séquence d'acides aminés de la protéine Foxp3 et de ses isoformes. Figure adaptée selon
(Mertowska et al. 2022).

La protéine Foxp3 possede deux domaines fonctionnels importants. Le premier est un
domaine « en doigt de zinc » de 26 aa, qui est situé dans la région comprise entre les aa
#197 et #222, et qui est directement impliqué dans sa liaison aux séquences d'acides
nucléiques (Mertowska et al. 2022). Le second domaine est le domaine « fork-head », qui
estlong de 87 aa, situé entre les aa #337 et #423, et qui est engagé dans le processus de
dimérisation de la protéine Foxp3. Cette derniere comprend également plusieurs autres
motifs distinctifs dans sa structure. Deux d'entre eux, situés entre les aa 68-76 et les aa
239-248, sont des signaux d'export nucléaire composés de résidus hydrophobes. Un
motif LXXLL, situé entre les aa 92-96, contribue aux nombreuses interactions protéine-
protéine qui conferent a Foxp3 son activité de régulateur transcriptionnel. Un autre motif
situé entre les aa 414-417 constitue un signal de localisation nucléaire, qui est chargé
positivement et permet Uimport nucléaire de Foxp3 (Mertowska et al. 2022). A proximité
du domaine en doigt de zinc, se trouve un autre motif « Leucine zipper », localisé entre les
aa 239 et 260 et qui permet le processus d’homo- et d’hétéro-dimérisation protéique,
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ainsi que sa liaison a CADN (Mertowska et al. 2022). Lensemble des domaines et motifs
de la structure de Foxp3 sont représentés dans la Figure 14 et 15.

1 MPNPRPGKPSAPSLALGPSPGASPSWRAAPKASDLLGARGPGGTFQGRDLRGGAHASSSS 60

61 LNPMPPSQLQLPTLPLVMVAPSGARLGPLPHLQALLQDRPHFMHQLSTVDAHARTPVLQV 120

121 HPLESPAMISLTPPTTATGVFSLKARPGLPPGINVASLEWVSREPALLCTFPNPSAPRKD 180

181 STLSAVPQSSYPLLANGVCKWPGCEKVFEEPEDFLKHCQADHLLDEKGRAQCLLQREMVQ 240

241 SLEQQLVLEKEKLSAMOQAHLAGKMALTKASSVASSDKGSCCIVAAGSQGPVVPAWSGPRE 300

301 APDSLFAVRRHLWGSHGNSTFPEFLHNMDYFKFHNMRPPFTYATLIRWAILEAPEKQRTL 360

361 NEIYHWFTRMFAFFRNHPATWKNAIRHNLSLHKCFVRVESEKGAVWTVDELEFRKKRSQR 420

421 PSRCSNPTPGP 431
@ Nuclear export signal @ Leucine-zipper
B LXXLL motif @ Fork-head DNA binding domain
@ Zinc finger domain # Nuclear localization signal

Figure 13 : Motifs et domaines présents dans la séquence d'acides aminés de la
protéine Foxp3. Figure adaptée de (Mertowska et al. 2022).

FKH DBD

Figure 14 : Représentation schématique de FOXP3 avec ses exons et ses domaines
protéiques. Le domaine répresseur riche en proline en N-terminal (Repressor), le motif a
doigt de zinc (ZF), le domaine a motif de leucine zipper (LZ) et le domaine de liaison a
l'ADN en fourche (FKH DBD) sont indiqués. Figure adaptée de (Georgiev, Charbonnier, et
Chatila 2019).
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Le role de FOXP3 dans la résolution de I'inflammation

Etant donné le manque de données dans la littérature concernant le role de FOXP3
exprimé par les lymphocytes B dans la résolution de l'inflammation dans des conditions
homéostatiques, nous aborderons d'abord le role de cette protéine dans le modele bien
établi des lymphocytes Tregs. Ensuite, nous explorerons son implication dans les
lymphocytes B dans des contextes pathologiques, ou son importance pourrait étre mieux
définie (voir chapitre suivant).

FOXP3 contribue a la résolution de Uinflammation en conférant aux cellules Tregs une
structure 3D de la chromatine qui leur est propre. Comme le rapportent les travaux de Liu
et al., le r6le essentiel de FOXP3 consiste a contréler un ensemble d’interactions au
niveau de la chromatine et qui est associé a Uexpression de genes dits « FOXP3-
dépendants » qui sont liés a la fonction immunosuppressive des cellules Tregs (Liu et al.
2023).

Il a également été démontré que FOXP3 remodele les loci de ses genes cibles par
Uintroduction de modifications des histones. En effet, FOXP3 s’associe aux HAT (Histone
acetyltransferases), dont les protéines KAT5/TIP60 et p300, ou aux histones
désacétylases 7 (HDAC7). Par ces associations, FOXP3 réprime, entre autres, les genes
codant les cytokines pro-inflammatoires IL-2 et IFN-y en provoquant la dé-acétylation
des histones H3. Il a d’ailleurs été montré que le complexe FOXP3 - TIP60 — HDAC7 est
nécessaire pour une répression maximale de la production d'IL-2 dans les cellules T (Lu,
Barbi, et Pan 2017) (Mertowska et al. 2022).

Récemment, des études ontillustré que FOXP3 inhibe la présentation antigénique par les
DCs en réprimant directement l'expression de RyR2 des lymphocytes T régulateurs
(Tregs). Cette répression entraine une forte diminution de l'oscillation basale du calcium
dans les Tregs. En conséquence, le niveau basal de Ca?* devient insuffisant pour activer
la m-calpaine, ce qui compromet le clivage et le recyclage des protéines d'ancrage LFA-1
lorsque les Tregs interagissent avec les cellules dendritiques. Ce phénoméne conduit a
une adhérence forte et continue des Tregs aux DCs, empéchant ainsi ces dernieres
d'interagir avec d'autres lymphocytes T conventionnels (X. Wang et al. 2023).

Sur le plan métabolique et a un niveau supérieur de régulation, les travaux de Angelin et
al., révelent que Uexpression de FOXP3 reprogramme le métabolisme des lymphocytes
Tregs en supprimant les voies glycolytiques et en induisant la phosphorylation oxydative
(PHOSOX). Par conséquent, les cellules Treg présentent des niveaux plus élevés
d'especes réactives de l'oxygene (ROS) par rapport aux cellules T conventionnelles
(Angelin et al., 2017). Ces ROS augmenteraient la stabilisation de la protéase 3 spécifique
de SUMO (SENP3) qui déclencherait la déSUMOylation de Bach2. Cette derniere

33



empéche son export nucléaire, maintenant ainsi l'expression de FOXPS3 et la stabilité des
cellules Treg (Shiand Chi, 2019).

34



2 Inflammation et tumorigéneése

2.1 Les acteurs cellulaires de I'inflammation sous-tendant la tumorigéneéese

A mesure que la réponse inflammatoire progresse, les monocytes et les lymphocytes
s'accumulent dans les sites inflammatoires. Ce processus, appelé « amplification de
I'inflammation » prend fin avec I'apparition de la phase résolutive qui prévient l'infiltration des
neutrophiles, réduit la sécrétion des médiateurs pro-inflammatoires et stimule les
macrophages pour phagocyter les cellules inflammatoires apoptotiques. Lensemble de ces
évenements cellulaires aboutit a la restauration de I'homéostasie tissulaire en atténuant la
réponse inflammatoire.

Dans le cas ou le stimulus pro-inflammatoire persiste, une inflammation chronique se produit.
Celle-ci peut sous-tendre, directement ou indirectement, au développement de nombreuses
maladies chroniques telles que l'athérosclérose, l'infarctus du myocarde, l'insuffisance
cardiagque chronique, la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer, I'asthme, le diabéte, le
psoriasis, l'ostéoporose et le cancer (Bozkurt, Mann, et Deswal 2010; Glass et al. 2010;
Kawanishi et al. 2017; Zhao et al. 2021).

Une inflammation chronique est étroitement liée a un risque accru de malignité, puisqu’elle
joue un réle important dans l'initiation, la progression et I'invasion de plusieurs types de
cancer. Elle établit un microenvironnement tumoral inflammatoire qui, a son tour, exacerbe
I'inflammation en incitant les cellules tumorales ou interstitielles a produire davantage de
médiateurs inflammatoires pour assurer leur survie et leur prolifération. Par ces productions,
les cellules cancéreuses activent des oncogenes (Mantovani et al. 2008; Zhao et al. 2021),
provoquent des dommages a I’ADN et la libération de ROS affectant ainsi plusieurs voies de
signalisation, y compris K-RAS, P53 (Coussens et Werb 2002; Zhao et al. 2021) et NF-kB dont
la signalisation régule plus de 500 genes liés au cancer (Taniguchi et Karin 2018).

De ce fait, prés de 20% des cancers ont été associés a une inflammation chronique (Crusz et
Balkwill 2015; Zhao et al. 2021). Les facteurs de risque courants associés au développement
de ces cancers sont d’étiologie virale et comprennent l'infection par Helicobacter pylori dans
le cancer gastrique, l'infection par le virus de I'hépatite B ou C dans le carcinome
hépatocellulaire (CHC), l'infection par le virus du papillome humain (VPH) dans le cancer du
col de l'utérus ou encore l'infection par le virus d'Epstein-Barr (EBV) dans le carcinome du
nasopharynx (NPC) ou dans certains cancers lymphoides (Zhao et al. 2021).

Par ailleurs, de nombreuses études cliniques ont mis en évidence les puissants effets chimio-
préventifs des médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), en particulier
I'aspirine (Cuzick et al. 2009; Zhao et al. 2021). De plus, les effets anti-inflammatoires exercés
par les statines réduisent significativement le risque de développement de plusieurs types de
cancer, dont le cancer du sein, le cancer colorectal (CCR) et le CHC. Ces constatations
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renforcent la notion de carcinogénése induite par I'inflammation chronique (Poynter Jenny N.
et al. 2005; Bonovas, Nikolopoulos, et Sitaras 2013; Zhao et al. 2021). (Figure 15).
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Figure 15 : Les voies de signalisation inflammatoire impliquées dans le développement du
cancer. Diverses molécules solubles présentes dans le milieu extracellulaire lient leurs
récepteurs dédiés qui sont exprimés a la surface cellulaire. S’en suit I'activation de plusieurs
voies de signalisation bien caractérisées (NF-kB, MAPK, JAK-STAT et PI3K-AKT). Ces voies
régulent divers facteurs inflammatoires. (Figure réalisée avec BioRender.com) et adaptée selon
(Zhao et al. 2021).

Il a d’ailleurs été démontré que l'obésité, caractérisée par une inflammation systémique
chronique a bas bruit, augmente le risque de nombreux types de cancer, tels que le cancer du
sein, le CCR, le cancer du foie et le cancer de |'ovaire (Reiche, Nunes, et Morimoto 2004;
Avgerinos et al. 2019; Zhao et al. 2021). Ces associations sont attribuées a la capacité du tissu
adipeux blanc de sécréter un éventail de molécules inflammatoires, telles que le TNF-a, I'lL-6,
I'IL-1B et le CCL2 qui peuvent établir un environnement inflammatoire chronique en recrutant
des lymphocytes T CD8* et des macrophages (Howe et al. 2013; Zhao et al. 2021). De plus, la
perte de I'expression du récepteur PPARYy par les cellules épithéliales sécrétoires mammaires
lors de la transdifférenciation des adipocytes blancs en adipocytes roses dans le tissu
mammaire entraine la libération de ROS et la sécrétion de chimiokines, comme le CCL5, qui
favorisent I'initiation du cancer du sein (Apostoli et al. 2014; Zhao et al. 2021).

Linflammation chronique a bas bruit est également retrouvée dans la dépression et favorise
aussi la tumorigéneése. En effet, le stress chronique déclenché par la dépression, I'anxiété ou
la solitude/I'isolement social peuvent également entrainer un remodelage du compartiment
immunitaire et de la réponse inflammatoire. Tout d’abord, le stress chronique stimule le
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systeéme neuroendocrinien classique, tel que I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (axe
HPA), et le systeme nerveux sympathique (SNS) ce qui entraine la production des hormones
du stress (les glucocorticoides et les catécholamines) qui promeuvent la tumorigenése et le
développement du cancer a travers divers mécanismes , comme l'induction de dommages a
I'ADN, l'accélération de la dégradation de p53, et I'établissement d’'un microenvironnement
inflammatoire tumoral (TME). De plus, le stress chronique peut également supprimer
sélectivement l'immunité cellulaire médiée par les lymphocytes T IFNy* et affaiblir la
surveillance immunitaire, augmentant ainsi les risques de métastases et diminuant |'efficacité
de la thérapie anti-tumorale (H. Yang et al. 2019; Zhao et al. 2021).

2.1.1 La physiopathologie des cellules B CD5+

2.1.1.1 Dans les maladies auto-immunes

Le répertoire du BCR des cellules B CD5*, contrairement a celui des cellules B conventionnelles,
est généralement restreint. L'ajout de régions N (Cf. Les lymphocytes B2 producteurs
d’immunoglobulines) et I'hypermutation somatique sont trés limités au sein des cellules B
CD5*. Par conséquent, les anticorps naturels dérivés de ces cellules, par opposition a ceux
dérivés des cellules B conventionnelles, ont tendance a avoir des séquences proches de celles
de la lignée germinale avec des répertoires largement auto-réactifs qui sont fortement
impliqués dans les processus auto-immuns. Ceci explique la présence de ces cellules B CD5*
dans de nombreuses maladies auto-immunes, telles que le diabéte de type 1 (DT1), la
polyarthrite rhumatoide (PR), la spondylarthrite, la myasthénie grave, le syndrome de Sjogren
ou le lupus érythémateux systémique (LES) (Ahmed et al. 2018).

Récemment, les cellules B1-a ont été identifiées comme la principale source de production
d'lgG spécifiques des phosphatidylsérines (PS), a la fois dans des modeéles de lupus murins et
chez les patients atteints de LES. Dans cette étude, Ma et al. rapportent que les cascades de
signalisation TLR/Syk contrdlent I'expansion des cellules Bla spécifiques des PS et régulent leur
production d’anticorps dirigés contre les PS qui sont impliqués dans la progression des |ésions
rénales lors du développement de la néphrite lupique et qui sont directement corrélés a
I'indice d'activité de la maladie (SLEDAI) (Ma et al. 2023).

Des études sur le DT1 rapportent, quant a elles, que les cellules B1-a, par leur répertoire biaisé
d’anticorps naturels auto-réactifs, représentent un facteur précoce de I'évolution de la
pathogenese dans le modéle de souris NOD (Non-Obese Diabetic). Ces cellules B1-a sont
capables de se lier aux cellules béta-pancréatiques et d’induire I'expression de Nos2, un
élément clé dans la réponse au stress oxydatif des cellules béta qui sous-tend I'auto-immunité
(Corte-Real et al. 2012).Les travaux supplémentaires de Saxena et ses collaborateurs décrivent
I'expansion d’une population B CD5*FasL" chez les sujets atteints de DT1. Cette population
antagonise l'action des cellules B CD5*IL-10* dans le contréle de I'auto-réactivité des flots et
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est directement impliquée dans l'initiation de l'insulite et du diabéte auto-immun dans le
modele de souris NOD (Saxena et al. 2017).

Dans la lépre |épromateuse (LL), des niveaux élevés de B CD5* sont retrouvés chez les patients
et sont associés a une gamme d'autoanticorps, a la fois organes-spécifiques (dirigés contre la
thyroide, les nerfs et la muqueuse gastrique) et organes non-spécifiques, tels que le facteur
rhumatoide, les anticorps anti-cardiolipine ou encore les anti-phospholipides présents dans
50% des cas et pouvant conduire a un anticoagulant lupique (Kotb et al. 2019).

A linverse, chez les adolescentes souffrant d'anorexie mentale, des pourcentages
significativement réduits de cellules B circulantes CD5*, a la fois transitionnelles (B
CD24*CD38M) et régulatrices (CD5*CD1d*), ont été observés dans le sang périphérique. Il est a
noter que l'anorexie mentale partage une relation bidirectionnelle avec les maladies auto-
immunes. En effet, si des antécédents d'auto-immunité, comme le diabéete sucré de type 1,
sont associés a un risque accru de troubles de I'alimentation, I'anorexie mentale peut a son
tour augmenter le risque ultérieur de maladies auto-immunes liées au tractus gastro-
intestinal. De maniere intéressante, les cellules B transitionnelles des patientes atteintes
d'anorexie mentale expriment des niveaux plus faibles de CD5. Cette basse expression des
cellules transitionnelles, associée a la fréquence des cellules B régulatrices CD5*CD1d*,
constitue un facteur prédictif significatif de I'indice de masse corporelle (Freff et al. 2021).
Cependant, dans cette étude, les auteurs ont lié la diminution de ces deux sous-populations a
un dysfonctionnement du compartiment des cellules B régulatrices, qu’ils ont associé au
risque accru de développer une auto-immunité dans I'anorexie mentale. Nous examinerons la
physiopathologie des cellules B régulatrices dans les maladies auto-immunes dans la
prochaine section.

Il a été démontré que le virus de I'hépatite C (VHC), par son caractére lymphotrope est associé
a des maladies lymphoprolifératives bénignes telles que la cryoglobulinémie mixte (MC). Cette
derniere se caractérise par la sélection de clones B produisant des IgM auto-réactives
soutenant l'auto-immunité et présentant un potentiel d'évolution maligne. Dans leur étude
Russi et al. rapportent I'expansion clonale d’une population de cellules B CD5*CD220%™ qu’ils
désignent comme « CLL-like » dans le sang périphérique des patients infectés et qui est
directement corrélée a la manifestation de la MC. Ils suggerent ainsi, que le VHC soutient
I'expansion clonale des cellules B CD5" et stimule leur production d’lgM auto-réactives sous-
tendant l'auto-immunité avec une évolution potentielle vers les lymphomes non hodgkinien
(LNH) de type B (LNH-B) (Russi et al. 2019).
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2.1.1.2 Dans les cancers

Le maintien des populations de lymphocytes B auto-réactifs semble, d’'un point de vue évolutif,
contreproductif car cela représente une dépense énergétique importante ainsi qu'un risque
de pathologie auto-immune, préjudiciable a I'hote. En revanche, I'élimination de tous ces
lymphocytes B auto-réactifs est susceptible de créer de grandes lacunes dans le répertoire des
lymphocytes B qui pourraient étre exploitées par les agents pathogénes. Ainsi, leur
préservation a travers I'évolution suggere qu'ils remplissent une fonction immunitaire critique
et bénéfique (McCaw, Lofftus, et Crompton 2023).

Dans les cancers, une rupture de la tolérance peut fournir une réponse antitumorale
bénéfique. En effet, il a été démontré que |'auto-immunité associée au cancer présente une
valeur pronostique positive dans plusieurs contextes. Par exemple, les patients qui
développent des manifestations auto-immunes spécifiques d’organes suite a un traitement
avec des inhibiteurs des points de contréle immunitaires (immune checkpoints (ICl)), ont une
meilleure réponse au traitement. De plus, les patients qui développent des syndromes
paranéoplasiques ou une auto-immunité spontanée ont également de meilleurs résultats. De
maniére intéressante, les patients atteints de maladies auto-immunes préexistantes, qui
affectaient des organes devenus cancéreux, présentaient des tumeurs réduites et moins
invasives, comme dans le cancer de la thyroide survenant dans le contexte d'une thyroidite
(McCaw, Lofftus, et Crompton 2023). Cet avantage réside dans la capacité des lymphocytes B
auto-réactifs a produire des anticorps dirigés contre les antigénes tumoraux. Ces antigénes
désignés comme quasi-auto-réactifs possedent souvent des structures étroitement similaires
a celles des antigénes du soi. Parmi ces derniers, les néo-antigenes sont des protéines natives
surexprimées ou exprimées de maniére ectopique ou encore des protéines dont les
modifications post-traductionnelles sont altérées. Les auto-anticorps ont d’ailleurs été
suggérés comme des biomarqueurs pronostiques dans les stades précoces de plusieurs types
de cancer.

Le potentiel antitumoral, inhérent aux propriétés susmentionnées des lymphocytes B CD5, en
particulier ceux utilisant la séquence biaisée VH4-34 dont les anticorps sont intrinsequement
auto-réactifs, a été documenté dans plusieurs types de cancers. En effet, ces lymphocytes B
CD5* ont une propension a se lier aux antigenes glucidiques, et donc a reconnaitre les motifs
de glycosylation aberrante et de modifications post-traductionnelles spécifiques aux tumeurs
comme démontré dans les cancers de I'estomac, du c6lon, du pancréas, de I'cesophage, du
poumon, de la prostate, du sein et de la peau (mélanome) (Brdndlein et al. 2003; McCaw,
Lofftus, et Crompton 2023). De maniére intéressante, les anticorps produits ne se lient pas aux
tissus normaux adjacents mais seulement aux tissus précancéreux et cancéreux dans lesquels
ils sont capables d’induire I'apoptose dans des cultures in vitro. McCaw et al. proposent ainsi
gue les B CD5* subissent une « rédemption » ou mutation somatique clonale extra-folliculaire
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additionnelle qui diminue l'affinité pour les auto-antigénes et accroit 'avidité de leurs
anticorps IgM pour les protéines tumorales. lls peuvent ainsi atténuer les effets auto-immuns
indésirables en orientant la réponse immunitaire vers les antigénes spécifiques des tumeurs
ce qui expliquerait la présence d'anticorps réactifs aux antigénes tumoraux (quasi auto-
réactifs) chez les patients atteints de cancer sans qu’ils ne manifestent d'auto-immunité
systémique (McCaw, Lofftus, et Crompton 2023).

Notamment, les récentes études sur les cancers de l'ovaire, qui sont trés souvent d'origine
épithéliale et qui métastasent majoritairement dans le péritoine (Yousefi et al. 2020), ont mis
en évidence la perte de cellules Bl péritonéales et la persistance de cellules B2
conventionnelles au niveau des ascites hémorragiques. Les auteurs attribuent cette perte de
cellules B1 a la génération d’une grande quantité de DAMPs (Damage-Associated Molecular
Patterns), qui est susceptible de submerger I'immunité innée en entrainant un épuisement de
ces cellules et leur élimination. Les auteurs attribuent également cette perte cellulaire a la
charge métabolique importante qui leur est imposée et qui surpasserait leur capacité a
contrOler les peroxydes lipidiques qui conduisent a une ferroptose spécifique des cellules B1
et pas des cellules B2 dont les capacités antioxydantes sont supérieures (Muri et al. 2019).
Dans cette étude Maslanka et ses collaborateurs rapportent que la perte des cellules B1
observée dans le modele murin du cancer ovarien est corrélée a I'afflux des cellules myéloides
immunosuppressives MDSC (myeloid-derived suppressor cell), une caractéristique retrouvée
dans le cancer ovarien humain. De plus, la réduction du nombre de ces cellules B dans I'ascite
des patientes est également corrélée a un mauvais pronostique dans le cancer ovarien
(Maslanka et al. 2024).

Paradoxalement, un role pro-tumoral des lymphocytes B CD5* a également été décrit dans
divers cancers, notamment dans I'adénocarcinome ductal pancréatique ou des stimulations
inflammatoires impliquant la signalisation de I'IL-1 et de ses effecteurs (Myd88 et IRAK-1)
conduisent a la phosphorylation de BTK (Bruton's Tyrosine Kinase). Cette phosphorylation
promeut la différenciation et I'expansion des populations CD1d"CD5* qui sont impliquées dans
le développement des néoplasies pancréatiques en inhibant l'activité des lymphocytes T
cytotoxiques et en stimulant la prolifération cellulaire tumorale par leur production d’IL-10 et
d’IL-35 (Das et Bar-Sagi 2019). Ces résultats corroborent les travaux de Dalloul et ses
collaborateurs sur les cellules B CD5* qui ont rapporté que les lymphocytes B, bien que
pénétrant rarement dans les tumeurs solides, étaient préjudiciables a l'immunité anti-
tumorale. En effet, chez des souris déficientes en lymphocytes B, une immunité T spécifique
aux tumeurs caractérisée par la production d'IFNy a été observée, contrairement aux souris
sauvages. Cette inhibition par les lymphocytes B, chez les souris sauvages, est associée a leur
expression d’IL-10 (Dalloul 2009).

Cependant, ce potentiel pro-tumoral des lymphocytes B CD5* semble découler de leurs
propriétés immuno-régulatrices, lesquelles seront examinées en détails dans la section
suivante.
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2.1.2 La physiopathologie des lymphocytes B régulateurs

2.1.2.1 Dans les maladies auto-immunes

Les lymphocytes B régulateurs (Bregs) ont la capacité de sécréter des cytokines anti-
inflammatoires et d'exprimer des molécules inhibitrices, afin de supprimer I'activité des
cellules effectrices et prévenir une inflammation excessive, comme celle caractérisant les
maladies auto-immunes.

Les Bregs exercent des effets inhibiteurs par I'intermédiaire de I'lL-10, I'lL-35, des TGFbs et I'axe
PD-1/PD-L1 chez les patients atteints de maladies auto-immunes et dans les modéles murins.
La relation inverse entre |'activité de la maladie et celle des Bregs suggere que ces cellules
jouent un réle protecteur dans les maladies auto-immunes.

Par exemple, les patients atteints de lupus érythémateux systémique (LES) présentent des
déficiences fonctionnelles des Bregs. En effet, si les cellules B CD19*CD24"CD38", qui ont été
isolées a partir d’individus sains, montrent une fonction régulatrice vis-a-vis des cellules T
CD4+ en inhibant leur expression en IFNg et TNFa, les cellules B de méme phénotype
provenant de patients LES ont perdu cette capacité (Blair et al. 2010; Zhu et al. 2021). De plus,
les pDCs (cellules dendritiques plasmacytoides) issues de donneurs sains sécrétent de I'lIFNa,
qui induit la production d'IL-10 par les cellules B, entrainant ainsi une suppression de la
production d'IFNa par les pDCs. Cependant, ce mécanisme de rétroaction négative est
déficient chez les patients atteints de LES car leurs pDCs produisent des niveaux relativement
plus élevés d'IFN-a et favorisent la différenciation des plasmablastes (Menon et al. 2016; Zhu
et al. 2021; Zheremyan et al. 2024).

Un autre exemple de pathologie montrant des Bregs aux fonctions altérées, est celui de la
polyarthrite rhumatoide (PR), une maladie auto-immune inflammatoire chronique
caractérisée par une hyperplasie synoviale. Malgré leur fonctionnement diminué, la présence
de ces Bregs est négativement corrélée au DAS28 (score d'activité de la maladie) (Daien et al.
2014; Zacca et al. 2018; Zhu et al. 2021). Dans un modele d’arthrite induite par le collagene
(CIA), la présence de cellules B exprimant FoxP3 améliore I'arthrite auto-immune en régulant
I'équilibre entre les cellules T régulatrices (Treg) et les cellules Th17 (Park et al. 2016; Zhu et
al. 2021).

Dans le cas de la maladie de Basedow et de la thyroidite de Hashimoto, qui sont deux troubles
thyroidiens auto-immuns (AITD) courants et caractérisés par la présence d'anticorps anti-
thyroide circulants, une réduction du nombre de cellules B10 a été observée (Stozek et al.
2020; Zhu et al. 2021). Des constatations similaires ont été rapportées dans la rétinopathie
thyroidienne (TAO), pathologie dans laquelle les PBMCs de patients stimulés par le CD40L et
le CpG montrent une diminution de la fréquence des cellules B10 par rapport aux témoins
sains (Ding et al. 2018; Zhu et al. 2021).
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Les cellules B régulatrices de patients atteints de diabéte de type 1 (DT1) présentent, elles
aussi, une diminution de leur pourcentage et une altération de leurs fonctions. En effet, le
pourcentage de Bregs CD24MCD38" est diminué chez ces patients et leur production d’IL-10 en
réponse a une stimulation (PIB), est nettement plus faible que celle mesurée sur des Bregs
isolés de sujets sains (Y. Wang et al. 2020; Zhu et al. 2021). D’autres travaux sur le modele
pathologique murin de DT1 ont mis en évidence I'existence d’une population Breg FasL®,
capables de produire du TGF-B, dont la fonction consiste a protéger contre le diabéte auto-
immun en régulant a la baisse les réponses Th1l et en inhibant la présentation antigénique par
les APCs (Tian et al. 2001; Zhu et al. 2021).

Dans la sclérose en plaques (SEP), une maladie auto-immune caractérisée par une
inflammation chronique du systeme nerveux central (SNC), la production d’IL-10 par les Bregs
des patients atteints de SEP récurrente-rémittente (SEP-RR) est altérée (Knippenberg et al.
2011; Zhu et al. 2021). De maniére intéressante, une rémission partielle de la SEP a été
obtenue avec le Fingolimod et le Siponimod ciblant les récepteurs a la sphingosine 1-
phosphate (S1PR). Ces traitements s'accompagnent d'une augmentation du pourcentage de
Bregs, comprenant des Bregs CD24"MCD38", CD43*CD27* et TGF-B (Blumenfeld-Kan, Staun-
Ram, et Miller 2019; Q. Wu et al. 2020). Ces résultats font écho aux travaux de Bjarnadottir et
ses collaborateurs qui révélent I'importance des Bregs TGF-B* dans un modéle expérimental
d’Encephalomyélite Auto-immune (EAE) dans lequel les souris déficientes en Bregs TGF-B*
montrent un amorgage plus précoce des symptdmes neurologiques par rapport aux souris
témoins, associé a une augmentation des réponses Th1/17 du SNC (Bjarnadottir et al. 2016;
Zhu et al. 2021).

Dans le syndrome de Sjogren primaire (pSS), une maladie auto-immune chronique
caractérisée par une inflammation des glandes salivaires et lacrymales, Lin et ses
collaborateurs démontrent une augmentation de la fréquence des Bregs CD24MCD38M.
Cependant, ces Bregs présentent une altération de leurs fonctions régulatrices (W. Lin et al.
2014), notamment vis-a-vis des réponses des cellules T folliculaires auxiliaires (Tfh) et des
cellules T régulatrices folliculaires (Tfr) ; les Tfh étant positivement corrélées a la gravité du pSS
et négativement corrélées au nombre de cellules B IL10*CD24*CD38" chez les patients (Zhu et
al. 2021).

Les travaux sur le « homing » cutané des Bregs, qui dépend de l'intégrine a4p1 et dont le role
est crucial dans la résolution de I'inflammation cutanée, soutiennent I'idée que les Bregs sont
des acteurs cellulaires critiques de I'environnement cutané dans les maladies inflammatoires
de la peau (Aira et Debes 2021). Cette idée est confortée par les données de la littérature qui
décrivent le role bien établi des TGF-B1 et TGF-B2 dans la cicatrisation des plaies (Profyris,
Tziotzios, et Do Vale 2012; Zheremyan et al. 2024) ou qui démontrent le role des Bregs dans la
suppression de la production de CCL5 par I'épiderme cutané, empéchant ainsi l'infiltration des
lymphocytes T CD8+ effecteurs dans la peau (Schioppa et al. 2011; Zheremyan et al. 2024).
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Ainsi, plusieurs pathologies cutanées ont été associées a une diminution des pourcentages et
des fonctions des Bregs (Zheremyan et al. 2024), comme dans les ulcérations cutanées
associées a l'inflammation a bas bruit dans le diabéte de type 2 (DT2). En effet, les patients
DT2 montrent de faibles pourcentages de Bregs et une cicatrisation des plaies retardée
(Sirbulescu et al. 2017; Mendez-Frausto et al. 2021; Zheremyan et al. 2024).

Ces observations sont valables pour le psoriasis, une maladie auto-immune affectant la peau,
les ongles et les articulations. Chez les patients, un faible nombre de cellules B10 périphériques
est retrouvé et ce compte cellulaire est inversement corrélé au score PASI (Psoriasis Area and
Severity Index) (Mavropoulos et al. 2017). Dans ce contexte, le rapport de Kersh et Feldman
met en exergue le role des Bregs dans la suppression de I'inflammation psoriasique médiée
par I'lL-23 en favorisant I'expansion des Tregs au détriment des Th17. Ce mécanisme
expliquerait, en partie, l'inefficacité de certaines thérapies de déplétion des cellules B qui sont
associées a une exacerbation du psoriasis (Kersh et Feldman 2018; Zheremyan et al. 2024).

Une diminution du pourcentage de B10 a également été décrite et associée a la sévérité de la
sclérodermie systémique, une maladie auto-immune chronique qui affecte la peau et les
organes internes. Elle se caractérise par la production et le dépot excessifs de collagene qui
entrainent un durcissement et un épaississement de la peau mais aussi d'autres tissus
(Matsushita et al. 2016; 2018; Zheremyan et al. 2024).

A l'inverse, dans le lupus érythémateux cutané (LEC), une manifestation cutanée fréquente
du lupus érythémateux systémique (LES, cf. ci-dessus, survenant dans 80% des cas), des
pourcentages élevés de cellules B10 sont retrouvés chez les patients atteints. Malgré une forte
localisation cutanée, ces B10 ont des fonctions immunorégulatrices altérées (Méndez-Flores
et al. 2016; Zheremyan et al. 2024).

Une telle augmentation du pourcentage de B10 chez les patients, associée a une altération de
leurs fonctions immunosuppressives est observée dans le pemphigus, une dermatose auto-
immune intra-épidermique caractérisée par des auto-anticorps généralement dirigés contre
les desmogléines 1 et 3 (Hébert et al. 2019; Zheremyan et al. 2024).

Enfin, dans la dermatomyosite (DM), une maladie auto-immune affectant principalement la
peau et les muscles, une diminution du nombre de Bregs CD19*CD24"CD38" est observée
dans le sang périphérique des patients. L'étude de Li et al. a montré que les patients DM qui
sont positifs pour des auto-anticorps spécifiques de la myosite (MSA Myositis-specific
autoantibody) ont un pourcentage plus faible de Bregs CD19*CD24MCD38" que les patients
MSA-négatifs, soutenant le rGle de ces Bregs dans le contréle de la production d’auto-anticorps
(Li et al. 2016; Zheremyan et al. 2024).
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Le role des Bregs dans la pathogenése de ces affections auto-immunes cutanées, tel que décrit

dans les passages précédents, est illustré dans la figure 16.
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Figure 16 : Role des Bregs dans la pathogenése des affections auto-immunes cutanées.

Figure adaptée de (Zheremyan et al. 2024).

44



2.1.2.2 Dans les cancers

Lexpression déséquilibrée de facteurs pro-inflammatoires associés au cancer est un élément
clé dans la subversion des réponses immunitaires et incline la balance entre I'immunité et la
tolérance. Cette inflammation tumorale a d’ailleurs été décrite comme augmentant le nombre
de lymphocytes B régulateurs, soit par expansion d’'une population existante, soit par
I'induction de la différenciation des lymphocytes B naifs en un phénotype B régulateur. Cette
plasticité fonctionnelle des TABs (B associés aux tumeurs) est dépendante des stades de la
pathologie. En effet, leur présence est associée a un pronostic favorable au début de la
pathologie mais a un pronostic défavorable dans les stades les plus avancés de la maladie,
comme le rapportent les études sur les cancers oro- et hypo-pharyngés chez I’'Homme (Y. Wei
et al. 2021). Ces conclusions suggerent une éducation des lymphocytes B conventionnels en
Bregs dont les fonctions régulatrices intrinseéques seront détournées par les cellules tumorales
pour favoriser une immunosuppression locale puis systémique qui contrecarre directement
I'impact d’une immunothérapie.

Dans ce contexte, Das et Bar-Sagui ont démontré qu’une costimulation des cellules B in vitro
avec de I'lL-6 et de I'IL-1B, associée a un agoniste a-CD40, entraine une augmentation
significative de I'expression des sous-unités de I'lL-35 (p35 et Ebi3) et de I'lL-10. Ces résultats
suggerent que les cytokines inflammatoires, qui sont associées au cancer, favorisent la fonction
et I'expansion des cellules B régulatrices dans le cancer du pancréas (Das et Bar-Sagi 2019).

