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RESUME
Lymphocytes B régulateurs dans la GVH chronique humaine
et
Role de la myosine 18A dans la cytotoxicité des lymphocytes NK

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques (HSCT, hematopoietic stem
cell transplantation) reste le seul traitement curatif pour de nombreux patients atteints
d’hémopathies malignes. Dans prés d’un cas sur deux, I’allogreffe se complique de réaction
chronique du greffon contre 1'hote (GVH (graft-versus-host) chronique). Les lymphocytes B
régulateurs sont une population de lymphocytes B sécrétant de I’interleukine (IL)-10 et
capables d’inhiber les réactions inflammatoires. Nous avons montré que chez I’homme atteint
de GVH chronique active, la fréquence des lymphocytes B régulateurs est diminuée dans le
sang périphérique. Les lymphocytes B régulateurs sont principalement enrichis dans la
population B de phénotype mémoire et plasmablastique. Une augmentation de la fréquence
des plasmablastes et une diminution du nombre de lymphocytes B de phénotype mémoire
chez les patients allogreffés atteints de GVH chronique active suggérent des altérations de la
différenciation terminale des lymphocytes B. Nos travaux ont également porté sur les
lymphocytes NK qui ont un role cytotoxique. Nous avons identifi¢ I'un des récepteurs de
surface des lymphocytes NK, CD245, comme étant la myosine 18A. La myosine 18A est
impliquée dans 1’organisation du cytosquelette et constitue un récepteur du surfactant A.
Nous avons montre qu’il s’agissait d’un récepteur co-activateur de la cytotoxicité NK et que
cette augmentation de cytotoxicité pourrait étre liée a la stimulation de I’expression de la
molécule de stimulation CD137 (4-1BB) a la surface du lymphocyte NK. Ces résultats
suggerent un potentiel role thérapeutique de 1’utilisation d’anticorps agonistes spécifiques de
CD245.

SUMMARY
Regulatory B cells in human chronic graft-versus-host disease
and
Role of myosin 18A in NK cell cytotoxicity

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) remains the only curative
treatment for many patients with haematological malignancies. In almost half of the cases, it
is complicated by chronic graft-versus-host disease (cGVHD). Regulatory B cells are a
population of B cells secreting interleukin (IL)-10 that can inhibit the immune responses. We
have shown that in patients with active cGVHD, the frequency of regulatory B cells is
decreased in the peripheral blood. Regulatory B cells are enriched in the memory B cell and
plasmablast B cell pools. Increased plasmablasts frequencies and decreased memory B cells
frequencies were found in patients with active cGVHD, suggesting alterations in the terminal
differentiation of B cells. Our work also focused on NK cells that have a cytotoxic role. We
identified one surface receptor of NK cells, CD245, as myosin 18A. Myosin 18A is involved
in the organization of the cytoskeleton and is a receptor of the surfactant A. We have shown
that myosin 18A was a coactivating receptor of the NK cytotoxicity and that this increase in
cytotoxicity could be linked to the stimulation of the expression of CD137 (4-1BB) on the
surface of the NK lymphocyte. These results suggest a potential therapeutic role of the use of
specific CD245 agonist antibodies.
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Introduction

Malgré les progres substantiels de la recherche dans le domaine des hémopathies malignes,
I’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques (HSCT, hematopoietic stem
cell transplantation) reste le seul traitement curatif pour de nombreux patients atteints
d’hémopathies notamment malignes. Dans prés d’un cas sur deux, 1’allogreffe se complique
de réaction chronique du greffon contre I'hote (GVH (graft-versus-host) chronique) qui est
une réaction immunologique du systéme immunitaire greffé¢ (donneur) envers les tissus du
receveur aboutissant a une inflammation et une fibrose des tissus (1). En plus d'étre la
premiére cause de mortalité non liée a la rechute apres allogreffe, la GVH chronique affecte
trés séverement la qualité de vie du patient. Les premiers organes atteints par ordre de
fréquence sont la peau et les muqueuses mais les articulations, le tube digestif, le foie, le
poumon (2,3) et pratiquement tous les organes peuvent étre touchés. Les différents
traitements disponibles sont souvent insuffisamment efficaces et sources d’effets secondaires
notamment infectieux, car il s’agit le plus souvent d’immunosuppresseurs administrés a des
patients qui sont déja lourdement immunodéprimés du fait de 1’allogreffe et du retard de
reconstitution immunitaire li¢ a la GVH chronique (4). Les lymphocytes B régulateurs sont
une population de lymphocytes B sécrétant de I’interleukine (IL)-10 et capables d’inhiber les
réactions inflammatoires (5). Un déficit quantitatif ou fonctionnel des lymphocytes B a été
découvert dans plusieurs maladies auto-immunes humaines ainsi que dans un modele murin
de GVH (6). Nous avons montré que chez I’homme atteint de GVH chronique active, la
fréquence des lymphocytes B régulateurs, définie par le pourcentage de lymphocytes B
producteurs d’IL-10, est diminuée dans le sang périphérique. Les lymphocytes B régulateurs
sont principalement enrichis dans la population B de phénotype mémoire CD24"CD27" et
plasmablastique CD27"CD38" chez les sujets sains et allogreffés avec ou sans GVH. Ce

déficit de production d’IL-10 pourrait étre 1i¢ a un déficit de signalisation sur les voies Erk



(extracellular signal regulated kinase) et STAT (signal transducer and activator of
transcription) 3. Une augmentation de la fréquence des plasmablastes et une diminution du
nombre de lymphocytes B de phénotype mémoire chez les patients allogreffés atteints de
GVH chronique active (7) suggérent des altérations de la différenciation lymphocytaire B, en
particulier des réactions du centre germinatif, au cours de la GVH chronique.

