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INTRODUCTION



Les cytokines sont des médiateurs de la communication intercellulaire. Ce sont généralement
des molécules de faible poids moléculaire, exprimées transitoirement, et qui agissent le plus
souvent sur un mode autocrine ou paracrine. Elles sont impliquées dans la régulation de la
survie cellulaire, la croissance, la différenciation, 1’hématopoiese et les réponses immunes

innée et acquise.

Sur la base d’homologies structurales dans leur région extracellulaire, les récepteurs de
cytokines ont été classés en plusieurs familles, parmi lesquelles les récepteurs de type I,
¢galement nommés récepteurs des hématopoiétines, les récepteurs de type II, correspondant
initialement aux récepteurs des IFNs, et les récepteurs de la famille du TNFR, qui
comprennent CD40 et le NGFR. Ainsi, les récepteurs de cytokines de type I possedent dans la
région extracellulaire un domaine conservé de 200 acides aminés environ, contenant dans la
partie N-terminale deux paires de cystéines impliquées dans la formation de ponts disulfure
intramoléculaires, et dans la partie C-terminale un motif consensus (WSXWS) proche de la
région transmembranaire. Ce domaine de 200 acides aminés, dérivé de deux domaines
ancestraux de type fibronectine, est appelé domaine de liaison aux cytokines ou « CBD » pour
« cytokine binding domain». En plus de ce domaine caractéristique, les récepteurs de
cytokines de type I peuvent comporter des domaines additionnels, comme des domaines de
type fibronectine classiques ou des domaines de type immunoglobuline (Ig) (Figure 1)
(Bazan, Proc Natl Acad Sci USA 1990).

En dépit des homologies de structure primaire partagées par les récepteurs de
cytokines de type I, leurs ligands, les cytokines de type I ou hématopoiétines, ne partagent
souvent pas d’homologie de séquence primaire évidente. C’est la mise en évidence d’une
structure protéique tertiaire commune — quatre hélices a anti-parall¢les deux a deux — qui a
révélé les similarités spatiales des cytokines de type I (Rozwarski, Structure 1994).

La plupart des complexes récepteurs de haute affinité des cytokines de type I sont
composés d’au moins deux chalnes distinctes, les sous-unités o et . Le plus souvent, les
sous-unités o fixent spécifiquement la cytokine, alors que les sous-unités B participent a la

formation d’un récepteur de haute affinité pour la cytokine et transduisent le signal. La chaine
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Figure 1: Repreésentation schématique de la structure d’un récepteur de
cytokines de type | : exemple du récepteur de haute affinité de I’lL-6



de transduction est souvent commune a plusieurs cytokines. Elle peut définir des sous-
familles fonctionnelles a I’intérieur de la famille des cytokines de type 1. Ainsi les récepteurs
des membres de la famille de I’IL-6, I’IL-6, I’'IL-11, la cardiotrophine-1 (CT-1), le ciliary
neurotrophic factor (CNTF), le leukemia inhibitory factor (LIF) et I’oncostatine M (OSM)
partagent la chaine gp130, et les récepteurs des cytokines de la famille de I’IL-2, I’IL-2, I’'IL-
4, 'IL-7, PIL-9, ’'IL-15 et ’'IL-21, possédent une chaine commune, appelée yc.

Les cytokines de type I transduisent un signal via la voie Janus kinase (Jak)- signal
transducer and activator of transcription (STAT). Les protéines tyrosine kinases Jak, Jakl,
Jak2, Jak3 et Tyk2 interagissent constitutivement avec les chaines transductrices du signal des
récepteurs, au niveau de sites d’ancrage localisés en tandem dans le domaine
juxtamembranaire. La fixation des cytokines sur le complexe récepteur induit
I’homodimérisation ou I’hétérodimérisation des chaines de transduction, permettant la
phosphorylation en trans des Jaks. Les Jaks activées phosphorylent des sites de fixation des
facteurs de transcription STATSs sur le récepteur, ce qui conduit a la fixation des STATSs sur ce
récepteur et leur phosphorylation par les Jaks. Les STATs activées se dimérisent, transloquent
dans le noyau et se lient a leurs genes cibles. Les STATs comptent 7 membres : STATI, 2, 3,

4, 5a, 5b, 6. Chaque cytokine active un profil particulier de STATS.

1. CYTOKINES HETERODIMERIQUES DE LA FAMILLE DE L’IL-12

Dans la superfamille des cytokines de type I, on distingue une famille de cytokines atypiques
par leur structure, la famille de I’IL-12. Cette famille comprend aujourd’hui trois membres,
I’IL-12, I'IL-23 et I’IL-27 (Figure 2). Ces trois cytokines présentent des similarités, non
seulement sur le plan structural, mais aussi sur le plan de leur profil d’expression et de leur

fonction.