De plus, Yoshizaki et al. rapportent que I'lL-21 recombinante, une autre cytokine pro-
inflammatoire, augmente significativement la fréquence des cellules régulatrices B10 in vitro
(Yoshizaki et al. 2012; Michaud et al. 2021) et que son administration a I'intérieur des tumeurs
de divers carcinomes humains active les cellules B et favorise le phénotype régulateur IL-10*
CD25* et IDO* (Lindner et al. 2013; Michaud et al. 2021).

Plusieurs rapports mettent en évidence une augmentation des phénotypes B régulateurs dans
les cancers. En effet, les B10 CD24*CD38" ont été caractérisés dans les cancers gastriques et
sont associés a une augmentation du nombre de Tregs. La présence de cette population Bregs
est également décrite comme étant plus importante dans les tissus mammaires et le sang
périphérique des patientes atteintes d’'un carcinome mammaire invasif que chez les patientes
présentant des tumeurs bénignes ou des sujets sains (W. Wang et al. 2015; Guan et al. 2016;
Shang, Zha, et Sun 2020).

Ces Bregs interagissent avec les autres cellules du compartiment immunitaire qui infiltrent la
tumeur pour atténuer les réponses antitumorales et faciliter la progression tumorale. Parmi
leurs mécanismes d’actions, il existe une inhibition directe des réponses des lymphocytes T
effecteurs. Les travaux in vitro de Linder et al. décrivent un blocage de la réponse des T
effecteurs suite a la dégradation de la chaine { du TCR qui est causée par les Bregs GrB*; ces

45



derniers sont retrouvés dans les carcinomes du sein, de l'ovaire, du col de l'utérus, du c6lon et
de la prostate (Lindner et al. 2013; Shang, Zha, et Sun 2020).

D’autres études in vitro sur le cancer du col de l'utérus révelent I'impact de la production de
I"IL-10 par les B10 tumoraux sur la réduction des lymphocytes cytotoxiques T CD8+ (Z. Chen et
al. 2019; Shang, Zha, et Sun 2020). De plus, les B10 sont capables d’inhiber I'activation des
macrophages réduisant ainsi l'efficacité de déplétion des lymphomes lors des
immunothérapies ciblant CD20 et dépendante du FcyR (Horikawa et al. 2011; Horii et
Matsushita 2021).

En plus de cibler les T effecteurs, les Bregs favorisent également I'expansion des Tregs pour
créer un microenvironnement immunosuppresseur. Dans le cancer gastrique, les Bregs
régulent positivement I'expression de Foxp3 des lymphocytes T effecteurs CD4*CD25 par
I'intermédiaire du TGF-B1 (W. Wang et al. 2015; Shang, Zha, et Sun 2020). De plus, les Bregs
dérivés de la moelle osseuse inhibent la lyse médiée par les cellules NK dans le myélome
multiple (L. Zhang et al. 2017; Shang, Zha, et Sun 2020). lls atténuent par leur production
d’adénosine, la phosphorylation de BTK et I'entrée de Ca2* des cellules B effectrices dans les
carcinomes épidermoides de la téte et du cou (HNSCC) (Jeske et al. 2020).

Il a également été montré que I'augmentation des cellules B10 dans les ascites des patientes
atteintes de cancer de I'ovaire est non seulement associée a des stades avancés de la maladie,
mais aussi corrélée aux fréquences des cellules T CD4* FoxP3* et inversement corrélée a celles
des cellules T CD8* IFNy*, (X. Wei et al. 2016; Michaud et al. 2021).

Outre I'interaction des Bregs avec les autres cellules immunitaires infiltrantes, ces lymphocytes
peuvent également interagir directement avec les cellules tumorales, comme celles du cancer
du foie. Par le biais de la voie de signalisation impliquant le couple CD40/CD154, ils favorisent
la croissance et I'invasion du carcinome hépatocellulaire , comme le rapporte I'étude in vitro
de Sha et ses collaborateurs sur les Bregs CD19*CD24*CD38* isolés a partir de patients atteints
de CHC (Shao et al. 2014; Shang, Zha, et Sun 2020). Les interactions entre les Bregs et les
cellules tumorales permettent aux deux partenaires cellulaires de se réguler « en trans » dans
le microenvironnement tumoral. En effet, alors que les cellules Bregs favorisent la croissance
de la tumeur et son caractere invasif, les cellules tumorales du myélome multiple par exemple
inhibent I'apoptose des cellules Bregs dans la moelle osseuse (L. Zhang et al. 2017). De méme,
les cellules cancéreuses du sein produisent des métabolites de la voie de la 5-lipoxygénase
pour activer le récepteur PPARa, ce qui entraine la génération des Bregs et favorise les
métastases pulmonaires (Wejksza et al. 2013; Shang, Zha, et Sun 2020). En effet, les Bregs sont
associés a de nombreux facteurs clinico-pathologiques et peuvent servir de facteur pronostic
de la survie des patients. Leur pourcentage est corrélé au stade clinique et aux récidives locale
et régionale dans le cas du carcinome épidermoide de la langue (Zhou et al. 2016). Dans les
hémopathies malignes, comme la leucémie myéloide aigué (AML), 'augmentation de leur
fréquence est associée a une survie plus courte chez les patients plus agés (Lv, Wang, et Liu
2019; Shang, Zha, et Sun 2020). La fréquence des Bregs circulants est aussi significativement
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corrélée aux stades FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique), aux
métastases ganglionnaires, a la différenciation tumorale, a l'infection par le papillomavirus
humain (HPV) et aux métastases tumorales du cancer du col de 'utérus (Z. Chen et al. 2019).

Qian et al. ont par ailleurs montré que les Bregs influencent la progression du cancer de
la proportion de cellules Bregs (B10) CD19*CD5* dans le sang
périphérique des patients atteints d'un carcinome de I'cesophage aux stades IlI-IV est plus

'cesophage. En effet,

élevée que celle des patients aux stades I-1l, elle-méme plus élevée que celle des témoins sains
(Qian et al. 2015; Horii et Matsushita 2021). De méme, une plus haute fréquence de cellules
Bregs est observée chez les patients atteints d'un carcinome hépatocellulaire (CHC) a un stade
avancé, par rapport aux patients atteints d'un CHC a un stade précoce (J.-C. Lin et al. 2010;
Horii et Matsushita 2021).

Dans le cancer de la prostate, Shalpour et al ont identifié une population infiltrante de
plasmocytes B10 IgA*PD-L1* qui inhibent la régression tumorale induite par la chimiothérapie
(Shalapour et al. 2015; Michaud et al. 2021), alors que dans l'adénocarcinome canalaire
pancréatique (PDAC), la tumorigénése est favorisée par I'expression de I'lL-35 (pas celle de I'IL-
10) dans les Iésions humaines de PDAC et dans un modeéle murin de PDAC qui est induit par
I'oncogene Kras (Pylayeva-Gupta et al. 2016; Michaud et al. 2021). Il a de plus été montré que
la plupart des cellules B IL-35* se trouvent dans des agrégats lymphoides tertiaires qui
présentent des pourcentages plus faibles de lymphocytes T CXCR3*CD8", mettant en évidence
le role de I'IL-35 dans I'exclusion des lymphocytes T CD8* du microenvironnement tumoral
dépendante de STAT3 (Mirlekar et al. 2020; Michaud et al. 2021).
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Figure 17 : Role des Bregs dans la suppression des réponses anti-tumorales. Les Bregs se
développent au sein de la tumeur, dans les structures lymphoides tertiaires, les ganglions
lymphatiques drainants et les principaux organes lymphoides secondaires. lls peuvent
produire des cytokines immunosuppressives en réponse a l'inflammation associée a la
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3 Application au modele pathologique de la LLC

3.1 Généralités

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une hémopathie maligne fréquente dans le monde
occidental et est caractérisée par une expansion clonale de lymphocytes B CD5* (> 5 G/L) dans
la circulation, les organes lymphoides périphériques et la moelle osseuse. Cette pathologie a
une grande hétérogénéité clinique. Elle évolue vers des stades avancés dans environ 30% des
cas dont Iissue peut étre défavorable malgré les nouvelles thérapies. Les 70% restants sont
des patients exprimant une maladie indolente, qui ne nécessite pas de traitement, mais dont
le risque de progression reste difficile a évaluer. Historiquement, le pronostic est fondé sur la
classification clinique de Binet en Europe et a été complété depuis par de nombreux
parameétres prédictifs sur la base de la génétique et la biologie de la LLC. Certains de ces
parametres se sont révélés avoir une valeur prédictive méme si elle n’est pas absolue. lls
reposent sur l'expression de marqueurs d’activation, sur la présence d'altérations
cytogénétiques et/ou de mutations récurrentes dans les oncogénes et les génes suppresseurs
de tumeurs des cellules B leucémiques.

Un des facteurs le plus communément accepté dans la LLC est le statut mutationnel des génes
des régions variables des chaines lourdes des immunoglobulines (IGHV), désormais intégré
dans l'algorithme décisionnel de la prise en charge des patients (Kipps et al. 2017). Les patients
dont les cellules B tumorales présentent plus de 2% de mutations somatiques (processus
d’hypermutation somatique), sont appelés « mutés » (M-CLL), et ont une évolution clinique
lente et une survie sans progression (PFS) longue. A I'inverse, celles qui montrent moins de 2%
de mutations de ces mémes segments de genes sont observées chez des patients dits non
mutés (U-CLL) qui ont une progression de la maladie et une PFS courte (Hamblin et al. 1999).
Ceci suggere une implication de ces genes dans les mécanismes d'expansion clonale. Des
différences dans la cinétique in vivo des clones LLC ont également été mises en évidence ; les
clones U-CLL proliferent plus activement in vivo que les clones M-CLL. Ce constat est en accord
avec |'observation selon laquelle les cellules B U-CLL ont des télomeéres plus courts et une
activité télomérase plus élevée indiquant un renouvellement plus actif (Jebaraj et Stilgenbauer
2021).

La LLC engendre des dysfonctionnements complexes de la réponse immunitaire qui se
traduisent par des manifestations cliniques, comme un risque plus élevé d'infections et de
malignité secondaire. Ces manifestations cliniques sont des complications courantes qui
affectent I'évolution et la prise en charge de la LLC, et ont un impact sur le pronostic global de
la maladie. La découverte de la clonalité des cellules de LLC d'un patient indiquent qu’elles
dérivent d’'une méme cellule progénitrice, comme le montre |'utilisation d'un réarrangement
génétique IGHV-IGHD-IGHJ unique dans chaque clone leucémique. Elle fournit une explication
plus fine de cette incompétence immunitaire des cellules leucémiques, étant donné que leur
récepteur (BCR) a un répertoire restreint qui affecte une large couverture nécessaire a une
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bonne défense immunitaire, méme en supposant un fonctionnement normal des cellules B
tumorales (Bagnara et al. 2022).

Des preuves ont été rassemblées en faveur d'une prédisposition germinale a la LLC, comme la
prévalence de la pathologie chez les personnes des pays industrialisés, |'apparition de la
maladie dans des familles et I'observation que les proches parents de patients atteints de LLC
peuvent développer plus fréqguemment que d’autres personnes, une LLC ou une lymphocytose
monoclonale a cellules B (MBL), qui est considérée comme le précurseur immédiat de la LLC
(Nieto et al. 2009; Fazi et al. 2011; Strati et Shanafelt 2015; Rawstron et al. 2017). Ces
observations ont encouragé des études d'association pangénomique (GWAS) visant a élucider
cette prédisposition au niveau génétique. Cependant, cette enquéte a jusqu'a présent conduit
a l'identification de polymorphismes mononucléotidiques (SNP), répartis sur 30 loci, qui sont
associés a un faible risque de LLC, sans identifier de |ésions individuelles ou un groupe restreint
de lésions fournissant un mécanisme pathogénique unique (Goldin et al. 2004; Slager et al.
2012).

D’autre part, des lésions cytogénétiques, probablement de nature hétérogene,
prédisposeraient les cellules a réagir de maniére anormale aux stimuli provenant du micro-
environnement, entrainant une prolifération anormale des cellules B et aboutissant a une
leucémie a part entiere. Notamment, la reconnaissance antigénique par le BCR exprimé sur la
cellule leucémique peut promouvoir la leucémogénese et maintenir I'expansion déréglée des
clones de LLC par rapport aux mécanismes normaux de réponse aux stimuli antigéniques. Ceci
tient compte des différences entre le répertoire normal des cellules B et celui retrouvé dans la
LLC qui indigue la sélection de certaines spécificités du BCR qui favorisent I'expansion clonale
de la leucémie. En effet, dans de nombreux cas de LLC, les antigénes reconnus par le BCR
spécifique pourraient étre des auto-antigenes (Borche et al. 1990; Fabbri et Dalla-Favera 2016;
Chiorazzi et Stevenson 2020) ou des épitopes antigéniques provenant de pathogénes
(Hoogeboom et al. 2013).

Le répertoire du BCR dans la LLC se caractérise par une utilisation biaisée de segments
géniques avec une sur/sous-représentation de certains segments géniques IGHV, IGHD et IGH)
et des associations fréquentes entre eux qui ne sont pas retrouvées dans les cellules B
normales. Par exemple, le géne IGHV1-69 et certains de ses alléles sont sur-représentés dans
la LLC, tout comme les genes IGHV4-34 et IGHV3-7 (Fais et al. 1998; Widhopf et Kipps 2001).

Un nombre substantiel de clones de LLC, plus fréquemment les clones U-CLL, partagent des
BCRs quasi-identiques, appelés BCRs stéréotypés, qui ne représenteraient pas I'énorme
diversité potentiellement générée par la recombinaison des segments géniques IGHV et IGLV
(Ten Hacken et al. 2019). Ces stéréotypes lient des ligands spécifiques et facilitent I'expansion
de certains clones qui deviennent la cible d'événements de transformation lors de la
leucémogénese et promeuvent I'expansion des clones leucémiques. Notamment, les groupes
de cas de LLC, qui partagent les mémes sous-ensembles de stéréotypes majeurs, ont des
évolutions cliniques et des résultats remarquablement similaires. Ce constat renforce l'idée
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selon laquelle la stimulation du BCR est cruciale pour favoriser le taux d'expansion clonale
(Stamatopoulos et al. 2006; Xochelli et al. 2017; Bagnara et al. 2022).

Les caractéristiques générales pour que deux BCRs de LLC soient considérés comme
appartenant au méme sous-ensemble stéréotypé sont mentionnées dans le tableau ci-
dessous (Table 3). La notion de sous-ensembles satellites a récemment été introduite. Ceux-ci
sont définis comme des réarrangements géniques IG, qui partagent le méme motif HCDR3
mais qui seraient exclus de la définition du stéréotype par I'exigence stricte d'une longueur de
HCDR3 identique. Ces derniers restent néanmoins immuno-génétiquement liés a un sous-
ensemble principal (Agathangelidis et al. 2021).

Feature Requirement
HCDR3 aa Identity >50%
HCDRS3 aa similarity >70%
HCDRS3 aa composition * shared subset specific motifs
HCDR3 aa length * shared
IGHV shared clan or, in some cases, gene
IGHV mutational status shared

Table 3 : Critéeres généraux d'appartenance au méme sous-ensemble stéréotypé des BCR
dans la LLC.* Les sous-ensembles satellites ont été récemment introduits (Agathangelidis et
al. 2021). Ceux-ci sont définis comme des réarrangements de génes |G partageant le méme
motif HCDR3 avec une longueur différente de HCDR3 et/ou présentant un décalage du motif
HCDR3. Ainsi, les sous-ensembles satellites restent immunogénétiquement liés a un sous-
ensemble principal. Figure adaptée de (Bagnara et al. 2022).

Sur la base des critéres susmentionnés, l'initiative européenne de recherche sur la LLC (ERIC)
a déterminé que les patients qui présentent des sous-ensembles stéréotypés de tout type
(majeur et mineur) atteignaient un pic de 41 % dans une cohorte d'environ 30 000 cas
(Rosenquist et al. 2017).

Enfin, le fait que certains inhibiteurs de tyrosine kinases (TKI), capables de bloquer la
signalisation du BCR, ont un effet thérapeutique bénéfique a conduit a concentrer davantage
I'attention sur le role pathogénique du BCR (Burger et Wiestner 2018).
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3.2 Lasignalisation du BCR

Des preuves bien établies de la stimulation antigénique des cellules B de LLC dans des
sites sanctuaires de prolifération, proviennent des taux de phosphorylation de kinases
qui sont associées a la stimulation du BCR au sein des ganglions lymphatiques
(Herishanu et al. 2011). Ces stimulations expliqueraient en partie les faibles niveaux
d'immunoglobulines de surface (slg) décrits dans les cellules leucémiques par rapport a
leurs «homologues B normaux». En effet, l'exposition aux antigénes provoque une
endocytose des récepteurs qui se traduit par une baisse de l'expression des slg. De plus,
les cellules de LLC circulantes, que ce soient les sous-ensembles U-LLC ou M-LLC,
présentent une augmentation de l'expression de l'IgM une fois qu’elles sont mises en
culture (Chiorazzi et Stevenson 2020). Ces résultats ex-vivo argumentent pour une
régulation a la baisse de l'expression des slgM in vivo, en réponse a une exposition
transitoire aux antigenes au sein des niches de prolifération. L'activation et le trafic des
cellules B seront abordés plus en détail ultérieurement (Cf. Activation et trafic des
cellules B malignes).

Deux types de signaux peuvent étre délivrés par les BCRs, a savoir les signaux toniques et actifs,
qui revétent des fonctions différentes dans la leucémogeneése.

Les signaux toniques permettent la survie des cellules B matures in vivo par des
mécanismes de micro-agrégations spontanées des BCRs qui sont exprimés a la surface
cellulaire sous forme d'oligoméres auto-inhibés stables. Cette réorganisation en clusters est
capable de déclencher I'activation cellulaire. De plus, la capacité du BCR « IgM » de surface a
délivrer des signaux toniques est plus efficace que celle des BCR « IgG » ou « IgA ». Ceci
explique pourquoi la quasi-totalité des clones de LLC, méme mutés, expriment principalement
I''lgM de surface, bien qu’une variante rare de la LLC présente une commutation de classe vers
IgG/A (Young et Staudt 2013; Bagnara et al. 2022; Gomes de Castro et al. 2019).

Les signaux actifs permettent, quant a eux, la prolifération cellulaire et I'expansion
clonale. lls impliquent 'engagement extrinseque du BCR (stimulation antigénique classique) et
I'engagement intrinseque du BCR (reconnaissance autonome du BCR). Ces signaux peuvent
étre subdivisés comme suit :

- Stimulation par des auto-antigénes : Un nombre considérable de clones de LLC expriment
un BCR qui est caractérisé par une poly-réactivité (Borche et al. 1990). Cette derniére implique
gue chaque anticorps monoclonal puisse reconnaitre, avec une faible affinité, une variété
d'(auto)antigénes différents (Potter et al. 2002) qui sont générés notamment a partir des
plaquettes, d’IgG agrégées ou encore d’antigenes nucléaires, les brins d'ADN double (ds) et
simple (ss), ainsi que l'insuline (Borche et al. 1990).

Les anticorps poly-réactifs qui présentent ces caractéristiques font partie des "anticorps
naturels", et représentent I'une des premiéres lignes de défense contre les agents pathogénes.
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Ces BCRs de surface poly-réactifs sont trés fréquemment produits par les clones U-LLC,
contrairement aux clones M-LLC qui les expriment rarement (Rosén et al. 2010). Ainsi, bien
gue relativement exceptionnels, des syndromes paranéoplasiques auto-immuns ont été
cliniquement décrits dans la LLC, comme le Pemphigus paranéoplasique qui differe du
Pemphigus vulgaris (non malin). En effet, les auto-anticorps isolés dans le Pemphigus
paranéoplasique sont poly-réactifs contrairement a leurs homologues non malins qui sont
limités aux desmogléines (Dsgs) (Futei et al. 2003; McCaw, Lofftus, et Crompton 2023). De
rares cas de Cryoglobulinémie ont également été décrits dans la LLC ou les cellules
leucémiques produisent des auto-anticorps monoclonaux de faible affinité dirigés contre les
globules rouges ou contre la portion Fc de I'lgG (Stevenson et al. 1989; Potter et al. 2002). De
facon intéressante, les clones U-LLC, particulierement ceux exprimant le BCR stéréotypé VH1-
69 sont poly-réactifs et capables de reconnaitre des antigenes liés aux cellules apoptotiques.
Ils réagissent notamment contre des protéines intracellulaires, telles que la vimentine, la
tubuline et la filamine B qui sont exposées a la surface cellulaire lors du processus d’apoptose
(Lanemo Myhrinder et al. 2008). Cette poly-réactivité peut jouer un réle crucial dans la
promotion de I'expansion clonale de la LLC, en particulier en présence d'une apoptose
cellulaire abondante (Lanemo Myhrinder et al. 2008).

- Stimulation par des antigénes microbiens : La sur-représentation des stéréotypes IGHV3-7
et 'observation d’hypermutations somatiques fréquente dans ces clones, qui indiquent une
stimulation antigénique avec un passage par les centres germinatifs, a orienté les recherches
vers l'identification de ligands microbiens sous-tendant la transduction de signaux actifs du
BCR. L'étude des stéréotypes IGHV3-7 (Hoogeboom et al. 2013; Bagnara et al. 2022) a permis
d’identifier des BCRs qui sont caractérisés par une séquence HCDR3 trés courte (de 5 a 6 acides
aminés (aa) au lieu des 15 aa canoniques) et qui présentent une liaison spécifique au p-(1,6)-
glucane des levures. L'exposition in vitro au B-(1,6)-glucane des cellules de LLC portant ce BCR
a montré que cette stimulation conduit a une prolifération cellulaire spécifique. Les anticorps,
qui réagissent avec les molécules exposées a la surface des cellules apoptotiques et/ou avec
les molécules oxydées en réponse a I'apoptose, montrent une réactivité croisée pour plusieurs
composants microbiens. Cette réaction croisée étudiée in vitro peut également étre retrouvée
in vivo chez les patients atteints de LLC. En effet, certains BCRs de la LLC sont capables de
reconnaitre simultanément des antigénes de micro-organismes et des auto-antigénes
(Lanemo Myhrinder et al. 2008)..

- Signal autonome : Parmi les BCRs exprimés par les cellules de LLC, certains ont la capacité de
délivrer de maniére autonome des signaux d'activation aux cellules leucémiques, comme cela
a été démontré in vitro par Diihren-von Minden M et ses collaborateurs (Minden et al. 2012).
Leurs travaux ont rapporté une mobilisation calcique en réponse aux signaux délivrés par des
BCRs qui présentent un motif HCDR3 particulier. Ce dernier permet la liaison a un épitope
conservé dans la région de structure 2 (FR2) du domaine IGHV du méme BCR (Figure 18). Un
épitope alternatif pour la liaison autologue du BCR a également été retrouvé dans FR3 (Binder
et al. 2013). Il a par ailleurs été démontré que certains récepteurs du sous-ensemble des
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stéréotypes #2 portent une mutation ponctuelle, appelée R110, a la jonction entre la région
variable et la région constante de leurs chaines légeres. Cette mutation facilite les interactions
homotypiques BCR-BCR qui provoquent une activation plus robuste de la signalisation
autonome. Par conséquent, alors que le stéréotype du sous-ensemble #2 est déja en lui-méme
un indicateur de mauvais pronostic, les cas présentant R110* ont un pronostic encore plus
défavorable (Maity et al. 2020; Datta et Jumaa 2022; Markl et al. 2024).

Active signals Tonic signals

v [Ca?¥] \
Btk (increasew PI3K
/| Akt

Figure 18 : Signaux actifs et toniques transmis par les BCRs dans les cellules B de LLC. Signaux
actifs (a gauche). Les BCRs a la surface des cellules de LLC sont aggrégés suite a une stimulation
antigénique (auto-antigénes ou antigénes de micro-organismes), provoquant |'activation de la
voie de signalisation en aval, dont les principales étapes sont représentées schématiquement.
Signaux toniques (a droite). La micro-agrégation spontanée du BCR entraine |'activation de la
voie PI3K qui soutient la survie des cellules B de LLC (Modele proposé par les données
expérimentales de Lakshmi Srinivasan et al.) Figure Adaptée selon (Bagnara et al. 2022) et
(Srinivasan et al. 2009).
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Figure 19 : La signalisation autonome dans les cellules de LLC. Dans les lymphocytes B
normausx, la stimulation du BCR est causée par la présence d'un antigéne spécifique et est
transitoire (a gauche). Dans la LLC, ou se produit une signalisation autonome, la
signalisation du BCR est constamment activée puisque le BCR se lie a une structure
spécifique du BCR lui-méme (a droite). Figure adaptée de Bagnara et al. 2022).

3.3 Origine cellulaire de la LLC

L’origine cellulaire de la LLC est toujours débattue, en raison d’événements
transformants qui peuvent modifier son comportement, notamment son phénotype, la
rendant difficilement retracable parmi les sous-populations de cellules B a ce jour
identifiées. La conception prédominante propose que la leucémogenese, a linstar
d'autres processus de transformation maligne, est un processus graduel et caractérisé
par une accumulation progressive de mutations transformantes.

3.3.1 Origine a partir de cellules B matures

Ce modele propose que la leucémogéneése émane des cellules qui expriment un BCR
pleinement fonctionnel, dont ['activation faciliterait Il'accumulation de mutations
transformantes. Ce mécanisme est soutenu par des études menées sur des modeles murins
centrés sur des cellules B1, qui reproduisent des troubles lymphoprolifératifs similaires a ceux
observés dans la LLC humaine. En effet, les cellules B1 de souris adultes transférées a des
souriceaux nouveau-nés, se multiplient chez I'h6te et entrainent des accumulations de cellules
B oligo- ou mono-clonales qui sont considérées comme des progéniteurs immédiats des
cellules leucémiques. De plus, la génération d'un processus leucémique complet a été
accélérée lorsque le transfert a été effectué chez des souris transgéniques pour le gene tcll
(Forster et Rajewsky 1987; Kyoko Hayakawa et al. 2016). Notamment, dans la plupart de ces
modeles murins, la spécificité du BCR s'est révélée étre un élément clé de la leucémogeneése.
Par exemple, dans le modele transgénique tc/1, le BCR des cellules leucémiques présente une
ressemblance structurale et une spécificité similaire a celles de la forme humaine U-CLL,
comme l'utilisation de génes IGHV non mutés, la stéréotypie, la polyspécificité et la spécificité
pour les auto-antigénes, tels que la myosine Il A non musculaire (MyllA) (Yan et al. 2006; K
Hayakawa et al. 2016). Il est important de noter que les cellules de LLC expriment un répertoire
du BCR restreint et des jonctions CDR3 quasi-identiques (Tobin et al. 2004; Kikushige 2020). Ce
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degré remarquable de restriction structurale des BCRs dans la LLC soutient que la
leucémogenese est caractérisée par une sélection clonale via I'engagement du BCR. De plus,
I'inactivation génique ou induite par thérapie ciblée de la signalisation du BCR chez les souris
tcll entraine un retard substantiel de I'apparition de la leucémie (Woyach et al. 2014). A
I'inverse, l'inactivation génique de la phosphatase PTEN, un régulateur négatif de la
signalisation du BCR, provoque une signalisation efficace du BCR et entraine I'apparition
accélérée de la leucémie. Il est a noter que la délétion génique de pten est observée dans la
LLC, et est associée a une signalisation du BCR plus efficace qui favorise I'expansion clonale
chez les patients (Schmid et al. 2022). Chez les souris, l'insertion de genes codant pour un BCR
pleinement fonctionnel, et doté d’une spécificité anti-MYIIA ou anti-phosphatidylcholine,
conduit a I'apparition d'une maladie de type LLC, qui est grandement favorisée par le fond
génétique tcl/1. Ceci suggére une collaboration active entre I'engagement du BCR et des lésions
géniques transformantes dans la pathogenése de la LLC (S.-S. Chen et al. 2013; Bagnara et al.
2022).

3.3.2 Origine a partir de cellules souches hématopoiétiques

Ce modele propose que les événements de transformation initiaux prennent place dans les
CSH, qui sont capables de donner naissance a toutes les lignées sanguines. En raison de la
transformation, les CSH engendrent une hématopoiéese clonale qui est caractérisée par une
différenciation prédominante vers la lignée des cellules B et favorise la génération de sous-
clones B dont les réarrangements IGHV-IGHJIGHD, sont similaires a ceux observés dans les
cellules MBL et dans lesquelles des événements oncogéniques s'accumulent au cours du
processus complexe de leucémogenése qui aboutit a une leucémie (Bagnara et al. 2022).

La lymphocytose monoclonale des lymphocytes B (MBL) est un état pré-leucémique de la LLC
qui est caractérisé par une prolifération asymptomatique de cellules B clonales dont le nombre
circulant est inférieur a 5000 cellules/ul (Marti et al. 2005; Kikushige 2020; Bagnara et al.
2022). Sa prévalence augmente avec I'age et varie entre < 1% et 18% (de Tute et al. 2006;
Kikushige 2020) et sa progression vers une LLC est observée dans 1 a 5 % des cas par an (Slager
et al. 2021). Ceci témoigne de sa longue persistance avant sa transformation en LLC. L'étude
d’une large cohorte a démontré que pratiquement tous les patients atteints de LLC avaient
préalablement une MBL (Kikushige 2020).

Il est important de noter que la LLC, ainsi que la MBL, ne sont pas toujours monoclonales et
peuvent parfois comprendre des clones de cellules B oligo-clonales (Sanchez et al. 2003;
Lanasa et al. 2010; Kikushige et Miyamoto 2014; Klinger et al. 2016; Kikushige 2020). Cela
suggere que le premier événement oncogénique peut remonter aux cellules progénitrices ou
aux CSH, qui présentent déja une propension a générer des cellules B matures clonales. En
effet, dans des modeles de xénogreffes, les CSH dérivées de patients atteints de LLC peuvent
générer des cellules B CD5* matures mono- ou oligo-clonales anormales in vivo (Kikushige et
al. 2011; Fabbri et Dalla-Favera 2016). De maniére intéressante, des études NGS ont confirmé
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que les cellules souches/progénitrices hématopoiétiques (HSPC) CD34*CD19 et/ou les cellules
myéloides provenant de patients atteints de LLC partagent des mutations somatiques
identiques a celles détectées dans les cellules B de la LLC. Ces mutations récurrentes
comprennent NOTCH1, SF3B1, BRAF, TP53, XPO1, MED12, NFKBIE et EGR2 (Damm et al. 2014;
Quijada-Alamo et al. 2017; M et al. 2018; Kikushige 2020). Les analyses de séquencage du
génome entier ont également confirmé des mutations partagées entre les cellules MBL/LLC,
suggérant que l'acquisition de certaines mutations somatiques se produit avant le début de la
pathologie, probablement au stade des CSHs (Agathangelidis et al. 2018).

De plus, il a été démontré que NOTCH1, dont la signalisation joue un réle central dans la LLC,
est activé de maniére aberrante dans les HSPC de patients atteints de LLC, indépendamment
de leur statut mutationnel (comparativement aux niveaux observés chez des donneurs sains).
Ceci indigue que l'activation de NOTCH1 est un événement précoce dans la leucémogenése de
la LLC qui pourrait contribuer au développement de HSPC aberrantes chez les patients atteints
de LLC (M et al. 2018; Kikushige 2020).

Enfin, la notion d'hématopoiése clonale est également compatible avec I'observation
fréquente d'accumulations oligo-clonales de cellules B, en plus du clone majeur de cellules B,
a la fois dans la MBL et la LLC (Klinger et al. 2016; Damm et al. 2014), et explique I'occurrence
relativement fréquente de DLBCL (Lymphome diffus a grandes cellules B) et de LH (Lymphome
Hodgkinien) avec des réarrangements géniques IGHV-IGHD-IGHJ discordants par rapport a
ceux des cellules de LLC. Ces troubles lymphoprolifératifs proviendraient des mémes CSH,
donnant naissance au clone de cellules MBL/LLC, et leur émergence pourrait étre favorisée par
un mécanisme de tolérance défectueux pendant la maturation des cellules B qui facilite la
stimulation par des auto-antigénes.

Il est aujourd’hui proposé que les événements oncogéniques initiaux commencent et
s'accumulent dans les CSH humaines en fonction de I'age. Il s’ensuit I'émergence d'une
hématopoiése clonale liée a I'age (ARCH) (Jaiswal et al. 2014) qui implique, chez les individus
agés, le développement clonal de cellules B CD5+ matures portant les mémes mutations. Ces
cellules seraient ensuite maintenues par I'engagement du BCR tout en accumulant des
événements oncogéniques ultérieurs qui conduisent a la progression de la LLC (Kikushige
2020).

3.4 Activation et trafic des cellules B malignes

La prolifération des cellules de LLC se déroule principalement dans les tissus lymphoides
périphériques ou il a été rapporté un enrichissement en cellules leucémiques positives pour le
Ki67 et coexprimant des marqueurs d'activation. Dans ces sites de prolifération, les cellules B
leucémiques interagissent étroitement avec de nombreuses autres cellules, notamment les
macrophages ou les Nurse-Like Cells (NLC) et les lymphocytes T (Ponzoni, Doglioni, et Caligaris-
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Cappio 2011). Cette interaction synergique, conjuguée a un engagement efficace du BCR, qui
est facilité par les signaux provenant du microenvironnement, semble jouer un role clé dans
le processus d'expansion clonale.

Les cellules leucémiques qui entrent dans les tissus lymphoides se caractérisent par une forte
expression du récepteur CXCR4, qui interagit avec son ligand, le CXCL12 qui est sécrété par les
NLC ; cette interaction facilitant leur homing (Burger et Kipps 2006). En retour, les cellules
leucémiques liberent les chimiokines CCL3 et CCL4. Ces facteurs solubles attirent les
lymphocytes et les monocytes, qui expriment les récepteurs dédiés, a savoir CCR1 et CCR5,
vers les sites sanctuaires de prolifération (Burger et al. 2009). L'activation des cellules B de LLC
dans ces centres de prolifération provoque une internalisation du CXCR4 et donc une baisse
de son expression membranaire (Saint-Georges et al. 2016), ce qui entraine la sortie de ces
cellules vers la circulation ou elles continuent a exprimer des marqueurs d'activation.
Notamment le CD5, un marqueur d’activation et un régulateur négatif de la signalisation du
BCR, est régulé a la hausse (Saint-Georges et al. 2106; Burguefio-Bucio, Mier-Aguilar, et
Soldevila 2019). Au regard du faible nombre d'événements de stimulation dans la circulation,
il est observé une diminution de I'activation des cellules leucémiques, caractérisée par une
réduction du niveau d'expression du CD5. Parallelement, la faible concentration plasmatique
du CXCL12 fait augmenter le taux de CXCR4. Cela prédispose les cellules a réintégrer les
organes lymphoides périphériques et a amorcer un nouveau cycle de prolifération (Calissano
et al. 2011; Pozzo et al. 2022).