Nos travaux ont également porté sur les cellules NK qui sont une variété de lymphocytes de
I’immunité innée, dont 1’activité est régulée par une balance de récepteurs activateurs et
inhibiteurs présents a leur surface. Nous avons identifi¢ I’'un de ces récepteurs, CD245 (défini
par sa reconnaissance spécifique par les anticorps monoclonaux DY12 et DY35), comme
étant la myosine 18A. La myosine 18A est une molécule impliquée dans I’organisation du
cytosquelette et I’exocytose des vésicules de I’appareil de Golgi, qui constitue également un
récepteur du surfactant A. La caractérisation fonctionnelle de ce récepteur montre qu’il s’agit
d’un récepteur co-activateur de la cytotoxicité NK et que cette augmentation de cytotoxicité
pourrait étre liée a la stimulation de I’expression de la molécule de stimulation CD137 (4-
1BB) a la surface du lymphocyte NK. Ces résultats suggerent un potentiel role thérapeutique

de I'utilisation d’anticorps agonistes spécifiques de CD245.



Premiére partie : Lymphocytes B régulateurs dans la GVH chronique humaine

A. Ontogenese des lymphocytes B humains

Les lymphocytes B représentent de 5 a 15% des lymphocytes circulants environ. Ils se
caractérisent par la présence d’une immunoglobuline (Ig) ou anticorps de surface qui
constitue le récepteur spécifique pour I’antigéne (BCR, B cell receptor) (8). Ce BCR
reconnait de facon spécifique un antigéne sans nécessité que cet antigéne soit présenté par les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (a la différence des lymphocytes T).

Les lymphocytes B apres activation peuvent se différencier en plasmocytes qui sécrétent des
immunoglobulines. Les immunoglobulines de surface et sécrétées sont constituées de deux
chaines lourdes identiques et deux chaines légeres identiques. Les chaines lourdes
comportent une région constante impliquée dans la fonction de D’anticorps et une région
variable impliquée dans la reconnaissance antigénique. Les régions constantes des chaines
lourdes déterminent des classes ou isotypes et sous-classes d’immunoglobulines. On décrit
cinqg types de chaines lourdes : gamma, alpha, mu, delta et epsilon, définissant cinq classes
IgG, IgA, IgM, IgD, IgE, subdivisées en neuf sous-classes IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgAl,
IgA2, IgM, IgD et IgE. Les chaines légeres sont soit de type kappa soit lambda.

La premiere étape de maturation des lymphocytes B a lieu dans la moélle osseuse et est dite

indépendante de 1’antigéne (Figure 1).

1. Différenciation B précoce

Les premiers précurseurs lymphocytaires B, lymphocytes pré-pro B, expriment la molécule

spécifique des lymphocytes B, CD79a, dans le cytoplasme.



a) Recombinaison des génes d’immunoglobulines

Au stade pro-B apparait la molécule de surface CD19 et débute la recombinaison des genes
d’immunoglobulines. Les geénes des chaines lourdes sont réarrangés en premier. Le locus des
chaines lourdes (H, heavy) est situé sur le chromosome 14. Il est constitué de trois familles de
genes codant les régions de variabilité Vi, de diversité Dy, de jonction Jy, et neuf genes
codant les régions constantes C. Un segment de jonction J s’associe avec un segment de
diversité, puis cette association Dy-Jy est réarrangée avec un segment variable Vy, le tout
aboutissant a la formation d'un exon VDJ. La liaison des génes VDIJ est assurée par des
enzymes, notamment les recombinases RAG (recombination-activating gene)-1 et RAG-2
qui reconnaissent des séquences spécifiques dites séquences signal de recombinaison (RSS)
adjacentes aux génes V, D et J. Cette premicre étape de recombinaison permet I’expression

d’une chaine lourde d’IgM intracytoplasmique.

b) Diversité combinatoire et jonctionnelle

Le hasard du choix des génes constituant les régions variables assure en partie la diversité des
immunoglobulines. Cette diversité dite combinatoire est associée a un second mécanisme de
diversité, dite diversité jonctionnelle : la terminal déoxynucléotidyl transférase (TdT) insere
des nucléotides au hasard au niveau des régions variables au moment de la recombinaison

VDJ, permettant d’accroitre encore le nombre de BCR possibles, aussi appelé répertoire B.

) Exclusion allélique et isotypique

La chaine lourde est exprimée a la surface de la cellule au stade pré-B et participe a la

constitution du pré-BCR. A ce stade a lieu le phénomene d’exclusion allélique : une fois



qu’une chaine lourde fonctionnelle est réarrangée sur 1'un des chromosomes, la
recombinaison s’arréte sur ’autre allele, permettant qu’un seul type de chaine lourde soit
exprimé par chaque lymphocyte B. Le réarrangement se poursuit sur les geénes des chaines
légeres kappa situées sur le chromosome 2. Les loci des genes des chaines légeres (L, light)
comprennent des geénes de variabilité Vi, de jonction Ji et des régions constantes C mais pas
de genes de diversité. Si le réarrangement n’est pas productif, alors les génes kappa de 1’autre
chromosome 2 sont réarrangés, puis en cas de nouvel échec, le réarrangement se poursuit au
locus lambda situé sur le chromosome 22 : c’est I’exclusion isotypique (un seul type de
chaine légeére kappa ou lambda est exprimé par un lymphocyte B). L’expression d’une
chaine 1égeére donne naissance a une IgM de surface qui permet au lymphocyte B immature
de reconnaitre I’antigéne. Les cellules ne pouvant exprimer des Ig fonctionnelles mourront
par apoptose. A ce stade a également lieu un processus de sélection négative au cours duquel
les lymphocytes B possédant des immunoglobulines membranaires spécifiques des antigenes

du soi sont éliminés par apoptose.