1.1. L’IL-12

L’IL-12, en tant que premier membre décrit, constitue le prototype de cette famille. L’IL-12,

anciennement appelée « natural killer cell stimulating factor » (NKSF) ou « cytotoxic
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Figure 2: Repreésentation schématique des cytokines de la
famille de I’ L-12 et de leurs récepteurs



lymphocyte maturation factor » (CLMF), a été identifiée par purification biochimique a partir
du surnageant d’une lignée B infectée par le virus d’Epstein-Barr (EBV). C’est une cytokine
de 70 kDa constituée de deux sous-unités liées de fagon covalente par pont disulfure, p35 et
p40 (Kobayashi, J Exp Med 1989). Le clonage des geénes codant I’IL-12 a révélé une structure
particuliére (Gubler, Proc Natl Acad Sci USA 1991 ; Wolf, J Immunol 1991). La sous-unité
p35 posseéde la structure d’une cytokine de type I et est apparentée a I’IL-6 et au G-CSF. De
facon surprenante, la sous-unité p40 ne présente pas une structure de cytokine, mais possede
les caractéristiques structurales de la région extracellulaire d’un récepteur de cytokine de type
L. p40 est homologue du CNTFR et de I’'[L-6R, mais contrairement a ceux-ci, ne contient pas
de séquence permettant un ancrage a la membrane plasmique et n’existe que sous forme
soluble. Les geénes p35 et p40 sont situés sur des chromosomes différents, chez ’Homme sur
les chromosomes 3 et 5. Toutefois, la co-expression des deux sous-unités dans une méme
cellule est nécessaire a la formation d’un hétérodimere fonctionnellement actif. Bien que p35
posséde une séquence signal, elle n’est pas sécrétée seule, et sa sécrétion efficace requiert son

association a la sous-unité p40 (Wolf, J Immunol 1991).

> Profil d’expression de I’IL-12

L’expression des deux sous-unités de I’IL-12 n’est pas toujours co-régulée. Au niveau ARN
messager, P35 est exprimé a un faible niveau dans de nombreux types cellulaires. Son
expression est régulée sur le plan transcriptionnel et traductionnel. L’expression de p40 est,
quant a elle, restreinte a certains types cellulaires et est essentiellement régulée sur le plan
transcriptionnel. p40 est souvent produite largement en exces par rapport a 1’hétérodimere
p35p40. L’IL-12 est produite principalement par les cellules présentatrices d’antigeénes, les
monocytes/macrophages et les cellules dendritiques, apres activation (D’Andrea, J Exp Med
1992 ; Macatonia, J Immunol 1995 ; Oppmann, Immunity 2000). D’autres types cellulaires
tels que les polynucléaires neutrophiles et les cellules de la microglie expriment 1’IL-12, apres

activation (revue in Trinchieri, Nat Rev Immunol 2003).



Les lignées B infectées in vitro par ’EBV produisent la sous-unité p40 de I’'IL-12, et
le plus souvent I’hétérodimere p35p40 apres stimulation par des esters de phorbol. En ce qui
concerne la production d’IL-12 par les lymphocytes B normaux, les résultats publiés sont
sujet a controverse. Chez la Souris, si la présence des transcrits de p35 et de p40 dans les
lymphocytes B a été observée dans certaines conditions (Oppmann, Immunity 2000), la
production de la protéine IL-12 par les lymphocytes B n’a pas été détectée par d’autres
(Guery, Eur J Immunol 1997). Chez I’Homme, une étude a montré la présence des transcrits
de I’IL-12 dans les lymphocytes B humains fraichement isolés a partir d’amygdale, a la fois
dans les sous-populations naives, du centre germinatif et « mémoire » (Airoldi, Cancer Res
2001). La production et la sécrétion d’IL-12 par les lymphocytes B naifs et/ou « mémoire »
stimulés via CD40, mais pas par les lymphocytes B du centre germinatif, a également été

mise en évidence dans certaines conditions (Schultze, J Exp Med 1999).

> Récepteur de I’'lL-12 et signalisation

Le récepteur de haute affinité de I’IL-12 est constitué de deux chaines B1 et 2, homologues
de la chaine gp130 (Chua, J Immunol 1994 ; Presky, Proc Natl Acad Sci USA 1996). La
chaine 1 est plus particuliérement impliquée dans la liaison a p40, et la chaine B2 dans la
liaison a p35. Le complexe récepteur de I’IL-12 est présent principalement a la surface des
lymphocytes T activés et des cellules NK (Desai, J Immunol 1992). Il n’est pas exprimé a la
surface des lymphocytes T naifs. Les messagers des deux chalnes sont également détectés
dans d’autres types cellulaires comme les cellules dendritiques (Grohmann, Immunity 1998)

et les lymphocytes B humains (Airoldi, J Immunol 2000 ; Durali, Blood 2003).

Dans les lymphocytes T activés et les cellules NK, I’activation du récepteur de I’'IL-12
entraine la transphosphorylation de Tyk2 et de Jak2, I’activation de STAT4, et a un moindre
degré celle de STAT1 et STAT3 (Bacon, J Exp Med 1995 ; Bacon, Proc Natl Acad Sci USA
1995 ; Jacobson, J Exp Med 1995). Une activation de STAT4 par I’IL-12 a également été
observée dans les lymphocytes B humains isolés a partir du sang périphérique (Durali, Blood

2003), mais pas dans les lymphocytes B humains isolés a partir d’amygdales (Airoldi, J



Immunol 2000). Une des cibles majeures de STAT4 est le géne de 'IFN-y, acteur majeur de

la réponse innée et acquise.

> RoOles de I'IL-12

Roéles dans la réponse innée et acquise

L’IL-12 joue un rdle important dans la régulation de la réponse immune innée par
I’intermédiaire de son action sur les cellules NK. Au début de I’infection, 1’IL-12 produite par
les monocytes/macrophages, les polynucléaires neutrophiles et les cellules dendritiques, agit
en induisant la production par les cellules NK de nombreuses cytokines telles que le GM-
CSF, le TNF-a et surtout 'IFN-y. L’IFN-y est un activateur puissant des fonctions
antimicrobiennes des phagocytes et joue un role essentiel dans la défense contre de
nombreuses bactéries, champignons et virus. De plus, I’'IL-12 augmente 1’activité cytotoxique
des cellules NK en induisant la transcription des geénes codant les molécules associées aux
granules cytotoxiques, tels que la perforine et les granzymes, et en augmentant 1’expression

de molécules d’adhésion (revue in Trinchieri, Nat Rev Immunol 2003).