Sur la base des niveaux d’expression du CD5 et du CXCR4, de nombreuses équipes ont défini
deux groupes de cellules B de LLC. Un groupe constitué de cellules CD5"8"CXCR4'°%, appelé
fraction proliférative (PF) qui englobe les cellules récemment divisées qui expriment des
niveaux élevés de marqueurs d'activation, y compris le CD38. Un second groupe de cellules
CD5'°%CXCR4Me" nommé fraction quiescente (QF) qui est constitué de cellules au repos et
susceptibles de réintégrer les tissus lymphoides (Pozzo et al. 2022). D’autres équipes ont
déterminé une fraction intermédiaire (IF) qui comprend des cellules B tumorales
CD5"™CXCR4™ qui correspondraient a des cellules a divers stades d'activation et/ou en voie de
devenir quiescentes (Bartholdy et al. 2020; Cuthill et al. 2022) (Figure 20). Ces groupes distincts
peuvent étre identifiés a la fois dans les clones de M-CLL et de U-CLL, confirmant que les deux
groupes de patients ont des compartiments de prolifération. Cependant, I'identification des
cellules CD5"8"CXCR4"°Y comme fraction proliférative sur la base d’une expression élevée du
Ki67 est contestée car la capacité du Ki67 a discriminer les cellules en division active est sujette
a débat. Une alternative a été mise en évidence par Friedman et ses collaborateurs qui ont
prouvé l'existence d’une fraction proliférative « active » en phases S/G2/M, qui est
caractérisée par le phénotype CDS5M8"CXCR4M&M, |Is ont aussi associé le phénotype
CD5"8"CXCR4'"% en phase G1 a une fraction « récemment activée » (RAF). Ceci suggére que
leur expression élevée du CD5 reflete une activation récente, tandis que les faibles niveaux
d’expression du CXCR4 refletent une internalisation, similaire a celle observée 2 heures aprés
la stimulation du BCR des cellules leucémiques (Vlad et al. 2009). Cette observation est en

57



accord avec une diminution membranaire du CXCR4 dans les lymphocytes s'engageant dans la
phase G1, 3 heures apres un événement de stimulation (Lea et al. 2003; Friedman et al. 2023).
Bien que les stimuli activateurs entrainent initialement une forte diminution de I'expression
du CXCR4, reflétant I'entrée des cellules en phase G1, celui-ci réapparait rapidement lorsque
les cellules entrent en phase S/G2/M, révélant une relation complexe entre I'activation, la

prolifération et le potentiel de migration (Figure 20).
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Figure 20 : Modeéle hypothétique de la cinétique des cellules leucémiques dans la LLC. La
stimulation et I'activation des B de LLC provoquent une internalisation du CXCR4 conduisant
les cellules a quitter les centres de prolifération et rejoindre la circulation et une régulation
positive du CD5. Les molécules d'activation sont ensuite régulées négativement, confirmant la
tendance progressive des cellules de la LLC a atteindre un état plus au repos. Un certain
nombre de ces cellules subissent I'apoptose en dehors des centres de prolifération en
I'absence de signaux accessoires (cela est particulierement vrai pour les cellules U-CLL). Les
cellules de la LLC, devenant progressivement plus quiescentes en raison de I'absence de
stimulation, peuvent devenir tolérantes (en particulier les cellules M-CLL) et/ou réguler
positivement leur expression de CXCR4, ce qui permet une nouvelle entrée dans les tissus
lymphoides et I'initiation d'un nouveau cycle de prolifération dans les centres de prolifération.
(Figure réalisée avec BioRender.com) et adaptée selon (Bartholdy et al. 2020).
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Les résultats de Friedman et al. indiquent en outre que ces cellules CD5"8"CXCR4"8" présentent
des niveaux élevés de récepteurs aux chimiokines CCR7 et CXCR5, ce qui potentialise leur
migration en réponse aux signaux de recrutement des ganglions lymphatiques. lls démontrent
également, que cette fraction est enrichie dans des échantillons de patients atteints de LLC
lors de la rechute et est associée a un profil clinique considéré comme plus agressif (Friedman
et al. 2023).

Cette relation complexe entre I'activation, la prolifération et le potentiel de migration est aussi
soutenue par les travaux de Xue et al. sur les cellules B de LLC résidant dans la moelle osseuse
et dans le sang périphérique. Leurs travaux associent I'expression élevée de CXCR4 aux
métastases invasives et aux processus liés au cycle cellulaire dans la LLC. Ils ont par ailleurs
établi que cette surexpression de CXCR4 représente un marqueur pronostique indépendant
défavorable dans la LLC (Xue et al. 2024).

De nombreuses cellules leucémiques subissent le processus d’apoptose lorsqu’elles quittent
les centres de prolifération, en I'absence de signaux accessoires, particulierement dans le cas
des cellules U-CLL. Dans d’autres cas, trés souvent chez les M-CLL, les cellules, de plus en plus
quiescentes en raison de I'absence de stimulation, peuvent devenir tolérantes et/ou réguler a
la hausse un nouvel ensemble de molécules d’adhésion pour favoriser leur réintégration dans
les tissus lymphoides et initier un nouveau cycle de prolifération (Bagnara et al. 2022).

3.4.1 Choix entre la prolifération et I'apoptose suite a la stimulation du BCR

La stimulation des cellules U-LLC avec des anticorps anti-IgM bivalents entraine soit la survie/la
prolifération, soit I'apoptose in vitro, selon le stimulus et la présence/I'absence de cellules
accessoires et/ou de cytokines (Efremov, Gobessi, et Longo 2007; Le Roy et al. 2012). Il est bien
établi que les cellules de LLC, particulierement les U-LLC, ne survivent pas longtemps en
culture, en absence de cellules accessoires telles que les NLC/ macrophages, cellules
stromales, fibroblastes et lymphocytes T activés (Dondi et Varin-Blank 2022; Zaaboub et al.
2022). Il apparait alors, que les cellules de LLC sont dans un équilibre précaire entre survie et
mort in vitro, dont I'issue est notamment régulée par la stimulation du BCR. Cette dynamique
pourrait également s’établir in vivo, compte tenu de l'apoptose substantielle observée dans la
circulation des patients.

Cet équilibre entre survie et apoptose est également soutenu par une balance entre les
molécules pro- et anti-apoptotiques. Par exemple, la protéine Bcl-2, dont le géne n'est ni muté
ni transloqué dans les cellules B de LLC des patients naifs de traitements (Fabbri et Dalla-Favera
2016), est généralement surexprimée. Cette surexpression est, en partie, causée par des
altérations génétiques telles que la délétion 13g14 qui caractérise 50 a 60 % des cas de LLC
(Kikushige 2020). Cette anomalie chromosomique provoque la délétion du locus codant miR-
15 et miR-16, dont la fonction consiste a réguler négativement |'expression de bcl-2 (Calin et
al. 2002; Cutrona et al. 2017). Cependant, I'effet anti-apoptotique des molécules de la famille
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BCL-2 (BCL2L1, BCL2A1, BCLB, et MCL1) est contrebalancé par I'expression de nombreuses
molécules pro-apoptotiques, en particulier celles de la famille BH3, qui sont également
surexprimées (Roberts 2020; Bagnara et al. 2022). Cette surexpression est la cible
thérapeutique du Vénétoclax, un mimétique de BH3 qui cible les effets anti-apoptotiques des
molécules de la famille Bcl-2, modulant ainsi la balance en faveur de l'induction de I'apoptose
(Fischer Kirsten et al. 2019).

3.4.2 Tolérance des cellules B leucémiques

Une proportion significative de clones de LLC montre une faible réponse suite a une
stimulation des slgM in vitro en termes de phosphorylation, de mobilisation calcique ou
d’autres effets biologiques mesurés. Les cellules présentant ces caractéristiques, au sein d’'un
clone donné, sont définies comme des cellules anergiques. Elles représentent la plupart des
cellules circulantes des clones de LLC qui sont négatifs pour le CD38, ZAP-70 et M-IGHV
(Lanham et al. 2003; Packham et al. 2014).

Ces cellules anergiques présentent une faible expression de slgM pour contréler leur réponses
cellulaires (Mischen 2019; Chiorazzi et Stevenson 2020) et des niveaux élevés de Syk et de Lyn
phosphorylés constitutivement. La phosphorylation importante de Lyn entraine celle du motif
ITIM du corécepteur négatif du BCR, le CD5, qui sert de site d’ancrage a la protéine tyrosine
phosphatase, SHP-1 qui, par son effet de régulateur négatif de la signalisation du BCR, inhibe
I'apoptose (Tibaldi et al. 2011). L'origine de la tolérance pour une partie des sous-populations
clonales de LLC reste floue et pourrait résulter d’'une stimulation chronique du BCR a la surface
des cellules in vivo, en I'absence de signaux appropriés (Chiorazzi et Stevenson 2020).
Cependant, une rupture de la tolérance peut étre observée et se manifeste par la nouvelle
capacité des cellules a répondre aux stimuli et a proliférer par la suite. Il a d’ailleurs été
démontré que la tolérance vis a vis des cellules leucémiques est plus transitoire que celle
observée pour les cellules B humaines normales (Bagnara et al. 2022). Il est aussi possible que
de plus petites fractions anergiques au sein des clones U-CLL existent également dans la
circulation, lesquelles pourraient étre masquées par la présence majoritaire de cellules
répondant a la stimulation du BCR in vitro. Le cas échéant, l'induction d'une tolérance
transitoire pourrait fonctionner a la fois dans les deux groupes de patients U-CLL et M-CLL dans
des proportions différentes. Ces cellules tolérantes pourraient alors constituer un réservoir de
cellules pouvant réintégrer les cycles de prolifération pour les besoins de I'expansion clonale.
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3.5 Limmuno-régulation dans la LLC

La majorité des indicateurs pronostiques actuels se concentrent sur les caractéristiques
intrinseéques des cellules B malignes. Cependant, les défauts profonds du systéme immunitaire,
impliquant a la fois lI'immunité innée et adaptative qui sous-tendent I'échappement des
cellules leucémiques a I'immunité antitumorale, sont des causes importantes de la progression
tumorale et devraient étre pris en compte a des fins pronostiques. Cette progression sous-
jacente dépend fortement de la composition du microenvironnement tumoral (MET) et du
dialogue croisé entre les cellules de LLC et les composants cellulaires immunitaires et non-
immunitaires qui constituent ce MET et sur lesquelles repose, par ailleurs, I'hétérogénéité de
la LLC.

Un mécanisme clé de ces interactions bidirectionnelles, réside dans le fait que les cellules
leucémiques maintiennent un état inflammatoire chronique pro-tumoral, qui stimule leur
propre adaptation dysfonctionnelle ainsi que celles des cellules du microenvironnement en
régulant notamment leur polarisation et en favorisant ainsi I'échappement tumoral qui sous-
tend la progression (Figure 21).

Les B de LLC et le compartiment T

Il a en effet été démontré que les lymphocytes T dans le MET participent a I'échappement
tumoral et a la suppression de la réponse immunitaire. lls sont notamment caractérisés par la
restriction de leur répertoire TCR, leur expansion oligo-clonale ainsi que par I'expansion de
clono-types T partagés entre les patients. Ces caractéristiques suggérent une activation
chronique et une sélection par des éléments antigéniques restreints (Vlachonikola,
Stamatopoulos, et Chatzidimitriou 2021; Taghiloo et Asgarian-Omran 2024). De plus, ces
lymphocytes T présentent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles comparables
a celles des lymphocytes T « exhausted », qui sont fréquemment détectés lors d'infections
chroniques comme en témoigne I'expression de différents récepteurs de points de contréle
immunitaires (immune checkpoint), dont les CTLA-4, PD-1, LAG-3, TIGIT, Tim-3, CD244
(SLAMF4) et CD160 (Roessner et Seiffert 2020; Taghiloo et Asgarian-Omran 2024).

D’autres altérations du profil d'expression des genes des lymphocytes T ont été rapportées,
notamment celles associées au cytosquelette. Ces altérations sont généralement provoquées
par un contact direct entre les lymphocytes T et le clone malin (Figure 21). Elles entrainent un
défaut fonctionnel dans la polymérisation de I'actine filamenteuse, interférant ainsi avec la
capacité des lymphocytes T a former des synapses immunologiques compétentes avec les
cellules présentatrices d’antigénes (CPA) (Roessner et Seiffert 2020; Vlachonikola,
Stamatopoulos, et Chatzidimitriou 2021; Taghiloo et Asgarian-Omran 2024). De plus, la
diminution de la polymérisation de I'actine est également liée a une altération de I'activation
des Rho GTPases qui entrave, par conséquent, la migration des cellules, dépendante des
intégrines (Taghiloo et Asgarian-Omran 2024).
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Ces évenements expliquent en partie l'inefficacité des réponses immunitaires antitumorales
malgré une augmentation du nombre de lymphocytes T oligo-clonaux a la périphérie.
Cependant, cette déficience immunitaire peut-étre également liée au nombre élevé de sous-
populations T régulatrices. Il a en effet été rapporté que la fréquence des cellules Tregs est
plus élevée dans le sang des patients atteints de LLC que dans celui des témoins sains. De plus,
ces Tregs leucémiques sont dotés d’une capacité sécrétoire d’IL-10 et de TGF-3 supérieure a
celle de leur homologues témoins et présentent une expression accrue de marqueurs
d’activation et d'immunosuppression, tels que CTLA-4 (Beyer et al. 2005; Roessner et Seiffert
2020). Outre leur capacité immunosuppressive supérieure, la sécrétion d’IL-4 par les cellules
Tregs induit une surexpression de la protéine BCL2 dans les cellules B leucémiques et
favorisent ainsi leur survie et la progression tumorale (Vlachonikola, Stamatopoulos, et
Chatzidimitriou 2021). Par ailleurs, le nombre de ces Tregs est positivement corrélé au taux de
cellules B malignes, aux stades de Rai et Binet les plus élevés ainsi qu’aux altérations
cytogénétiques défavorables. Le nombre de Tregs sert, de ce fait, de prédicteur indépendant
du délai avant le premier traitement (Roessner et Seiffert 2020; Vlachonikola, Stamatopoulos,
et Chatzidimitriou 2021).

Les B de LLC et autres cellules du MET

En plus de leur impact sur le compartiment lymphocytaire T, les cellules B de LLC sont
reconnues pour subvertir les fonctions intrinséques physiologiques d’autres cellules du MET
en faveur de leur survie et de leur échappement a la surveillance anti-tumorale. Au cours de
ces derniéres années, cette notion de « détournement » du microenvironnement cellulaire par
les cellules B tumorales est soulignée par un nombre croissant de travaux publiés. Par exemple,
dans l'article intitulé « Good cops turn bad », les auteurs démontrent que la plasticité des
neutrophiles dans la LLC dépend de la disponibilité du TGF-B. En effet, ce facteur de croissance
détermine la polarisation des neutrophiles associés aux tumeurs (TAN) vers un profil
antitumoral (N1) ou pro-tumoral (N2) (H. Zhang et Houghton 2021; Taghiloo et Asgarian-
Omran 2024). En raison d’un environnement tumoral enrichi en chimiokines et en cytokines
dites de « pro-survie », ces TANs ont une demi-vie plus longue que celle des neutrophiles
conventionnels. Par ailleurs, les neutrophiles circulants des patients atteints de LLC présentent
une migration et un chimiotaxisme altérés, ainsi que des capacités phagocytaires réduites et
une activité bactéricide diminuée (Mohr et al. 2016; Goral et al. 2023).

Des travaux du laboratoire, ont mis en exergue la capacité fonctionnelle des NLCs qui sont
rééduquées par les cellules B leucémiques. Ces derniéres orientent vers un phénotype de NLC ,
les macrophages qui de fait participent au nichage des cellules de LLC dans les organes
lymphoides, soutiennent le développement tumoral et participent a I'échappement a
I'immunité antitumorale (Zaaboub et al. 2022).

Initialement, JA. Burger et son équipe ont démontré in vitro I'influence des cellules B de LLC
sur la différenciation des monocytes en grandes cellules, rondes et adhérentes qui expriment
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le CD68. Fonctionnellement, ces derniéres sont capables d’attirer les cellules B leucémiques et
de les protéger contre I'apoptose spontanée ou induite par traitement. Ces caractéristiques de
soutien, gu’elles partagent avec les nurse-cell thymiques, leur ont valu le nom de nurse-like
cells (NLC) (Tsukada et al. 2002; Dondi et Varin-Blank 2022). Ces NLCs ont également des
caractéristiques communes avec les macrophages de type M2 qui sont associés aux tumeurs
(TAM). En effet, elles favorisent I'angiogeneése et facilitent ainsi I'invasion ou la dissémination
des cellules tumorales tout en les protégeant de I'apoptose induite par la chimiothérapie
(Ysebaert et Fournié 2011; Filip et al. 2013; Dondi et Varin-Blank 2022). Elles supportent
également I'expansion des cellules Tregs, qui sont positives pour le FT Foxp3, tout en inhibant
la prolifération des lymphocytes T auxiliaires. Les NLCs promeuvent ainsi I'établissement d’un
environnement immunosuppressif qui permet I'échappement tumoral (Giannoni et al. 2014;
Dondi et Varin-Blank 2022).

Outre les interactions cellulaires et moléculaires médiées par les facteurs solubles,
I'implication fonctionnelle des vésicules extracellulaires (EVs) dans la pathogenése de la LLC
est de plus en plus reconnue (vom Stein, Hallek, et Nguyen 2023). Lintérét pour ce moyen de
communication intercellulaire vient du fait que des taux élevés d’EVs (CD20*) sont retrouvés
dans le plasma des patients atteints de LLC comparés a ceux des témoins sains (Haderk et al.
2017; Gargiulo et al. 2023). Ces EVs dans le microenvironnement leucémique (MEL)
contiennent plusieurs ligands des « Immune Checkpoints », tels que PD-L1, GAL9, B7-H2, VISTA
et MHC I/Il, ainsi que de nombreux miARN, comme miR-150, -155, 21, -146a, -378a et -27a.
Lensemble de ces molécules fagonne le microenvironnement immunitaire en rééduquant ses
composants cellulaires pour renforcer les mécanismes d’évasion immunitaire. Ces EVs sont
notamment impliquées dans la conversion des cellules stromales en fibroblastes associés au
cancer (CAF) et dans la modulation de I'expression de PD-L1 par les monocytes (Paggetti et al.
2015; Haderk et al. 2017; Gargiulo et al. 2023).

Récemment, J. Paggetti et son équipe ont rapporté que les EVs du MEL sont capables de
reprogrammer sélectivement le transcriptome, le protéome et le métabolome du
compartiment des cellules T CD8* (Figure 21). Cette reprogrammation entraine leur
épuisement cellulaire (exhaustion) et une répression de leur production du granzyme B par les
miARNs empéchant ainsi la lyse des cellules B tumorales (Gargiulo et al. 2023). De plus, les
traitements ex vivo et in vivo des cellules T CD8* avec des EVs du MEL provoquent une
réduction de leur potentiel de phosphorylation oxydative et une augmentation de la glycolyse
qui a, par ailleurs, été associée a I'épuisement des cellules T CD8*. A I'inverse, les cellules Treg
traitées ex vivo avec des EVs du MEL ont montré un phénotype activé, hautement suppressif
qui pourrait contribuer a la répression des cellules T CD8* dans le microenvironnement
tumoral. De plus, ces travaux effectués sur une cohorte de patients atteints de LLC ont mis en
évidence une corrélation entre I'expression des genes liés aux EVs, les marqueurs pronostiques
et la survie des individus atteints. lls démontrent, notamment, que |'expression des genes
impliqués dans la biogenése de ces EVs, tels que Rab10, Rab35 et Rab40c, est plus élevée dans
les cellules de patients U-CLL que dans celles des patients M-CLL au pronostique plus favorable.
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Ce travail a également permis d’identifier les protéines RAB27a et RAB31 comme des
marqueurs prédictifs de la survie globale (OS) des patients LLC (Gargiulo et al. 2023).
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Figure 21 : Les cellules du microenvironnement accélérent I'évasion immunitaire. 1- Outre
les mécanismes intrinséques aux cellules B de LLC, le microenvironnement tumoral induit
également un phénotype d'évasion immunitaire vis a vis des cellules T, macrophages et cellules
NK. Les divers mécanismes qui contribuent a la diminution de la surveillance immunitaire sont
montrés. 2- Les cellules leucémiques produisent des niveaux élevés d’EVs qui contiennent des
ligands de points de controle immunitaire (par exemple, PD-L1let GAL9) et des miARN (par
exemple, miR-150, miR-210). Les EVs du MEL inhibent la fonction des cellules T CD8 en
modifiant leur transcriptome, protéome et métabolome. (Figure réalisée avec BioRender.com)
et adaptée selon (Gargiulo et al. 2023; Zhong et Guo 2023).

Si 'acquisition des fonctions Breg par les cellules B de LLC constitue une question importante,
elle reste peu explorée dans cette hémopathie. Il a été suggéré que ces évenements seraient
contrOlés par la localisation tissulaire des cellules B leucémiques. En effet, des travaux révelent
gue ces cellules tumorales au sein des ganglions lymphatiques surexpriment un grand nombre
de génes associés a la tolérance immunitaire (CAV1, MCM3, BATF) par rapport a ceux retrouvés
dans les cellules B de la moelle osseuse ou du sang périphérique (Mohr et al. 2016).

De maniére intéressante, ces cellules B de LLC partagent un certain nombre de propriétés
phénotypiques avec les cellules Bregs, comme notamment I'expression des CD27, CD24 et CD5
ainsi que de niveaux faibles d'lgM de surface (Taghiloo et Asgarian-Omran 2024). Outre une
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signature phénotypigue commune, les cellules B de LLC, qui expriment le marqueur CD5, sont
capables de produire de I'IL-10 et partagent ainsi des capacités immunosuppressives avec les
cellules B10 (Garaud et al. 2011; 2018). De plus, Saulep-Easton et al. ont rapporté que BAFF,
associé a TACI, joue un réle clé dans la stimulation de I'activité des cellules B10 chez les patients
atteints de LLC aux stades avancés (Saulep-Easton et al. 2016; Taghiloo et Asgarian-Omran
2024). Ces résultats étayent 'augmentation des taux sériques d’IL10 mesurés chez les patients
atteints de LLC comparés aux témoins sains (Karmali et al. 2013; Mohr et al. 2016).

Bien que la classification des cellules B leucémiques en tant que cellules Bregs ne soit pas
encore completement établie, il apparait clair que celles-ci présentent des caractéristiques
immunosuppressives capables d’inhiber une immunité antitumorale efficace expliquant ainsi
certains aspects immunosuppresseurs des cellules CLL déja reconnus.
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OBJECTIFS

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une hémopathie maligne qui est
caractérisée par l'expansion clonale de lymphocytes B matures CD5*. L’hétérogénéité
clinique de la LLC s’exprime sous des formes indolentes et progressives, souvent
associées a une immunosuppression qui favorise la survenue de malignités secondaires
et une plus grande susceptibilité aux infections. Les dysfonctionnements de la réponse
immunitaire observés dans la LLC sont concomitants, notamment, a une dérégulation du
compartiment cellulaire T et de lUenvironnement immun cytokinique. Ainsi, en
maintenant un état inflammatoire chronique pro-tumoral qui stimule leur propre
adaptation dysfonctionnelle, les cellules B de LLC échappent a la surveillance
antitumorale tout en favorisant leur propre survie. Cette derniére dépend du récepteur a
antigene (BCR) comme le démontre Uefficacité clinique d’inhibiteurs d’effecteurs de sa
signalisation. Un des régulateurs négatifs de cette signalisation est le marqueur CD5 qui
est aussi associé a des propriétés immuno-régulatrices.

Mon travail de thése vise donc a approfondir la compréhension des
dysfonctionnements immunitaires dans la LLC. Il explore les caractéristiques
intrinseques des lymphocytes B leucémiques liés a leur hétérogénéité fonctionnelle en
réponse a des signaux extérieurs. Mes objectifs visent a apporter de nouveaux arguments
a Uhétérogénéité biologique de la LLC tout en contribuant a la mise en évidence de
nouveaux indicateurs de progression de cette pathologie.

Les objectifs de mon travail de thése sont:

- D’identifier des sous-populations de lymphocytes B capables d’exprimer des
facteurs immuno-régulateurs, de déterminer leur impact fonctionnel sur les
cellules environnantes, et d’évaluer leur pertinence dans la progression de la LLC.

- D’étudier la dynamique d’expression du marqueur CD5 dans la LLC, d’évaluer son
impact fonctionnel sur des cellules B malignes en réponse a une stimulation du
BCR, et d’examiner le potentiel de ’hétérogénéité du CD5 membranaire en tant
qgu’indicateur d’évolution de la LLC.
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RESULTATS

Article n°1:
Immuno-regulatory malighant B cells contribute to Chronic
Lymphocytic Leukemia progression

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une hémopathie maligne des cellules B
fréquente chez l'adulte dans notre monde occidental. Son pronostic reste difficile a
établir aux stades précoces de la maladie et les options thérapeutiques peuvent entrainer
des résistances chez les patients. Caractérisée par une hétérogénéité clinique qui
s’exprime sous des formes indolentes et progressives, la biologie de la LLC repose
notamment sur des modifications des caractéristiques intrinseques des cellules B
leucémiques qui peuvent acquérir des propriétés de cellules B régulatrices. La
progression de la LLC s’accompagne également d’une immunosuppression chez les
patients, qui est concomitante a une dérégulation du compartiment cellulaire T et de
’environnement immun cytokinique. Cela suggere que des clones de cellules B de LLC
exercent un effet dominant sur leur microenvironnement cellulaire.

Notre étude s'est donc intéressée a une meilleure compréhension des
dysfonctionnements de la réponse immunitaire dans la LLC, en examinant les
caractéristiques intrinseques des lymphocytes B leucémiques en tant que potentielles
cellules régulatrices.

Nos résultats ont révélé que les cellules B leucémiques exercent des fonctions
régulatrices, en favorisant notamment 'augmentation de la proportion de lymphocytes
Tregs et Uinhibition de la réponse cellulaire Th1. Cette capacité régulatrice implique la
production de cytokines immunosuppressives majeures, telles que U'lL-10et le TGFB1. De
maniere intéressante, nos données montrent aussi que les cellules B leucémiques
expriment le facteur de transcription FOXP3. Une analyse hiérarchique non supervisée du
taux d’expression des trois facteurs immuno-régulateurs, a savoir UlL-10, le TGFB1 et
FOXP3, a permis d’établir un lien entre leur expression plus élevée dans les cellules B
tumorales, la plus grande proportion de cellules Treg dans les PBMC et, la progression de
la maladie. L’ensemble de ces résultats met en évidence la diversité fonctionnelle de
l'expansion clonale des cellules B de LLC au sein de la masse tumorale et permet
d’ajouter un nouvel indicateur de prédiction de la progression de la LLC.

Il est intéressant de noter que nos résultats ont également permis de déterminer une
signature phénotypique des sous-populations de cellules B leucémiques régulatrices. En
particulier, les niveaux élevés de CD5 se sont révélés étre une caractéristique
phénotypique clé de ces sous-ensembles, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles
investigations et a larédaction d’un manuscrit intitulé : Features of heterogeneity in CD5
surface expression in Chronic Lymphocytic Leukemia.
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Immuno-regulatory malignant B cells contribute to Chronic
Lymphocytic Leukemia progression
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Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a heterogeneous B cell neoplasm ranging from indolent to rapidly progressive disease.
Leukemic cell subsets with regulatory properties evade immune clearance; however, the contribution of such subsets during
CLL progression is not completely elucidated. Here, we report that CLL B cells crosstalk with their immune counterparts, notably
by promoting the regulatory T (Treg) cell compartment and shaping several helper T (Th) subsets. Among various constitutively-
and BCR/CD40-mediated factors secreted, tumour subsets co-express two important immunoregulatory cytokines, IL10 and
TGFB1, both associated with a memory B cell phenotype. Neutralizing secreted IL10 or inhibiting the TGF( signalling pathway
demonstrated that these cytokines are mainly involved in Th- and Treg differentiation/maintenance. In line with the regulatory
subsets, we also demonstrated that a CLL B cell population expresses FOXP3, a marker of regulatory T cells. Analysis of IL10,
TGFB1 and FOXP3 positive subpopulations frequencies in CLL samples discriminated 2 clusters of untreated CLL patients that
were significantly different in Tregs frequency and time-to-treatment. Since this distinction was pertinent to disease
progression, the regulatory profiling provides a new rationale for patient stratification and sheds light on immune dysfunction

in CLL.

Cancer Gene Therapy (2023) 30:1018-1028; https://doi.org/10.1038/s41417-023-00602-5

INTRODUCTION

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL), a neoplasm prevalent in the
elderly, presents with a heterogeneous clinical course. While several
patients exhibit indolent leukaemia that does not impact their life
expectancy, others experience progressive disease with a rapid
need for treatment [1]. In progressive CLL cases, clonal expansion of
small mature B lymphocytes accumulates in the bone marrow and
secondary organs. Despite the development of inhibitors and
immunotherapies, treatments are not yet curative. The residual
clonal cancer cells re-populate both lymphoid organs and
peripheral blood, which is linked to a deficient antitumour immune
surveillance [1, 2]. The heterogeneity of the CD57CD19" leukemic
cells relies on the expression of phenotypic markers such as CD38,
CD23, CD44, CD49d and CD27, stereotyped CDR3 sequences of
immunoglobulin heavy chain variable region (IGHV) and genetic
alterations at risk of progression [3-7]. Functionally, the hetero-
geneity also depends on antigen receptor (BCR)-triggered pathways
leading to an apoptotic defect in progressive cases and an
anergized phenotype for indolent cases [8-11].

CLL is also characterized by an imbalance of the subpopula-
tions involved in immune surveillance and tumour recognition.
T cell subsets, including CD4* helpers (Th) and regulatory T cells
(Tregs), have an altered ratio in this haematological malignancy
[12, 13]. Thus, Tregs are increased in CLL and correlate with

several clinical/biological features of progressive disease. Also,
CD8" T cells from CLL patients show functional defects in
proliferation and cytotoxicity but preserve cytokine production
reflecting T-cell exhaustion [14]. Ineffective anti-tumour immu-
nity during neoplasm progression and production of several
regulatory molecules and cytokines by specific B cell subsets
ascribed to regulatory B cells lead to such impairment of
immunological homeostasis [15-18]. These B cell subsets play
an important role in the direct or indirect suppression of
inflammatory response and the maintenance of tolerance. In
peripheral blood from both healthy individuals and patients with
autoimmune diseases or neoplasms, various IL10 producing
subtypes have been reported [19-25]. Characterization of these
subsets in murine models and human pathologies identified
several phenotypes with suppressive activity without defining a
unique consensus [17]. Among others, murine CD5% Bla and
cD1d"M9"cD5+tCD19M9" B10 cells were IL10 producing cells
[26, 27]. Studies unravelling the functional properties of the
CD5" B1la lineage have uncovered regulatory properties leading
to a bias of the immune cell repertoire, including the expansion of
the Treg population and suppression of Th1 and Th17 differ-
entiation [28]. Subsets of human Breg cells can suppress Th1
differentiation and convert CD4" T cells into Tregs via IL10
production [19, 29]. Induction of IL10 in various Breg subsets may
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require signals from activated CD4" T cells with CD40L playing a
significant stimulatory role [30]. In addition, induced Breg
populations can also exert a suppressive mechanism via the
production of TGFB1, IL35 and indoleamine-2,3 dioxygenase
(IDO) [31, 32], accounting also for Treg/Th17 balance and altered
metabolism, respectively [33, 34]

Remarkably, various Breg populations express phenotypic
markers commonly observed in CLL B-cell subsets, irrespective
of their IGHV mutational status. Due to the expression of CD5,
CLL cells have been hypothesized for a long time as being
derived from a human B1 lineage recognizing natural antibodies
[35, 36]. At present, CLL-B cells are considered antigen-
experienced B cells with an IGHV mutational status, being either
a T-dependent (mutated IGHV, M-IGHV) or T-independent
(unmutated IGHV, UM-IGHV) memory phenotype with both
subsets expressing CD27 [1]. CLL malignant B cells have a clear
survival advantage over the other normal B cells [37]. Further-
more, diverse triggering events have been shown to induce IL10
in these cells, which share immunosuppressive capacities with
B10 cells [24, 25].

In the present study, we first investigated the functional impact of
CLL B cells on their immune counterparts ex-vivo and characterized
the malignant secretome involved in tumour surveillance. Focusing
on IL10 and TGFB1-producing CLL subsets, which display a similar
phenotypic signature, we found that the two cytokines can be co-
expressed but are differentially regulated upon BCR/CD40L trigger-
ing. We also show that secreted IL10 and TGFP1 have specific
regulatory properties towards T cell differentiation and secretion.
Importantly, we identified in a subset of leukaemic cells, the
transcription factor FOXP3, a hallmark of Tregs and of several cancer
cells. Finally, we demonstrate that an IL10-, TGFR1- and FOXP3-
expression signature allows the identification of two patient sub-
groups with distinct time-to-treatment curves. These novel findings
provide critical insight into how CLL cells modify their immunolo-
gical environment during disease progression.

PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Patients

Blood samples were obtained during clinical follow-up of 97 CLL
patients presenting at various stages of the disease after informed
consent and approval by the local ethic committee (CLEA,
GHPSSD, Avicenne hospital). CLL diagnosis was confirmed using
international guidelines [38, 39] and investigators were blinded to
the group allocation during the experiment and when assessing
the outcome. Table 1 summarizes the clinical and biological
parameters (Service d'Hématologie Biologique, Avicenne hospital),
including age, sex, Binet stage and IGHV mutational status at the
experimental time, as well as treatment status for the cohorts of
patients; Supplementary Tables 1, 2 provide biological and clinical
parameters for cohorts 1 and 2.

Human cells isolation, cells lines and cell cultures

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) were isolated by
density gradient. Lymphocytes were isolated from total blood by
negative selection using Rosette B and CD4" isolation kits
(STEMCELL Technologies, Grenoble, France). PBMCs, isolated B
and T cells subsets purity was assessed by flow cytometry and
were typically >95% pure. Cell viability was quantified with the
Vi-CELL™ XR Cell Viability Analyzer based on the Trypan Blue
Exclusion method (Beckman Coulter, Life Sciences, Villepinte,
France). All cells (4x10° cells/ml) were cultured in RPMI 1640
containing L-glutamine, supplemented with 100 U/mg/ml peni-
cillin/streptomycin and 10% FCS (PAA, Les Mureaux, France) at
37°C and 5% CO2 for up to 72 h. PBMCs and B cells were treated
for 48 h with blocking antibodies (Abs): rat anti-IL10 (JES3-9D7,
Becton Dickinson, Pont-de-Claix, France), rat anti-IL10 receptor
(3F9, BioLegend, Paris, France) or with the selective inhibitor of
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Table 1. Patients’ biological and clinical parameters.
Numbers of CLL samples n=97
Sex (Female/Male ratio) 34 / 63 (35.05% / 64.95%)
Age (years) Mean: 66.91
Median: 66

IGHV mutational status

Unmutated: 39 (40.20%)
Mutated: 55 (56.70%)
NA: 3 (3.10%)
Binet Stage at the experiment time (number and %)

A: 61/97 (62.89%)
B: 14/97 (14.43%)
C: 10/97 (10.30%)
ND: 12/97 (12.37%)

Treatment (more than 2 years prior to the experiment time)
Cohort #1 (n = 28)
Cluster 1 (n=17; 4 NA)
Cluster 2 (n=11; 1 NA)
Need of Treatment
Cohort #2 (n = 23)
Cluster 1 (n=15)
Cluster 2 (n=28)
ND Not Determined, NA Not Available.

2/13 (15.38%)
5/10 (50.00%)

5/15 (33.33%)
5/8 (62.50%)

TGFPBRI (SB 431542, Bio-Techne, TOCRIS, Noyal Chatillon, France).
B cells were stimulated or not with a combination of soluble
CDA40L (1 pg/ml; Miltenyi Biotec, Paris, France) and coated anti-lgM
(20 pg/ml; Jackson ImmunoResearch, Montlucon, France), a
combination of soluble CD40L and IL21 (50 ng/ml, ThermoFisher
Scientific, Les Ulis, France), human recombinant IL10 (40 ng/ml) or
TGFB1 (5 ng/ml) (Miltenyi Biotec). CD4™ T cells were stimulated or
not on coated anti-CD3 mAb (10 pug/ml; Hit-3a, Ebioscience,
ThermoFisher Scientific) and anti-CD28 mAb (1 pg/ml; CD28-2,
Ebiosciences) plates. For cytokine detection by flow cytometry, PIB
treatment - PMA (500 ng/ml), lonomycin (1 pg/ml) and Brefeldin A
(BFA) (10 pg/ml) (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)-
was added for the last 4 h of culture. Co-culture experiments were
performed with purified autologous CD4" T / B cells at various
ratios (1:1, 1:2, 1:5 and 1:10) with a total of 2 x 10° cells for 3 days
in the presence or not of CD3/CD28 and/or a-lgM/CD40L
stimulation. U20S cells (HTB-96, ATCC) and HEK293T cells (CRL-
3216, ATCC) were cultured and tested for mycoplasma contam-
ination, respectively, in McCoy's 5 A or DMEM supplemented with
10 % FCS and 100 U/mg/ml penicillin/streptomycin.