2. Différenciation B dépendante de I’antigéne

Les lymphocytes B ayant réussi a produire une Ig fonctionnelle quittent la moélle osseuse et
passent par un stade intermédiaire de lymphocyte B immature ou transitionnel CD24"CD38"
(9) qui exprime une IgM et une IgD (par un processus d’épissage alternatif) de surface. La
différenciation des lymphocytes B se poursuit dans les organes lymphoides secondaires au
niveau des follicules lymphoides. Selon le signal recu par ce lymphocyte B immature
(stimulation du BCR et/ou stimulation des TLR (toll-like receptors)), celui-ci se différencie
soit en lymphocyte B folliculaire (dans le sang périphérique, cette population correspond aux

lymphocytes B dits matures ou naifs de phénotype CD24i“tCD38i"tCD27'), impliqué dans les

10



réponses humorales dépendantes des lymphocytes T, soit en lymphocyte B de la zone

marginale impliqué dans les réponses indépendantes des lymphocytes T (10).

a) Réactions du centre germinatif, commutation isotypique

Les lymphocytes B activés par 1’antigéne subissent le phénoméne de la commutation de
classe, ou commutation isotypique, qui permet I'expression d'isotypes autres qu’IgM et IgD.
Cette commutation de classe a lieu a la suite d'une coopération cellulaire entre lymphocytes B
et lymphocytes T CD4 follicular helper, qui résulte d'une fixation du CD40 du lymphocyte B
au CD40L du lymphocyte T en présence d' interleukines telles que I’IL-21 et grace a I'action
d'une cytidine déaminase spécifique des lymphocytes B activés. La différenciation conduit a
des plasmocytes de phénotype CD24"CD27"CD38" sécrétant des IgG, IgA et IgE, et & des

lymphocytes B mémoires de phénotype CD24"CD27"CD38".

b) Hypermutation somatique

La liaison d’un antigéne par le BCR active également un mécanisme responsable de
I’augmentation de diversité des immunoglobulines et de ’affinité de I’immunoglobuline pour
I’antigéne, I’hypermutation somatique. Elle consiste en I’introduction aléatoire de mutations

ponctuelles dans les régions variables des chaines lourdes et 1égéres du BCR.

11



Moelle osseuse Organes lymphoides secondaires

Lymphocyte B

_Progéniteur du centre
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36

Figure 1. Différenciation des lymphocytes B humains

3. Réponse des lymphocytes B aux stimuli T-indépendants

Certains antigeénes, dits T-indépendants ou mitogenes, sont intrins€quement capables de
stimuler de multiples clones B en méme temps (11).

C’est le cas des agonistes des TLR tels que le CpG-B utilisé in vitro, qui mime une
stimulation par des acides nucléiques microbiens, ou le lipopolysaccharide également utilisé
in vitro, qui est un constituant majeur de la paroi bactérienne. Les lymphocytes B immatures
et matures sont activables par ces stimuli. Ces réactions T-indépendantes pourraient
contribuer a la production des anticorps dits naturels chez I’homme (12).

Les sous-populations B qui seraient impliquées dans ces réactions T-indépendantes sont
notamment les lymphocytes B de la zone marginale, les lymphocytes dits Bl-a, et une
population dite « IgM memory B cells » décrite chez ’homme et qui serait proche des Bl-a et
des lymphocytes B de la zone marginale. Les liens entre ces trois populations ne sont pas
clairement établis.

Ainsi, la population de cellules B dite B1-a, bien définie chez la souris, est caractérisée entre

autres par I’expression de la molécule de surface CDS5, une localisation préférentielle dans les

12



cavités pleurales et péritonéales, et des geénes d’immunoglobulines en configuration
germinale (non hypermutés, donc n’ayant a priori pas été en contact avec 1’antigéne). Elle est
capable de produire des anticorps naturels (13). Cette population jouerait notamment un role
dans la défense contre les bactéries encapsulées (telles que S. pneumoniae et H. influenzae
type b) par I'expression de CD21 qui est un récepteur au complément. Une population
humaine analogue aux B1-a murins a été proposée par Griffin et al (14) et nommée Bl-like.
Cette population est caractérisée par le marquage de surface suivant:
CD20°CD27'CD43°CD70 (75% d’entre elles exprimant CD5). Cependant, cette découverte
a été controversée (15,16). Cette population Bl-like serait expandue chez I’homme apres
HSCT et diminuée en cas de GVH chronique (17).