L’IL-12 a également un réle majeur dans la réponse immune acquise, en particulier
dans I’induction de la différenciation des lymphocytes T CD4 " naifs dans la voie Thl (Hsieh,
Science 1993 ; Manetti, ] Exp Med 1993). Sur la base de leur profil d’expression de cytokines
et de leurs fonctions effectrices, les lymphocytes T CD4 " ont été classés en lymphocytes Thl
ou Th2. Les lymphocytes Thl produisent principalement de I'IFN-y, de I'IL-2 et de la
lymphotoxine, et jouent un rdle important dans la réaction d’hypersensiblité retardée et la
défense contre les pathogenes intracellulaires. Les lymphocytes Th2 produisent de I’IL-4, de
I’IL-5 et de I'IL-13, et sont impliqués dans I’immunité a médiation humorale et dans la
réponse allergique. La différenciation et 1’expansion des lymphocytes T CD4" naifs en
lymphocytes Th1 ou Th2 sont influencées par I’environnement cytokinique dans lequel a lieu
I’activation précoce de la cellule T, et résulte de 1’équilibre des cytokines produites

ocalement au cours de la phase inflammatoire de la réponse a 1’infection. Ainsi, au momen
local t de la ph fl t de 1l P’infect Ainsi, t



de I’expansion lymphocytaire T précoce, I’'IL-12 induit la différenciation vers la voie Thl,

alors que I’IL-4 induit la polarisation vers la voie Th2.

En plus de son action sur les lymphocytes T CD4", I'IL-12 agit sur les lymphocytes T
CD8" en stimulant la génération de lymphocytes T cytotoxiques et en augmentant leur activité

cytotoxique.

Bien que ce rdle soit moins bien établi, quelques études ont montré une action directe
de I'IL-12 sur les lymphocytes B. Une étude a montré que I’IL-12 présente un effet
prolifératif faible et variable sur les lymphocytes B humains stimulés par Staphylococcus
aureus (SAC), et qu’elle augmente la production d’Igs par les lymphocytes B stimulés par
SAC et IL-2 (Jelinek, J Immunol 1995). Récemment, il a été montré que 1’'IL-12 active NF-
kB, ainsi que la production d’IFN-y dans les lymphocytes B naifs humains (Airoldi, J

Immunol 2000 ; Durali, Blood 2003).

Role anti-tumoral de I’1L-12
De nombreuses ¢tudes montrent que I’IL-12 a une activité anti-tumorale. Chez la Souris, I’'IL-
12 peut empécher I’apparition de différentes tumeurs induites (Noguchi, Proc Natl Acad Sci
USA 1996 ; Nanni, J] Exp Med 2001) ou induire leur régression quand elles sont constituées
(Brunda, J Exp Med 1993 ; Colombo, revue in Cytokine Growth Factor Rev 2002). Les
mécanismes impliqués dans cette activité anti-tumorale sont complexes et font intervenir
I’immunité innée et acquise. L activité cytotoxique des lymphocytes T CDS", des cellules NK
et TNK serait souvent impliquée. L’action anti-tumorale de I’IL-12 s’exerce également via
son action sur la production d’IFN-y. Ce dernier posseéde une action anti-tumorale propre par
un effet toxique direct sur les cellules tumorales et par 1’activation de mécanismes anti-
angiogéniques.

En ce qui concerne les lymphomes B, Airoldi et al ont montré que certains types de
lymphomes B présentent fréquemment une perte d’expression du transcrit de la chaine 2 du
récepteur de I’[L-12 (Airoldi, J Clin Invest 2004). IIs ont également montré qu’in vitro, I’IL-

12 inhibe la prolifération et induit ’apoptose de cellules tumorales B primaires et de lignées B



dans lesquelles 1’expression de la chaine 2 est induite. De plus, ils ont observé qu’in vivo,
I’IL-12 réduit la tumorigénicité d’une lignée B dans laquelle la chaine B2 est réexprimée, en
augmentant 1’apoptose et en diminuant la prolifération et la néoangiogenése (Airoldi, J Clin
Invest 2004). Ces résultats suggerent que la perte de la réponse a I’IL-12 dans certaines

lymphoproliférations B humaines est favorable a la progression de ces tumeurs.

> Roéle de p40

Chez la Souris, p40 peut étre produite sous forme d’homodimeres p40p40, qui constituent un
antagoniste de 1’IL-12, in vitro et in vivo. Toutefois, chez I’Homme, des homodimeéres p40p40
ne sont pas produits en conditions physiologiques et bien qu’un role antagoniste ait été mis en
évidence in vitro, un réle antagoniste in vivo est peu probable (revue in Trinchieri, Nat Rev

Immunol 2003).

1.2. L’1L-23

Une dizaine d’années apres I’identification de I’IL-12, une nouvelle cytokine hétérodimérique
apparentée a I’'[L-12 a été mise en évidence. Cette cytokine, appelée 1L-23, est constituée
d’une nouvelle molécule présentant une structure de cytokine de type I a 4 hélices a, la sous-
unité pl19, et de la sous-unité p40 de I'IL-12 (Oppmann, Immunity 2000).