Detailed protocols used in the following sections are described
in the Supplementary Information. Antibodies and probes are
listed in the Supplementary Table 3.

Cell sorting

After doublet exclusion, CD5YCD19" cells purified from CLL
peripheral blood were sorted further by gating for CD5",
CD19", CD3~ and CD27"9" cells on a FACS ARIA Il cell sorter
(BD Bioscience).

Western blotting

Total protein lysates (2 to 50 ug) were separated on 10% SDS-
PAGE, transferred on a nitrocellulose membrane and incubated
with the indicated antibodies followed by incubation with
appropriate secondary horseradish peroxidase-conjugated
antibodies. Detection was performed using ECL kit (Bio-Rad,
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Marnes-la-Coquette, France) and images were acquired with a
Chemidoc MP (Bio-Rad).

Flow cytometry

Freshly isolated PBMCs, leukaemic B cells, CD4* T in culture or in co-
culture for 0, 2 or 3 days, were stimulated or not with anti-lgM/
CDA4O0L, or treated or not with anti-IL10 or TGFBRI inhibitor, and/or
with PIB. Cells were stained for viability, extracellularly labelled with
antibodies for CD antigens, fixed and permeabilized, intracellularly
stained for cytokines and/or FOXP3 according to manufactures’
instructions. After washes, cells were analyzed on FACSCanto Il or
Symphony™ A3 SORP analyzer (Becton Dickinson) driven by the BD
FACSDIVA™ software and data compiled with the FlowJo™
software (BD Biosciences). To detect RNA targets, B cells or PBMCs
were processed according to the manufacturer’s instructions
(PrimeFlow RNA assay, Invitrogen, ThermoFisher Scientific) using
target-specific probe sets.

Quantification of cytokine secretion

Cytokines (IL-1B, IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL13, IL17, TNFa, IFNy and
TGFB1) were quantified in the supernatants of CLL B cells cultured
and stimulated or not for 72 h by V-plex assays (MSD) according to
the manufacturer’s protocols.

Statistical analyses

Data are expressed as means+SEM or frequencies. For the
comparison, Mann—-Whitney U test or Wilcoxon signed-rank test
(paired data) were used. The Spearman’s rank correlation coefficient
test was used to assess the relationship between pairs of secreted
cytokines. Unsupervised hierarchical cluster analysis was performed
using IL10 and TGFB1 and/or FOXP3 percentages of expressing
cells. The distribution of Time-to-Treatment was estimated using the
Kaplan-Meier method. The difference between clusters was tested
by Log-rank. All tests were two-sided at a 0.05 significance level and
the variance was similar between the groups that were compared.
Analyses were performed using the R statistical software version
3.1.2 and Graphpad (Prism 7).

RESULTS

CLL cells crosstalk with their immune counterparts

To determine whether CLL cells may impact other immune cells,
PBMCs from CLL patients were cultured for two days and
subsequently evaluated by flow cytometry to determine the
proportion of various immune subsets. Monocytes (CD147CD16"/
CD14"CD167/CD14CD16™) (mean 1.20+0.25 at t =0 vs 0.59 £ 0.18
att=2days,n=11), as well as CLL B cells, decreased in most of the
samples tested (99.1 £ 1.19 vs 97.9 + 1.60, n = 17). While the overall
percentage of T cells remained in the same range during the
2 days-culture (9.57 + 1.70 vs 12.59 + 2.20, n = 16), the proportion of
CD4" or CD8™ T cells increased or decreased, respectively (CD4:
67.98+3.18 vs 71.71+£276; CD8: 29.83+3.36 vs 26.01+2.89,
n=17) (Fig. 1A and S1A). To further characterize this modulation,
autologous purified CD4" T cells and CLL B cells were cultured
separately or together, and the proportion of CD4't T cells
expressing FOXP3 was evaluated. The autologous co-culture
increased the number of FOXP3™ regulatory T cells. In coculture,
BCR-mediated stimulation of B cells led to an increase of the Tregs
population while TCR-mediated stimulation of T cells alone did not
(Fig. 1B). The CD4*CD25"CD127"°"FOXP3* Tregs enhancement
confirmed the increase of FOXP3™" T cells in the presence of B cells
(Fig. 1C). Moreover, the co-culture of autologous CD4* and B cells
strongly impacted T cell capacity to produce two important pro-
inflammatory type 1 cytokines: TNFa and IFNy. This regulatory effect
was dependent on the ration of T/B cells (1/1 to 1/10) present in the
co-culture (Fig. 1D, E, S1B, Q). Altogether these results assessed the
regulatory function of CLL B cells with a suppressive activity on Th1
cellular response and the induction of CD4* Tregs.

SPRINGER NATURE

Specific subsets of CLL B cells express IL10 together with
TGFB1

Based on the regulatory function of CLL B cells observed, we next
evaluated the expression of two major immunosuppressive
cytokines, IL10 and TGFf1, in a cohort of 28 patients. Flow
cytometry analysis of CD5TCD19" cells (Fig. S2A) in PBMC
samples showed a highly variable proportion of cells expressing
IL10 or TGFB1 (Fig. 2A), with several of them expressing both
cytokines (Fig. 2B). The variable expression and co-expression of
IL10 and TGFB1 were confirmed at the transcriptional level using
RNA-Flow cytometry analysis, (Fig. S2B). We also examined
whether IL10 and TGFB1 production in purified CLL B cells was
regulated by anti-lgM/CD40L. Although several patient samples
showed a more pronounced positive or negative modulation,
comparable frequencies of IL10" cells were found with or
without anti-lgM/CD40L stimulation (n=30, ranging upon
stimulation from 0.12 to 88.1 %, mean 28.12+4.85%). By
contrast, the overall proportion of TGFB1 expressing cells was
significantly increased upon triggering (n = 33, ranging from 0.28
10 99.3 % vs 0.22 to 97.5%, mean 48.45 £ 6.67% vs 42.26 = 6.39%)
(Fig. 2C, connected lines, and Fig. S2C), suggesting that BCR-
mediated activation may be involved in the modulatory function
of CLL B cells. Of note several samples containing very low
proportions of TGFR1" cells remained at similar low expression
upon BCR triggering.

The phenotypic signature of IL10- or TGFf1-positive subsets
was specified by flow cytometry using different phenotypic
markers previously described in various regulatory populations
(CD5, CD19, CD27, CD24, CD25 and CD38). IL10" and IL10™ cells
exhibited significantly different expression levels of CD5, CD19
and CD27 (Fig. 2D). This difference in expression was also
observed in TGFB1" and TGFB1™ cells without any stimulation.
Stimulation with anti-lgM/CD40L resulted in similar expression
profiles (Fig. S2D). As already described for CLL clonality,
phenotyping of IL10" or TGFB1% subsets suggested that both
belong to memory B cells. IL21/CD40L stimulation significantly
increased the expression of Granzyme B (GrB) in B cells from
healthy subjects, whereas it remained weakly expressed in CLL
patients regardless of stimulation (Fig. S2E).

CLL B cells secrete IL10, TGFB1 and other soluble factors
The capacity of CLL B cells to secrete various cytokines was
evaluated using a multiplex ELISA-like quantification of the
leukemic cell supernatants following 3 days of culture with or
without CD40L/anti-IgM stimulation. IL10 was detected at a
much lower level than TGFB1. While CD40L/anti-IgM stimulation
did not modulate IL10 levels, a decrease of active TGFB1 levels
was observed in the supernatant (Fig. 3A). This decrease was
likely due to some consumption of the BCR-induced expression
of TGFB1 since activation of Smad2/3, a direct cytoplasmic
effector of TGFP signaling, was observed in TGFB1 expressing
samples. Additional exogenous TGFP1 treatment only resulted
in a minor increase in Smad2/3 phosphorylation and, treatment
of the B cells with a TGFp type | receptor inhibitor (SB431542)
fully inhibited Smad2/3 phosphorylation in every condition,
supporting a self-activating loop as previously described
(Fig. S3A and [40]).

Secretion of several other cytokines and factors necessary for
regulation of immune cells was detected in CLL B cells supernatants.
Low levels of TNFq, IL8 or IL6 were significantly induced upon
stimulation (Fig. 3B), while IL4, IL1B, IFNy, IL2, IL17 and IL13
remained unchanged (Fig. S3B). As shown in Fig. 3C, the regulatory
orientation of the culture supernatant was confirmed with an
inverted correlation between the secretion of TGFB1 and those of
pro-survival or -inflammatory cytokines. Our results show that CLL
cells display a specific secretome and identify immunoregulatory
subsets that can further respond to BCR/CD40 stimulation and
increase B cell activation.

Cancer Gene Therapy (2023) 30:1018-1028
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Fig. 1 CLL B cells undertake a regulatory crosstalk with their immune counterparts. A Frequencies of various cell subsets (monocytes,
n=11; leukemic B cells, n = 17; T cells, n = 16; CD47/CD8" T cells, n = 17) were evaluated by flow cytometry from CLL patients PBMCs prior to
or upon 2 days of culture. Dotted lines link individual patient samples. Wilcoxon signed-rank test on means *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,
ns not significant. B-E Purified autologous CD4" T cells stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 (+, S) or not (—, NS) were cultured for 2 days
in with (+) or without (—) CLL B cells activated (4) or not (—) with CD40L and anti-lgM as indicated and analyzed by flow cytometry.
Frequencies of FOXP3™ cells (B), of CD4"CD25+CD127"°"FOXP3™ Treg cells (C) out of CD4™ T cells in the culture are graphed (T/B ratio 1:1;
n=5). Autologous CLL CD4" T and B cells were cultured for 48 h at the indicated ratios (T/B). Scatter dot plots indicate the frequencies of
TNFa™ (D; n=5) and IFNy™ (E; n=9) cells out of CD4" T cells. ANOVA test *P < 0.01; **P < 0.001.

Functional impact of secreted IL10 and TGFB1 on their not significantly affected up to 10 ug/ml anti-IL10 antibody (left
immune counterparts graph) or 5 uM SB431542 (right graph) treatments (Fig. S4A). We
To clarify the role of IL10 and TGFB1 on other immune confirmed the blocking activity of the anti-IL10 antibody by
counterparts, PBMCs from CLL patients were cultured with an Western blot. The anti-IL10 and anti-IL10 receptor antibodies
anti-IL10 blocking antibody or the TGFp type | receptor inhibitor efficiently blocked IL10-driven activation of Stat3 at both pSer’?’
(SB431542). Viability of the cells, following 2 days of culture, was and pTyr’® (Fig. S4B).
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Fig.2 Specific subsets of CLL B cells express IL10 together with TGFB1. A Percentage of IL10-(black bars) or TGF1-(grey bars) expressing
cells among CD19" CD5™ cells from patient samples (UPN) were evaluated by flow cytometry and graphed; (n = 28). B Representative dot
plot showing IL10" and TGFP1™ staining in CD197/CD5™ cells from a patient PBMC sample (bars indicate the respective control isotypes,
UPN 239, left). Graphic representation of the frequency of CLL B cells co-expressing IL10 and TGFf31 among PBMCs from patients’ samples
(right). C Graphic representation of IL10" or TGFB1* purified CLL B cells frequencies. Cells were stimulated or not with CD40L/ anti-IgM for
3 days (IL10 n =29, TGFB1 n = 33) and quantified by flow cytometry. Dotted lines link individual patient samples. Paired t-test, **P < 0.01,
ns, not significant P> 0.05. D Purified B cells were cultured for 3 days, labelled with the indicated membrane markers and stained for
cytoplasmic IL10 or TGFB1. MFI ratio of CD5, 19, 27, 24, 25, 27 and 38 between IL10 positive versus negative (n = 16, left) or TGFB1 positive
versus negative (n =17, right) cells are graphed. Wilcoxon signed-rank test *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001.

Given the ex-vivo and in vitro regulatory effects of CLL B cells on
immune cells (Fig. 1), we cultured PBMCs from CLL patients for
2 days with or without inhibitors and analyzed Treg, Th2 and Th1
frequencies by flow cytometry (Fig. S4C). Blocking TGFp signalling
decreased Treg frequencies significantly (Fig. 4A), whereas
trapping IL10 increased the proportion of IL4-producing T cells
and decreased those of IFNy-ones (Fig. 4B, C). We confirmed a

SPRINGER NATURE

significant decrease of IL10" CLL B cells in anti-IL10-treated PBMCs
(P=0.0312) and of TGFB1™" CLL B cells in SB431542-treated PBMCs
(P=0.0156), suggesting that both treatments specifically and
negatively modulate the expression of their respective intracel-
lular cytokines (Fig. S4D). Also, SB431542 inhibitor did not
change significantly the amount of TGFf31 secreted by CLL B cells
(Fig. S4E). These data highlight the critical role of TGFfs in the
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development and maintenance of the Treg subset and the
inhibitory role of IL10 on Th2/Th1 differentiation.

Given that CLL B cells can produce IL10 and TGFB1 and their
functional impact on their immune cells, we examined the clinical
relevance of the frequencies of IL10- and TGFB1-expressing cells.
Unsupervised hierarchical cluster analysis of IL10- and TGFf1-
expressing B cells from a first cohort of 28 CLL patients (UPN;
Table 1 and Supplementary Table 1) distinguished 2 clusters
(Cluster 1 n=17 & Cluster 2 n=11) with a higher proportion of
cells expressing both cytokines in group 2 (Fig. 4D). Cluster 2 had a
higher number of treated patients (5 out of 10) when compared to
cluster 1 (2 out of 13). High proportions of IL10" and TGFR1" CLL

Cancer Gene Therapy (2023) 30:1018-1028

B cells in treated patients, highlighted in this analysis, possibly
reflect CLL progression.

Expression of FOXP3, IL10, TGFB1 in CLL B cells may constitute
a progression indicator

CLL B cells express membrane markers such as CD5 and CD25,
which are associated with T and B regulatory cells and regulatory
cytokines such as IL10 and TGFP1. We considered whether CLL
B cells may further mirror Tregs by expressing the transcriptional
regulator FOXP3. Western blotting with a FOXP3 antibody (clone
PCH101) revealed the expression of FOXP3 in purified CLL B cell
extracts (Fig. 5A; n=10). CD4" T cells were used as a positive
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control for FOXP3 expression. We also verified the expression
of FOXP3 in CLL B cells using the D608R antibody, which
recognizes a different FOXP3 epitope than the PCH101 clone.
Expression of FOXP3 was enhanced in CD57CD19%7CD277 cells
(Fig. S5A; n=3).
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FOXP3 expression was also confirmed by RNA-Flow cytometry on
CLL PBMCs (n = 5). We stained CLL B, CD4" and Treg cells for specific
extracellular markers and intracellular FOXP3 protein (PCH101) and
RNA (FOXP3 probe). While the percentage of FOXP3 positive cells
and the median fluorescence intensity were higher in CD4" and
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Fig.5 CLL B cells express FOXP3 with IL10 and TGF@1, which altogether constitutes a progression indicator. A Thirty pg of CLL B or CD4'T
cell lysates from 10 patients (UPN) were analyzed by western blot with the indicated antibodies; GAPDH was used as a loading control. Vertical
dashed line separates a cropped membrane split into two parts with the same exposure time (B). PBMCs from CLL patients were subjected to
RNA flow cytometry protocol, in which CLL B, CD4 7T and Tregs cells were labeled with dedicated markers and stained for the FOXP3 protein
(PCH101) and its RNA (FOXP3 probe). Dot plots depict the targeted cell type and each rectangle shows the positive events with its percentage
(UPN 34). C CLL B cells were stimulated or not (US) with TGFf1 or IL10 for 2 days and cell lysates from 6 patients were analyzed by western blot
with the indicated antibodies; p-actin was used as loading control. Fold increase of FOXP3 is graphed; Wilcoxon test and P =0.0312.
D Unsupervised hierarchical cluster analysis of IL10, TGFf1 and FOXP3 expression in CLL CD19" CD5" CD27" B cells from a cohort of 23
patients (UPN are indicated) determined 2 clusters (1, green and 2, red). Immunoregulatory factors frequencies in CLL B cells are depicted in
shades of red (higher) and green (lower). E Frequencies of Tregs among PBMCs are graphed and compared between the two clusters;
Mann-Whitney test and P = 0.0473. F According to patients’ clinical annotations (Table 1, Supplementary Table 2 cohort 2), Kaplan-Meier plot
shows the time-to-treatment distribution for clusters 1 and 2. Log-rank test was used and P value is indicated.

Treg cells, CD197CD5" CLL B cells did expressed both FOXP3 RNA
and protein (Fig. 5B and S5B). As a mirror of TGF— regulation of
FOXP3 in Treg cells, TGFP1-treated CLL B cells showed increased
FOXP3 levels while IL10 treatment did not reach significant increase
(Fig. 5C), further arguing for different roles between TGFf31 and IL10.
We next examined the clinical relevance of FOXP3" B CLL cells
in a second cohort of 23 untreated CLL patients (Table 1 and
Supplementary Table 2). We analyzed expression of IL10, TGFf31 and
FOXP3 in CLL B cells (CD19" CD5" CD27") by flow cytometry on
thawed PBMC samples. Unsupervised hierarchical clustering of IL10-,
TGFB1- and FOXP3- expression frequencies in CLL B cells revealed
the discrimination of two clusters of patients (Fig. 5D; Cluster 1;
n =15 and Cluster 2; n = 8). A higher proportion of Tregs was found
in patients from Cluster 2 when compared to patients in Cluster 1
(Fig. 5E). We assessed time-to-treatment for the second cohort of
patients to confirm the clinical significance of these two clusters. A
short time-to-treatment was observed in Cluster 2 patients
compared to Cluster 1 patients (p =0.01) (Fig. 5F), demonstrating
that expression of IL10-, TGFB1- and FOXP3 in CLL B cells may
predict disease progression in CLL patients.

DISCUSSION

Recent advances in understanding the heterogeneity in risk of
progression for CLL patients have established a dysfunction of
anti-tumour immune survey. Our study highlights the importance
of modulating functions of the clonal B cell expansion, which
correlate with disease progression. The analysis of two indepen-
dent cohorts of CLL B cells and PBMCs from a total of 97 patients
demonstrated that CD5YCD197CD27+* memory CLL B cells
produce and secrete IL10 and TGFB1, as part of the tumour cell
secretome. The leukaemic B cell subsets exhibited regulatory
functions on their immune counterparts, similar to Bregs. IL10
mainly inhibits Th2/Th1 differentiation while TGF induces Tregs.
We discovered that FOXP3, a functional marker of Tregs, is also
expressed in CLL B cells. Moreover, we found that expression
levels of IL10, TGFB1 and FOXP3 in tumour B cells from untreated
CLL B patients were predictive of disease progression.

We validated the regulatory properties of the leukaemic B cell
populations in PBMCs and showed a significant drop of in the
number of monocytes, as well as an expansion of CD4" Tregs. Co-
culture experiments with autologous T cells confirmed that
leukaemic B cells drive the expansion of CD4"CD25"CD127"°%"
FOXP3™ Tregs and the reduction of effector T cells expressing
TNF-a and IFNy. The T cell subsets are involved in tumour
clearance and anti-pathogens response [20, 23, 41]. Furthermore,
the changes observed in cellular immune composition were
cellular ratio-dependent. Indeed, the CD4*T/CLL B cells ratio used
for the co-culture experiment were reflected the cellular bias
observed in vivo for CLL patients [4, 42]. These findings refer to
hallmarks of functional Bregs and are in line with the acquisition of
regulatory properties for CLL cells contributing to the disruption of
immune survey mechanisms and tumor escape.

IL10 and TGF{31 are key regulators of immune homeostasis. Several
reports have implicated IL10-producing CLL B cells (B10, [24, 43]) in
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the dysfunction of the T cell compartment accompanying disease
progression [3, 21, 24, 25]. CLL B cells are also described as TGFp1-
producing cells [3, 40]. Both immunomodulatory factors are
important contributors to the peripheral conversion of CD4" T cells
into FOXP3" induced Tregs (iTregs) during an active immune
response [3, 31, 44]. Interestingly, iTregs also produce both IL10 and
TGFf1, are found in solid tumour infiltrates and are indicative of a
poor anti-tumour response during cancer progression [45]. In
accordance with this regulatory B cell role, we demonstrated in
CLL that TGFB contributes to the conversion of helper T cells into
Tregs, without affecting directly the Th1 or Th2 frequencies. In the
context of a Th2/Th1 imbalance in CLL cases [2, 13], IL10 had an
effect on the differentiation of Th1/Th2 cells. Given the low levels of
IL10 secreted in CLL B cells, future dose-response experiments
should clarify whether a threshold of IL10 secretion is mandatory to
suppress the differentiation. We demonstrated the heterogeneous
expression of IL10 and TFGB in B cells from CLL patients. We
highlighted the presence of various CLL B cell subsets expressing
either only one or both cytokines. These findings strengthen the
notion of the heterogenous immune modulating functions of the
clonal B cell expansion.

Phenotypic assessment of the regulatory populations in auto-
immune diseases led to the description of various subtypes with
IL10- or TGFB1-dependent suppressive mechanisms [17, 19]. An
initial study on CLL characterized a B10-like CD19"CD24"CD27+
regulatory subset [21]. CD27 marker was also found differentially
expressed between IL10" and IL10" cells in our experiments and
the CD57CD197CD27" subpopulation contributed to the expres-
sion of IL10. Several other subtypes, such as immature
CD19+CD24"cD38", CD1d*CD19"CD38 IgM*CD1477GrB*  or
CD11b"CD19" cells, have also been described as IL10 competent
cells [20, 21, 23, 36, 46). CD11b™" and GrB™ cells did not represent a
significant proportion of CLL B cells (data not shown) and GrB
expression was not significantly induced upon IL21/CD40L trigger-
ing as compared to healthy controls. A study identified the
CD19+CD24%CD38" CLL subset as IL10 and TGFB1 high producer
cells responsible for transforming naive CD4" T cells into Tregs,
while IL10 production in IGHV mutated CLL cells was correlated
with anergy [3, 25]. Other studies identified CTLA4-induced
regulatory B cells as TGFB1 and IDO producers [31]. TGFB1 is
mandatory for Tregs induction but also for CD8" T cell anergy and
these immuno-modulations have been documented in CLL
[12, 47, 48]. In our CLL cohort, CD57CD197CD27 7" cells represented
the discriminant phenotypic features of IL10™"* and TGFB1™*
subsets, which also resembled CD19*CD81"CD27"CD25*PD-L1™
tumor evoked Bregs producing both IL10 and TGFf31 in sarcomas
[49]. As we observed with the decrease of CD5 expression in BCR/
CD40 stimulated cells, many surface markers used to identify Bregs
are up- or down-regulated during immune activation [17]. Overall,
the heterogeneous features of CLL regulatory B cells cannot be
limited to one specific phenotype, and this heterogeneity is due to
the induction and activation by surrounding cells.

Tregs are key players in the maintenance of immune tolerance,
and their expansion is regulated during this process. Also, a
comprehensive role in tolerance has been attributed to regulatory

Cancer Gene Therapy (2023) 30:1018-1028



B cells which exhibit a number of common features with Tregs,
among which IL10 or TGF31 production. Loss of function or number
decrease in Breg cells result in autoimmune diseases [19].
Interestingly, we demonstrated that CLL B cells, not only express
IL10 and TGFB1 but also the transcription factor FOXP3. Using
various techniques, we demonstrated the expression of both FOXP3
mRNA and protein in purified CLL B cells after exclusion of any Tregs
or other immune cells, and using FOXP3-positive cells such as Tregs
and CD4" T cells as a control. FOXP3 expression has been described
in tumour infiltrating Tregs in epithelial solid tumours such as
pancreatic adenocarcinoma, in glioma cells and in Bregs present in
systemic lupus erythematosus (SLE) [50-52]. Anti-tumour and
oncogenic properties have been attributed to FOXP3 depending
on the cellular context and interacting partners [53]. For example,
FOXP3 interaction with NFAT or NFkB regulates anti-tumour
immunity [54, 55]. TGFB1 and TGFf2 have been implicated in
FOXP3 induction in peripheral Tregs and adenocarcinoma expansion
[56]. Moreover, FOXP3 and TGF1 are concomitant intermediates in
Tregs/Th17 homeostasis. CLL B cells, also expressed CD25, another
key marker and regulator of Tregs, which has been observed in
ILT0" mature Breg cells with antigen specific suppressive functions
in SLE patients [52]. Furthermore, FOXP3 associates with STAT3,
which is constitutively phosphorylated at 7% in CLL, to promote the
expression of IL10 in a subset of Tregs. FOXP3 expression is also
regulated by both CD5 and TGFP1 in this subset of Tregs [57].
Interestingly, we found that TGF@1-treatment also leads to higher
expression of FOXP3 in CLL B cells. Whether some coordinated
regulation of FOXP3, TGF31, CD5 and CD25 expressions may occur
in CLL B cell subtypes remains to be determined.

Recent studies have highlighted the integrative evaluation of
various immune subsets and the production of cytokines and
soluble factors as better predictors of a dysfunctional immune
survey [58]. Such combinatorial analysis of IL10 and TNFa expression
in CD197CD24MCD38" Bregs proved better efficacy than individual
evaluation during renal allograft rejection [59]. Similarly, computing
the expression of various cytokines with a polyfunctional index
delineated a heterogeneous response in infectious disease [60]. Our
work showed that using an unsupervised hierarchical cluster analysis
of IL10, TGFB1 and FOXP3 underscored the heterogeneous profile of
the patients and may predict disease progression. Our unsupervised
hierarchical cluster analysis differentiated two clusters of patients
based on the proportion of CLL B cells expressing IL10, and TGF31. In
a first cohort, our analysis on purified CLL B cells showed a
differential association with CLL progression between the two
clusters of patients. The relevance of this analysis was further
confirmed in a second cohort with PBMCs of untreated patients for
which the need of treatment was considered. Therefore, the
characterization and quantification of the regulatory-competent
cells should improve the prediction for the heterogeneous course
and survival outcome of CLL patients. In line with this evaluation, the
differential proportion of Tregs observed in the two clusters may also
be relevant. Clustering IL10, TGF1 and FOXP3 may also provide a
better understanding of the contribution of the regulatory subsets to
the systemic immunodeficiency and lack of tumour clearance
observed in CLL patients.

All these data argue for a comprehensive regulation of the three
immunomodulatory factors with a differential expression among
CLL patients at various stages of the disease.
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Supplementary information: Methods

Western blotting

CLL B cells purified from individuals and CD4" T cells pooled from 10 CLL samples were
lysed in RIPA buffer (25 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP40, 1%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS) supplemented with protease inhibitors (0.2 mM Na3VOs, 25
mM NaF, 20 pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin, 10 png/ml Pepstatin and 1 mM PMSF).
Negatively selected and sorted B cells, U20S, as well as MOCK- or FOXP3-transfected
HEK293T cells were lysed in 1% NP-40 lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1% NP-40, 10% Glycerol with protease inhibitors). IL10 or TGFB1 stimulated,
a-IL10, a-IL10 receptor or SB431542 treated CLL B cells were lysed in 2% NP-40 lysis buffer

or with RIPA buffer containing anti-proteases.

Flow cytometry

Isolated PBMCs were cultured or not for 2 days, stained for viability (FVS-510, Becton
Dickinson) for 10 min at 4°C according to manufactures’ instructions, washed, labelled with
the indicated antibodies in 2% FCS/PBS for 1h at 4°C and washed. Monocytes, B and T cell
subsets were analyzed on FACSCanto II driven by the BD FACSDIVA™ software and data
compiled with the FlowJo™ software (BD Biosciences).

Following 3 days of co-culture, cells were labelled with antibodies for 30 min at 4°C, washed
in 2% FCS/PBS, fixed with 2% PFA/PBS for 20 min at 4°C, permeabilized with 0.5% saponin,
1% BSA in PBS for 30 min at room temperature, stained for FOXP3 in permeabilization buffer

for 1h at room temperature and analyzed on the FACSCanto II (BD). A similar protocol was
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used for IL10 and TGFp1 intracellular staining on 48h-cultured PBMCs and on 72h-anti-
IgM/CD40L stimulated or not B cells.

Cytoplasmic TNFa and IFNy in CD4" T cells was analyzed after treatment with PIB. Briefly,
after staining with Lifedead V500 (Ebiosciences) for 10 min at 4°C, cells were labelled with
antibodies for 20 min at 4°C, fixed and permeabilized with Cytofix/Cytoperm buffer (BD
Biosciences) following the manufacturer’s protocol and then incubated with anti-TNFo and -
IFNy or control isotype for 1h before processing on FACS Canto II (BD).

The functional impact of anti-IL10 or TGFBRI inhibitor on T cell subsets (IL4 and IFNy) was
analyzed on PBMCs cultured or not for 2 days, treated with PIB, stained for viability
(FVS440UV BD) before extracellular (20 min at 4°C) and intracellular staining (1h at 4°C)
using the Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences). Cell subsets were analyzed on a
Symphony™ A3 SORP analyzer (Becton Dickinson).

Intracellular staining for IL10, TGFB1 and FOXP3 was performed on 48h-cultured PBMCs
(cohort #2) treated with PIB, stained for viability (BD Horizon Fixable Viability Stain 440UV)
for 10 min at 4°C and labelled for 30 min at 4°C with a mix of antibodies diluted in PBS
supplemented with 2% FCS and 10% BD Horizon Brilliant Stain Buffer Plus. Using the FOXP3
Transcription Factor staining buffer set (eBioscience, ThermoFisher Scientific) and according
to manufacturer’s protocol, cells were fixed for 45 min at RT, permeabilized for 10 min with
5% Fc Block™ (BD) and then incubated with a mix of antibodies targeting both cytokines and
the transcription factor for 45 min or with isotypic controls. Samples were analyzed on the
Symphony™ A3 SORP analyzer (Becton Dickinson).

For detection of RNA targets, B cells or PBMCs were processed according to the
manufacturer’s instructions (PrimeFlow RNA assay, Invitrogen, ThermoFisher Scientific)
using target-specific probe sets. Briefly, cells were treated with PIB, extracellularly labelled

with a mix of antibodies for 30 min at 4°C and intracellularly stained with or without the RNA
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probes targeting IL10 and TGFB1. Samples were analyzed on Canto II flow cytometer (BD).

For simultaneous FOXP3 mRNA and protein detection, thawed PBMCs (2x10°) were cultured
for 2 days, treated with PIB, stained for dead cells (BD Horizon Fixable Viability Stain 440UV)
for 10 min at 4°C and extracellularly labelled for 30 min at 4°C with a mix of antibodies diluted
in PBS supplemented with 2% FCS and 10% BD Horizon Brilliant Stain Buffer Plus. Cells
were then fixed, incubated with human BD Fc¢ Block™ for 10 min at 4°C before being
intracellularly stained for FOXP3 or an irrelevant antibody for 45 min at 4°C in 1X PrimeFlow
RNA permeabilization buffer. After a second step of fixation, cells were incubated with an
RNA probe targeting FOXP3 for 2 h at 40°C, the signal was amplified by sequential steps and
CLL B, CD4" T and Treg were analyzed on the Symphony™ A3 SORP analyzer before

processing with FlowJo.
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Supplementary Figures and Tables

Supplementary Figure 1: CLL cells undertake a regulatory crosstalk with their immune
counterparts

(A) Representative gating strategy for the selection of monocytes (CD14 vs CD16) and of single
viable CLL B (CDS5 vs CD19) and T cells (CD8 vs CD4) (UPN 119). (B) Representative
histogram stagger offset of the CD19 MFI among CD4" and B cells co-cultures depicting the
various ratios of autologous purified cell types (1% peak: CD4" T - CD19-; and 2™ peak: CLL
B - CD19") (UPN 112). (C) Representative dot plots showing the frequencies of TNF-a (top
series) and IFN-y (bottom series) in unstimulated (NS) and stimulated (S) CD4" T cells co-
cultured at the indicated ratios with CLL B cells (UPN 112); gates were determined based on

the respective isotype antibodies.

Supplementary Figure 2: Specific subsets of CLL B cells express IL10 together with
TGFp1.

(A) Representative gating strategy for selection of single and viable CLL B cells (CD5" vs
CD19") expressing IL10 or TGFB1; numbers indicate the frequencies of these populations
obtained after flow cytometry analysis and gates were determined based on the respective
negative control staining (UPN 239). (B) Representative histogram overlays of IL10 (red) or
TGFp1 (blue) mRNA expression in CLL B cells from UPN 369 using RNA flow methodology;
the RPL13A probe (green) was used as a positive control. Percentage of IL10- or TGFpB1-
mRNA expressing CLL B cells among CD19"CD5" cells obtained by RNA flow cytometry;
dotted lines link individual patient samples. Quantification of CLL B cells co-expressing IL10
and TGFB1 mRNA (n=5). (C) Representative dot plots of purified unstimulated or CD40L-c.-

IgM-stimulated CLL B cells labelled with a-IL10 or a-TGF1 antibody and their respective
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isotype controls (UPN 258). (D) Purified B cells were cultured for 3 days, stimulated with anti-
IgM/CDA40L, labelled with the indicated membrane markers and stained for IL10 (top) or
TGFB1 (bottom). MFI ratio of CD5, 19, 27, 24, 25, 27 and 38 between IL10"" (n=16) and TGF-
B1*-(n=15) cells are graphed (cf. Supplementary Table 4). Wilcoxon signed-rank test * P<0.05,
** P<0.01, **** P<0.0001. (E) Frequencies of Granzyme B* in CLL or healthy control B cells
were evaluated upon CD40L/anti-IgM or CD40L/IL-21 stimulation as a control by flow

cytometry. Mann Whitney test with * P<0.05 and #ns, not significant.

Supplementary Figure 3: CLL B cells are sensitive to TGFB1 stimulation and secrete
BCR-independent cytokines.

(A) CLL B cells were treated with (+) or without (-) with exogenous TGFB1 (5 ng/ml) in the
presence of the indicated concentrations of SB 431542. After two days, total cell lysates were
analyzed by western blot with the indicated antibodies (UPN 334). Quantification of both
phospho-Smad2/3 normalized to Smad2/3 was graphed (n=3). (B) Quantities of the indicated
cytokines secreted in the culture supernatant of purified CD5"CDI19" cells, stimulated (+) or
not (-) with anti-IgM/CD40L and analyzed by “multi-ELISA” assay. Wilcoxon matched-paired

signed rank test, ns, not significant P>0.05.

Supplementary Figure 4: Functional impact of IL10 and TGFB1 on their immune
counterparts.

A) Graphs depict viable PBMCs number (left, n=4) or percentage (right, n=6)) upon 2 days-
treatment with increasing concentrations of a-IL10 or SB 431542, respectively. (B) CLL B
cells were treated with (+) or without (-) with exogenous IL10 (40 ng/ml) in presence (+) or
absence (-) of inhibitors targeting the soluble cytokine (anti-IL10; 10 pg/ml) or blocking the

binding to its cognate receptor (anti-R-IL10; 2.5 pg/ml). After two days, total cell lysates were
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hybridized with the indicated antibodies (UPN 358). Quantification of both phospho-Stat3
normalized to Stat3 was graphed (n=6); Wilcoxon test * P=0.0312. (C) Representative gating
strategy used in flow cytometry analysis to target CD4*T cells from 48h cultured PBMCs (UPN
196). (D) Graphs showing the percentages of IL10" and TGFB1* CLL B cells among PBMC
after treatments or not (-) with anti-IL10- or SB 431542 from 7 CLL samples; Wilcoxon test *
P=10.0469 and P= 0.0156 respectively). (E) Graph depicting secreted TGF1 in supernatants

from untreated (-) or SB 431542-treated CLL B cells (n=7).