Chez ’homme, des réponses thymo-indépendantes ont été attribuées aux lymphocytes B de la
zone marginale présents dans les organes lymphoides secondaires. Certains considérent que
cette population B de la zone marginale correspond chez ’homme a une population de
lymphocytes B mémoires dits « [gM mémoire » (IgM memory B cells) caractérisée par
I’expression de IgM™#gD™'CD27°CD21"™ et une présence indépendante du help
lymphocytaire T (18,19). 1l a été montré que cette population IgM mémoire avait un
développement splénique et €tait manquante chez les patients aspléniques, expliquant leur

sensibilité aux infections par bactéries encapsulées (20).

B. Lymphocytes B régulateurs

1. Historique de la découverte des lymphocytes B régulateurs (Breg)

La description des Breg remonte a 1974. Dans un modele murin de dermatite de contact, le
transfert adoptif de splénocytes totaux avait un effet suppresseur, alors que le transfert adoptif

de splénocytes déplétés en lymphocytes B n’avait pas d’effet (21), suggérant le role

13



suppresseur d’une population de lymphocytes B. En 1996, le role régulateur des lymphocytes
B fut démontré dans un modéle murin d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
(EAE) (22), puis, en 2002, ce rdle régulateur fut attribué a la capacité des lymphocytes B a
produire de I’IL-10 (23). En 2008, Jean-David Bouaziz, Koichi Yanaba et Thomas Tedder
ont identifi¢ les lymphocytes B régulateurs murins comme enrichis dans la population CD5"
CD1d", ¢’est-a-dire exprimant un marqueur B de la zone marginale (CD1d) et un marqueur
Bl-a (CD5) (24). Le mécanisme exact selon lequel les Breg agissent in vivo chez la souris
demeure incertain. Dans la plupart des travaux, il semblerait que les Breg aient une action
spécifique d’antigéne, que cette action nécessite un contact entre lymphocyte B et
lymphocyte T notamment par la voie CD40-CD40L, et que cette interaction puisse inhiber la
polarisation T CD4 de type Thl (5). Des travaux ont montré le role clé de ’interleukine 21,
cytokine produite notamment par les lymphocytes T CD4 follicular helper dans 1’expansion
des Breg producteurs d’IL-10 in vitro (25). L’IL-21 étant une cytokine importante pour la
différenciation des lymphocytes B en plasmocytes, cette population de Breg pourrait
correspondre a des plasmablastes ou plasmocytes régulateurs. In vivo, dans un mode¢le
d’infection bactérienne a Salmonella typhimurium, la source principale d’IL-10 parmi les
cellules de la lignée lymphocytaire B était le plasmocyte (26). Les plasmocytes produisaient
¢galement de I’interleukine 35 qui participait in vivo a maintenir la tolérance dans le modele

murin d’EAE.

2. Lymphocytes B régulateurs chez ’homme (publications 1 et 2)

a) Stimuli induisant la production d’IL-10 par les Breg

humains

14



Les principaux stimuli utilisés in vitro pour induire la production d’IL-10 par les lymphocytes

B humains sont :

-la stimulation du BCR par un anticorps anti-immunoglobuline,

-I’activation du CD40 par un anticorps monoclonal anti-CD40, par du CD40 ligand

recombinant, ou par des cellules transfectées par le CD40 ligand,

-la stimulation des TLR exprimés par le lymphocyte B (TLR1, 2, 5, 6, 7, 9) par des agonistes

des TLR tels que le CpG-B ou le LPS (27).

La plupart des travaux ont montré qu’une double stimulation par des agonistes de CD40 et de
TLR9 (CpG-B) était la plus efficace pour induire au cours d’une culture cellulaire de courte

durée (24 a 72 h) une production optimale d’IL-10 par les lymphocytes B humains (27-29).

b) Phénotype des Breg humains

Le phénotype de surface des lymphocytes B régulateurs humains est moins consensuel
(5,30). Les lymphocytes B expriment les marqueurs CD19 et CD20 (ce dernier étant
partiellement perdu au stade de plasmocyte), et les sous-populations de lymphocytes B
humains du sang périphérique sont identifiables en cytométrie de flux en fonction de la
coexpression de marqueurs de surface tels que CD24, CD38 et CD27. Quatre populations
principales de lymphocytes B du sang périphérique sont classiquement décrites chez
I’homme : les lymphocytes B immatures transitionnels CD24"CD38"CD27, les lymphocytes
B matures naifs CD24™CD38™CD27" qui n’ont pas encore subi de maturation dans le centre

germinatif du ganglion lymphatique, les lymphocytes B mémoires CD27" et les plasmablastes
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CD24 CD27"CD38". L’équipe du Pr Pierre Youinou a relié la production d’IL-10 par les
Breg humains a I’expression de CDS5 (31,32). En raison probablement d ‘une hétérogénéité
dans les méthodes de stimulations utilisées pour détecter la production d’IL- 10 par les
lymphocytes B, il n'y a toujours pas de consensus sur le phénotype de surface des Breg
humains. Mauri e al. ont constaté que les lymphocytes B transitionnels CD24"CD38"
¢taient la population B la plus enrichie en Breg (29), tandis que Tedder et al. les ont trouvés
enrichis dans le compartiment lymphocytaire B de phenotype mémoire CD24"CD27" (28).
Dans notre expérience, les Breg humains ne se limitent pas a un population unique de cellules
B mais sont enrichis dans les populations CD27" et CD38" (27). Dans tous les cas, la capacité
de production d’IL-10 apres stimulation in vitro reste la définition la plus consensuelle des

Breg humains a ce jour.