La molécule pl19 a été identifiée par recherche d’homologie avec les membres de la
famille de I’IL-6 par analyse bioinformatique. p19 présente la plus forte homologie structurale
avec p35, le G-CSF et I’IL-6. Alors que p19 possede une séquence de type peptide signal, elle
n’est pas sécrétée seule chez I’Homme, et est sécrétée a un niveau trés faible chez la Souris.
Comme p335, la sécrétion efficace de p19 nécessite son association a la sous-unité p40 de I’IL-
12. p19 n’est en revanche pas sécrétée quand elle est co-exprimée avec d’autres formes
solubles de récepteur de cytokine, telles qu’EBI3, I'IL-6R soluble ou CLF-1. Les deux
protéines, p19 et p40, sont liées de fagon covalente, par pont disulfure (Oppmann, Immunity

2000).
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Cette mise en évidence d’une nouvelle cytokine hétérodimérique partageant la sous-
unité p40 de I’IL-12 était inattendue, et a conduit a reconsidérer certains travaux réalisés sur
I’IL-12. En effet, de nombreuses études visant a définir les fonctions de 1’IL-12 avaient été
réalisées avec des souris p40” ou & I’aide d’anticorps neutralisants anti-p40, ne permettant

pas de différencier un effet de I’[L-12, d’un effet de I’IL-23.

> Profil d’expression

Afin d’identifier les principaux tissus et types cellulaires produisant 1’IL-23, le profil
d’expression de p19 a été étudié en parallele a celui de p40 par RT-PCR quantitative a partir
de banques d’ADNc de souris (Oppmann, Immunity 2000). Cette étude a montré que I’ARN
messager de p19 est exprimé dans des types cellulaires et des tissus variés (expression la plus
forte dans certains organes lymphoides comme les plaques de Peyer de I’intestin gréle et le
thymus), et que son profil d’expression n’est pas strictement superposable a celui de p40. Une
co-expression de pl19 et p40 est principalement observée dans les cellules dendritiques et les
macrophages, dans certaines conditions. En effet, les deux geénes sont co-exprimés, apres
activation, dans les cellules dendritiques dérivées in vitro de monocytes du sang périphérique,
ainsi que dans les macrophages issus de la moelle osseuse activés par le LPS et dans des
lignées macrophagiques activées ou non par le LPS. Le messager de pl9 est également
fortement exprim¢é dans des lymphocytes T polarisés Thl ou Th2, et dans les cellules
endothéliales activées par le TNF-a.. Cependant, dans ces deux types cellulaires, le messager
de p40 n’est pas détecté. Le messager de pl9 n’est pas détecté¢ dans la rate, ni dans les
lymphocytes B spléniques activés par le LPS.

L’expression de pl9 dans les cellules dendritiques murines apparait finement régulée.
En effet, si son expression est détectée dans les cellules dendritiques dérivées de monocytes
du sang périphérique, elle n’est, a contrario, pas détectée dans les cellules dendritiques
fraichement isolées a partir de la moelle osseuse ou de la rate, ni dans les cellules dendritiques

dérivées in vitro de cellules de la moelle osseuse (Oppmann, Immunity 2000).
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Chez I’Homme, une forte expression de pl9 et de p40 est détectée dans les cellules
dendritiques dérivées in vitro de monocytes du sang périphérique, activées via CD40 en
présence de TNF-a et de LPS. Chez I’'Homme comme chez la Souris, ces cellules
dendritiques dérivées de monocytes du sang périphérique produisent et sécreétent
I’hétérodimere p19p40 (Oppmann, Immunity 2000). Par ailleurs, les messagers de pl19 et de
p40 ont été détectés dans les monocytes humains apres activation par le LPS et I'I[FN-y (la

Sala, J Immunol 2005), et apres exposition a Candida albicans (Kim, Infect Immunol 2005).

En ce qui concerne le profil d’expression de I’IL-23 en immunopathologie humaine,
peu de données sont connues. Récemment, il a été montré une augmentation de I’expression
du messager de p19 dans des 1ésions cutanées de psoriasis chez I’Homme. La combinaison de
I’étude de 1’expression de la protéine p40 in situ par immunohistochimie et de 1’analyse par
RT-PCR des messagers de pl9 et de p40 montre que les cellules qui produisent I’IL-23 dans
les lésions cutanées de psoriasis sont des cellules du derme exprimant des marqueurs de

cellules dendritiques (Lee, J Exp Med 2004).

Dans un modele de souris transgénique exprimant un transgene luciférase sous la
dépendance du promoteur de p40, un haut niveau d’activation constitutive du transgéne a été
observé dans I’iléon terminal (Becker, J Clin Invest 2003). A cette expression du transgene
est associée I’expression du transcrit endogeéne de p40, ainsi que I’expression des protéines
p40 et de p19p40. Cette expression est dépendante de la présence de germes dans la lumiére
iléale, suggérant un rdle de la flore intestinale dans la régulation de I’expression de p40. Les
cellules produisant p40 correspondent a des cellules dendritiques de la lamina propria

(Becker, J Clin Invest 2003).

» Récepteur de I’lL-23 : structure et profil d’expression ; transduction du signal

Le complexe récepteur de I’IL-23 est constitué de la chaine Bl du récepteur de I’'IL-12 et
d’une deuxiéme chaine spécifique nommée IL-23R (Parham, J Immunol 2002). L’IL-23R est
un nouveau récepteur de la superfamille des récepteurs de cytokines de type I. Chez

I’Homme, son gene est situé sur le chromosome 1 a proximité du gene de I’'IL-12Rp2. Sur le
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plan structural, la protéine IL-23R est le plus fortement homologue de I'IL-12R[2 et de
gp130. Le domaine extracellulaire de I’'IL-23R comporte un domaine N-terminal de type Ig,
mais pas de domaine de type fibronectine contrairement a I’'IL-12Rp2. L’IL-23R contient un
variant du motif consensus WSXWS, le motif WQPWS. La chaine IL-12Rf1, seule, est
capable de lier I’'IL-23, mais ne permet pas la réponse a celle-ci, cette réponse étant conférée
par la co-expression des deux chaines IL-12R1 et IL-23R (Parham, J Immunol 2002).