Supplementary Figure 5: FOXP3 is expressed in CD19*CD5*CD27*CLL B cells.

(A) Cell sorting gating strategy of B cells negatively selected for CD19* CD3- CD5* CD27%;
numbers are percentages of cells for each dot plot. Western blot analysis of FOXP3 expression
using the D608R antibody on purified as well as purified and subsequently sorted CLL B cells.
U20S and HEK293T cells transfected with FOXP3 or Mock expressing vectors were used as
controls. Vertical dashed line separates a cropped membrane split into two parts with the same
exposure time (B) Gating strategy for viable PBMCs subjected to RNA Flow cytometry
approach shown in Figure 5B (UPN 34). (C) Gating strategy for viable CLL B cells stained for

IL10, TGFP1 and FOXP3 (UPN 265).

Supplementary Table 1: Features of CLL patients in the cohort #1 (n=28)

Supplementary Table 2: Features of CLL patients in the cohort #2 (n=23)

Supplementary Table 3: Antibodies and probes used in this study.

Supplementary Table 4: MFI of the CD markers used for Figures 2D and S2D
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Supplementary Table 1: Features of CLL patients in the cohort #1 (n=28)

Cluster # UPN Age® Sex®B Binet |IGVH status’| Need of
stage® treatmentt
29 56 M A um 0
354 65 M B um NA
232 66 M B M 1
390 55 M A um 0
286 64 M A M 0
124 48 M A M 0
200 55 M A M NA
47 75 M A M 0
! 153 85 F A M 0
58 71 F A M NA
307 56 F A M 0
237 59 M A ND 0
424 61 M B um NA
341 45 M C um 0
167 59 F B um 0
323 68 F A M 0
384 58 M C um 1
63 M A um 0
53 M A M 1
78 F A M 0
72 F A um 0
49 M C um 1
2 74 F C um 1
53 M A M NA
60 F C um 1
70 F A um 0
48 M C um 1
64 M A M 0
Footnotes

A. Patient’s age at the experiment time (year)

B. Female (F) and Male (F)

C. Stage A, B or C at the experiment time

D. Unmutated (UM) or Mutated (M) IGHV status

E. Need of treatment (1) or not (0) prior to the experiment time (more than 2 years)
ND: Not Determined; NA: Not available
Green: patients’cluster #1; Red: patients’ cluster #2 (cf. Figure 4D)



Supplementary Table 2: Features of CLL patients in the cohort #2 (n=23)

Cluster #| UPN Age? SexB Binet stage® | IGVH status® | Need of
treatment®
331 76 F A M
310 67 F B UM
369 62 F A M
239 76 M A M
293 65 M A M
421 80 M A M
1 297 68 F A M
137 66 F A M
34 92 F A M
412 74 M B M
342 40 M A UM
42 92 F C UM
422 57 M A M
119 62 M B UM
196 85 M B UM
75 F B M
59 M C UM
62 M C UM
2 42 M C UM
70 M B UM
53 M A M
54 M A UM
62 M A UM
Footnotes

A. Patient’s age at the experiment time (year)

B. Female (F) and Male (F)

C. Stage A, B or C at the experiment time

D. Unmutated (UM) or Mutated (M) IGHV status

E. Need of treatment (1) or not (0) after the experiment time
Green: patients’cluster #1; Red: patients’ cluster #2 (cf. Figure 5D)



Supplementary Table 3: Antibodies and probes used in this study.

Antibod Fl h
Application body Clone # Catalog # HOrociro Company
name me
Miltenyi Biot
CD19 LT19 130-113-170 PE-Vio770 |\ Tyt BIOE
Paris, France
CD3 REA613 130-113-141 PerCP- Miltenyi Biot
Cell sorting T Vio700 Henyl Biotec
CD5 UCHT2 130-119-852 APC- Miltenyi Biot
-119- Vio770 iltenyi Biotec
CD27 M-T271 130-113-633 VioBlue Miltenyi Biotec
eBioscience,
Th Fish
FOXP3 PCHI101 14-4776-82 none cmoTISaer
Scientific, Les
Ulis, France
Cell Signaling
Technologi
FOXP3 D60SR 126328 none CCNOTOBIES,
Ozyme, Saint-Cyr-
I'Ecole, France
11 Signali
STAT3 D322G 126408 none Cell Signaling
Technologies
727 . )
Cell Signal
pSer DSC2Z 94994S none ¢ SIenaing
STAT3 Technologies
705 . .
Cell Signal
pTyr D3A7 9145S none ¢ >Ienaing
STAT3 Technologies
Western blot Smad2/Smad DG 8685S none Cell Signa}ing
3 Technologies
pser465/467
Smad2/ Cell Signaling
pser423/425 D27F4 88285 fone Technologies
Smad3
Santa Cruz
Biotechnology,
GAPDH  |411 sc-47724 none 10IeInoT0gy
Heidelberg,
Germany
Sigma Aldrich,
B-actin AC-74 A5316 none Merck, Darmstadt,
Germany
B-tubulin AA2 05-661-1 none Sigma Aldrich
BD Biosciences,
Flow Cytometry CcD3*% UCHTI 555332 FITC Pont-de-Claix,
France
& PerCPCys5. .
CD4* RPA-T4 560650 5 BD Biosciences
Immune cells in .
isolated PBMCs CD5* UCHT2 563516 APC-Cy7 |BD Biosciences
* 1% panel CDg§% SK1 557834 APC-Cy7 |BD Biosciences
&ond hanel CD14* M®P9 563743 BV421 BD Biosciences
CDl16* B73.1 561304 APC BD Biosciences




CD19*% SJ25C1 557835 PE-Cy7 BD Biosciences
CD56* MY3l1 556647 PE BD Biosciences
Flow Cytometry CDI19 HIB19 561121 V500 BD Biosciences
CD5 UCHT2 555352 FITC BD Biosciences
B/CD4" T CD25 M-A251 557753 APC-Cy7 |BD Biosciences
FOXP3 CD127 HIL-7R-M21 560822 PE-Cy7 BD Biosciences
FOXP3 259D/C7 560046 PE BD Biosciences
Flow Cytometry CD3 UCHT!1 555332 FITC BD Biosciences
CD5 UCHT2 563516 APC-Cy7 |BD Biosciences
PBMCs CD19 SJ25C1 557835 PE-Cy7 BD Biosciences
IL10/TGFB1 IL10 JES3-19F1 554707 APC BD Biosciences
PerCP-
TGFp1 TW4-9E7 562423 © BD Biosciences
Cy5.5
Flow Cytometry CDI19 HIB19 561121 V500 BD Biosciences
CD5 UCHT2 561154 V450 BD Biosciences
CD24 ML5 555427 FITC BD Biosciences
B cells CD25 M-A251 557753 APC-Cy7 |BD Biosciences
PerCPCys5.
IL10/TGFp1 CD27 M-T271 560612 5 Y BD Biosciences
CD38 HIT2 560677 PE-Cy7 BD Biosciences
IL10 JES3-19F1 554707 APC BD Biosciences
TGFp1 TW4-9E7 562339 PE BD Biosciences
Flow Cytometry CD19 LT19 130-113-170 PEVio770 |Miltenyi Biotec
PerCPVio7
CD3 REA613 130-113-141 00 7 I Miltenyi Biotec
CD5s UCHT2 130-119-852 APCVio770]Miltenyi Biotec
B/CD4" T IFNy/TNFo | IFNy B27 559327 PE BD Biosciences
M IgGl
B Gl lviopcar  |ss1436 PE BD Biosciences
TNFa cA2 130-120-490 FITC Miltenyi Biotec
?E}’? Controlfp £ A203 130-113-449 FITC Miltenyi Biotec
g
Flow Cytometry CD3 SK7 557832 APC-H7 BD Biosciences
CD4 SK3 566104 BV480 BD Biosciences
CD5 L17F12 751278 BUV615 BD Biosciences
PBMCs CDS8 RPA-T8 563795 BUV395 BD Biosciences
Anti-IL10 or TGFBRI JCD19 SJ25C1 563325 BV786 BD Biosciences
Alexa Fluor .
CD25 M-A251 561398 700 BD Biosciences
CD127 HIL-7R-M21 ]566398 BB700 BD Biosciences




IFNy 4S.B3 560741 PE-Cy7 BD Biosciences
M IgG1
. ouse Y Imopc21 557872 PE-Cy7  |BD Biosciences
L4 8D4-8 560671 APC BD Biosciences
M IeG1
. ouse YL Imopc21 554681 APC BD Biosciences
Flow Cytometry CD3 SK7 741206 BUV496 BD Biosciences
CD5 L17F12 751278 BUV615 BD Biosciences
CD25 M-A251 557741 PE-Cy7 BD Biosciences
PBMCs CD19 SJ25C1 557791 APC-Cy7 |BD Biosciences
IL10/TGFB1/FOXP3 | CD4 SK3 566104 BV480 BD Biosciences
CD27 L128 612829 BUV737 BD Biosciences
Cohort #2 CD127 HIL-7R-M21 |563324 BV786 BD Biosciences
IL10 JES3-19F1 554707 APC BD Biosciences
Rat IgG2a k JR35-95 551139 APC BD Biosciences
PerCP- ..
TGFp1 TW4-9E7 562423 Cy5.5 BD Biosciences
M IeG1 PerCP-
ouse IgG1 N\ 1opcar  |s50795 BD Biosciences
K Cy5.5
Alexa Fluor L
FOXP3 PCH101 53-4776-42 488 eBiosciences
Alexa Fluor L.
Rat IgG2a « JeBR2a 53-4321-80 488 eBiosciences
Flow Cytometry CD19 SJ25C1 557835 PE-Cy7 BD Biosciences
CD5 UCHT2 562646 BV421 BD Biosciences
CD3 UCHT1 561416 V500 BD Biosciences
IL10 RNA Alexa Fl Invitrogen, Thermo
B cells N VA6-13016-PF 753"3 UOT I Fisher Scientific,
probe Les Ulis, France
TGFB1 RNA Alexa F1 .
IL10/TGEB1 mRNA P VA4-18704-PF oxa O fvitrogen
probe 488
Flow Cytometry CD3 SK7 557832 APC-Cy7 |BD Biosciences
CD4 SK3 566910 PE BD Biosciences
CD5 L17F12 751278 BUV615 BD Biosciences
PBMCs CD19 SJ25C1 566396 BB700 BD Biosciences
mRNA/protein FOXP3]CD25 M-A251 557741 PE-Cy7 BD Biosciences
CD27 M-T271 741833 BUV737 BD Biosciences
CD127 HIL-7R-M21 [563324 BV786 BD Biosciences
Alexa Fluor L
FOXP3 PCH101 53-4776-42 488 eBiosciences
Alexa Fluor L.
Rat IgG2a « |JeBR2a 53-4321-80 488 eBiosciences
FOXP3 RNA Alexa F1
VA1-15518-PF oxa T vitrogen

probe

647




Supplementary Table 4: MFI of the CD markers used for Figures 2D and S2D

UPN

142
365
323
377
341
376
237
164
58

187
126
201
232
390
307
167
124

UPN

142
365
323
377
341
376
237
164
58

187
126
201
232
390
307
167
124

Unstimulated
CD5 CD5
IL10-  IL10+
509 1420
884 1950
460 605
726 803
309 546
312 1060
266 533
779 1990
518 1490
1780 3130
ND ND
3690 6380
1170 1260
706 560
1980 2410
1410 1700
1900 1620
Stimulated
CD5 CD5
IL10-  IL10+
425 597
698 879
384 397
553 678
260 392
254 482
277 275
296 363
530 1360
2420 3290
ND ND
2430 4320
1010 1100
621 560
2030 2830
479 501
1690 1350

CD19
IL10-
1020
1310
989
770
966
1530
1870
905
727
1830
ND
2170
1300
1110
2690
1050
6440

CD19
IL10-
989
1000
918
737
786
1250
1090
1050
528
1820
ND
1920
901
850
3020
1350
4600

CD19
IL10+
1610
2340
1180
851
1130
2810
1820
1230
1020
1980
ND
3440
1560
1150
2530
1380
2620

CD19
IL10+
1230
1270
1000
755
1200
1900
1070
1580
700
2200
ND
3140
991
1010
3650
952
2130

CD27
IL10-
456
554
1200
418
308
842
226
438
240
1164
ND
2040
588
518
928
1742
574

CD27
IL10-
600
498
434
338
224
828
191
191
332
1340
ND
1428
446
450
720
386
578

CD27
IL10+
2640
1780
2100
478
398
6020
828
1776
654
2340
ND
3240
778
530
1232
2440
564

CD27
IL10+
1894
968
476
326
406
1270
220
320
1570
1796
ND
2340
602
612
962
412
494

CD24
IL10-
938
652
1188
652
1700
1798
568
1042
818
1782
ND
1112
1420
1400
1702
792
910

CD24
IL10-
764
640
806
644
1052
1032
336
330
514
2200
ND
934
986
1016
1122
642
886

CD24
IL10+
1338
570
1408
662
1090
1334
456
1566
1088
2280
ND
942
1670
1226
1206
1090
558

CD24
IL10+
704
684
766
576
624
712
392
344
684
2400
ND
888
1124
1056
1164
788
618

CD25
IL10-
189
390
144
234
230
312
1052
266
139
380
ND
390
254
119
684
400
2260

CD25
IL10-
139
246
176
210
191
254
324
200
195
202
ND
314
165
83
736
1870
2240

CD25
IL10+
310
564
90
238
244
454
324
274
104
135
ND
554
426
122
660
ND
510

CD25
IL10+
224
274
119
195
197
364
350
264
177
146
ND
464
184
155
1092
1012
630

CD38
IL10-
705
447
2250
118
413
1740
2215
735
247
570
ND
416
620
555
1290
ND
6250

CD38
IL10-
590
347
1715
178
409
1315
484
136
365
231
ND
380
328
453
935
91
6700

CD38
IL10+
840
451
3515
68
351
4940
76
985
116
209
ND
1255
1135
725
1340
ND
323

CD38
IL10+
540
178
2145
72
326
2445
320
61
590
173
ND
1120
453
540
1465
87
238



UPN

142
365
323
377
341
376
237
164
58

187
126
201
232
390
307
167
124

UPN

142
365
323
377
341
376
237
164
58

187
126
201
232
390
307
167
124

Unstimulated

CD5 CD5
TGFf1- TGFbl+
836 1660
1150 1480
473 523
676 881
315 363
542 541
359 365
1780 2330
587 710
1610 3100
765 1100
2530 4940
1160 1410
705 845
2030 2160
1350 1790
1860 2740
Stimulated
CD5 CD5
TGFf1- TGFbl+
500 604
677 811
457 288
639 461
262 274
420 364
328 371
1010 1430
ND ND
1810 3080
ND ND
2040 3120
1010 1010
620 757
2150 2370
434 740
1720 1230

CD19 CD19 (D27
TGFB1- TGFb1+ TGFp1-
1260 1770 1442
1460 2610 730
985 1180 1040
759 857 386
911 1380 284
1580 2270 424
1830 1910 458
1140 1660 1528
792 898 282
1840 1960 914
1960 2960 690
1560 2630 1106
1290 1910 586
1110 1590 516
2650 3570 956
1030 1230 1696
6430 2620 562
CD19 CD19 (D27
TGFB1- TGFb1+ TGFp1-
1070 1260 908
971 1150 400
1120 690 462
794 665 330
764 1130 220
1180 1570 468
1340 1790 248
597 752 830
ND ND  ND
1820 2030 946
ND ND  ND
1510 2410 1012
899 1070 444
849 1430 450
3130 3800 768
1080 2470 344
4690 1970 582

CD27
TGFb1+
3040
1560
3320
566
648
4200
492
2260
378
2420
950
2780
1254
932
1352
2060
1002

CD27
TGFb1+
2080
822
378
348
344
1146
372
2060
ND
1752
ND
1948
658
978
972
512
480

cD24
TGFp1-
1168
612
1108
624
1602
1256
502
1518
864
1612
1556
1152
1416
1400
1626
786
908

cD24
TGFp1-
742
714
940
646
1062
1158
338
706
ND
1838
ND
968
984
1014
1134
612
896

CD24 (D25 (CD25 (D38
TGFb1+ TGFB1- TGFbl+ TGFB1-
1312 242 344 675
612 440 552 451
1754 133 139 2280
728 197 322 121
2300 234 220 450
1752 478 366 3145
698 372 552 216
1304 260 364 860
960 131 170 215
2380 432 153 645
2480 432 342 494
1052 312 460 368
2040 254 276 620
1744 120 94 555
1184 680 638 1295
834 390 462 51
468 2260 740 6250
CD24 (D25 (CD25 (D38
TGFb1+ TGFB1- TGFbl+ TGFB1-
700 172 228 478
622 254 254 750
594 228 106 2205
600 222 187 204
770 195 164 436
790 312 304 2435
380 234 424 91
606 178 185 481
ND ND ND ND
2460 300 151 383
ND ND ND ND
898 268 378 329
1232 166 168 327
1358 83 89 452
872 784 1124 1010
746 1390 4160 136
514 2340 582 7100

CD38
TGFb1+
985
445
3275
66
245
2925
675
1540
292
219
108
525
710
660
1430
51
312

CD38
TGFb1+
580
146
955
85
191
1825
113
615
ND
165
ND
540
387
585
1400
51
196



Article n°2:
Features of heterogeneity in CD5 surface expression in Chronic
Lymphocytic Leukemia

La leucémie lymphoide chronique (LLC) est une hémopathie maligne caractérisée
par l'expansion clonale de lymphocytes B matures CD5*. Bien que cette
accumulation clonale ait été initialement attribuée a un défaut des voies
apoptotiques, l'efficacité clinique des inhibiteurs de la signalisation du récepteur
a lantigéne (BCR), tels que l'lbrutinib (inhibiteur de la tyrosine kinase de Bruton,
BTK) et l'ldelalisib (inhibiteur de la phosphoinositide 3-kinase, PI3K), suggere
qu'elle résulte aussi d'une sélection positive de clones dotés d'une grande
capacité de prolifération en réponse a des signaux stimulants, renforgant
notamment le role pathogénique du BCR dans la LLC (Datta et Jumaa 2022). Il a
été établi que le CD5 est un régulateur négatif de la signalisation du BCR et nos
résultats suggérent U'importance de ce marqueur dans le phénotype régulateur
des cellules B de LLC (Mékinian et al. 2023).

Au cours de ma these, j’ai donc étudié Uexpression du CD5 a la surface des
cellules B leucémiques, en explorant son hétérogénéité et en analysant les
changements moléculaires et fonctionnels induits. Une meilleure compréhension
des mécanismes par lesquels les niveaux de CD5 modulent la réponse cellulaire
pathologique permettrait, au moins en partie, d’expliquer ’hétérogénéité clinique
de la LLC, qui reste insuffisamment élucidée par les facteurs pronostiques
disponibles.

Dans ce manuscrit, j’ai effectué une analyse cytométrique des profils d’expression
du CD5 membranaire sur des cellules B de patients atteints de LLC. Cette analyse
a permis de distinguer deux sous-populations de cellules leucémiques, appelées
cellules CD5"" et CD5"¢" au sein de la masse tumorale. Lanalyse
transcriptomique de ces deux sous-populations montre qu’elles présentent des
différences dans Uexpression de transcrits impligués dans les voies de
signalisation du BCR, de la production de chimiokines et de la cytokine IL-10. De
plus, une approche protéomique par cytométrie en flux révele que ces deux sous-
populations different également par Uexpression a la membrane de récepteurs
d’activation et de facteurs de survie. Ces résultats renforcent particulierement
ceux déja publiés (Mékinian et al. 2023), qui associent les niveaux d'expression
élevés du CD5 aux fonctions immuno-régulatrices des cellules B de LLC.

Afin de mieux comprendre l'impact fonctionnel de la dynamique d'expression du
CD5dans les cellules Bde LLC, j’ai utilisé la lignée cellulaire HG3 qui présente une
expression bimodale du CD5 membranaire (Quentmeier et al. 2016; Rosén et al.
2012). Cette expression bimodale a été successivement inversée par la
technologie CRISPR-Cas9 en ciblant le gene CD5 de la lignée B de LLC.
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Une analyse fonctionnelle, par la mesure comparative des capacités sécrétoires
des cellules HG3 parentales et des trois lignées cellulaires obtenues par des KO
consécutifs du CD5, a révélé un changement progressif des profils cytokiniques
en passant d’une dominance anti-inflammatoire vers un profil pro-inflammatoire.
Ce profil est particulierement marqué par une diminution des taux d'IL-10 sécrétés
au cours de la diminution d’expression du CD5, fournissant ainsi de nouveaux
arguments de limplication fonctionnelle du CD5 dans l'échappement a
l'immunité anti-tumorale.

Pour lier Uexpression du CD5 a son role d’inhibiteur dans la signalisation du BCR,
j’ai quantifié la réponse métabolique des différentes lignées HG3, parentales et
successivement invalidées pour le gene CD5, suite a un engagement du BCR. Mes
résultats démontrent que Uinvalidation du CD5 augmente Uactivité métabolique
en réponse a une stimulation du BCR in vitro, ce qui conforte le role régulateur
négatif du CD5 dans la propagation du signal du BCR dans ce modeéle
pathologique. Ils suggerent également que ’hétérogénéité d’expression du CD5
confére aux cellules B tumorales un avantage de survie qui dépend de 'activation
du BCR. De facon intéressante, mon analyse du profil d’expression du CD5
membranaire des cellules B de LLC a permis de distinguer deux groupes de
patients : le groupe des patients homogenes et celui des patients hétérogenes.
Une mesure de lactivité métabolique des échantillons de LLC suite a une
stimulation du BCR démontre que les cellules leucémiques des patients
appartenant au groupe « hétérogéne » présentent un avantage de survie par
rapport aux échantillons cellulaires du groupe des patients « homogénes ».
Sachant que lU'avantage de survie cellulaire est inversement corrélé a la survie
globale du patient, mes résultats suggerent que le profil CD5 des cellules B
leucémiques d’un patient pourrait servir d’indicateur de la progression de la
maladie.
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Abstract:

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a lymphoproliferative malignancy
characterized by an accumulation of tumor B cells expressing the CD5 antigen.
Despite its diagnostic and prognostic significance, the functional role of CD5 in
CLL remains poorly understood. This study aims to examine the dynamic
variability and heterogeneity of CD5 surface expression in CLL tumor cells and to
elucidate the mechanisms by which it modulates CLL B cell responses. A
transcriptomic approach was employed to identify shared biological profiles
between CD5"¢" and CD5"" subpopulations, which included the BCR signaling
pathway, IL10 and chemokine production. Causal network analysis and flow
cytometry demonstrated that CD5 exerts a positive regulatory effect on receptors
associated with activation and survival signals, thereby establishing a potential
link between regulatory B cells and the proliferative B cell fraction. Moreover, CD5
gene targeting resulted in a reversal of the bimodal CD5 distribution and
secretome of the HG3 CLL cell line, with a shift from anti-inflammatory to pro-
inflammatory. Furthermore, our results demonstrate that CD5 surface expression
confers a leukemic survival advantage following BCR response, suggesting that
targeting CD5 may be an effective therapeutic strategy to disrupt these survival
mechanisms and improve CLL treatment outcomes.

Keywords: CLL subpopulations, CD5, BCR, activation markers, chemokine
receptors, cytokines, cell survival
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Introduction:

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a lymphoproliferative malignancy that
predominantly affects adults. The presentation and course of CLL are highly
variable, with some cases progressing at a slow pace as an indolent disease and
others progressing rapidly and aggressively. Notwithstanding the considerable
advances that have been made in the field of therapeutic options, the more severe
forms of CLL frequently respond inadequately to conventional treatment and
develop drug resistance. Furthermore, patients with CLL exhibit a range of
secondary immunodeficiency. This is attributable to immune system dysfunction
resulting from the disease itself and the cumulative immunosuppression
associated with specific treatments and chemotherapy (1, 2).

Patients with CLL display an expansion of tumor cells that typically express CD5,
the function of which remains unclear. This marker is present mainly on T
lymphocytes, B-1a cells, and regulatory B cells (3). The detection of the CD5
antigen on B cells is part of the lymphocytosis detection for CLL (4), and its
expression level has been proposed as a novel prognostic marker (5-7). Aberrant
CD5 expression plays a role in the development and progression of CLL through
negative regulation of BCR- or CD5-dependent triggering (8-10). In addition to its
diagnostic and prognostic values, CD5 represents a promising therapeutic target
(11) and several preclinical studies have investigated anti-CD5 immunotherapy for
CLL (12, 13).

CLL is characterized by the clonal expansion of mature CD5" B lymphocytes in
peripheral blood (PB), bone marrow (BM), and lymphoid tissues (14, 15). Following
purification from the peripheral blood, some CLL cells evade apoptosis in vitro by
increased survival upon BCR stimulation (16, 17), which inversely correlates with
overall patient survival (18). The neoplastic proliferation of cells occurs mainly in
lymph nodes (LN) within pseudo-follicles, which are of critical importance for the
pathogenesis of CLL (19, 20). This lymph node compartment provides a supportive
environment for CLL proliferation and offers survival factors for malignant cells,
including BCR engagement (21) and CXCR4 activation by SDF-1a/ CXCL12 (22).
Enlarged lymph nodes are associated with a reduction in CXCR4 and CXCR5
expression following BCR stimulation, which subsequently decreases CXCR4-
dependent CLL B cell migration (23). Distinct CD5 and CXCR4 expression levels
are associated with specific circulating B CLL immune phenotypes, proliferation,
peripheral blood persistence and survival (24, 25). Moreover, elevated CD5
expression levels are associated with higher levels of IL10 and TGFB1 in CLL B
cells. This cytokine production is linked to reduced Th1 cells and increased Treg
cells during CLL progression, indicating that CD5 expression levels may be
associated with CLL Breg function (26). It is noteworthy that the continuum of
surface CD5 expression, with a predominance of CD5"¢" cells, suggests a dynamic
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balance rather than a fixed state. This observation is based on studies of BCR
phylogenetics during the evolution of CD5'"" and CD5"¢"cells (27).

In view of the complexity and controversial role of CD5, the objective of this study
was to investigate the dynamic variability and heterogeneity of CD5 surface
expression within the tumor mass of CLL patients and to elucidate the
mechanisms by which CD5 contributes to modulate CLL B cell responses. To this
end, primary leukemic B cells from CLL patients were sorted according to their
CD5 surface expression, resulting in two distinct groups: CD5"" and CD5"¢", Gene
set enrichment analysis (GSEA) of the transcriptomic profiles revealed a
significant enrichment in gene sets involved in the BCR signaling pathway, the
production of IL10 and the regulation of chemokine production in the CD5"e"
subpopulation. To further our investigation, we demonstrated significant
differences in surface expression levels of activation markers and chemokine
receptors between CD5"" and CD5"¢"patient B cells. Subsequently, we generated
CRISPR/Cas9-mediated CD5 knock-out HG3 CLL cell lines to invalidate CD5
surface expression phenotype. HG3 CD5 knock-out cells exhibited a progressive
alteration in their secretion profile for key cytokines, including IL10. Finally, we
investigated the impact of BCR stimulation on the survival advantage of tumor
cells in both HG3 CD5 knock-out cells and patient-derived CLL B cells. We
observed a degree of heterogeneity in CD5 surface expression within the
circulating tumor mass of CLL patients, which allowed us to delineate two distinct
patient groups: those with homogeneous CD5 expression and those with
heterogeneous CD5 surface expression, whose leukemic B cells have a greater
survival advantage.
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Results and discussion

A. The CD5 surface expression heterogeneity shapes CLL B cell
transcriptional and functional characteristics.

A.1. Gene expression profiles of CD5"¢" and CD5"“ patient B cells display
differential clustering into specific biological patterns

Given that heterogeneity is a fundamental property of cellular systems and that
clonally derived cell populations exhibit variations in gene expression that
influence cell fate decisions, we have selected the transcriptomic approach to
gain a deeper understanding of the variability of CD5 in CLL B cells from nine
patient samples. Following an extracellular flow cytometry approach, CLL B cells
were sorted according to their CD5 surface protein expression (Supplementary
Figure S1) and RNA-seq was performed on the CD5"¢" and CD5"" subpopulations.
Figure 1A shows a volcano plot of the RNA-seq data obtained, wherein statistical
significance (P-value) is plotted against fold change. The CD5"&" and CD5'""
expressed genes show clustering and a common pattern among these
subpopulations at the transcriptional level. Of these genes, 61 were found to be
significantly differentially expressed with a fold change threshold of 1.5 (43
upregulated, 18 downregulated) between CD5"&" and CD5“Y B cells
(Supplementary Figure 2).

The differential features were identified by both Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) and Ingenuity Pathway Analysis (IPA) as being consistently present.
Interestingly, we identified specific pathways associated with CD5 subtype cells,
confirming the quality and relevance of the sorting process (Supplementary Table
1). Of the top 20 significant biological processes identified in CD5"¢" B cells, it was
notable that the B CELL RECEPTOR SIGNALING PATHWAY, INTERLEUKIN 10
PRODUCTION and CHEMOKINE PRODUCTION were highlighted (Figure 1B). In the
BCR signaling pathway, 64 transcripts were ranked in the CD5"&" subpopulation
compared to CD5"%(Supplementary Figure 3, left panel). The heatmap evidences
the differential expression of transcripts, for key effectors of the BCR signalosome
such as Syk or Btk, (28-32). A total of 62 transcripts were ranked in the CD5"e"
subpopulation compared to CD5"" with respect to interleukin 10 production,
including the IL10 transcript itself (Supplementary Figure 3, middle panel). This
finding is consistent with previous literature, which indicates that CD5 promotes
IL10 production through the MAPK and Ca?*-dependent pathways (33, 34). The
presence of the FOXP1 gene, which is critical for the Treg function (35), in our RNA-
seq data is noteworthy. Given that certain CLL B cells express FOXP3 (26), it would
be of interest to determine whether FOXP1 is expressed in malignant B cells and
whether it interacts with FOXP3 to regulate CTLA4 and CD25 promoters in the CLL
context. The chemokine production dataset yielded 43 matching RNAs
(Supplementary Figure 3, right panel). It is noteworthy that only CD5* B cells
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produce IL10 in response to TLR9 stimulation (36). We found that CLL B cells
synthesize greater quantities of IL10 in patients with progressive disease, a
process inhibited by ibrutinib treatment (Quinquenel A, unpublished data).
Furthermore, IL-23A (IL-23p19) has been shown to interact with CD5L, and there
is evidence that FOXP3 expression varies between CD5"¢" and CD5"" CLL B cells,
indicating that CD5 may modulate this transcription factor in CLL B cells (26).

A causal network analysis was conducted on the 61 differentially expressed genes
(Supplementary Figure 2) using the Upstream Regulator Analysis tool in IPA. This
identified several upstream regulators, including IFNy, PRMD1, IRF4, FOXP3 and
IL10RA, within the CD5"e" subpopulation (Supplementary Table 2). Notably,
PRMD1 (BLIMP-1) was significantly upregulated, in accordance with the findings
for IL10RA and the enriched GSEA term "Interleukin 10 production." Further IPA
analysis predicted the impact of these genes on cellular pathways
(Supplementary Figure 3B), indicating that IL10 is upregulated through ERK1/2
activation, which is consistent with the role of CD5 in promoting MAPK activation
and IL10 production (34).

A.2. CD5"e" or CD5"" patient B cells express different phenotypic patterns.

Given the involvement of CD5 expression levels on CLL B cell’s immune and
circulating phenotypes (3, 24, 25), we investigated whether CD5 expression levels
correlate with other membrane proteins. To this end, a new cohort of patients
(n=12) was analyzed by flow cytometry not only for the expression levels of CD5,
but also for various surface markers, including those associated with activation
and chemokine receptors (Figure 1C, and Supplementary Figures 4 and 5).

The results demonstrated that the neoplastic subclone exhibiting high levels of
CD5 also displayed elevated levels of CD19, whereas the subclone with low CD5
expression showed reduced CD19 levels (Figure 1C). This positive relationship
between the expression intensities of CD5, a negative regulator of the BCR, and
CD19, a positive regulator of the BCR, indicates that the expression dynamics of
CD5 (27) may be associated with those of CD19. Activation markers such as CD27
(a memory B cell marker (37)) and CD22 (a mature B cell marker (38)) exhibited
higher expression levels in the CD5"e" subpopulation, whereas CD24 (a B cell
differentiation antigen (39)) remained unchanged (Figure 1C and Supplementary
Figure 5B). The higher expression of CD5, CD19 and CD27, but not CD24, is a
distinctive feature of CLL B cells that secrete elevated levels of IL10 and TGFf1,
which play a key immunoregulatory role (26). In light of the heightened CD22
expression observed in the CD5M"&" subpopulation, it would be infringing to
ascertain whether CD22 constitutes part of the CLL Breg immunophenotypic
signature and whether it functions as an inhibitory receptor of the BCR (38). It
should be mentioned that the GSEA analysis of the BCR signhaling pathway
revealed differential transcript levels of CD19 and CD22 between CD5"“" and
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CD5"e" cells. While the two transcripts are decreased, they are highly expressed
as cell surface proteins (Supplementary Figure 3 and Figure 1C), indicating a post-
translational regulatory mechanism. In addition, leukemic B cells with elevated
CD5 levels also express high levels of the IL10 receptor (CD210a) (Figure 1C),
indicating that the cells might respond to IL10 via autocrine secretion (Mhibik M,
unpublished data) and/or paracrine stimulation, thereby enhancing survival and
inhibiting pro-inflammatory cytokine synthesis (40).

CLL B cells express high levels of CXCR4, CXCR5 and CXCR3, which enable them
to bind their respective ligands in protective niches (41-44). The cytometric
analysis demonstrated no discernible difference in CXCR4 surface expression
between the CD5"¢" and CD5"“" subpopulations. However, an inverse correlation
was observed between the MFI of CD5 and CXCR4 in the CD5"¢" subpopulation
(Supplementary Figure 5 C and D), which suggests that the CD5"&"subpopulation
may represent a circulating fraction. Indeed, the expression of CD5 and CXCR4 on
circulating CLL B cells has been demonstrated to be differential between recently
egressed CLL B cells from the lymph nodes, which constitute the proliferative
fraction, and older quiescent cells, which are referred to as the resting fraction.
The former is characterized by CD5"¢" and CXCR4'“°“, while the latter is
characterized by CD5"" and CXCR4"¢" (24). The two fractions have been employed
in the construction of a model of CLL B cell trafficking from the bloodstream to the
lymph nodes, thereby providing an explanation for further cycles of cell
proliferation (45). Furthermore, CXCR5 and CXCR3 were markedly elevated in the
CD5"e" subpopulation (Figure 1C). In murine models, CXCR5 is essential to the
localization of CLL B cells to the germinal center in the lymph node, which
contributes to CLL B cell activation and proliferation (46). The role of CXCR3
remains incompletely understood, except for its involvement in CXCR4-mediated
effects during migration and adhesion (43, 47).

Overall, high CD5 expression can positively regulate the majority of observed cell
markers. This suggests a potential link between CD5"¢" Breg cells and the
proliferative B cell fraction, which may help CLL B cells evade the immune survey.
Furthermore, a STRING analysis was conducted, incorporating the
aforementioned activation markers and chemokine receptors. The results,
displayed in Supplementary Figure 5E, revealed pertinent gene-gene interaction
networks, including the regulation of the B cell receptor signaling pathway and B
cell activation. This aligns the GSEA analysis on GO Biological Processes (Figure
1B).