c) Capacités suppressives des Breg humains

Une capacité suppressive des lymphocytes Breg humains a également été montrée in vitro :

-inhibition de la prolifération des lymphocytes T effecteurs (27)

-inhibition de la polarisation T CD4 Thl (29)

-maintien de la polarisation en lymphocyte T régulateur (33)

-suppression de la production de TNF-a (tumor necrosis factor) par les monocytes (28)

-polarisation des cellules dendritiques plasmacytoides (34).
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d) Breg en pathologie humaine

Une diminution de la fréquence et/ou des capacités fonctionnelles des Breg a été décrite au
cours des maladies auto-immunes comme le lupus (29), le purpura thrombopénique
immunologique (35), la polyarthrite thumatoide (33), les vascularites a ANCA (anticorps
anticytoplasme des polynucléaires neutrophiles) (36). Certaines maladies auto-immunes
(pemphigus, lupus) sont traitées avec un anticorps monoclonal anti-CD20 (rituximab), qui
entraine une déplétion des lymphocytes B effecteurs et des Breg, et I’amélioration des
symptomes chez certains patients. Aprés déplétion lymphocytaire B, une des premiéres
populations B a réapparaitre contient les Breg, ce qui pourrait expliquer certaines rémissions

cliniques prolongées induites par le rituximab (37).

C. Physiopathologie de la GVH chronique

Initialement définie comme survenant plus de 100 jours apres allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques, la GVH chronique est maintenant définie par 1’association de signes
cliniques caractéristiques ou évocateurs (38). Ceux-ci peuvent toucher tous les tissus, bien
que le systéme cutanéomuqueux, le foie, le tube digestif et le poumon (2,3) soient
probablement les plus fréquemment touchés. Les manifestations sont de type inflammatoire,
caractérisées généralement par un infiltrat lymphocytaire T puis une fibrose tissulaire. Ainsi,
une éruption lichénoide ou sclérodermiforme, un syndrome sec oculo-buccal, sont des
manifestations classiques de GVH chronique. Bien que la GVH chronique survienne
fréquemment chez des patients ayant des antécédents de GVH aigué, la clinique et la
physiopathologie de la GVH chronique différent de celles de la GVH aigué (1). La GVH

chronique a longtemps été considérée comme une réaction des lymphocytes T du donneur
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contre les antigénes du receveur, mais un réle probablement important des lymphocytes B

commence a étre investigué.

1. Anomalies de I’homéostasie lymphocytaire B au cours de la GVH

chronique

Dans la GVH chronique, les signes cliniques ressemblent souvent a ceux observés dans les
maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux disséminé, le syndrome de Sjégren,
la polyarthrite rhumatoide, la dermatomyosite, ou le purpura thrombopénique immunologique
(1). Comme c’est le cas au cours de ces maladies auto-immunes, la présence d'anticorps
dirigés contre les antigénes nucléaires est assez fréquente dans la GVH chronique et une
perturbation de 1'homéostasie lymphocytaire B est observée. Ainsi, il a ét¢ montré qu’il
existait une hyperréactivité des récepteurs des cellules B pour I’antigéne (BCR, B cell
receptor) dans la GVH chronique (39). Des taux élevés de BAFF (B cell activating factor of
the TNF family) (40), l'expansion de cellules B CD21" (41), cellules pour lesquelles un role
dans 1’auto-immunité est supposé (42), une diminution de la fréquence des cellules B
mémoires et des lymphocytes B Bl-like (17), ont été décrits au cours de la GVH chronique.
Enfin, la déplétion lymphocytaire B par le rituximab au moment de I’allogreffe pourrait

diminuer I’incidence de GVH chronique chez ’homme (43).

2. Déficit des Breg au cours de la GVH chronique (publications 3 et
4)

Dans ce travail de these, 69 patients allogreffés avec ou sans GVH chronique et 14 témoins
ont été étudiés pour déterminer s’il existe ou non un déficit Breg chez les patients avec GVH

chronique active par rapport aux patients avec GVH chronique en rémission, aux allogreffés
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sans antécédent de GVH et aux témoins sains (7). Les lymphocytes du sang périphérique ont
été isolés, phénotypés en cytométrie de flux et stimulés trois jours en culture avec du CpG-B
(un analogue du TLR 9 utilisé pour la stimulation lymphocytaire B) pour étudier leur capacité
a produire de I’'IL-10.

Nous avons identifié les populations lymphocytaires B de phénotype B mémoire
CD24"CD27" et plasmablastique CD27"CD38™ comme significativement enrichies en Bregs
chez le sujet sain et les allogreffés.

Nous avons confirmé in vitro que la différenciation de B totaux en plasmablastes
s’accompagne d’un enrichissement en Bregs.

Nous avons montré un déficit en fréquence des Bregs chez les patients avec une GVH
chronique sévére ou active par rapport aux autres allogreffés et aux sujets sains, en
concordance avec les données de Khoder et al. publiées quelques mois avant les notres (44).
Nous avons exclu un effet direct des immunosuppresseurs utilisés chez ces patients sur les
fréquences de Bregs observées.

Nous avons identifi¢ un déficit de reconstitution du pool de cellules B mémoires et une
expansion des plasmablastes chez les patients atteints de GVH chronique active par rapport
aux autres groupes de patients.