Chez I’Homme, le profil d’expression de la chaine IL-23R se superpose en partie a
celui de la chaine IL-12R[32 (analyse par RT-PCR quantitative). Le récepteur de I’IL-23 est
exprimé par les lymphocytes T (clones ThO et Thl) et les cellules NK, et a un trés faible

niveau par les monocytes et les cellules dendritiques (Parham, J Immunol 2002).

La fixation de I’IL-23 sur son récepteur de haute affinité active en partie les mémes
molécules de la famille Jak/STAT que I’IL-12 : Jak2, Tyk2 et STATI, -3, -4 et -5 (Parham, J
Immunol 2002). Cependant, contrairement a 1’IL-12 qui induit principalement la
phosphorylation de STAT4, I'[L-23 induit principalement la phosphorylation de STAT3
(études dans des lignées T et NK, et dans des lymphocytes T activés par la PHA) (Parham, J

Immunol 2002 ; Oppmann, Immunity 2000).

> IL-23 et régulation de la réponse T et inflammatoire

Chez la Souris, ’'IL-23 induit fortement la prolifération des lymphocytes T CD4"
« mémoire » activés par anticorps anti-CD3 en présence d’anticorps neutralisants anti-IL-2,
mais est sans effet sur la prolifération des lymphocytes T CD4" naifs (Oppmann, Immunity
2000). Chez I’'Homme, les effets prolifératifs de I’IL-23 sont légerement différents, dans la
mesure ol I’IL-23 augmente non seulement la prolifération des lymphocytes T CD4"
«mémoire » activés par anticorps anti-CD3 et anti-CD28, mais également celle des
lymphocytes T CD4" naifs activés dans les mémes conditions, bien que I’effet soit moins
marqué sur ces derniers (Oppmann, Immunity 2000).

L’IL-23 induit la production d’IFN-y par les lymphocytes T humains du sang

périphérique activés par la PHA. Cet effet de I’'IL-23 sur la production d’IFN-y s’exerce
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principalement sur les lymphocytes T « mémoire » (CD45RO") activés par anticorps anti-

CD3 et anti-CD28 (Oppmann, Immunity 2000).

Ces premiers résultats ont suggéré un role important de I’IL-23 dans le maintien de la
réponse Th1 mémoire et dans la production d’IFN-y (Oppmann, Immunity 2000). Cependant,
une étude ultérieure utilisant des souris pl9”" n’a pas montré d’anomalie dans le
développement de la réponse Thl, ni dans la production d’IFN-y au cours de I’infection aigué
par Toxoplasma gondii (Lieberman, J Immunol 2004), ce qui suggere que I’IL-23 n’est pas

indispensable aux réponses Th1.

Plus récemment, il a ¢ét¢ montré que I'IL-23 joue un rdle majeur dans le
développement d’une nouvelle population cellulaire T CD4" dont le profil d’expression
cytokinique est différent de celui des lymphocytes différenciés Thl ou Th2, et est caractérisé
en particulier par la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-17 (Langrish, J Exp Med
2005). Les lymphocytes T CD4 " spléniques murins « mémoire », et non les naifs, produisent
de I'IL-17 en réponse a la stimulation par I’'[L-23 (Aggarwal, J Biol Chem 2003). Cette
production d’IL-17 en réponse a I’IL-23 est inhibée en présence d’IL-12, qui semble exercer
un rétrocontrdle négatif sur la production de I’IL-17 en réponse a I’IL-23.

L’IL-23, en partie via son action sur la production d’IL-17, joue un réle majeur in vivo
dans les réponses inflammatoires chroniques auto-immunes. L implication de 1’IL-23 dans la
survenue de pathologies auto-immunes a été mise en évidence in vivo chez la Souris dans un
modele d’encéphalite auto-immune expérimentale (Cua, Nature 2003) et dans un modele
d’arthrite inflammatoire chronique, 1’arthrite induite par le collagene (Murphy, J Exp Med
2003). L’encéphalite auto-immune expérimentale est une maladie auto-immune du systéme
nerveux central médiée par les lymphocytes T polarisés Thl et par les macrophages. Les
souris déficientes pour pl9 ou pour p40 ne développent pas la maladie contrairement aux
souris déficientes pour p35. La réexpression locale de 1’IL-23 par technique de transfert de
génes rétablit la susceptibilité des souris p19” et p40™, ce qui indique que I'IL-23, et non

I’IL-12, est nécessaire au développement de cette affection. L’arthrite induite par le collagéne
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est un modele murin de la polyarthrite rhumatoide, maladie auto-immune humaine. Son
développement dépend a la fois des réponses immunes cellulaire et humorale. Comme pour
I’encéphalite auto-immune, les souris p19” sont résistantes a I’arthrite alors que les souris
p357 développent la maladie comme les souris sauvages, avec une augmentation des
messagers de protéines pro-inflammatoires telles que I’IL-17 et le TNF-a.. Dans les ganglions
lymphatiques de drainage, il existe une augmentation du nombre des lymphocytes T CD4"

producteurs d’IL-17, alors que cette population n’est pas retrouvée dans la souris p19™".