A.3. Effect of reversion of CD5 expression on the cytokine secretome in HG3 cell
line.

Given the inability to culture-isolated primary CLL B cells for more than a few days,
aninvestigation of the influence of the CD5-expression level on HG3 cells, a CLL B
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cell line that is originally divided into two subpopulations (48), was deemed
necessary. The majority of cells express the surface markers CD19 and CD5
(CD19*/CD5"), while a minority expresses only CD19 (CD19*/CD5"), as shown by
our flow cytometry analyses (Figure 1D, left panel). CD5 knockout HG3 cells were
generated by CRISPR-Cas9 using sequential electroporation of ribonucleoprotein
(RNP1, RNP2 and RNP3) to increase the rate of CD5 gene disruption within the bulk
population. The results of flow cytometry analysis revealed that the sequential
targeting of the CD5 gene (RNP1, RNP2 and RNP3) resulted in the reversal of the
bimodal distribution of CD5 in HG3 cells (Figure 1D, middle panel). The secretory
capacity of HG3 cells was then evaluated through an ELISA-type assay. A
clustering analysis of the measured levels of several soluble factors demonstrates
a reversal from an anti-inflammatory to a pro-inflammatory secretome (Figure 1D,
right panel). The alteration in the cytokine profile is consistent with the function of
CD5in Breg cells. Recently, we showed that CLL B cells expressing heterogeneous
surface CD5 are associated with immunoregulatory properties. Indeed, our
findings indicated that CLL B cells producing IL10 or TGFB1 exhibited a higher
expression of CD5 than IL10 and TGFB1-negative cells (26). This provides further
evidence of the functional importance of CD5 in evading anti-tumor immunity in
CLL and highlights the potential of CD5 as a promising therapeutic target on B
cells.

B. CD5 surface expression is related to the survival of CLL B cells.

The capacity of CLL B cells to survive is a significant feature of disease
progression. We first evaluated the functional impact of CD5 expression in the
native HG3 cell line. This was achieved by measuring the metabolic activity of the
CDb5-sorted negative versus CD5-sorted positive subpopulations of parental HG3
cells in response to BCR stimulation. The results demonstrated that the CD5"
subpopulation exhibited a markedly enhanced survival advantage as compared to
the CD5" subpopulation (Figure 2A). These findings are consistent with the
previously reported negative role of CD5 on BCR signaling capacity (8, 10, 11).
Moreover, the bimodal inversion of CD5 knock-out in HG3 significantly enhances
metabolic activity (RNP3 vs. HG3; Figure 2B). This suggests that the dynamic
expression of CD5 is crucial for the metabolic activity of the CLL B cell line,
whereby the level of CD5 may impact the cellular response.

Secondly, we determined the influence of the heterogeneity of CD5 membrane
expression on the survival of primary CLL-B cells. To this end, an extracellular flow
cytometry approach was employed to evaluate CD5 and CD19 expression profiles
in a cohort of 20 patients. Based on the scatter plot showing the dispersion of the
surface expression of CD5, the results revealed the existence of two patient groups
characterized by homogeneous (n=10) or heterogeneous (n=10) CD5 profiles
(Supplementary Figures S6, S1 and S4). Although not statistically significant
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(p=0.0649), the mean of CD5 expression (MFI) tended to be lower in the
heterogeneous patient group compared to the homogeneous group (Figure 2C).
This suggests that among the tumor B cell populations, the CD5"°" tumor B-cell
subpopulation is indeed present, albeit at a low frequency, as previously
described (27). The metabolic activity of leukemic B cells upon BCR stimulation
revealed a significant difference in cell survival between the two groups. The
heterogeneous group exhibited a more significant survival advantage. These
results indicate that a greater heterogeneity of CD5 membrane expression gives a
BCR-dependent survival advantage for tumor B cells (Figure 2D).

As has been previously demonstrated, there is a correlation between BCR-
dependent cell survival and overall survival in CLL patients (18). Consequently, an
investigation was conducted to ascertain the relationship between the CLL B cell
CD5 profiles (see Supplementary Figures S1, S4, and S6) and the patient’s disease
stage. For this purpose, the two CD5 groups of patients (homogeneous and
heterogeneous) were classified as either stable or progressive, with the
progressive disease being clinically established at the beginning of the patient
treatment (Supplementary Table 3). Of the 41 patients, 18 exhibit a homogeneous
CD5 profile, while 23 demonstrate a heterogeneous profile. The age distribution
among both groups is comparable, with a mean age of 60 and 63 for the CD5
homogeneous and heterogeneous groups, respectively, ranging from 44 to 73 and
41 to 75. This indicates that age is not a confounding variable and that both groups
are comparable. Our findings indicate that patients with a homogeneous CD5
profile exhibit a higher proclivity to express a stable form of CLL than those in the
group with a heterogeneous CD5 profile (61.1 % vs 38.8 %). In contrast, a smaller
proportion of patients with homogeneous CD5 profiles develop progressive
disease than those with heterogeneous CD5 profiles (36.9 % vs 63.2 %, Table 1A).
No significant association was found between CD5 profiles and disease stage or
other clinical variables, including age and sex, or prognostic factors such as CD38
and IGHV mutation status (Table 1B). These findings suggest a potential link
between a heterogeneous CD5 profile and CLL progression, although further
verification on a larger sample size is necessary.

Conclusion and perspectives

The present study demonstrates that the heterogeneity in CD5 surface expression
in CLL B cells impacts their transcriptomic and functional profiles. CD5"¢" and
CD5"“" CLL B cells display disparate gene expression profiles, with differentially
expressed genes influencing critical pathways such as B cell receptor signaling,
interleukin 10 production, and chemokine production. The association between
elevated CD5 surface expression and the enhanced expression of survival and
activation markers indicates a potential involvement in immune-survey evasion
and disease progression. The modulation of the immune microenvironment,
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particularly through IL10, highlights the importance of CD5 in CLL
pathophysiology. Therapeutically, targeting CD5 on B cells may disrupt these
survival mechanisms, offering the potential for improved CLL treatments. Further
research into the CDb-associated pathways could elucidate additional
therapeutic targets and improve our understanding of CLL B cell survival
strategies.
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Material and Methods

Cohorts of CLL patients: The study was developed based on blood samples
obtained during the clinical follow-up of CLL patients presenting at different stages
of the disease, which were collected at the Hbpital Avicenne, Bobigny, France. The
analysis of the blood samples was conducted following the relevant national
legislation after approval of the local ethics committee (CLEA) and in alignment
with the ethical guidelines outlined in the Declaration of Helsinki for the protection
of human subjects participating in biomedical research. Consequently, all
patients enrolled in the study were informed by their referring oncologist that
biological samples collected as part of standard clinical practice could be used
for research purposes, and they provided their informed consent. CLL diagnosis
was confirmed under international guidelines.

Isolation and culture of CLL cells: Peripheral blood samples were obtained from
patients who met the diagnostic and immunophenotypic criteria for B-CLL at the
Service d'Hématologie Biologique, AP-HP Hépital Avicenne, Bobigny, France. B
cells were isolated by negative selection (Miltenyi Biotech) following the
manufacturer's instructions. Furthermore, the samples were analyzed either fresh
or after being thawed from liquid nitrogen storage in fetal bovine serum (FBS, PAA)
at a concentration of 10% DMSO (Sigma). The CLL B-cell line HG-3 was obtained
from the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ). CLL
cells were cultured either fresh or after thawing in RPMI 1640 supplemented with
10% FBS, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 2 mM L-glutamine in a
humid atmosphere at 37°C and 5% CO2 to maintain optimal conditions for cell
growth.

Flow Cytometry Analysis of CLL B cell samples: The antibodies utilized in the
present study are detailed in Supplementary Table 4. Prior to analysis, B cells
were incubated with Live/Dead dye (1:100, BD Horizon™ Fixable Viability Stain 440
UV dye, BD Biosciences, #566332) or (1:1000 BD Horizon™ Fixable Viability Stain
510 dye, BD Biosciences, # 564406) for 10 min atroom temperature (RT) to exclude
non-viable cells. Following a rapid wash with PBS, the cell suspension was
incubated for 20 min at 4°C with an antibody mixture specific for surface antigens
(as detailed below). Subsequently, the stained cells were washed and acquired on
the Symphony™ A3 SORP analyzer (BD), driven by the BD FACSDIVA™ software,
and the data were compiled with the FlowJo™ software (BD Biosciences). For flow
cytometry analysis, cells were initially gated based on their size (FSC-A) and
granularity (SSC-A). Subsequently, the Live/Dead negative fraction was analyzed
and defined as B CLL cells (CD3'CD19*CD5*). A minimum of 5x10° events were
recorded for each sample for all cytometric analyses. Compensations were
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performed using a single staining of anti-human IgG and a negative control bead
set with each antibody.

Cell sorting and sample preparation for RNA-seq: Following the exclusion of
doublets, B cells from 9 patients (5 homogeneous and 4 heterogeneous) were
analyzed on the live/dead negative fraction and defined as CLL B cells (CD3-
CD19+CD5+). The cells were then sorted into two distinct subpopulations,
designed as CD5"¢" and CD5"", based on their CD5 expression levels, using a
FACS ARIA 11l cell sorter (BD). The number of cells collected per fraction ranged
from three to ten million cells, with each fraction stored at -80°C in 1 mL TRIzol™
(Thermo Fisher Scientific, 15596026). Following RNA extraction, the integrity and
quality of the RNAs were assessed using the Agilent RNA 6000 Nano Kit or RNA
6000 Pico Kit (Agilent Technologies) at the GENOM'IC platform of the Institut
Cochin. Subsequently, cDNA libraries were prepared for sequencing. Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA) software and Ingenuity Pathway Analysis, IPA
(QIAGEN) were employed to ascertain the enrichment score in the CD5"¢" and
CD5"“" fractions.

Generation of HG3 KO CD5: Successive electroporations were conducted over
time to enhance the efficiency of CRISPR-Cas9. Two million cells were transfected
with Cas9 protein (IDT DNA Technologies, #1081059) and premixed Alt-R CRISPR-
Cas9tracrRNA (#1072534), and Alt-R CRISPR-Cas9 crRNA targeting CD5 (listed in
Supplementary Table 5) in Nucleofector Solution SF (Lonza) in a final volume of 80
pl. The cells were transfected using the Amaxa® Nucleofector® Il device (Lonza)
with the W-003 program. After a 48-hour incubation period at 37°C in a humid
atmosphere with 5% CO2, the viability was assessed and found to be up to 70%.
The different bulk populations resulting from each electroporation were harvested
and cultured.

Metabolic activity assay: Two hundred and fifty thousand HGS3 cells or two million
CLL cells (PBMC) were cultured for 24 and 72 hours, respectively, in 24-well plates
coated or not with rabbit anti-IgM antibody (20 pg/well; Jackson ImmunoResearch
Laboratories). The metabolic activity was determined using the CellTiter
96AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega), following the
methodology outlined by the manufacturer. The metabolic fold increase
([percentage of 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5 -(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium], inner salt [MTS]) was determined as follows:
[(absorbance stimulated t= 24 hours) - (absorbance unstimulated t= 24
hours)]/(absorbance unstimulated t= 24 hours) x100. In the case of patients, MTS
values exceeding 25% and falling below 25% delineated the responder and non-
responder CLL groups, respectively (16) (18).
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Quantification of cytokine secretion: Following each MTS assay, the
supernatants from HG3 cells were collected and stored at -80°C. The
concentrations of a panel of cytokines (IL4, IL6, IL8, IL10, IL12, TNFa, IFNy, MIP-13
and MCSF) were determined by V-Plex assays (MSD) in accordance with the
manufacturer's instructions on the MESO QuickPlex SQ 120 (MSD) using the
Methodical Mind and Workbench software (MSD).

Statistical Analyses: The data are expressed as mean + SEM, Mann-Whitney U
test or Wilcoxon signed-rank test (paired data) were used for comparison. For
nominal data (expressed as counts and percentages), x° or Fisher’s Exact Test was
performed as appropriate. All tests were two-tailed at a significance level of 0.05,
and the variance was similar between the groups compared. The analyses were
performed using R statistical software version 3.1.2, SPSS version 29, and
Graphpad (Prism 7).
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Figures and table legends

Figure 1: Transcriptomic and functional features of heterogeneity in CD5
surface expression in CLL B cells.

A) Volcano plot. The log2 fold change (FC) represents the mean expression level
for each gene. Each data point represents the expression level of a single gene. B)
The 20 most significant gene sets derived from the Gene Ontology Biological
Processes, ordered by Normalized Enrichment Score (NES) from CD5"¢" isolated
patient B cells versus CD5"" isolated patient B cells (n=9). The gene sets
significantly enriched among mRNAs with positive and negative correlations were
selected based on the GSEA nominal p-value (NOM pval <0.05). C) The graphs
illustrate the mean fluorescence intensity (MFI) of CD5, CD19, activation markers
(CD27 and CD22), IL10RA and chemokine receptors (CXCR5 and CXCR3) in the
CD5"e"and CD5"" subpopulations (n=12). D) A representative cytometric dot plot
(CD5 vs CD19) (Top) and its respective histogram (bottom) of native HG3 cells are
presented (left). The overlay histograms of the bimodal CD5 MFI depict the
successive HG3 knock-out cell bulks (RNP1, RNP2, RNP3) (middle). The right-
hand side of the panel shows the clustering of the quantified soluble factors in the
supernatants of native and sequential CD5 knockout HG3 cells (n=4).

Figure 2: CD5 surface expression plays a role in the survival of CLL B cells.

A) The parental HG3 cells were sorted based on their CD5 expression, counted,
and then stimulated or not with coated anti-IgM for 24 hours. The graph illustrates
the percentage of metabolic activity (% MTS) of the two subpopulations, one that
does not express CD5 (CD5-) and the other that expresses CD5 (CD5+) (n=11). B)
The parental HG3 cells and the three sequential CD5 knockouts (RNP1, RNP2 and
RNP3) cells were enumerated and subsequently stimulated with coated anti-IgM
for 24 hours. An MTS assay was conducted, and the resulting data are presented
in a graphic format, with a sample size of 5 (n=5). C) The profiles of primary CLL B
cells (see Supplementary Figures 4 and 6) were classified as homogeneous (n=13)
or heterogeneous (n=19) based on the CD5 expression levels, which were
measured by flow cytometry. The graph depicts the median fluorescence
intensities (MFI) of CD5 in both CLL groups. D) The figure depicts the BCR-
dependent metabolic activity of the PBMC samples, which were derived from the
same blood samples that were used for the purified CLL B cells used in panel C
and were classified as homogeneous (n=13) or heterogeneous (n=19).

Table 1: Association of CD5 profile with CLL progression (A) and clinical
characteristics of the patient cohort (B).
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Supplementary Figure 1: Gating strategy for the identification of CD5"¢" and
CD5"" cells in a cohort of CLL patients employed for transcriptomic analysis.
CLL B cells were labeled and analyzed by flow cytometry, allowing the
identification of the CD5"e" and CD5"" subpopulations in each sample (UPNs are
indicated below the dot plot). Based on the gating strategy, cells were sorted and
analyzed using a transcriptomic approach. It should be noted that samples were
colored blue when they were part of the homogeneous group and red when they
were part of the heterogeneous group (n=9).

Supplementary Figure 2: Graphical representation of the transcriptome
analysis.

Heatmap of the hierarchical clustering of the 61 differentially expressed genes
ranked by GSEA between CD5"¢" and CD5"" B cells (43 upregulated genes in red
and 18 downregulated genes in blue in CD5"e" B cells). Expression values are
represented as shown in the color caption.

Supplementary Figure 3: GSEA and IPA analyses of the differentially
expressed RNA between CD5"¢" and CD5"" B cells.

A) Enrichment plots for datasets enriched in the GSEA Gene Ontology Biological
Processes analysis, displaying the profile of the running ES Score and the positions
of the gene set members on the ranked list. The expression values of CD5"e"
isolated patient B cells (left) versus CD5"" isolated patient B cells (right) (n=9) are
represented as colors and range from red (high expression), pink (moderate
expression), light blue (low expression) to dark blue (lowest expression). B) The
differentially expressed genes from GSEA (see Supplementary Figure 2) were
subjected to a predictive relationship map analysis using Ingenuity Pathway
Analysis (IPA), which yielded a set of predictive networks. One of these networks
is shown here, with the genes from the GSEA analysis indicated with a superscript
number 1. The legend is indicated on the left-hand side.

Supplementary Figure 4: Gating strategy employed for the measurement of
cell surface markers in CLL B cell CD5"¢" and CD5"" subpopulations.

CLL B cells were labeled for CD5, CD19 and other membrane markers and
analyzed by flow cytometry. This enabled the identification of the CD5"¢" and
CD5""subpopulationsin each sample (UPNs are indicated below the dot plot) and
the quantification of activation and survival receptors. It should be noted that
samples were colored blue when they were part of the homogeneous group and
red when they were part of the heterogeneous group (n=12).

Supplementary Figure 5: Expression of various activation markers and
receptors in the CD5"¢" and CD5'"" subpopulations.
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A) A representative cytometric dot plot (CD5 vs CD19) is presented, which
illustrates the gating strategy employed to distinguish the CD5"¢" (blue gate) and
CD5"“" (violet gate) subpopulations in a CLL B sample. A total of 12 patients were
included in this portion of the study, as illustrated in Supplementary Figure 5. The
graphs in panels B and C illustrate the mean of fluorescence intensity (MFI) of the
membrane marker CD24 (B) and the chemokine receptor CXCR4 (C) in the CD5"en
and CD5"" subpopulations (n=12). D) A graphical representation of the correlation
between CXCR4 MFl and CD5 MFl in the CD5"¢" subpopulation; no correlation was
found in the CD5"" subpopulation (data not shown). E) The String protein-protein
interaction network, constructed from the flow cytometry-studied cell surface
markers was used to investigate the functional association networks (see Figure
1C). Colored lines between the proteins indicate the various types of interaction
evidence and the colored circles illustrate the functional enrichment, KEEG
pathways and Reactome pathways in this network (legend on left-hand side).

Supplementary Figure 6: Flow cytometry and determination of the
homogeneous and heterogeneous CLL B cell cases.

The cytometric dot plots (CD5 vs CD19) of the various CLL samples are presented
(UPNs are indicated below the dot plot). Based on the heterogeneity of the CD5
labeling, the samples are colored blue when they are part of the homogeneous
group and red when they are part of the heterogeneous group (n=20).

Supplementary Table 1: Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of the obtained
transcriptomic data.

Extraction of gene set enrichment analysis ordered by Normalized Enrichment
Score (NES) from CD5"¢" isolated patient B cells versus CD5"°" isolated patient B
cells (n=9). The Gene sets significantly enriched among the positively and
negatively correlating mRNAs were selected based on the GSEA Nominal p-value
(NOM pval < 0.05). The Size column indicates the number of genes in each gene
set. The NES column shows the Normalized Enrichment Score. The NOM p-val
column displays the NOMinal p-value. Finally, the FDR g-val column shows the
False Discovery Rate.

Supplementary Table 2: Predicted upstream regulators of the transcriptomic
data.

The IPA Upstream Regulator Analysis identifies the upstream regulators that may
be responsible for the observed differential gene expression changes in the
experimental dataset from the GSEA analysis. The column designated “Upstream
regulator” indicates the name of the gene. The “Molecular type” column describes
the function of the gene-encoded protein. The “activation z-score” column
indicates the predicted value of the activity of the upstream regulator’s gene
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(positive z-score: activation of the dataset; negative z-score: inhibition of the
dataset). The P-value column results from the right-tailed Fisher’s Exact Test p-
value calculation. The “Target molecule” column lists the genes differentially
expressed between CD5"e" jsolated patient B cells versus CD5"“" isolated patient
B cells from the GSEA analysis.

Supplementary Table 3: Patients’ biological and clinical parameters.

Supplementary Table 4: List of the primary antibodies used for multicolor flow
cytometry and cell sorting approaches.

Supplementary Table 5: List of the two Alt-R CRISPR-Cas9 crRNA (IDT DNA
Technologies) used for sequential CRISPR/Cas9 targeting of CD5.
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Table 1: Association of CD5 profile with CLL progression (A) and clinical

characteristics of the patient cohort (B).

A)
Stable Progressive Total p-value
disease disease
N (%) N (%)
CD5
homogeneous
11(61.1) 7 (36.9) 18
0.140
CD5
het
eterogeneous | - 3g.9) 12 (63.2) 19

4 ND values for CLL progression in the CD5 heterogeneous group.

p-values were obtained using the x? test. Test excludes missing values.

B)
Stable disease Progressive Disease | p-value
N (%) N (%)
CD5 Sex
homogeneous | ol 7(87.5) 2 (28.6) 0.147
Male 4 (40) 5(41.7)
CD38
Negative 9(64.3) 5(41.7) 0.308
Positive 2 (50) 0 (0)
IGHV Status
um 2 (25) 2 (28.6) 0.876
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M 6 (75) 5(73.3)

CD5 Sex

heterogeneous
Female 1(12.5) 5(71.4) 0.216
Male 6 (60) 7 (58)
CD38
Negative 5(25.7) 7 (58.3) 0.949
Positive 2 (50) 3(100)
IGHV Status
UM 1(14.3) 4 (36.4) 0.308
M 6(85.7) 7 (63.6)

UM: unmutated IGHV status, M: mutated IGHV status.

p-values were obtained using the x? or Fisher’s Exact Test, as appropriate. Test excludes

missing values.
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GENESET NAME SIZE | NES |NOM p-val| FDR g-val |Rank in Geneset
REACTOME REACTOME_INTERFERON_GAMMA_SIGNALING 83 | 156 0.05 1.0 8
REACTOME REACTOME_INTERLEUKIN_20_FAMILY_SIGNALING 18 | 1.3 0.04 1.0 10
ONCOGENIC GENESET PTEN_DN.V1_UP 84 | 159 | 0.004 0.54 1
ONCOGENIC GENESET KRAS.300_UP.V1_DN 64 | 157 | 0.006 037 2
IMMUNOLOGIC SIGNATURE GSE7218_UNSTIM_VS_ANTIGEN_STIM_THROUGH_IGG_BCELL_DN 118 | 1.58 | 0.009 1.0 14
IMMUNOLOGIC SIGNATURE GSES542_UNTREATED_VS_IFNG_TREATED_EPITHELIAL_CELLS_6H_UP 159 | 1.51 | 0.006 1.0 32
IMMUNOLOGIC SIGNATURE GSE40274_CTRL_VS_FOXP3_AND_HELIOS_TRANSDUCED_ACTIVATED_CD4_TCELL_UP | 185 | 1.49 0.01 1.0 38
IMMUNOLOGIC SIGNATURE GSE6875_TCONV_VS_FOXP3_KO_TREG_DN 178 | 1.46 | 0012 1.0 48
CELL TYPE GENESET HE_LIM_SUN_FETAL_LUNG_C5_CD5_POS_CCL22_NEG_MATURE_B_CELL 160 | 1.91 00 011 1

Upstream
regulator

CEBPA

IFNG

PRMD1
(BLIMP-1)

TGFB1

Irf4

FOXP3

IKZF3

CD27

IL10RA

Supplementary Table 1

Molecule type Activation
z-score

Transcription regulator 1.96 = BIK, HNF1B, ITGAX, SFTPB, SFTPD

Target molecule (DEGs from GSEA analysis)

cytokine 0.97 [=as CD68, CHST3, ITGAX, IL18RAP, SMAD3, RRAGD
Transcription regulator 0.45 74504 IL18RAP, MS4A4A SLC2A5, SMAD3, SOX8
Growth factor -0.52 = CD101, CD68, CHST3, F13A1, FBLNS, ITGAX, SFTPB, SMAD3

Transcription regulator 1= CD68, IL18RAP

7= CD101, IL18RAP

Transcription regulator

Transcription regulator =408 CD68, SMAD3

Transmembrane receptor EER% BIK
Transmembrane receptor a2 CST7, F13A1, P3H2
Supplementary Table 2
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UPN |CDS5 profile|  Disease Sex

CD38

IGHV status

evolution
48
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447

CDS5 profiles: 0 homogeneous and 1 heterogeneous
Disease evolution: 0 stable, 1 progressive,

Sex: 0 female and 1 male;

CD38: 1 negative and 2 positive;

IGHV status: 0 mutated and 1 unmutated;

ND not determined;

Supplementary Table 3
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Antibodies for CD5 Hish and Reference Dilution Clone

CD5°" subpopulations

characterization

CD3 BD Biosciences, 1/20 UCHT1
#612940

CD5 BD Biosciences, 1/20 UCHT2
#562646

CD19 BD Biosciences, 1/20 SJ25C1
#345791

CD22 BD Biosciences, 1/20 HIB22
#740396

CD24 BD Biosciences, 1120 ML5
#566524

CD27 BD Biosciences, 1/20 M-T271
#560222

IL10Ra BD Biosciences, 1/5 3F9
#556013

CXCR3 BD Biosciences, 1/20 1C6/CXCR3
#565223

CXCR5 BD Biosciences, 1/20 RF8B2
#564624

CXCR4 BD Biosciences, 1/83 12G5
#741001

CD3 BD Biosciences, 1/20 SK7
#570821

CD5 BD Biosciences, 1/20 UCHT2
#562646

CD19 BD Biosciences, 1/20 SJ25C1
#345791

Antibodies for identification | Reference Dilution Clone

and cell sorting of patient

groups

CD3 BD Biosciences, 1/20 SK7
#570821

CD5 BD Biosciences, 1/20 UCHT2
#562646

CD19 BD Biosciences, 1/20 SJ25C1

#345791

Supplementary Table 4
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dgRNA sequences for
the CD5 target sites

Sequence

Concentration

Hs.Cas9.CD5.1.AA

JAItR1/rCrG rUrUrC rCrArA rCrUrC
rGrArA rGrUrG rCrCrA rGrUrU rUrUrA
rGrArG rCrUrA rUrGrC rU/AItR2/

200uM

Hs.Cas9.CD5.1.AD

JAtR1/rArG rArCrU rUrUrU rGrArC
rGrCrU rUrGrA rCrUrG rGrUrU rUrUrA
rGrArG rCrUrA rUrGrC rU/AItR2/

200uM

Supplementary Table 5
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DISCUSSION GENERALE

Dans la LLC, la plupart des indicateurs pronostiques actuels se concentrent sur les
caractéristiques intrinseques des cellules B leucémiques malignes, reléguant au second plan
les défauts de surveillance antitumorale qui jouent pourtant un role essentiel dans la survie
des cellules B de LLC, et qui sont considérés comme I'une des principales causes de la
progression de cette hémopathie. Mon travail de doctorat a donc pour objectif d’identifier les
mécanismes et les effecteurs cellulaires responsables de cet échappement tumoral, en
étudiant les dialogues croisés qu’ils établissent avec les autres composantes du MET.

Les cellules B malignes immuno-régulatrices contribuent a la progression de la LLC

Les cellules B LLC et les autres cellules immunitaires

Les premiers résultats de notre article publié montrent, une diminution significative du
pourcentage de lymphocytes T CD8*apres 48 heures de culture de PBMCs leucémiques. Cette
diminution est accompagnée d'une réduction des différentes sous-populations monocytaires :
non classiques, intermédiaires, et classiques, CD14"CD16*, CD14*CD16* et CD14*CD16"
respectivement (Manuscrit 1; Figure 1A) (Mékinian et al. 2023). Par ailleurs, des travaux
antérieurs, dont ceux de l'équipe (Cf. Limmunorégulation dans la LLC), ont décrit une
différenciation des monocytes en macrophages de type M2 (Zaaboub et al. 2022; Dondi et
Varin-Blank 2022) sous l'influence des cellules B de LLC. De maniere intéressante, une forte
corrélation positive entre le pourcentage des cellules M2 CD206* et celui des cellules Bl-a
CD5* a été mise en évidence par Suchanek et son équipe. Leurs résultats démontrent que les
cellules B1-a, par leur production d’IL-10, favorisent une polarisation anti-inflammatoire des
macrophages vers le phénotype M2 dans le tractus rénal modulant ainsi sa susceptibilité aux
infections bactériennes (Suchanek et al. 2023).

Pour évaluer le réle des cellules B leucémiques dans la modulation des populations
lymphocytaires, des co-cultures autologues avec des cellules T CD4* leucémiques ont été
réalisées. Une augmentation de la proportion de lymphocytes Tregs a été observée ;
augmentation qui est potentialisée suite a un engagement du BCR (Mauscrit 1 ; Figure 1B)
(Mékinian et al. 2023). En paralléle, une activité suppressive sur la réponse cellulaire Th1 a été
mise en évidence, confirmant la capacité régulatrice des cellules B leucémiques (Mauscrit 1 ;
Figure 1D-1F) (Mékinian et al. 2023). Ces résultats sont en accord avec les données de la
littérature qui rapportent que la fréquence des cellules Tregs est plus élevée dans le sang des
patients atteints de LLC que dans celui des témoins sains, et que celle-ci est positivement
corrélée au taux de cellules B malignes (Roessner et Seiffert 2020). Ces premieres observations
témoignent de la capacité régulatrice des cellules B leucémiques. Leffort de caractérisation de
cette capacité régulatrice a permis d’identifier, au sein d’une cohorte de 28 patients, diverses
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sous-populations de cellules B co-exprimant, ou -exprimant, de maniere hétérogene des
cytokines immunosuppressives majeures, telles que I'lL-10 ou le TGFB1 (Mauscrit 1 ; Figure
2A-2B-2C) (Mékinian et al. 2023).

Les facteurs immunorégulateurs

L'IL-10

Des travaux récents ont mis en évidence une relation inattendue entre les niveaux d’IgM
secrétées (slgM) et la « programmation » de I'lL-10 dans les cellules B (McGettigan et al. 2024).
Dans leur étude, McGttigan et ses collaborateurs se sont intéressés a la corrélation inverse
observée entre les niveaux de slgM et les cellules B10 au cours de 'ontogenése. Leurs résultats
confirment que les slgM modulent la taille du pool des cellules B IL-10*. En effet, ces cellules
B10 sont jusqu’a 10 fois plus présentes chez les souris dépourvues d’lgM sécrétées (slgM”")
par rapport aux souris sauvages, parmi les sous-ensembles majeurs de cellules B (B1, B2) et de
cellules B régulatrices.

Comme mentionné précédemment (Cf. Développement des Lymphocytes B2), I'IlgM est le
premier isotype d'immunoglobuline exprimé au cours du développement. Pour la défense de
I'hote, les nouveaux-nés dépendent des IgG et IgA maternelles qui sont transmises
passivement pendant la grossesse par la circulation (pour les 1gG) et/ou par le lait maternel
(pour les 1gG et IgA). Quant aux slgM, ils ne traversent ni la barriére placentaire ni le tube
digestif néonatal murin. Pour compenser |'absence des slgM maternelles, une production
prénatale de slgM est observée chez de nombreuses espéces y compris chez I’homme. Les
nouveaux-nés, dont les fonctions homéostatiques des slgM sont temporairement ou
spatialement absentes, sont exposés a de nouveaux pathogénes, notamment lors des
premiéres étapes de I'alimentation ou de l'allaitement. lls mettent en place des mécanismes
compensatoires pour limiter I'inflammation et prévenir I'immunopathologie. Ces mécanismes
consistent en |'ajustement de la tolérance immunitaire par la sécrétion d'IL-10 par les cellules
B dés le début de la vie, tandis que les niveaux de slgM augmentent. Ces résultats expliquent
la fréquence plus élevée de cellules B productrices d'IL-10 chez les souris néonatales par
rapport aux souris adultes sauvages. De plus, ils sont en adéquation avec I'enrichissement des
cellules B10 dans le sang du cordon ombilical et chez les jeunes enfants (atteignant un pic entre
5 et 11 ans), comparé a moins de 2 % de cellules B10 chez les adolescents et les adultes en
bonne santé. De méme, les personnes qui présentent une déficience sélective en IgM,
montrent une augmentation faible mais significative de la fréquence des cellules Bregs,
confirmant ainsi que les slgM inhibent la programmation de I'lL-10. En outre, la différenciation
trés limitée des cellules B de LLC en cellules sécrétrices d'anticorps (ASC) in vivo (Ng et Chiorazzi
2021), pourrait expliquer |'élévation des taux sériques d’IL10 chez les patients atteints de LLC
comparé aux témoins sains (Karmali et al. 2013; Mohr et al. 2016).

132



FOXP3

De maniére intéressante, notre étude a identifié¢ une sous-population de cellules
leucémiques exprimant de maniére hétérogene le facteur de transcription FOXP3, tant au
niveau transcriptionnel que protéique (Mauscrit 1; Figure 5A-5B) (Mékinian et al. 2023). A
I'instar de la régulation de FOXP3 par le TGFB1 dans les cellules Tregs, son expression dans les
cellules B leucémiques est également augmentée en réponse a une stimulation par ce facteur
de croissance. Bien qu’une telle expression n’ait, a notre connaissance, jamais été rapportée
dans la LLC, un nombre croissant d’études a récemment documenté I'expression de ce facteur
de transcription dans les cellules B dans divers contextes physiologiques (Noh et al. 2012;
Vadasz et al. 2015; Grubczak et al. 2021; Chao et al. 2023) ou pathologiques (Vadasz et al.
2015; Park et al. 2016). Lensemble de nos résultats renforce la notion de diversité
fonctionnelle de I'expansion clonale des cellules B de LLC.

De nombreux travaux, notamment ceux de EC. Rosser et C. Mauri, ont établi que les
cellules B régulatrices ne sont pas spécifiques d’un lignage cellulaire mais se différencieraient
en réponse a des stimuli environnementaux (Rosser et Mauri 2015; Mohd Jaya et al. 2019).
Pareillement, I'expression de FOXP3 et son maintien sont soumis a des régulations
transcriptionnelles et épigénétiques, ainsi qu’a des modifications post-traductionnelles qui
sont elles aussi, fortement influencées par les facteurs environnementaux (Raugh, Allard, et
Bettini 2022). Il est donc envisageable que ces mémes facteurs environnementaux puissent
induire I'expression du facteur de transcription dans cette sous-population leucémique. Parmi
ces facteurs, une diminution de la diversité du microbiote intestinal est couramment observée
chez les patients LLC. Cette dysbiose se manifeste par la baisse du ratio
Bacteroidetes/Firmicutes (Kawari et al. 2019). Ce déséquilibre est associé a une augmentation
des concentrations d’acides gras a chaine courte, tels que le butyrate et le propionate (Rios-
Covidn et al. 2016). Ces acides gras sont connus pour augmenter I'expression du gene foxp3 et
pour favoriser la stabilisation de sa protéine dans les lymphocytes T CD4* (Furusawa et al.
2013). De méme, I'hypoxie pourrait étre un autre facteur environnemental influengant
I'expression de FOXP3. En effet, les lymphocytes B de LLC présentent une augmentation de
I'expression de HIF-1a et une stabilisation de sa protéine. Cette derniere oriente les
lymphocytes T CD4* vers un phénotype Treg en régulant positivement I'expression de FOXP3
(Arruga et al. 2020; De Rosa et al. 2015). De maniere intéressante, les cellules B leucémiques
cultivées en conditions hypoxiques ont montré une transcription fortement augmentée du
géne il10 par rapport aux mémes cellules exposées a des conditions normoxiques, améliorant
ainsi leurs propriétés régulatrices (Fillatreau 2019). Des recherches sont en cours au sein de
notre équipe pour identifier les déterminants de I'expression ectopique de FOXP3 dans les
cellules B de LLC en réponse a diverses stimulations (M. Ducroux, données non présentées).
Ces recherches devraient mettre a jour le potentiel role régulateur de FOXP3 dans les cellules
B pathologiques.
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Les facteurs immunomodulateurs et la progression de la LLC

Une analyse hiérarchique non supervisée du taux d’expression des trois facteurs
régulateurs, a savoir I'lL-10, le TGF-B1 et FOXP3, a permis de définir deux groupes de patients.
De maniére intéressante, une proportion plus élevée des cellules Tregs est observée dans les
échantillons des patients du groupe 2, suggérant une plus grande activité cellulaire régulatrice.
De plus, les patients du groupe 2 présentent un délai plus court avant leur premier traitement,
qgue les patients du groupe 1, indiquant que les taux d’expression des trois facteurs sont
inversement corrélés au risque de progression de la LLC (Mauscrit 1; Figure 5D-5E-5F)
(Mékinian et al. 2023). Ces résultats sont en adéquation avec la littérature actuelle, qui établit
le nombre de Tregs comme un facteur prédictif indépendant du délai avant la premiére ligne
de traitement (Roessner et Seiffert 2020). llIs suggérent également que les taux d’expression
de ces trois facteurs puissent étre un indicateur de la progression de la maladie.