Nous avons observé une diminution de la phosphorylation d’Erk et de STAT-3 dans les
lymphocytes B chez ces patients apres stimulation, or ces deux voies sont impliquées dans la
production d’IL-10 par les lymphocytes B humains et pourraient expliquer le déficit en

Bregs.
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Figure 2. Déficit des lymphocytes B régulateurs dans la GVH chronique humaine.

Une fréquence accrue de plasmablastes et une fréquence diminuée de lymphocytes B
mémoires sont retrouvées dans le sang périphérique au cours de la GVH chronique par
rapport aux sujets sains. Néanmoins, la proportion de ces cellules produisant de I’IL-10 est
réduite chez les patients atteinte de GVH chronique. Il en résulte un déficit global en Breg au
cours de la GVH chronique humaine.

Mature B cells, lymphocytes B matures ; memory B cells, lymphocytes B mémoires ;
plasmablasts, plasmablastes ; IL-10 producing cells, cellules productrices d’interleukine-10 ;
chronic GVHD, GVH

decreased frequencies, fréquences réduites ; healthy, sujet sain ;

chronique.

3. Perspectives

En conclusion, ce travail montre 1’existence d’un déficit de régulation B au cours de la GVH
chronique active, et est I’un des premiers a identifier la population plasmablastique, comme
enrichie en propriétés de type Breg. De facon intéressante, un rdle des plasmocytes dans la

régulation des réponses immunes a ¢ét¢ montré chez la souris peu de temps avant la
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publication de nos travaux (45). Ainsi, un mécanisme d’autorégulation des réponses
inflammatoires serait présent au stade effecteur terminal de la différenciation lymphocytaire
B, de fagon analogue a ce qui est observé chez les lymphocytes T avec les lymphocytes Trl
(adaptive type 1 regulatory T cells). De la méme fagon que I’interféron alpha peut favoriser
la différenciation Trl a partir de nTregs (lymphocytes T régulateurs naturels) chez ’homme
(46), un role de I’interféron alpha a été montré récemment dans la différenciation de Breg
chez I’homme, un mécanisme qui serait selon les auteurs déficient au cours du lupus (34). Un
phénotype spécifique des Breg humains n’ayant pas été identifi¢ de facon consensuelle a ce
jour, et la présence possible d’une plasticité fonctionnelle de cette population, suggérent que
certaines étapes restent a franchir avant de pouvoir envisager une éventuelle thérapie par

transfert adoptif de Breg.
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Deuxi¢me partie : Role de la myosine 18A dans la cytotoxicité NK

A. Lymphocytes NK chez I’homme

Les cellules natural killer (NK) sont de grands lymphocytes granuleux du systeme
immunitaire inné qui jouent un rdéle majeur dans I’immunité notamment antivirale et
antitumorale. Elles sont définies par I’expression du marqueur CD56 en I’absence de CD3
(47). Elles se différencient dans la moélle osseuse a partir, vraisemblablement, de
progéniteurs lymphoides (48) ou myéloides (49). Ces cellules ont essentiellement une
fonction cytotoxique par la production de granzyme et de perforine, produisent de
I’interféron-gamma et du TNF-alpha, mais certaines d’entre elles auraient une fonction

immunorégulatrice par la production d’IL-10.

1. Régulation de ’activité NK

L’activité NK n’est pas régulée par la reconnaissance spécifique d’un antigéne, mais par un
équilibre induit par I’engagement de toute une batterie de récepteurs inhibiteurs et activateurs
a la surface du lymphocyte NK. Les NK expriment a leur surface des récepteurs inhibiteurs
liant les molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH)-1. Ainsi, lors du contact
avec une cellule du soi, I’engagement de certains récepteurs notamment de type KIR (killer
immunoglobulin-like receptor) inhibiteurs par le CMH-I inhibe donc 1’activité cytolytique
NK. Cette donnée est a I’origine de deux concepts : I’éducation des lymphocytes NK a la

reconnaissance du soi et la théorie du missing self.
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a) Education des lymphocytes NK

Les lymphocytes NK d’une souris sauvage sont ¢éduqués a identifier I’absence du CMH-I a la
surface des cellules hématopoiétiques et peuvent ¢Eliminer une greffe de cellules
hématopoiétiques déficientes pour le CMH-I. En revanche, les cellules NK d’une souris
déficiente pour les molécules du CMH-I, qui n’ont donc jamais été en contact avec le CMH-I,
sont incapables d’¢liminer la greffe (50). Ces données suggerent donc 1’éducation des cellules

NK a la reconnaissance du CMH-I.

b) Missing self

Ce concept indique le fait que lorsqu’une cellule du soi a perdu I’expression des molécules du
CMH-I en raison par exemple d’une transformation tumorale (cellules de leucémie aigué
my¢éloblastique), cette perte d’expression du CMH-I peut étre reconnue par les lymphocytes
NK (I’absence de CMH-I sur les cellules cibles empéchant I’inhibition de la cytotoxicité NK
par les récepteurs KIR inhibiteurs), ce qui contribue a expliquer le role important des

lymphocytes NK en immunologie antitumorale des hémopathies malignes (51).