> 1L-23 et lymphocytes B

Une étude du profil d’expression de I’IL-23R par RT-PCR quantitative chez I’Homme a
montré que cette chaine n’est pas détectée dans les splénocytes au repos ou apres activation,
et est exprimée a un niveau faible par les lymphocytes B transformés in vitro par ’EBYV, ces
derniers exprimant aussi faiblement 1I’IL-12RB1 (Parham, J Immunol 2002). Chez la Souris,
I’expression des messagers de I'IL-23R et de I'IL-12RP1 n’est pas détectée dans les
lymphocytes B spléniques activés par le LPS. Ces résultats suggérent une expression nulle ou
trés faible du récepteur de haute affinité de I’IL-23 dans les lymphocytes B, en dehors de la
transformation par ’EBV.

Une étude récente de la réponse humorale des souris p19”" confirme 1’hypothése d’un
role peu important de I’'IL-23 sur les lymphocytes B. En effet, ces souris répondent
normalement a une stimulation antigénique T indépendante (Ghilardi, J Immunol 2004). De
plus, les lymphocytes B des souris p19” proliférent normalement en réponse 4 la stimulation
par le LPS, ou par des anticorps anti-CD40 ou anti-IgM. Ils ne présentent pas de défaut de
commutation de classe en réponse a I’IL-4. Les auteurs ont recherché un potentiel effet direct
de I'IL-23 sur les lymphocytes B murins : I’IL-23 n’a pas d’effet sur la prolifération des
lymphocytes B, ni sur la commutation de classe (Ghilardi, J] Immunol 2004). L’ensemble de

ces résultats suggere que I’[L-23 n’a pas d’action directe sur les lymphocytes B.
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1.3. L’IL-27

L’IL-27 est la plus récemment décrite des cytokines de la famille de I’IL-12. Elle est formée
par ’association de la protéine EBV-induced gene 3 (EBI3) et du ligand p28 (Pflanz,
Immunity 2002).

> ldentification et caractéristiques structurales d’EBI3

EBI3 a ét¢ identifié sur la base de son induction par I’EBV, par criblage de banque différentiel
entre une lignée Burkitt infectée par ’EBV, la lignée BL41/B95.8, et la lignée parentale EBV"
BL41 (Devergne, J Virol 1996). Chez I’Homme, EBI3 est localisé sur le chromosome 19
(bande p13.3), a proximité du récepteur de 1’érythropoiétine et de Tyk2.

EBI3 possede les particularités structurales caractéristiques des membres de la famille
des récepteurs de cytokines de type I, a savoir la présence de deux paires de cystéines
conservées dans la portion N-terminale et un motif LSDWS, variant du motif consensus
WSXWS dans la portion C-terminale. Au sein des récepteurs de cytokines de classe I, EBI3
est plus fortement homologue du CNTFRa (30% d’identité en aa) et de la sous-unité p40 de
I’IL-12 (27% d’identité en aa). Comme p40, EBI3 ne possede pas de séquence d’ancrage a la
membrane plasmique et correspond a la partie extracellulaire soluble d’un récepteur de
cytokine de type I. EBI3 est une protéine fortement glycosylée. Sa forme intracellulaire est de
33 kDa, et sa forme sécrétée de 34 kDa, les différentes de taille étant vraisemblablement dues
a des glycosylations différentes. Une grande fraction des molécules EBI3 est retenue dans le
réticulum endoplasmique (RE). Dans ce compartiment, EBI3 s’associe avec la calnexine,
molécule chaperon résidente du RE qui s’associe a de nombreuses glycoprotéines, et joue un
role clé dans ’assemblage des complexes multiprotéiques en s’associant aux molécules non
encore assemblées et en les retenant dans le RE jusqu’a assemblage. EBI3 ne possede que les
quatre cystéines conservées impliquées dans la formation de ponts disulfure
intramoléculaires, et ne dispose donc pas d’un autre résidu cystéine pouvant étre impliqué
dans une liaison covalente avec un autre partenaire, du type de I’association p35p40.

Toutefois, il a ét¢ montré qu’EBI3 s’associe a la sous-unité p35 de I'[L-12, de fagon non
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covalente, pour étre sécrétée sous la forme d’un hétérodimere EBI3p35 (Devergne, Proc Natl
Acad Sci USA 1997). La co-expression d’EBI3 et de p35 restaure une sécrétion plus efficace,
de p35 et d’EBI3. L’activité biologique de cette molécule hétérodimérique n’a pas encore été

démontrée.

> Mise en évidence de I’l1L-27

De méme que pl9, p28 a été identifiée par le groupe de Rob Kastelein (DNAX Research
Institute, Palo Alto, USA) par bioinformatique, par recherche d’homologie structurale avec
les membres de la famille de I’'IL-6 (Pflanz, Immunity 2002). Parmi les cytokines de cette
famille, p28 est la plus proche de I'IL-11 et de CLC. De fagon similaire a I’'IL-12 p35 et a
I’IL-23 p19 qui ne peuvent étre sécrétées indépendamment de leur association a p40, p28
requiert 1’association & EBI3 dans une méme cellule pour étre sécrétée. p28 n’est pas sécrétée
quand elle est co-exprimée avec I'IL-12 p40, le récepteur soluble de I'IL-11 ou CLF-1

(Pflanz, Immunity 2002). L’association entre p28 et EBI3 est non covalente.