Le phénotype des cellules régulatrices de LLC

Lanalyse de l'expression différentielle des marqueurs phénotypiques précédemment
décrits dans diverses populations de Bregs (CD5, CD19, CD27, CD24, CD25 et CD38) (Cf.
Phénotypes des lymphocytes B régulateurs) a permis d’affiner la signature phénotypique des
sous-populations de cellules B de LLC productrices d’IL-10 et de TGFB1. Ces cellules se
distinguent par des niveaux d'expression plus élevés des marqueurs de surface CD5, CD19 et
CD27 (Mauscrit 1 ; Figure 2D) (Mékinian et al. 2023). Le réle du CD5 dans la régulation de la
production de I'IL-10 par les cellules B leucémiques (Garaud et al. 2011) corrobore nos
observations et renforce l'idée que les marqueurs CD5, CD19 et CD27 constituent des
caractéristiques phénotypiques discriminantes de ce sous-ensemble cellulaire dans notre
étude.

Les profils d’expression du CD5 modulent la réponse cellulaire

Comme mentionné précédemment, les Bregs ne sont pas spécifiques d'un lignage
cellulaire mais se différencient en réponse a des stimuli locaux (Rosser et Mauri 2015). Il est
donc peu probable que les caractéristiques fonctionnelles hétérogénes qui sont décrites dans
la LLC soient réduites a un phénotype unique figé. Cette hétérogénéité découle trés
probablement de l'induction de programmes et de |'activation de voies de signalisation dans
les cellules leucémiques par les cellules environnantes. En effet, de nombreuses études, dont
les travaux de notre équipe, ont montré que des facteurs environnementaux modulent
I'expression de nombreux marqueurs de surface, y compris ceux utilisés pour identifier les
Bregs leucémiques. Parmi ces marqueurs, les CD19 et CD5 voient leur expression plus au moins

134



diminuer dans les cellules B de LLC stimulées en réponse a un engagement du BCR (Saint-
Georges et al. 2106) ou co-stimulées en présence des ligands du BCR et CD40 (Mékinian A et
al 2023). Nous nous sommes donc intéressés a I'étude de I'expression ectopique du CD5 et de
son hétérogénéité dans les cellules B de LLC. En effet, au-dela de sa contribution au profil
régulateur de ces cellules tumorales, le CD5 a été décrit comme un modulateur direct de leur
biologie. Il pourrait activer des voies de signalisation impliquées dans la progression tumorale.

Il a été décrit que le CD5 engage un programme métabolique spécifique dans les cellules
B1-a en se liant a la sous-unité p85 de PI3K et en activant la voie PI3K/Akt/mTOR (Taher et al.
2020; Bystrom et al. 2022; Clarke et al. 2018). Cette voie de signalisation favorise le « Wobble
effect », une flexibilité dans I'appariement des anticodons des ARNt avec les codons
correspondants dans I'ARNm, assurant ainsi une traduction efficace des protéines impliquées
dans la pathogenése de diverses maladies. Lactivation de la voie PI3K-mTOR conduit a
I'expression du « complexe élongator » ELP1 et ELP3, qui est nécessaire a la modification de
l'uridine 34 (U34) des ARNts. Ce mécanisme moléculaire influence directement leur flexibilité
et permet ainsi le décodage de protéines enrichies en codons qui nécessitent une modification
de I'ARNt U34. Il assure une traduction robuste de leur ARNm, notamment pour des protéines
telles que HIF1-a, et favorise ainsi la reprogrammation métabolique et une glycolyse accrue
qui sous-tendent la progression tumorale (Rapino et al. 2018). Par ailleurs, un taux de
traduction plus élevé a été observé dans la LLC. Les travaux de I'équipe de J. Paggetti ont
démontré que les cellules de LLC et les Tregs présentent des taux de traduction in vivo plus
élevés que ceux des cellules B normales et des cellules T CD4* conventionnelles,
respectivement. Cette dérégulation de la traduction favorise préférentiellement l'initiation de
la traduction et la synthese d’oncogenes, tels que Myc, et est corrélée a une survie plus courte
des patients et a des paramétres cliniques défavorables (Largeot et al. 2023).

Les niveaux d’expression du CD5 régulent la signalisation du BCR

En dehors de ces effets sur la reprogrammation métabolique, nous nous sommes intéressés a
la fonction la mieux documentée du CD5 dans les cellules B, a savoir son role de régulateur
négatif de la signalisation du BCR. Nous avons donc orienté nos recherches bibliographiques
vers la pertinence de ce role dans le contexte de la LLC. De maniére intéressante, une
substitution non synonyme de l'acide aminé Alanine en Valine en position 471 (A471V ;
rs2229177) dans la région cytoplasmique du CD5, qui sous-tend une transduction du signal
plus efficace, décrite précédemment en physiologie (Cf. Le géne CD5), dans le contexte de la
LLC. En effet, I'homozygotie pour l'alléle dérivé V471, qui implique une meilleure fonction
inhibitrice du CD5 (Cenit et al. 2014), est associée a un meilleur pronostic dans la LLC. Cet allele
dérivé A471V, résulte d’'un balayage sélectif récent en Asie de I'Est et est inclus dans
I’haplotype prédominant de cette population (Carnero-Montoro et al. 2012). Il est a noter que
la LLC est une hémopathie rarement décrite chez les personnes asiatiques avec une incidence
5 a 10 fois moins élevée par rapport a celle décrite chez les personnes d'ascendance

135



européenne (S.-M. Yang et al. 2015). En revanche, ce rapport est débattu par I'étude de
Delgado et al. (Delgado et al. 2017) qui montre une association entre ce variant A471V et une
survie sans progression (PFS) plus courte de la LLC. Cependant, cette derniére étude a
également pris en compte un deuxieéme polymorphisme du CD5, le rs2241002 (P224 > L), qui
pourrait influencer les résultats. En somme, ce premier rapport (Cenit et al. 2014) est en
concordance avec la compréhension actuelle qui associe la capacité de signalisation du BCR a
la progression de la maladie, une PFS plus courte et une OS réduite (Le Roy et al. 2012).

Ce rapport fait également écho a I'étude de I'équipe de Tibaldi (Tibaldi et al. 2011), qui
rapporte, dans les cellules de LLC, que le CD5 attenue la signalisation du BCR en s’associant a
I'effecteur SHP-1 et en favorisant sa localisation membranaire. Leurs résultats in vitro
suggerent 'existence potentielle d’'une corrélation négative entre I'expression du CD5 et la
signalisation du BCR dans les cellules de LLC. Sur une large cohorte de patients LLC, une autre
étude a démontré une association entre une expression plus élevée du CD5 et une survie
globale augmentée, ainsi qu’un délai plus long avant un traitement (TTT) (D. R. Friedman et al.
2018). Dans cette cohorte, une faible MFI de CD5 et certains facteurs pronostiques (Stade de
Rai, CD38, ZAP70, IGHV) sont associés a un pronostic plus sévere. De plus, les niveaux de CD5
ont permis de mieux définir les groupes de patients a risques. En effet, le faible niveau de CD5
améliore la stratification des patients appartenant a des groupes a risques favorables,
notamment les patients avec une faible expression de ZAP70, des génes IGHV mutés et, un
profil cytogénétique favorable. Cette étude souligne donc I'apport important qu’offre la prise
en compte des niveaux d’expression du CD5 pour la stratification de la maladie et suggere que
le CD5 puisse moduler la progression de la pathologie, compte tenu de son réle régulateur
négatif dans la signalisation du BCR (D. R. Friedman et al. 2018). Cette méme étude révele que
les cellules des patients afro-américains atteints de LLC présentent une expression de CD5
inférieure a celle des patients caucasiens. Ces résultats pourraient, au moins en partie,
expliquer les observations cliniques du centre de cancérologie du MD Anderson et du Centre
médical de ['Université Duke selon lesquelles les patients afro-américains ont des
caractéristiques pronostiques défavorables et une survie plus courte par rapport a leurs
homologues non afro-américains (Falchi et al. 2013).

Nos travaux ont permis d’identifier deux groupes de patients selon le spectre
d’expression du CD5 retrouvé a la surface des cellules B de LLC fraichement purifiées : un
groupe au profil homogeéne et un autre groupe au profil hétérogene, qui est caractérisé par
des niveaux d’expression différentiels du CD5 distinguant deux sous-populations, les cellules B
CD19*CD5"" et CD19*CD5'°Y. Ces observations sont soutenues par les travaux de Bashford-
Rogers et al. qui rapportent une hétérogénéité d’expression du CD5 intra-clonale dans la LLC
(Bashford-Rogers et al. 2017). lls mettent en évidence ces deux sous-populations leucémiques
CD5Meh et CD5'°%, qui présentent des structures trés similaires, comme le détermine la
phylogénie de leurs répertoires du BCR (Bashford-Rogers et al. 2017). Le chevauchement des
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répertoires du BCR entre ces sous-populations CD5"&" et CD5'°% dans le sang des patients
montre que la LLC englobe un continuum de niveaux d'expression du CD5 avec des
commutations continues de I'état CD5. Ceci indique que celui-ci est sujet a des variations dans
I'expression de CD5, et que la dominance observée des cellules CD5"e&" représente un flux
équilibré plutot qu'un état fixe. De maniére intéressante, ces travaux ont également révélé que
la diminution de I'expression du CD5 est associée a des différences d'expression membranaire
des CD81 et CD45. L'analyse comparative des données normalisées de notre étude
transcriptomique entre les populations CD5"8" et CD5'°% montre des tendances similaires
(données non présentées), avec une tendance a la diminution de I'expression en ARNm de
CD81 dans les populations CD5'°% et une diminution significative de I'expression du CD45 dans
les populations CD5Me" (p = 0,0039).

Les niveaux d’expression du CD5 au coeur des modeles de cinétique des
cellules leucémiques

La littérature actuelle suggére que la pathogenese de la LLC est associée a une
hématopoiése clonale B CD5* liée a I'age (ARCH), maintenue par 'engagement du BCR et par
I'accumulation d’évenements oncogéniques (Kikushige 2020). Les infections et les réponses
inflammatoires associées sont, de ce fait, souvent considérées comme jouant un réle dans la
pathogenese de certains cas de LLC (Hoogeboom et al. 2013; Andrea Nicola Mazzarello et al.
2023), notamment en augmentant le risque de nouvelles mutations génétiques lors de
I'activation des cellules B néoplasiques CD5*. Ces infections pourraient ainsi exacerber une
leucémie sous-jacente, jusque-la inférieure aux seuils cliniques d’un diagnostic positif (Andrea
Nicola Mazzarello et al. 2023). C’est ce que suggerent de nombreux rapports, en particulier
ceux concernant la découverte fortuite d’'une LLC chez des patients hospitalisés suite a une
infection par le SARS-CoV-2. En effet, les patients affectés par la COVID-19 (Coronavirus Disease
2019), avaient a leur admission, une numération sanguine normale et aucune expansion de
cellules B monoclonales. En revanche, deux jours post-admission, ces patients présentaient
une augmentation de leur lymphocytose. Cette derniere se traduisait par I'expansion de
cellules B monoclonales CD5* et a conduit a un nouveau diagnostic, a savoir celui d’'une LLC.
Laugmentation rapide et substantielle du nombre de cellules B de LLC dans le sang de ces
patients exclut une (hyper)lymphocytose causée par a une prolifération cellulaire. Elle favorise
plutét I’hypothese d’un trafic augmenté des cellules B de LLC depuis les organes lymphoides
secondaires (OL-Il) ou elles composent des populations cellulaires actives (PFs). En effet, les
modeles de cinétique in vivo de la LLC (Cf. Activation et trafic des cellules B malignes)
proposent que, dans les OL-Il, les cellules leucémiques récemment activées internalisent leur
CXCR4 et migrent vers la circulation sanguine ou elles acquiérent un phénotype quiescent,
révélant une population de cellules B monoclonales CD5* qui conduit au diagnostic de la LLC
(Andrea Nicola Mazzarello et al. 2023; D. Friedman et al. 2023). Une fois dans le flux sanguin
et en I'absence de stimulation, une fraction de ces cellules B CD5*de LLC régulerait a la hausse
un nouvel ensemble de molécules d’adhésion pour assurer leur réintégration dans les tissus
lymphoides et initier un nouveau cycle de prolifération. Si les taux de survie/prolifération
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dépassent ceux de |'apoptose, alors la progression de la LLC serait favorisée. Dans notre travail
sur le CD5, nous avons tenté de comprendre la relation complexe entre I'activation et le
potentiel de migration, en tenant compte de la dynamique d’expression du CD5. Pour ce faire,
nous avons mesuré les niveaux d'expression de divers marqueurs d'activation ainsi que de
certains récepteurs aux chimiokines dans les deux sous-populations CD5Meh et CD5'*
(Manuscrit 2 ; Figure 1C). Nos analyses de corrélation ont mis en évidence une tendance vers
une corrélation inverse entre I'expression du CD5 et celle de CXCR4 (en termes de MFI) dans
les cellules de LLC, en accord avec les travaux de G. Manukyan et al. (Manukyan et al. 2020).
Par ailleurs, nos résultats montrent que cette corrélation inverse est significative (p = 0.0319)
dans la sous-population CD5"8" (Manuscrit 2 ; Supplementary Figure 5D), suggérant que cette
derniére appartiendrait a la fraction circulante selon les modeéles cinétiques de la LLC (Cuthill
et al. 2022; 2022; D. Friedman et al. 2023). La mesure des niveaux d’expression des différents
récepteurs aux chimiokines corrobore les travaux de G. Manukyan et al., et montre que les
cellules CD5"&" expriment des niveaux plus élevés de CXCR3 (p = 0,0005) (Manuscrit 2 ; Figure
1C) et des niveaux plus bas de CXCR4 (Manuscrit 2 ; Supplementary Figure 5C), bien que ces
derniers ne montrent pas de différence significative entre les deux groupes de notre cohorte
(Manukyan et al. 2020). De manieére intéressante, G. Manukyan et son équipe ont rapporté
une corrélation inverse entre I'expression de ces deux récepteurs (MFI), qui pourrait
s'expliquer par l'influence régulatrice du CXCR3 sur la distribution du CXCR4 a la surface de la
membrane cellulaire, comme le suggerent les travaux de S. Ganghammer (Ganghammer et al.
2016). Nos résultats n'ont pas permis de confirmer cette observation. Toutefois, il est possible
gue des expériences complémentaires avec un nombre d'échantillons plus élevé puissent
corroborer ces conclusions. Par ailleurs, S. Ganghammer et ses collaborateurs ont rapporté
gu’une forte expression du CXCR3, associée a une faible expression du CXCR4, caractéristiques
de la sous-population CD5Meh, sont liées & un pronostic favorable de la LLC (Ganghammer et al.
2016; Manukyan et al. 2020). En effet, ces deux récepteurs forment des complexes
hétéromériques qui entrainent leur inhibition croisée par une contrainte conformationnelle
du CXCR4 dont l'affinité est réduite pour CXCL12, altérant ainsi sa fonctionnalité. A 'inverse,
dans les cellules CD5"°", les faibles niveaux de CXCR3 réduiraient la formation des
hétérodiméres CXCR3-CXCR4, augmentant ainsi la fonctionnalité de CXCR4. Cela permettrait
une migration efficace des cellules B de LLC vers les sites sanctuaires de prolifération. En effet,
il a été démontré que les cellules des patients présentant un phénotype CXCR39M/CXCR4bright
affichent une évolution clinique plus agressive que ceux avec un phénotype
CXCR3Pright/CXCR4Y™ (Ganghammer et al. 2016). Ces observations sont cohérentes avec les
conclusions de Xue et al. qui identifient la surexpression de CXCR4 comme un marqueur
pronostique défavorable dans la LLC (Xue et al. 2024). lls renforcent également les travaux de
D. Friedman et al. qui mettent en évidence une augmentation du potentiel de prolifération des
fractions PF et QF dans des échantillons de LLC issus du sang périphérique de patients en
rechute par rapport aux échantillons correspondants prélevés avant traitement (D. Friedman
et al. 2023). Par ailleurs, les recherches menées par A.N. Mazzarello et son équipe montrent
gue ces mémes fractions PF et QF sont les moins sensibles a un traitement par de I'ibrutinib,
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ce qui suggére qu’elles pourraient constituer un réservoir de cellules leucémiques prétes a
initier un nouveau cycle de prolifération si des signaux stimulants appropriés sont délivrés par
le MET (Andrea N. Mazzarello et al. 2023).

Les niveaux d'expression du CD5 influencent la survie des cellules B malignes

Pour approfondir notre étude de l'impact fonctionnel du CD5, nous avons utilisé une
lignée cellulaire B de LLC, appelée HG3 comme modéle d’étude. A notre connaissance, les HG3
sont les seules cellules B de LLC immortalisées par 'EBV qui expriment le marqueur clé de la
LLC, le CD5. Cependant, I'expression de ce dernier est bimodale, distinguant deux sous-
populations CD19*/CD5* et CD19*/CD5-, avec une prédominance de la sous-population
CD19*/CD5* Rosén 2012) (Manuscrit 2 ; Figure 1D). Dans leur analyse de séquencage de
I'exome entier (WES), Quentmeir et al. décrivent en détail la composition clonale des cellules
HG3 et attribuent la présence de ces deux sous-populations CD5* et CD5™ a I'existence de sous-
clones leucémiques distincts, plutét qu’a des artefacts de culture. Cette distinction est
essentielle, car elle écarte I'hypothése souvent évoquée d'une activation in vitro entrainant
I'expression du marqueur dans un sous-ensemble de cellules, ou celle d'une contamination
croisée avec une seconde lignée exprimant des marqueurs de surface discordants
(Quentmeier et al. 2016).1l a aussi été rapporté que la lignée cellulaire HG3 comprend trois
lignées clonales, a savoir une premiéere qui est CD5-, une seconde qui est CD5*, et une
troisieme qui contient a la fois des clones CD5* et CD5". Au sein de cette troisieme lignée
clonale, les clones « précoces » sont caractérisés par un nombre réduit de mutations et
expriment le CD5 (CD57). A l'inverse les clones « tardifs » accumulent un nombre plus élevé de
mutations et perdent I'expression du CD5 pour constituer un pool cellulaire CD5". Les résultats
de cette étude suggerent également que le CD5 est régulé au niveau
épigénétique/transcriptionnel, indépendamment de [I'épissage alternatif  décrit
précédemment (Renaudineau et al. 2005; Burguefio-Bucio, Mier-Aguilar, et Soldevila 2019) (Cf.
Le géne CD5). Grace a ses sous-clones isogéniques, la lignée cellulaire HG3 émerge comme un
modeéle pertinent pour explorer la diversité génétique des tumeurs et évaluer l'impact
fonctionnel de I'hétérogénéité d'expression du CD5 sur la réponse a une stimulation du BCR.
Notamment, la mesure de I'activité métabolique des deux sous-populations CD5* et CD5 triées
montre que la sous-population CD5- répond avec plus d’intensité a une stimulation
antigénique et présente ainsi un avantage de survie supérieur a celui de la sous-population
CD5* (Manuscrit 2 ; Figure 2A). Ces résultats confirment notre hypothése basée sur le réle
régulateur négatif du CD5 dans la signalisation du BCR (Tibaldi et al. 2011). De plus, ces
résultats révelent une hétérogénéité de la réponse a I'engagement du BCR au sein des
populations, avec une variabilité plus marquée dans la population CD5*. Cette hétérogénéité
de réponse pourrait en partie étre expliquée par la variation d’expression du CD5 et la perte
progressive de son expression au cours du développement de la sous-population CD5*
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« précoce », appartenant a la troisieme lignée clonale, vers la population « tardive » CD5"
(Quentmeier et al. 2016).

Dans un second temps, une mesure de |'activité métabolique des cellules HG3 sauvages et des
cellules HG3 CD5 knock-out, générées par des approches séquentielles CRISPR du CD5
(Manuscrit 2 ; Figure 1D) a été faite. Elle semble révéler une levée progressive de I'inhibition
de la signalisation du BCR a mesure que I'expression du CD5 est diminuée (Manuscrit 2 ; Figure
2B), renforgant ainsi le role répressif du CD5. En effet, les résultats montrent que I'inversion de
I'expression bimodale du CD5 dans les cellules HG3 CD5 knock-out entraine une augmentation
significative de I'activité métabolique, suggérant I'impact fonctionnel de I'expression
dynamique du CD5 sur la réponse cellulaire. Pour mieux décortiquer les mécanismes
moléculaires, nous nous sommes basés sur les travaux de Tibaldi et son équipe, qui relatent le
réle du CD5 dans la modulation de la signalisation du BCR par son association avec 'effecteur
de signalisation SHP-1 (Tibaldi et al. 2011). Pour cela, nous avons mesuré |'activité phosphatase
dans les cellules HG3 sauvages et les cellules HG3 « RNP3 » ; ces dernieres présentant la plus
grande inversion bimodale observée du CD5 (Manuscrit 2; Figure 1D). Lapproche de
cytométrie intracellulaire « Phosflow » s’est concentrée sur un site de phosphorylation,
considéré comme un site activateur de SHP-1 (Tyr536). Nos résultats préliminaires, non inclus
dans le manuscrit CD5, tendent a montrer une diminution de l'activité phosphatase dans la
condition HG3 « RNP3 » par rapport aux cellules sauvages. Cette observation corrobore nos
résultats sur l'activité métabolique qui suggérent une levée d’inhibition de la signalisation du
BCR quand le CD5 est invalidé. Elle renforce I'importance de la dynamique d’expression du CD5
sur la réponse cellulaire. Labsence de significativité statistique des niveaux d’expression de
pSHP-1 (Tyr536) entre les deux populations cellulaires (sauvages et RNP3) nécessitent
d’augmenter le nombre d’expériences.

Les niveaux d’expression du CD5 modulent le sécrétome des cellules B
leucémiques

L'impact fonctionnel du changement d’expression du CD5 a également été démontré
sur la capacité sécrétoire des cellules HG3. En effet, la réversion de I'expression du CD5
(Manuscrit 2 ; Figure 1D) modifie le sécrétome de la lignée cellulaire HG3 (Manuscrit 2 ; Figure
1D, a droite) en le faisant basculer d'un profil a dominance anti-inflammatoire a pro-
inflammatoire. Ce changement de facteurs solubles est caractérisé majoritairement par une
diminution significative du taux d'IL-10 et s'accompagne d'une augmentation marquée de la
sécrétion d'IFN-y au cours de I'invalidation séquentielle du CD5. Ces résultats corroborent nos
travaux publiés sur les facteurs immuno-modulateurs exprimés par les cellules leucémiques,
qui montrent qu’une expression élevée du CD5 par les cellules B de LLC est associée a
I'expression intracellulaire d'IL-10 et de TGFB1 ; deux cytokines anti-inflammatoires impliquées
dans le défaut de surveillance anti-tumorale. Ce défaut de surveillance se traduit par la
réduction des cellules Thl IFN-y* (Mékinian et al. 2023) et contribue a la progression de
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I’'hémopathie (Mékinian et al. 2023). Ainsi, les niveaux d'expression du CD5 dans les cellules B
leucémiques seraient liés a leurs fonctions immuno-régulatrices. Par conséquent I'invalidation
de ce marqueur pourrait expliquer la transition d’un secretome a dominante IL-10 vers un
secretome a dominante IFN-y dans notre modeéle de cellules leucémiques (Manuscrit 2 ; Figure
1D, a droite). Nos observations sont en accord avec différents travaux publiés, notamment
ceux de H. Gary-Gouy et al., qui démontrent que la transfection du géne CD5 dans des cellules
de la lignée B, Daudi entrainent la production d’IL-10 (Gary-Gouy, Harriague, Bismuth, et al.
2002; Gary-Gouy et al. 2007). lls corroborent encore I'étude de S. Garaud et al., qui rapporte
gue le CD5 contréle la production de I'lL-10 dans les cellules B de LLC par une activation des
facteurs de transcription STAT3 et NFAT2 (Garaud et al. 2011). Par ailleurs, notre étude
phénotypique des sous-populations CD5"8" et CD5'°% issus de patients LLC montre que des
niveaux élevés de CD5 sont également associés a une expression plus élevée du récepteur de
I'lL-10 (CD210a) (Manuscrit 2; Figure 1C). Mes résultats suggérent que ces cellules
leucémiques pourraient répondre non seulement a une sécrétion autocrine d’IL-10, comme le
montrent les données non publiées de I'équipe (Mhibik M) mais également a une sécrétion
paracrine comme le démontrent mes données publiées (Manuscrit 1 ; Mékinian et al. 2023),
renforcant la notion que des niveaux élevés de CD5 sont liés aux fonctions Bregs dans la LLC.

La dynamique d'expression du CD5 dans la physiopathologie de la LLC

Nos travaux révelent la complexité de I'impact fonctionnel des niveaux d’expression du CD5
sur la réponse des cellules B de LLC et sur le devenir des patients. Des niveaux d’expression
élevés du CD5 semblent favoriser une production de cytokines immuno-régulatrices telles que
I'IL-10, qui conferent un avantage de survie (Gary-Gouy, Harriague, Bismuth, et al. 2002) et
favorisent la progression de la pathologie (Mékinian et al. 2023). Des niveaux d’expression plus
faibles du CD5 semblent, quant a eux, moduler moins efficacement la signalisation du BCR,
compromettant ainsi le maintien de son équilibre et I'établissement de seuils d’activation
(Manuscrit 2 ; Figure 2B). Cette activation non-modulée se traduit également par un avantage
de survie cellulaire (Manuscrit 2 ; Figure 2B) (Le Roy et al. 2012; D. R. Friedman et al. 2018).
Selon leur profil d’expression du CD5, nous avons distingué deux groupes de patients. Nous
proposons que les patients au profil d’expression hétérogene du CD5, qui sont caractérisés par
la présence de deux sous-populations aux MFI les plus extrémes, bénéficient d’un avantage de
survie cellulaire en réponse a une stimulation du BCR et semblent avoir un plus grand risque
de progression de la LLC. Cet effet résulte probablement de I'action conjointe de leur deux
sous-populations High et Low. A l'inverse, les patients au profil d’expression homogéne, dont
les MFI du CD5 sont moins dispersées et refletent probablement un flux équilibré avec une
dominance CD5M", ont des cellules qui répondent modérément ou pas a un engagement du
BCR et proviennent de patients ayant un moins grand risque de développer une forme
progressive de la maladie (Manuscrit 2 ; Table 1). Il est a noter que nous avons exclus six
patients de notre étude transcriptomique en raison d'un traitement antérieur du patient ou
de la présence de mutations des génes ATM, P53, RPS15, IKZF3 et SFRB1 dans les cellules B
leucémiques. La quasi-totalité d’entre eux présentaient des profils d’expression hétérogénes
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(Dotplots non présentés), indiquant une possible association entre un profil d’expression du
CD5 hétérogene et des caractéristiques pronostiques défavorables. Ce lien ne sera possible
gue par I'analyse de plus d’échantillons LLC.
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CONCLUSIONS

Mes travaux de thése ont principalement examiné la dynamique et I'hétérogénéité
d'expression du CD5 a la surface des cellules B leucémiques, tout en étudiant les profils
transcriptomiques associés a I'expression de ce marqueur clé de la LLC. Dans ce contexte, notre
approche a visé a élucider les mécanismes moléculaires par lesquels le CD5 module les
réponses des cellules leucémiques, tout en ouvrant de nouvelles perspectives pour une
compréhension plus fine de I'évolution clinique hétérogéne de cette pathologie.

Par la démonstration d’un lien entre I'hétérogénéité d'expression du CD5 a la surface des
cellules B de LLC et leurs profils transcriptomiques et fonctionnels, mes travaux fournissent de
nouveaux arguments a la contribution du CD5 au phénotype régulateur leucémique et a son
implication fonctionnelle dans le processus d'échappement a I'immunité anti-tumorale.

D’un point de vue translationnel, I'examen des profils d’expression du CD5 dans 3 cohortes
indépendantes a mis en évidence I'existence d’une sous-population de cellules leucémiques,
la CD5'°" au sein de la masse tumorale. Cette sous-population apporte un avantage de survie
en réponse a un engagement du BCR, en accord avec I'avantage de survie observé dans une
lignée B de LLC, suite a linvalidation du CDS5. il serait intéressant de vérifier I'activité
enzymatique de la phosphatase SHP1 dans cette sous-population cellulaire CD5"%, pour y
compléter les caractéristiques intrinseques fonctionnelles. A I'image de la corrélation inverse
entre 'avantage de survie cellulaire et la survie globale des patients LLC (Le Roy et al. 2012),
cette sous-population CD5'°% tend a étre plus fréquente chez les patients développant une
forme progressive de la maladie (Manuscrit 2 ; Table 1). Méme si d’autres paramétres clinico-
biologiques, comme le sexe, le CD38 et le statut mutationnel des IGHV, n‘ont pas montré de
liens significatifs avec la présence de cette sous-population dans notre cohorte de 41 patients,
il serait intéressant d’augmenter le nombre d’échantillons LLC pour l'inclure comme un
éventuel parameétre de stratification des patients.
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Annexe

Articlen® 3:

Opposing effects of IFNy and TGF31 control 2,3 Indoleamine dioxygenase
expression in Chronic Lymphocytic B cells

La Leucémie Lymphoide Chronique (LLC) est un néoplasme de lymphocytes B matures
CD5". Les patients atteints présentent une évolution clinique hétérogéne, allant d'une maladie
indolente a une maladie progressive. Cette derniere est souvent associée a une susceptibilité
accrue aux infections et aux cancers secondaires en raison de défauts dans la reconnaissance
tumorale. Cette déficience immunitaire est en partie attribuée a U'expansion clonale de sous-
populations leucémiques aux propriétés immuno-régulatrices. Bien que ces fonctions
régulatrices soient couramment étudiées dans les tumeurs solides, leur évaluation dans les
néoplasmes hématopoiétiques reste un défi majeur.

Nos résultats publiés (Cf. Manuscrit n°1) (Mékinian et al. 2023) ont mis en évidence une
diversité fonctionnelle de 'expansion clonale des cellules B leucémiques en identifiant des sous-
populations exprimant de maniere hétérogene les facteurs régulateurs IL-10, TGFB1 ou FOXP3.
Ces sous-populations exercent des fonctions immunorégulatrices et sont impliquées dans la
progression de la LLC. Pour approfondir l'analyse de l'hétérogénéité fonctionnelle des sous-
clones leucémiques, l'objectif de ce travail consiste a explorer U'expression d’un autre facteur
régulateur, a savoir l'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO), une enzyme clé dans le catabolisme du
tryptophane (Trp) qui soutient le métabolisme cellulaire et contribue a l'établissement d'un
environnement tolérogene.

Nos résultats indiquent que UIFN-y est présent en quantités élevées dans le sérum des
patients LLC suite a un dosage par une approche ELISA-like et qu’il pourrait représenter un
inducteur majeur de l'expression d'IDO dans ce modele pathologique. L'étude de 'expression
protéique d’IDO montre qu’elle est hétérogene dans les cellules tumorales et fortement
augmentée par une stimulation avec de UIFNy exogéne. Une analyse approfondie du mécanisme
d'induction par U'IFNy révele une cinétique en deux vagues successives, observées aux niveaux
transcriptionnel (RT-qPCR) et protéique (Western Blot). La premiére vague est caractérisée par le
recrutement du facteur de transcription STAT1 au récepteur de l'IFN-y (IFNyR), suivi de U'activation
par phosphorylation du FT puis sa translocation dans le noyau, ce qui conduit a Uinduction d'IRF1.
La seconde vague, quant a elle, est marquée par une expression maximale d'IRF1 qui induit
I’expression d’IDO ainsi que celle d’un autre gene cible d'IRF1, PD-L1.

De maniere intéressante, une quantification cytokinique montre des profils d’expression
hétérogenes, qui sont caractérisés par des taux circulants élevés d'IFNy et réduits de TGFB1 par
rapport aux donneurs sains. Les effets opposés de ces cytokines sur l'orientation régulatrice dans
Uimmunité anti-tumorale, ainsi que leurs roles bien établis dans Uexpression d’IDO dans
différents contextes cellulaires, ont soulevé des questions quant a leurs impacts relatifs sur la
régulation de l'expression d'IDO. Pour y répondre, des stimulations isolées ou combinées ont été
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réalisées sur des échantillons de patients afin d'évaluer l'activation des effecteurs dépendants
de U'IFNy et du TGFB1, ainsi que l'induction de l'IRF1 et d'IDO. Les résultats ont mis en exergue un
mécanisme de compétition entre l'activation cellulaire par U'IFNy et le TGFB1 dans les cellules B
leucémiques. Ce modele suggere qu’un microenvironnement dominé par U'IFNy favoriserait
l'expression d’IDO pour maintenir la tolérance, ce qui serait compatible avec une lymphocytose
stable. A linverse, une expression dominante de TGFB1 inhiberait l'expression d'IDO et
favoriserait l'activation directe des voies régulatrices, sous-tendant la différenciation des Tregs et
l'absence de reconnaissance tumorale.

168



Opposing effects of IFNy and TGF31 control 2,3 Indoleamine dioxygenase expression

in Chronic lymphocytic B cells

Koceila Ait Belkacem™?*#, Helene Jin"?# Marie Ducroux™?, Laure Aubard’?, Feriel
Kanoun'?, Vincent Levy*, Florence Cymbalista’?2, Christine Le Roy"?® and Nadine Varin-

Blank"2%

(1) INSERM, U978, Laboratory SIMHEL, Bobigny, France

(2) USPN, UFR SMBH, Labex INFLAMEX, Bobigny, France

(3) Service d’hématologie biologique, APHP, Hopital Avicenne, Bobigny, France
(4) URC et CRC, APHP, Hépital Avicenne, Bobigny, France

# These authors are co-first authors

$ These authors are co-senior authors

* Corresponding author: Nadine Varin-Blank

email: nadine.varin@inserm.fr

U978 Inserm, UFR SMBH, USPN

74 rue Marcel Cachin 93017 Bobigny

Keywords: 2,3 Indoleamine dioxygenase, Interferon gamma, Transforming Growth Factor

beta, Chronic Lymphocytic Leukemia

169


mailto:nadine.varin@inserm.fr

Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a neoplasm of mature CD5B lymphocytes.
Patients present with a heterogeneous clinical course from indolent to incurable
progressive disease, which is associated with increased susceptibility to infection and
secondary malignancies due to defects in tumor recognition. Part of these defects is due
to an altered crosstalk with the immune microenvironment and regulatory properties are

attributed to the clonal malignant B cell expansion.

CLL B cells by expressing IL10, TGF1 and FOXP3 exert regulatory functions which alter
immune survey and provide tumor survival signals. This study explored the expression of
another regulatory factor, indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) that plays a key role in
tryptophan (Trp) catabolism fueling cellular metabolism, thus providing a tolerogenic

environment.