2. Récepteurs activateurs et inhibiteurs des lymphocytes NK humains

Lors du contact avec une cellule cible, les intégrines a la surface des cellules NK se lient a
des molécules d'adhésion sur la cellule cible et stabilisent l'interaction cellulaire (52). Ainsi,
la liaison de LFA-1 (lymphocyte-function-associated antigen 1) a ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1) sur les cellules cibles déclenche une cascade de signalisation dans les
cellules NK qui conduit a une réorganisation du cytosquelette et a I'agrégation de récepteurs

NK activateurs a l'interface des cellules NK-cible (53), dénommée synapse immunitaire NK
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(NKIS, NK immune synapse) (54). L’engagement des récepteurs NK activateurs entraine le
recrutement a la membrane de molécules adaptatrices qui se lient aux motifs ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activating motif) présents sur la queue intracytoplasmique
des récepteurs activateurs. Les tyrosines de I’ITAM sont phosphorylées et forment un site de
liaison pour les domaines SH2 (Src homology 2) de protéines kinases (55), ce qui déclenche
une cascade de signalisation responsable de la dégranulation de la cellule NK et la cytolyse
de la cellule cible. Les récepteurs NK activateurs comprennent la famille des récepteurs de la
cytotoxicité naturelle (tels que NKp46 (56), NKp44 (57), et NKp30 (58)), la famille des
récepteurs de type lectine C (NKG2D) (59), les récepteurs KIR activateurs (60,61), la famille
SLAM (signaling lymphocyte activation molecule) (2B4) (62), et d'autres tels que CD160
(63,64). Enfin, 4-1BB (CD137) est une molécule de costimulation exprimée notamment par
les cellules NK (65) dont l'expression est déclenchée par l'engagement de récepteurs des
fragments Fc des immunoglobulines sur la surface des cellules NK, comme cela est le cas
lors du phénoméne de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC, antibody-
dependent cell cytotoxicity) (66). 11 a été montré que la stimulation de CD137 augmente la
cytotoxicité NK induite par les anticorps monoclonaux thérapeutiques cetuximab, rituximab
et trastuzumab dans différents modeles de cancer (67—69). L’activation des cellules NK est
supprimée de fagon dominante en cas d’engagement d’un récepteur inhibiteur par le CMH.
Chez 1'homme, ces récepteurs appartiennent principalement a des récepteurs de lectine de
type C, CD94/NKG2A (70) ou a la superfamille des récepteurs KIR inhibiteurs (60,61). A la
différence des récepteurs KIR activateurs, les KIR inhibiteurs portent une longue queue
cytoplasmique dotée d’un motif ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory molecule)
(71). Ces derniers fournissent un site de liaison spécifique pour les domaines SH2 des

phosphatases SHP (Src homology domain tyrosine phosphatase)-1 ou SHP-2. Le recrutement
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de phosphatases SHP a la synapse NK est capable de bloquer la plupart des étapes clés dans

la cascade de signalisation conduisant a la cytolyse (72).

B. La myosine 18A (publication 5)

Notre équipe avait préalablement identifi¢ CD245 comme une structure unique présente a la
surface des lymphocytes et monocytes humains du sang périphérique et reconnue par les
anticorps monoclonaux DY12 et DY35 (73). Aprés immunoprécipitation de lignées NK
YT2C2 biotinylées a 1’aide de 1’anticorps monoclonal DY 12, une protéine de 220 a 240 kDa
¢tait identifiée, de taille correspondant a celle de la myosine 18A alpha. Apres analyse de
cette bande en spectrométrie de masse, le profil correspondait effectivement a celui de la
myosine 18A. La protéine immunoprécipitée était également reconnue par les anticorps
polyclonaux anti-myosine 18A en immunoblotting. Ces données indiquent la présence de la
myosine 18A alpha a la surface des lignées de NK YT2C2 et sa reconnaissance spécifique
par DY12. Le surfactant pulmonaire de type A étant essentiellement présent dans le poumon
et étant le ligand de la myosine 18A, nous avons répété I’immunoprécipitation avec DY'12 sur
du tissu pulmonaire humain frais et constaté que le précipitat était bien reconnu par les
anticorps polyclonaux anti-myosine 18A, les 2 isoformes de myosine 18A alpha et beta étant
retrouvées. Ces données indiquent I’expression des 2 isoformes de myosine 18A par le tissu
pulmonaire humain sain.

La myosine non conventionnelle 18A est un membre de la superfamille des enzymes de type
myosine. Les myosines sont des enzymes du cytosquelette qui contiennent généralement une
téte catalytique conservée qui catalyse I'hydrolyse de I'ATP et lie I’actine, favorisant ainsi la
motilité cellulaire. La premiére famille de myosines, M2, a été découverte dans des extraits
musculaires et est appelée myosine conventionnelle, alors que les autres classes, y compris la

classe 18, sont appelées myosines non conventionnelles (74). La myosine 2A est nécessaire
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pour I’exocytose de granules cytolytiques par les cellules NK humaines (75). La classe des

myosines 18 a ¢été impliquée dans des processus tissulaires fondamentaux chez les

mammiferes, tels que la migration des cellules épithéliales (76), la différenciation des cellules

stromales (77) et pourrait jouer un réle suppresseur de tumeurs (77—79). Chez les humains et

les souris, la myosine 18A est exprimée dans les cellules hématopoiétiques sous forme de

deux variants d'épissage, appelés a (230 kDa) et B (190 kDa). La myosine-18Aa contient une

séquence riche en acides aminés de type lysine et glutamate (KE-rich) a l'extrémité N-

terminale, suivie d'un domaine PDZ (Figure 3). La myosine-18AB n'a pas de KE-séquence

riche ni de domaine PDZ (80). Un troisieme isoforme de la myosine 18A, la myosine p110, a

¢t¢ identifié dans les macrophages, qui pourrait étre la conséquence de modifications post-

traductionnelles de la myosine 18Aa ou B (81).