» Profil d’expression d’EBI3 et de I’ L-27

EBI3 est exprimé a un trés haut niveau dans des lignées de lymphome de Burkitt EBV”
infectées in vitro par I’EBV et dans les lymphocytes B transformés in vitro par ’EBV. Par
transfert de différents génes de latence de I’EBV dans une lignée B EBV', il a été montré que
I’expression d’EBI3 est induite par la protéine de latence membranaire LMP1, mais pas par
les protéines virales nucléaires EBNA2 ou EBNA3C (Devergne, J Virol 1996).

Dans les tissus humains, EBI3 présente un profil d’expression restreint. L’ARN
messager d’EBI3 est détecté¢ a un niveau faible dans les amygdales et & un niveau plus élevé
dans la rate. Dans les tissus non hématopoiétiques testés, 1’expression d’EBI3 n’avait été
détectée que dans le placenta, ou un trés fort niveau d’expression est observé (Devergne, J
Virol 1996). Le développement d’anticorps monoclonaux anti-EBI3 a permis de montrer par

immunohistochimie qu’EBI3 est exprimée par les cellules syncytiotrophoblastiques et le
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trophoblaste extra-villeux placentaires, et par ELISA qu’elle est présente a de tres fortes
concentrations dans le sérum des femmes enceintes (Devergne, Am J Pathol 2001).

Les premicres études visant a déterminer le profil d’expression de I’'IL-27 ont été
réalisées par RT-PCR quantitative a partir de banques de cDNA humain et murin. Chez
I’Homme et la Souris, la co-expression d’EBI3 et de p28 est essentiellement observée dans les
cellules présentatrices d’Ag, les monocytes et les cellules dendritiques dérivées de monocytes,
activées par le LPS. Dans ces dernieres, les transcrits d’EBI3 et de p28 sont exprimés avec des
cinétiques différentes. L’expression de p28 est précoce et transitoire avec un pic d’expression
maximale entre 3 et 6 heures et un retour au niveau basal aprés 24 heures de stimulation.
L’expression d’EBI3 est quant a elle 1égérement différée avec un pic entre 12 et 24 heures.
Elle décroit plus lentement avec un niveau d’expression encore significatif a 72 heures. La
comparaison de cette cinétique d’expression a celle des deux génes de I’IL-12, p35 et p40,
suggere que l’expression de I’'IL-27 précéderait celle de I’IL-12. Le messager de p28 est
¢galement détecté dans le placenta, mais & un niveau nettement inférieur a celui d’EBI3

(Pflanz, Immunity 2002).

> Récepteur de I’l1L-27

Le complexe récepteur de 1’IL-27 est formé de deux chaines, I'IL-27R et gp130 (Pflanz,
Immunity 2002 ; Pflanz, J Immunol 2004). La chaine IL-27R a été identifiée antérieurement a
la mise en évidence de I’'IL-27, par deux équipes indépendantes, sur la base d’homologies de
séquence avec les récepteurs de cytokine de classe I, en particulier avec la chaine gp130.
Cette chaine récepteur avait initialement été appelée TCCR ou WSX-1 (Sprecher, Biochem
Biophys Res Commun, 1998 ; Chen, Nature 2000). L’IL-27R présente les caractéristiques
structurales d’un récepteur de cytokine de classe I: un domaine de liaison aux cytokines
contenant deux paires de cystéines conservées et un motif WGEWS similaire au motif
consensus WSXWS, ainsi que 3 domaines de type fibronectine. Un motif de fixation des Jaks
est présent dans la partie intracellulaire, a proximité du domaine transmembranaire. L’IL-27R

présente 19% d’identité en aa avec la chaine gp130 et 26% d’identité en aa avec la chaine 32
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du récepteur de I'IL-12 (Sprecher, Biochem Biophys Res Commun 1998 ; Chen, Nature
2000). Comme EBI3, WSX-1 est situé¢ sur le chromosome 19 (région p13.11) (Sprecher,
Biochem Biophys Res Commun 1998).

Les premicres études réalisées par Northern blot chez ’Homme avaient montré que les
ARN messagers de I’IL-27R étaient présents dans tous les tissus testés, mais a un niveau plus
¢levé dans les tissus lymphoides tels que le thymus, la rate et les ganglions lymphatiques,
comparativement aux tissus non lymphoides (Chen, Nature 2000 ; Sprecher, Biochem
Biophys Res Commun 1998). Par ailleurs, 1’analyse par RT-PCR quantitative de 1’expression
de I’'IL-27R dans les différentes sous-populations de splénocytes murins avait montré que
celui-ci est exprimé dans les lymphocytes T CD4 et CD8', les lymphocytes B, les
macrophages et les cellules NK, un plus fort niveau d’expression étant observé dans les
lymphocytes T CD4" et les cellules NK. Cette étude avait également montré que I’IL-27R est
fortement exprimé dans les lymphocytes T CD4" naifs (Th0), mais que son expression
diminue apres différenciation en lymphocytes Th1 ou Th2 (Chen, Nature 2000).

La chaine IL-27R peut lier I'IL-27, mais n’est pas capable, seule, de transduire un
signal. Par expériences de complémentation par transfert génique dans la lignée murine BaF3,
il a ét¢é montré que la deuxiéme chaine nécessaire pour former avec I’IL-27R un complexe
récepteur fonctionnel capable de transduire un signal est la chaine gp130 (Pflanz, J Immunol
2004). La chaine gp130 est partagée par les récepteurs de cytokines de la famille de I’IL-6.
L’utilisation de la chaine gpl30 par le récepteur de I’'IL-27, ainsi que des homologies
structurales, ont conduit a regrouper les cytokines de la famille de I’IL-6 et celles de la famille
de I’IL-12 en une superfamille, la famille IL-6/IL-12.