IDO is expressed at low levels in CLL B cells and functions in Trp catabolism. IFNy strongly
induces IDO expression in CLL B cells involving the activation of STAT1, the subsequent
induction of IRF1, which finally promotes IDO and PDL1 transcriptions. Importantly, the
presence of TGFB1 inhibits the later phase of this IFNy-dependent mechanism. Analysis
of the expression of the two inflammatory or regulatory cytokines indicates a
heterogeneous profile with IFNy-mediated expression of IDO and TGFB1-mediated

inhibition modulating tolerance or reversely regulatory pathways.
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Introduction

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a common neoplasm of the elderly in western
countries. Patients present with a heterogeneous clinical course that do not affect life
expectancy for a large proportion of them while others experience a rapidly progressive
disease and need of treatment (1). CLL is associated with quantitative and qualitative
alterations of both innate and adaptive immune cells, which increase susceptibility to
infection, as well as autoimmune disease. Patients have also a certain propensity to
develop secondary malignancies due to defects in tumor recognition and immune survey

(2, 3).

Leukemic cells consist of mature and experienced B lymphocytes, which accumulate in
the blood flow and in hematopoietic organs. In the course of clinical progression, a
proliferative pool has been characterized in enlarged and fully disorganized lymph nodes
(4, 5). A number of genetic alterations have been described with variable burden among
patients (6-8). However, one of the prevalent criteria to distinguish patients at risk of
progression to those with an indolent disease remains the mutational status of the heavy
chain variable region of immunoglubulins involving or not T cell dependent immune

response (IGHV) (9).

In lymph nodes and bone marrow, CLL cells have an enhanced survival thatrelies not only
on defective apoptosis in vivo but also on reciprocal crosstalk with stromal and immune
cells of the tumor microenvironment. On one hand, CLL cells receive protective and
activating signals from the surrounding stromal cells (10, 11). In addition, CLL cells
regulate by various mechanisms their immune counterparts. Specifically, they lead to
deleterious signals toward cells responsible for tumor recognition and removal, while
educating to their profit cells such as monocytes that generate protective signals (2, 12-

15).

Several reports including ours described a variable proportion of cells with regulatory
properties within the clonal B cell expansion. Tedder and colleagues evidenced a B-10 like
population, secreting IL10 and promoting CD4* Treg expansion (16). Drennan and al.

characterized this population among IGHV mutated patients and IL10 production was

171



identified as dependent of its promoter demethylation (17). Production of several other
regulatory factors, such as TGF31 or FOXP3, has been observed among both indolent and
progressive patients. These factors strongly impact the balance between Th1/Th2 versus
Treg populations and conduct a strong exhaustion of cells recognizing tumor B cells,

including CD8 cytotoxic T cells and NK or NKT cells (10, 13, 15).

Among the various parameters and signaling effectors involved in these regulatory
mechanisms, a key role is given to molecular sensors of cellular energetic capacity and
essential amino acid metabolism, such as the tryptophan one (18). Alteration of the
homeostasis of these metabolites leads deficiency in the production of NAD+ and ATP,
which both are fueling cellular metabolism. Also, deregulated expression of various
enzymes responsible for the homeostatic control of these essential amino acids
contributes to a marked inflammation, autoimmunity, transplant tolerance, chronic

infection and cancer (19-23).

Tryptophan (Trp) catabolism through the kynurenine pathway drives innate host defense
against microbial infection. This catabolism, which is initiated by indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO), drives an immunoregulatory pathway that promotes a protective
immune response balanced between inflammation and tolerance(21, 24, 25). Beside its
enzymatic properties, IDO plays a critical role in peripheral tolerance and its expression
is tightly regulated at both transcriptional and stability levels. One major transcriptional
regulation of IDO is operated by type /1l Interferon (IFN) response while stability of the
enzyme is under control of a SOCS3-dependent proteasomal degradation. IDO is also
acting in a feedback loop in type | IFN production preventing via this bidirectional

crosstalk excessive inflammation (26, 27).

Trp catabolites and IDO expression have been involved in several hematopoietic diseases
and leukemic neoplasms. Addressed in CLL disease, this study proposes a model
focusing on the mechanisms underlying IDO expression in the context of a defective
immune tumor survey. Our results show that IFNy is a major inducer of IDO expression
through a STAT1/IRF1 pathway. In line with the heterogeneous profile of inflammatory or
regulatory cytokines of CLL patients, our results indicate a competitive role for TGF31 on

IDO expression, which might reflect a regulatory pathway involved in tumor tolerance.
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MATERIALS AND METHODS

Patients

CLL blood samples were obtained during clinical observance of patients at various stages
of the disease after informed consent and approval by the local ethic committee (CLEA,
GHPSSD, Avicenne hospital). CLL diagnosis was confirmed using international
guidelines. Table 1 summarizes the clinical and biological parameters (Service
d’Hématologie Biologique, Avicenne hospital), including age, sex, Binet stage, CD38
expression, IGHV mutational status, cytogenetic features, P53 mutation at the

experimental time, as well as treatment status for the cohort of patients.

Human cell isolation, cell lines and cell cultures

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) were isolated by density gradient.
Lymphocytes were isolated from total blood by negative selection using B and CD4*
isolation kits ( Miltenyi and STEMCELL Technologies, France). Purified B cells subsets
purity was assessed by flow cytometry and were typically > 95% pure. Cell viability was
guantified with the Vi-CELLS™ XR Cell Viability Analyzer based on the Trypan Bleu
Exclusion method (Beckman Coulter, Life Sciences, France). All primary cells and HG3
cell line (4x10° cells/ml) were cultured in RPMI 1640 containing L-glutamine,
supplemented with 100 U/mg/ml/penicillin/streptomycin and 10% FCS (PAA, France) at
37°C and 5% CO2 for the indicated times. B cells were treated with IL-10 (40 ng/ml,
Miltenyi Biotec) , TNFa (40 ug/ml, Miltenyi Biotec), TGFB1 (5 ug/ml, Miltenyi Biotec), LPS
(5 pg/ml ; Miltenyi Biotec), IL-6 (40 ng/ml, Miltenyi Biotec), IFNy (0.5 ng/ml or 40 ng/ml,
Miltenyi Biotec). For cytokine detection by flow cytometry, Brefeldin A (BFA) (10 ug/ml,
Sigma Aldrich), PMA (500 ng/ml, Sigma Aldrich) and lonomycin (1 pug/ml, Sigma Aldrich)

were added for the last 4 hours of culture.
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Immunoprecipitation and Western blotting

Protein extracts were prepared in NP-40 lysis buffer (50 mM Tris-HCL [pH 7.5], 150 mM
NaCl, 10% glycerol, 1 mM EDTA, 1 % NP-40) containing protease inhibitors (10 pug/ml
apoprotinin, 5 ug/ml Leupeptin, 5 ng/ml pepstatin, 1 mM phenylmethyl sulfonyl fluoride
(PMSF), 1 mM DTT, 25 mM B-glycerophosphate, 1 mM sodium fluoride and 1 mM NazVOy).
Proteins were separated by SDS-PAGE transferred on Hybond membrane (Life
technologies) and probed with appropriate primary and HRP-conjugated secondary
antibodies (Table 2). Detection was performed using ECL kit (Bio-Rad, Marnes-La-
Coquette, France) and image were acquired with a Chemidoc MP (Bio-Rad).
Quantification was performed using Image Lab 4.10 (Bio-Rad). Forimmunoprecipitation,
cell extracts were incubated overnight with the indicated antibodies after 1 hour
preclearing. Beads were further washed with the lysis buffer and precipitates were eluted

in 4X Laemmli buffer prior to immunoblotting.

Cell fractionation

Membrane, cytoplasmic and nuclear fractions were prepared using the subcellular cell
fractionation kit (Pierce) according to the manufacturer’s instructions starting from
10x10° B cells. Protein concentration was quantitated using the BCA protein assay kit

(Pierce).

Flow Cytometry

Freshly isolated PBMCs, leukemic B cells in culture or not were stained for viability,
extracellularly labelled with antibodies for CD antigens, fixed and permeabilized,
intracellularly stained for cytokines (Table 2). After washes, cells were analyzed on
Symphony™ A3 SORP analyzer (Becton Dickinson) driven by the BD FACSDIVA™ software

and data compiled with the FlowJo™ software (BD Biosciences).
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Quantification of cytokines secretion, IDO and metabolites

Cytokines (IFNy , IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-4, IL-6, IL-8, TNFa and TGFB1, TGFB2 and
TGFB3) were quantified in the serum of CLL patients by U-plex assays (MSD) according to
the manufacturer’s protocols. IDO intracellular production was quantified by IDO DuoSet
ELISA Development System Kit (R&D Systems) according to the manufacturer’s
instructions. Absorbance was measured at 450 nm. Tryptophan and kynurenine
concentrations were measured with competitive enzyme-linked immunosorbent assay
using the kynurenine/tryptophan ratio ELISA pack (cat.no ISE-2227, ImmuSmol,

Bordeaux, France)

Quantitative reverse transcription PCR

RNAs were extracted using Trizol Reagent (Invitrogen) followed by RNeasy Mini kit
(QIAGEN). Reverse transcription was performed with iScript cDNA Synthesis Kit following
the manufacturer’s protocol (Biorad). All genes expression (Table 3) were analyzed by
guantitative RT-PCR with SYBR Green reagents using the StepOnePlus™ System
instrument (ThermoFisher scientific). Results were normalized to Cyclophilin and all
experiments were done in duplicate. Primers used for amplification were purchased from

Eurogentec.

Statistical analysis

Data are expressed as means with SEM or numbers with frequencies. For the comparison
of quantitative values, the parametric t-test Student test was used for the continuous
variables. For competition experiments, the Anova-test Oneway was used. Analyses were

carried out using Graphpad statistical software.
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Results

CLL cells show a cytokinic and immune heterogeneous regulatory profile

Strong prevalence of B lymphocytes over T cells in CLL peripheral blood is a feature of the
disease as compared to healthy donors. Noteworthy, CLL is accompanied by a large
decrease of immune cells responsible for tumor recognition and removal (28). In a cohort
of untreated CLL patients, we observed a profound reduction of T cell percentages, for
both CD4 and CD8, as well as NK and NKT cells; reversely, the B cell compartment was
strongly amplified compared to control PBMCs. Within the CD4* T cell population a
modest increase of regulatory T cells was observed in several blood samples while Th1
cells strongly declined and Th2 remained low in malignant PBMCs (Figures 1A and S1A).
The levels of various cytokines representative of the different populations were then
analyzed in the serum of the patients and compared to those of healthy donors. High
levels of IFNy were found in the serum of a number of patients compared with controls.
The other cytokines tested, including IL4, IL6, IL8, IL10, TNFa., IL17 and IL35 were present
at low levels in both groups; TNFa being nevertheless differentially higher for CLL
patients. At the opposite, TGFB1 levels were significantly lower in patients’ sera, while
TGFB2 and TGFB3 were not significantly different and present at very low levels in CLL and
HD samples (Figure 1B).

Due to the opposite roles of these factors in immune crosstalk during inflammatory and
tolerogenic process, we analyzed the cellular subsets responsible for these high levels of
IFNy. Using multiparametric flow cytometry methodology, the production of IFNy was
investigated in different subpopulations (Figure S1B). Greater proportions of IFNy* T4, T8,
NK and NKT (%) were seen in healthy controls compared with CLL PBMCs. Although in
smaller proportion in CLL samples, IFNy* B, CD8 T and NKT cells expressed more the

cytokine (MFI) than their normal counterparts (Figure 1C).
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CLL cells express basal and inducible indoleamine 2,3-dioxygenase

CLL B cells exert regulatory properties toward their immune counterparts involved in
tumor recognition by expressing and secreting factors, such as IL10 and TGFf1 (Mekinian
et al., in press). These factors are produced by leukemic subpopulations present in
heterogeneous proportions among patients during disease progression. Other regulatory
molecules, including indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), impact also directly or
indirectly immune tumor survey (20, 25). Moreover, IFNy, which was present in high
quantities in CLL sera (Figure 1B, left), has been shown as a major IDO-inducer in solid
tumor infiltrates (24). Therefore, we determined whether CLL B cells might express the
regulatory enzyme. Purified B cell extracts from 15 CLL patients (UPN) were analyzed by
biochemical assays. A basal expression of IDO was barely detected by western blot
analysis for several patients at levels comparable to those of the human CLL cell line HG3
(Figure 2A left). Cellular lysates were also subjected to ELISA as a more sensitive
methodology, which allowed detection of IDO in every sample tested (Figure 2A right).
Then, the activity of the enzyme was evaluated by quantification of one major metabolite,
kynurenine, which allowed to delineate two groups of samples. This result was confirmed
on a larger set of samples with one group showing higher amounts of kynurenine, while
the second one was comparable to levels found in healthy donor samples (Figure 2B left
and right). The highest levels of kynurenine were linked to those of the IDO enzyme and
the ratio between Trp and its catabolite kynurenine tends to be lower in CLL samples

compared to control samples showing some consumption of Trp (Figure S2A).

Several cytokines and immune activation were then tested for their capacity to induce
IDO expression at the translational et transcriptional levels. As described in several solid
tumors, IFNYy (40 ng/ml/4x108cells) exposure showed the more pronounced effect on IDO
protein expression. As shown by western blot quantification, stimulations with IL10, IL6,
TNFa, TGFB1 or immune activation with LPS showed only a weak effect on IDO protein
levels. The IFNy-dependent transcriptional induction was confirmed on IDO transcript by

RT-gPCR analysis and LPS showed also a weak increase of the enzyme mRNA (Figure 2C).
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A similar induction of the IDO protein was observed upon IFNy stimulation and not upon

TNFo in the human cell line HG3 (Figure S2B).

IFNy-dependent induction of IDO and PDL1

In order to clarify the mechanism responsible for IDO induction in CLL B cells, a kinetic of
activation was performed on purified primary cells and the levels of expression and
activation of IFNy-dependent effectors were analyzed by western blot. Upon 1h-
activation with IFNy, STAT1 phosphorylated at Y701 was already detected (Figure 3A). The
latter was recruited into the complex formed at IFNy receptor, as shown by
immunoprecipitating STAT1 and INFy-R1 (Figure S3A). Maximum phosphorylation of Y7
STAT1 was reached after 6 h of incubation and remained elevated at longer time points
(Figure 3A). A similar activation was seen in HG3 cell line (Figure S2B). In a sub-cellular
fractionation, the activated STAT1 accumulated in the nucleus during this time frame
(Figure S3B). A self-induction mechanism of STAT1 was also seen as described in other
cellular models possibly participating to the sustained recruitment at IFNYR up to 24h
activation. Moreover, an increase of STAT1 was observed at the protein level after 12h of
IFNy-treatment and induction was confirmed by RNA accumulation after 6h of incubation
(Figure 3B, left). Nuclear accumulation of phospho-Y’®* STAT1 was consistently followed
by induction of IRF1, one of its important target gene, which was visible both at the RNA
and protein levels already after 1h IFNy activation. In line with IRF1 induction, a second
wave of activation led to the expression of IDO seen after 6h and 12h of IFNy incubation
for RNA and protein respectively (Figure 3A-B). Finally, we evaluated the levels of Trp and
its catabolite Kynurenine in the culture supernatant, which validated the enzymatic
activity of IDO with a significant decrease of the ratio Trp/Kynurenine after 48h (Figure

3C).

The IFNy-dependent activation cascade of CLL-B cells was further validated by the
concomitant induction of PDL1, another key player of tumor survey. The kinetic of

induction of the immune checkpoint were similar to those of IDO with a significant
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induction of the RNA at 6h of IFNy treatment and detection of the protein by western blot
(Figure 3D-E) or flow cytometry after 12h (Figure S3C). A graphic representation of the
transcriptional and translational regulations of STAT1, IRF1, IDO and PD-L1 shown in
Figure S3D highlights the two waves of induction leading first to IRF1 expression followed

by those of IDO and PDL-1.

IFNy and TGFB1 have antagonistic roles on IDO production by CLL B cells

The analysis of sera from CLL patients and healthy donors showed a significant and
opposite difference of IFNy and TGFB1 production by immune cells (Figure 1B). IFNy was
more abundant in CLL sera while TGFB1 was preponderant in healthy controls.
Considering their respective roles during an inflammatory response and their opposite
impact on the regulatory orientation during anti-tumor survey, we analyzed their relevant
role in IDO production by CLL B cells (29). First, dose-response stimulations were realized
on purified B cells with IFNy and TGF(31 at lower concentrations consistent with those
observed by ELISA. Cellular activation of various patient samples was observed upon
stimulation with IFNy or TGFp1 as low as 0.5ng/ml/ 4x10° cells (Figure 4A). In every
sample tested, stimulation with IFNy for 24 h allowed detection of phosphorylated Y’*'
STAT1 and induction at various extents of IDO (Figures 4A-C). Similar results were
obtained in the HG3 cell line (Figure S4A). Stimulation by TGF31 up to 1 ng/ml/4x10° cells
resulted in several samples, but not all, in the phosphorylation of Ser#¢*4¢” Smad2 (Figures
4A) without affecting IDO expression. Of note, expression of Smad3 was not observed in
the tested patient samples while both Smad2 and 3 were expressed in the HG3 human
CLL cell line. However, the later did not respond in terms of Smad phosphorylation to

TGFB1 treatment (Figure 4A-C and Figure S4A).

Thus, these experiments allowed to define the stimulatory conditions (0.5 ng/mlIFNy and
1 ng/ml TGFB1) to dissect the influence of both cytokines on IDO production. Then,
isolated or combined stimulations were used on patient samples to evaluate the

activation of IFNy- and TGFB1- dependent effectors and induction of both IRF1 and IDO.
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As shown in Figure 4C, the presence of TGFB1 strongly interfered with the IFNy-mediated
induction of IDO; at the opposite, expression of IRF1, the earlier inducer of the pathway,
was not affected in these conditions. Indeed, STAT1 phosphorylation was activated by
IFNy and not modified in the presence of TGFB1. Finally, when stimulation by TGFf1
resulted in Smad2 phosphorylation, the combined presence of IFNy did not modified
significantly the activation of this TGFf signaling effector. Furthermore, activation of one
of the non canonical signaling pathways of TGFf} leading to p38 phosphorylation was
always detected in the patient samples and even at high levels for several samples at

basal levels (Figure 4C and S4B).

The activating role of IFNy on CLL B cells was confirmed by the profile of cytokines
produced in the supernatant of the cells upon stimulation. Secretion of the inflammatory
response cytokines, such as IL4, IL6, IL17A or TNFa was increased by IFNy and not by
TGFB1 treatments. None of the two factors modified the secretion of IL8. Furthermore,
co-stimulation with TGFB1 did not alter this secretory profile. Alternatively, TGFp1
stimulation did not modify the secretory profile of CLL B cells toward the production of
regulatory cytokines, such as IL10 or IL35 (Figure 4D). This result argues for a regulatory
role of TGFB1 on IFNy-dependent induction of specific targets important for the tumor

tolerance of the immune counterparts.
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Discussion

Regulatory roles are attributed to several cytokines and factors, such as IL10, TGFf1,
Granzyme, IL35 and IDO, due to their impact on different immune cells that are involved
in pathogen clearance, inflammation resolution and tumor clearance (30). Important
balances between activation and inhibitory signaling are mediated by these factors,
which implicate them in the development and progression of various pathologies,
including host versus graft response, chronic inflammation, autoimmunity and cancers
(31, 32). If these regulatory functions are now regularly investigated in solid tumors,
assessment of these mechanisms and crosstalk in hematopoietic neoplasms remains

challenging.

We undertook in this study the characterization of the mechanisms by which CLL cells
might express IDO, a central player in antigen presenting cells and in the maintenance of
tolerogenesis of the immune system(20, 25). This tolerant microenvironmentis one of the
key features accompanying CLL lymphocytosis and ultimately clinical progression. This
study was built on previous findings demonstrating regulatory properties of CLL B cells
toward theirimmune counterparts leading to enhanced leukemic cell survival and altered
immune survey (Mekinian et al. in press). The regulatory population was characterized by
expression of a relative homogeneous pattern of IL10 secretion and a highly
heterogeneous profile of TGFB1 secretion among CLL samples: several CLL B cells
expressing high levels of the growth factor while others had very poor expression. Our data
show a heterogeneous profile of TGFB1 supported by a high pattern of IFNy expression in
CLL patients’ sera, arguing for a chronic inflammatory context. PBMCs analysis confirmed
the altered Th1 response and the defect in NK and NKT cells accompanying CLL disease
and defective tumor clearance. The heterogeneous profiles of circulating higher IFNy and
lower TGFB1 compared with healthy donors brought the question of their relative impact
on the regulation of IDO expression that is described as a target of both cytokines in
different cellular contexts (24, 33). Even if the proportions of IFNy* CLL B cells were rather

low, their production was more abundant than those of the normal counterpart. We also
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observed a similar difference in CD8*and NKT cells. The latter finding is in agreement with
IDO’s indirect suppressive activity on these cells and the low levels of these cells in CLL

PBMCs.

We established that IDO was detected at low levels in several CLL B cell samples. This
finding strongly suggests the tight regulation both at the transcriptional and post-
translational levels of this important metabolic enzyme that controls access to
tryptophan(33). Importantly, Trp depletion results in suppression of T cell proliferation
and increased apoptosis(19, 23). We observed a strong induction of IDO upon stimulation
with IFNy. This induction involved activation of various effectors, such as STAT1, already
described in other cell types, as well as induction of IRF1, that is able to promote IDO
transcription. A mild effect of LPS was also observed on the transcriptional regulation of
Ido1 and was not significant at the protein level probably due to the post- translational
regulation of IDO by SOCS3- dependent proteasomal degradation. This mechanism was
uncovered in a more acute inflammatory context where IL6-driven signaling leads to IDO
degradation (27). The precise study of IFNy-driven mechanism of induction demonstrated
a kinetic with two successive waves seen at both RNA and protein levels. In a first step,
the recruitment of STAT1 at IFNYR and its phosphorylation allowed activation of the
transcription factor. In turn STAT1 translocated to the nucleus to promote expression of
IRF1 as well as a self-modulation of its expression. De novo expression of STAT1
prolonged the initial effect of the stimulation. This modulation was seen even when low
concentrations of IFNy were used showing that concentrations compatible with those
observed in the fluidic microenvironment might allow a comprehensive activation of CLL
cells. A second wave consisting in the maximal expression of IRF1 after 6h of IFNy
stimulation allowed the transcription of IDO and a slightly delayed increase of the protein.
Interestingly, we also observed the induction of a second target gene of IRF1, the
checkpoint molecule PDL1 that has also strong modulatory functions in the immune
response. Its expression activates inhibitory receptors and leads to T cell exhaustion and

lost of efficient immune response (34, 35).

At the opposite, IDO in CLL B cells was not induced by a TGF31-dependent mechanism
as previously described in plasmacytoid DCs (24). Nevertheless, B cells exhibited some

TGFB1 driven activation of the canonical as well as non-canonical signaling pathways.

182



TGFB1 stimulation led, in several samples, to a relevant phosphorylation of Smad2 and,
phosphorylation of p38, in a majority of samples, even in basal conditions. However, CLL
B cells showed a restricted capacity to respond to TGF1 since patients’ samples did not
express Smad3. Interestingly, the HG3 CLL cell line was unable to respond to TGFp1
stimulation in terms of Smad2/3 phosphorylation and effectors of non-canonical
signaling pathways should be investigated. This absence of response to rather low doses
of TGFB1 is an argument against a role for IDO as working at inducing a stably regulatory
phenotype in these cells (pallota et al (24). However, its catalytic function toward Trp and
production of its catabolite kinurenine was maintained in these cells since after 48h of
culture with IFNy we observed a significant decrease of the Trp/kin ratio. Our results also
highlight a competitive mechanism between IFNy- and TGF31- cellular activation in the
leukemic cells probably depending on a IFNy-oriented or TGFB1-dominant
microenvironment. Indeed, early effectors of IFNy-mediated induction are not the direct
target of this inhibitory effect of TGF1 since phosphorylation of STAT1 was not modified
in the culture where both cytokines were present. The absence of an effect of TGF31 on
IRF1 induction gives credit to a competitive mechanism taking place at the transcriptional
level for the expression of IDO. Of note, TGFB1 via phosphorylation of Smad2/3 regulates
positively its own expression and it remains to determine whether the limited expression
of these effector might impose a TGFB1 versus IDO competitive regulation (22). In line
with this point, we analyzed two samples from one individual at two stages of the disease
and found expression of IDO correlated with the highest levels of IFNy which also
corresponded with lower levels of TGF1 (UPN 334). Altogether, our results give credit to
a model in which a IFNy dominant microenvironment would favor expression of IDO to
maintain a tolerigenic response in frame with a stable lymphocytosis while dominant
expression of TGFB1 would inhibit IDO expression and favor the direct activation of
regulatory pathways including differentiation of Tregs, self-induction of TGF[31 and lack of
tumor recognition. A larger analysis with patient samples at various stages of the disease
should shed lights on this working hypothesis and give new insights on the fine immune
regulation operated by CLL B cells based on signals provided by the surrounding tumor

microenvironment.
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Figure Legends

Figure 1: CLL cells show a cytokinic and immune heterogeneous regulatory profile

(A) Frequencies of various subpopulations among PBMCs (LB, LT, LT4, LT8, NK and NKT)
oramong CD4" T cells (Tregs, Th1, Th2) were evaluated by flow cytometry on CLL patient
samples (n = 15) compared to healthy donor (n = 4). Unpaired t-test, *** P <0.00005, ***
P <0.0005, ** P <0.001. (B) Graphic representation of cytokines (IFNy, IL10, IL35, IL17A,
IL4, IL6, IL8, TNFa and 3 different isoforms of TGF[3 (TGFB1, TGFB2, TGFB3) measured out
by multi-ELISA-Like technology “U-Plex” (n= 15) in sera from CLL and healthy donors (n =
4), Unpaired t-test, **** P < 0,0001. (C) Quantification of relative proportion and MFI of
IFNy production in various subpopulations of cells (LB, T4, T8, NK, NKT) were assayed by
flow cytometry on CLL patients samples (n = 15) and compared to healthy donors (n = 4);

Unpaired t-test, ns, not significant P > 0.05, ** P <0.001, *** P <0.0005.

Figure 2: CLL cells express basal and inducible indoleamine 2,3-dioxygenase

(A) Human purified CLL B cells were lysed and total cell extracts were analyzed by
immunoblotting (UPN are indicated) or ELISA immune-assay. Western blots were
processed with IDO antibody; Cyclophilin was used as a loading control. HG3 cells were
treated (C+) or not (C-) with IFNy for 24 h and used as controls. (B) Histogram shows the
concentration of indoleamine 2,3-dioxygenase in B cell lysates (blue bars) and kynurenine
(red bars) in supernatant of CLL patients (UPN); both were evaluated by ELISA
immunoassay (n=15) right: kynurenine quantification of a larger cohort of patients (n = 37)
was compared to healthy donors (n=7). (C) Human CLL B cells were treated for 24 h with
TGFB1 (5 ug/ml), LPS (5 pug/mt), IL10 (10 ug/ml), IL6 (40 ng/ml), TNFa (40 ug/ml) or IFNy (40
ng/ml). Tubulin was used as loading control (n = 3). From CLL B cells, total RNAs were
extracted and IDO expression was analyzed by RT-qPCR. The housekeeping gene used

was PP2A. Paired t-test, ns, not significant P> 0.05, * P <0.0312
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Figure 3 : IFNy-dependent induction of IDO and PDL1

(A) Western blot analysis of a B-CLL lysate treated with 40 ng/ml IFNy for the indicated
times and denoted antibodies (n=6). (B) Expression of STAT1, IRF1 and IDO were assessed
by RT-gPCRin CLL B cells after treatment with 40 ng/mlIFNy for the indicated times; PP2A
was used as a housekeeping gene (n=6). Paired t-test, *P > 0.0178, ** P <0.0079 *** P <
0.0002. (C) The Tryptophan over kynurenine ratio was calculated based on ELISA
quantification in culture supernatant of purified CLL-B cells stimulated with 40 ng/ml of
IFNy (n = 6) at times 0 and 48 hours. Paired t-test, **P > 0.0022. (D) Western blot analysis
of a B-CLL lysate upon treatment with 40 ng/ml IFNy for the indicated times using anti-
PDL1 antibody for detection and tubulin as a loading control (n=6). (E) Expression of PDL1
in CLL B cells after a treatment with 40 ng/mLlIFNy for the indicating times was assessed

by RT-gPCR; PP2A was used as a housekeeping gene (n=6). Paired t-test, ** P <0.0079.

Figure 4 : IFNy and TGFB1 have antagonistic roles on IDO production by CLL B cells

(A) Dose response to IFNy or TGF31 were assayed on purified CLL B cells by western blot.
The indicated concentrations of IFNy or TGF31 were used for 24 h stimulation; detection
was performed with the indicated antibodies. Tubulin and PLCy2 were used as loading
controls (n = 3). (B) Quantification of IDO expression normalized to Cyclophilin in CLL B
cells stimulated for 24h in presence or not of IFNy (0.5 ng/ml), TGFB1 (1 ng/ml) or both
(n=4). (C) Western blot analysis of a B-CLL lysates treated with 0.5 ng/mLlIFNy or 1 ng/ml
TGFB1 or both for 24h. Detection was performed using anti-pY’®! STAT1, anti-STAT1, anti-
pSeri®48-Smad2/ -pSert*425-Smad3, anti-Smad2/3, anti-pT'®°Y'®’-P38, anti-P38, anti-
IRF1, anti-IDO and anti-cyclophilin used as loading control (n=4). (D) Graphic

representations of secreted cytokines in B cell supernatants (IFNy, IL-10, IL-35, IL-17A,
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IL-4, IL-6, IL-8, TNFa) that were evaluated by multi-ELISA-Like technology “U-Plex” after

stimulation with or without IFNy, TGF31 or both (n=5). Paired t-test, ** P <0.0079.
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Supplementary Figures

Supplementary Figure 1: CLL cells show a cytokinic and immune heterogeneous

regulatory profile

(A) Gating strategy on PBMCs from a representative CLL patient indicates how LT (CD19-
CD3+), LB (CD3- CD19+), CLL-B (CD3- CD19+ CD5+), T4 (CD19- CD3+ CD4+), T8 (CD19-
C3+ CD8+), Tregs (CD25+ CD127low), NK (CD56+ CD3-) and NKT (CD56+ CD3+) were
identified using light scatter profile (SSC vs FSC), excluding doublet cells (FSC-H vs FSC-
A) and viable staining without any stimulation. (B) Representative gating strategy
identifying IFNy production in different subpopulations (LB, LT8, Th1, NK and NKT) of
PBMCs from CLL or healthy donors by flow cytometry.

Supplementary Figure 2: CLL cells express basal and inducible indoleamine 2,3-

dioxygenase

(A) Link between IDO and Kynurenine quantities determined by ELISA in CLL patients’
samples. Lines link individual patient samples. Paired t-test **** P> 0.0001. Tryptophan
concentration in serum (middle) and ratio between tryptophan and Kynurenine (right) in
CLL patients (n= 37) were graphed. (B) Dose response activity in HG3 cell line was
assayed to evaluate the expression levels of phosphoY”°! STAT1, STAT1 and IDO upon IFNy
(0 to 40 ng/ml) or TNFa (0 to 40 ng/ml) stimulations then analyzed by western blot with

corresponding antibodies; PLCy2 was used as a loading control.
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Supplementary Figure 3: IFNy-dependent induction of IDO and PDL1

(A) Total cell extracts from CLL B cells stimulated or not with IFNy (40 ng/ml) for 1h or 24h
and then immunoprecipitated for its cognate receptor (using anti-IFNyR1 antibody) or for
its early effector (using anti-STAT1 antibody). Immunoprecipitated complexes were
analyzed with anti-phospho-Y’®" STAT1, anti-IFNYR1 and anti-STAT1 (n=4). (B) Western
blots showing the subcellular localization of phosphoY’®'-STAT1, STAT1, IRF1 and IDO;
anti-B1-integrin, anti-tubulin and anti-hRNP1 antibodies were used to assess the purity of
membrane (mb), cytoplasmic (cyto) and nuclear (Nuc) fractions, respectively (n=3) (C)
Representative dot plots showing the percentage of PD-L1* CLL B cells (rectangle) upon

24 h of IFNy stimulation (n=3)

(D) Graphical analysis of expression levels of mMRNA generated by gRT-PCR (dotted line)
and protein obtained by western blot (solid line) of the various effectors phosphoY”"
STAT1, STAT1, IRF1, IDO and PDL1 after treatment of CLL B cells with 40 ng/mLlIFNy during
the indicated time. This graph highlights the shift between RNA and protein expressions

of the effectors.

Supplementary Figure 4: IFNy and TGFB1 have antagonistic roles on IDO production
by CLL B cells

(A) Dose response to IFNy and TGF[31 was examined in HG3 cell line by western blot. HG3
were stimulated with the indicated concentrations of IFNy or TGF1 and the expression
levels of the effectors were assessed with the indicated antibodies; PLCy2 was used as a
loading control (n = 3). (B) Quantification of pY’®'-STAT1, IRF1, pS*-468-Smad2/-pS+33-42>-
Smad3 and pT'®Y'®’-P38 expression normalized to the indicated proteins in CLL B cells

cultured for 24 h in presence or not of IFNy, TGF31 or both (n=4).
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Table 1: Patient’s biological and clinical parameters

Age Lymphocytosis IGHV | CD38
UPN Sex Stage
(year) (G/L) status | expression
013 M 45 M
135 F 105 UM -
187 M 223 M
437 F 395
198 M 94 Progression | UM +
198 M 128 Progression | UM +
215 M 25 indolent M -
226 F 70 UM +
256 M 99 indolent M -
265 M 14 indolent M -
285 M 74 M -
298 M 219 Progression | UM -
307 F 50 indolent M +
334 M 44 indolent M +
334 M 20 indolent M +

F = Female ; M = Male ; UM = unmutated ; M = Mutated ; ND = Not Determined

Table 2: Antibodies used in western blot and flow cytometry

Applicatio | Antibody name Clone Fluorochrom | Compagny

n e

p-Smad2 (Serd65/467)
D27F4
/ Smad3 (Ser423/425) None
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Western Smad2/3 D7G7 Cell
Blot P38 MAPK Polyclonal Signaling
p-p38 MAPK Technologie
Polyclonal
(Thr180/Tyr182) S
p-STAT1 (Tyr701) 58D6 (CST)
STAT1 Polyclonal
PDL1 E1L3N
IRF-1 D5E4
IFNGR1 Polyclonal
IDO D5J4E
Cyclophilin Polyclonal
Tubulin Polyclonal
CD3 SK7 BUV496
CDh4 SK3 BUV480
CD5 L17F12 BUV615
CDs8 RPA-T8 BUV395
CD16 3G8 BUV563
CD19 SJ25C1 BV786
Becton
Flow CD25 M-1251 PECY7
Dickinson
Cytometry | CD56 NCAM16.2 BUV661
CD127 HIL-7R-M21 FITC (50)
PD1 EH12.1 Bv421
IFNGR1 GIR-94 PE
IL-4 8D4-8 APC
IFNy 4S.B3 PECYY
PDL1 10F.9G2 Percp-Cy5.5 Biolegend

Table 3: Primers used in RT-PCR

Gene Primer Forward Primer Reverse
IRF1 CTATGGAGACTTTAGCTGTAAGG GCTGTAGACTCAGCCCAATAT
IDO GGATCCTAATAAGCCCCTGAC ACTGCAGTCTCCATCACGAAA

192




PDL1 GGTCATCCCAGAACTACCTC TAAGATGGCTCCCAGAATTACC
STAT AGATTTAATCAGGCTCAGTCGG TACTGTCAAGCTCTTTCTGTTTGTC

1
PP2A | GGATCCATGGACGAGAAGGTGTTC | AAGCTTCAGGAAGTAGTCTGGGGTACGA

AC

CG
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3:
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Figure 4
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