Structure des isoformes de MYO18A
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Figure 3. Structure des deux isoformes principaux de la myosine 18A chez I’homme
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La myosine 18A a été identifiée par 1’équipe de Chroneos comme un récepteur pour la
protéine tensioactive du surfactant A (SP-A) (82), une collectine présent dans le poumon
humain (83), le sang (84), le tractus intestinal (85) et la peau (86), qui participe a
I'élimination des agents pathogenes. Il est intéressant de noter qu’en utilisant un anticorps
polyclonal contre le récepteur du surfactant (SP-R)-210 qui détecte la myosine 18A, Samten
et al. constataient 1’expression de la myosine 18A par une tres petite fraction des lymphocytes
T du sang périphérique, expression qui était augmentée en présence de M. tuberculosis (87).
Ces résultats vont a I’encontre des ndtres qui, utilisant un anticorps monoclonal spécifique de
CD245/myosine 18A, montrent une expression de la myosine 18A par une large majorité des
lymphocytes T CD3" du sang périphérique (88). Ceci pourrait étre expliqué par une meilleure

affinité de l'anticorps DY 12 pour la myosine 18A par rapport aux anticorps polyclonaux.

C. Role de la myosine 18A dans la cytotoxicité NK (publication 5)
Nous avons identifi¢ la myosine 18A comme un récepteur co-activateur des cellules NK
humaines dont I'expression de surface est augmentée par I'lL-2. La stimulation de la myosine
18A par D’anticorps monoclonal DY12 ou son ligand physiologique SP-A augmentait
Iactivité LAK (lymphokine-activated killer) envers des lignées de lymphocytes B infectés
par EBV (Epstein-Barr virus). Nous avons constaté que la stimulation de la myosine 18A par
DY12 était capable d'induire l'expression de CD137 a la surface des cellules NK et
d’augmenter la dégranulation des NK induite par le contact avec des cellules tumorales
exprimant CD137L. L’augmentation de dégranulation NK induite par DY12 en présence de
cellules tumorales exprimant CD137L était dépendante de l'interaction CD137 / CD137L.

Enfin, nous avons montré que la myosine 18A interagissait avec SHP-2, une phosphatase
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ayant un role clé dans la transduction du signal des récepteurs NK, et PAK (p21 activated

kinase)-2, une sérine / thréonine kinase qui contrdle 1'organisation du cytosquelette.

D. Conclusion
Ces données moléculaires et fonctionnelles sur un récepteur co-activateur des cellules NK
nouvellement décrit ont de larges applications potentielles en immunologie antitumorale et
antivirale. Mitsuhashi et a/ ont montré que le surfactant pulmonaire A était capable d’inhiber
la croissance tumorale dans un modele de xénogreffe chez la souris (89). Les cellules
tumorales transduites avec SP-A croissaient plus lentement que celles transduites avec le
vecteur seul. Cet effet anti-tumoral de SP-A était entierement dépendant des cellules NK in
vivo, bien que le mécanisme exact ne soit pas décrit par les auteurs. Nous avons montré que
la myosine 18A / CD245 est un récepteur coactivateur des cellules NK humaines. Nos
données soutiennent I'hypothése que cet effet anti-tumoral important de SP-A in vivo est
médié par son interaction avec la myosine 18A sur les cellules NK.
Nous avons également constaté que la stimulation de la myosine 18A était capable d'induire
'expression de CD137 (4-1BB) a la surface des cellules NK et d’augmenter la dégranulation
NK en présence de cellules tumorales exprimant CDI137L. L’augmentation de la
dégranulation des cellules NK induite par la myosine 18A en présence de cellules tumorales
exprimant CD137L était dépendante de I'interaction CD137 / CDI137L. L'utilisation
d'anticorps monoclonaux modulant la fonction antitumorale des cellules NK est un domaine
de recherche en pleine expansion. Des anticorps monoclonaux capables d'induire la
cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) en ciblant a la fois la cellule
cancéreuse et l'activation du récepteur FcyRIIIA / CD16 présent sur les cellules NK, tels que
rituximab, cetuximab ou trastuzumab, ont révolutionné le traitement du cancer (67—69).

Cependant, toutes les tumeurs malignes n’ont pas une cible identifiée, et certains cancers
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ayant une cible identifiée échappent aux anticorps thérapeutiques. Dans ce contexte, les
stratégies qui visent a accroitre l'efficacité des anticorps monoclonaux sont prometteuses. La
stimulation du CD137 (4-1BB), récepteur présent sur les cellules NK, augmente 1'efficacité
du cetuximab, du trastuzumab et du rituximab a la fois in vitro et in vivo dans des modé¢les de
cancer (9-11). L'utilisation d'anticorps monoclonaux qui modulent l'expression de CD137 a la
surface des cellules NK, comme 1’anticorps DY 12 spécifique de la myosine 18A, pourrait
étre intéressante dans une telle application. En conclusion, l'activation du récepteur co-
activateur NK myosine 18A apparait comme une cible prometteuse dans le domaine de
I'immunothérapie du cancer et des hémopathies malignes. Des études in vivo sont nécessaires
pour déterminer les conditions optimales d’utilisation des anticorps agonistes de la myosine

18A / CD245 comme agents immunothérapeutiques dans ce contexte.
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