Lors de son clonage, gp130 avait été¢ décrit comme un geéne exprimé de fagon quasi
ubiquitaire chez I’Homme et la Souris (Hibi, Cell 1990 ; Saito, J Immunol 1992). Une analyse
récente réalisée par RT-PCR quantitative chez ’Homme a montré que les génes codant pour
les chaines IL-27R et gp130 sont co-exprimés dans de nombreux types cellulaires, dont les
monocytes, les cellules dendritiques, les lymphocytes T et B, les cellules NK, les mastocytes

et les cellules endothéliales (Pflanz, J] Immunol 2004).
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» Signalisation

Dans les lymphocytes T CD4 " murins, 1’TL-27 active Jak1, Jak2 et Tyk2 (Kamiya, J Immunol
2004). En ce qui concerne le profil d’activation des STATs induit par I’IL-27 dans les
lymphocytes T CD4" naifs murins, des résultats contradictoires selon les équipes ont été
rapportés. Ainsi, si plusieurs études montrent que I’IL-27 induit dans ces cellules la
phosphorylation de STATI1, STAT3, et STATS, et non celle de STAT6, des résultats
discordants ont été¢ observés pour STAT2 et STAT4, une activation faible ou nulle étant
observée selon les études (Takeda J Immunol 2003 ; Villarino, Immunity 2003 ; Lucas, Proc
Natl Acad Sci USA 2003 ; Kamiya, J Immunol 2004). Dans ces cellules, 1’activation de
STAT2 et de STATS, mais non celle de STAT3, est dépendante de STATI (Kamiya, J
Immunol 2004).

Chez I’Homme, I’'IL-27 induit la phosphorylation de STATI1 et STAT3 dans les
lymphocytes T CD4" CD45RA" naifs et dans les monocytes, ainsi que la phosphorylation de
STAT3 dans les mastocytes (Hibbert, J Interferon Cytokine Res 2003 ; Pflanz, J Immunol
2004). Une activation de STATI1, STAT3, mais pas de STAT4, est observée en réponse a

I’IL-27 dans la lignée NK humaine, NKL (Hibbert, J Interferon Cytokine Res 2003).

> RoOles de I'IL-27

IL-27 et régulation de la réponse T
Le premier role de I’IL-27 mis en évidence est son rdle dans I’initiation de la réponse Thl. En
effet, les premiéres observations in vitro, ainsi que le phénotype des souris IL-27R™ décrit
antérieurement a la mise en évidence de 1I’'IL-27, suggéraient que cette cytokine joue un role
important dans les phases précoces de la réponse Thl.

Dans les lymphocytes T CD4 " naifs murins et humains, 1’TL-27 induit I’expression de
T-bet (Takeda, J Immunol 2003 ; Hibbert, J Interferon Cytokine Res 2003 ; Lucas, Proc Natl
Acad Sci USA 2003). T-bet est un facteur de transcription jouant un role clé dans I’initiation

de la réponse Thl. Il est exprimé par les lymphocytes polarisés Thl et est un puissant
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transactivateur du géne de I’I[FN-y (Szabo, Cell 2000 ; Mullen, Science 2001). A I’inverse,
I’IL-27 réprime I’expression de GATA-3 (Lucas, Proc Natl Acad Sci USA 2003), facteur de
transcription orientant la différenciation T vers la voie Th2 (Zheng, Cell 1997 ; Ouyang,
Immunity 2000). De plus, dans les lymphocytes T CD4" naifs humains et murins, I’IL-27
induit I’expression de la chaine B2 du récepteur de I’IL-12, ce qui leur permet de répondre a
I’IL-12 et de s’engager dans la voie de différenciation Thl (Hibbert, J Interferon Cytokine
Res 2003 ; Lucas, Proc Natl Acad Sci USA 2003 ; Takeda, J Immunol 2003 ). L’IL-27 induit
également la prolifération des lymphocytes T CD4" naifs murins et humains activés, mais est
sans effet sur la prolifération des lymphocytes T CD4" « mémoire » (Pflanz, Immunity 2002).
En synergie avec I’IL-12, I’IL-27 induit la production d’IFN-y par les lymphocytes T CD4"
naifs humains et murins (Pflanz, Immunity 2002 ; Takeda, J Immunol 2003). Par I’utilisation
de cellules de souris déficientes pour STATI, il a été montré que I’effet de I’IL-27 sur la
prolifération des lymphocytes T CD4" naifs activés par anticorps anti-CD3 en présence d’un
anticorps anti-IL-2 est indépendant de 1’activation de STAT], alors que I’effet de I’'IL-27 sur
I’induction de I’expression de T-bet et I'IL-12R32, ainsi que son effet synergique avec I’'IL-
12 sur la production d’IFN-y par ces cellules, est dépendant de 1’activation de STATI1
(Kamiya, J Immunol 2004).

Ces observations in vitro étaient en accord avec deux études, publiées antérieurement
a la mise en évidence de I'[L-27, décrivant le phénotype des souris IL-27R”" dans des
modeles d’infection par des bactéries ou des parasites intracellulaires et mettant en avant un
défaut d’initiation de réponse Thl chez ces souris. En effet, les souris IL-27R”" présentent une
susceptibilité accrue a I’infection par Listeria monocytogenes, avec une charge bactérienne
trés €levée dans le foie (Chen, Nature 2000), et a I’infection par le parasite Leishmania major
avec, au début de I’infection, un cedéme et une ulcération séveres au site d’injection, associés
a une charge parasitaire augmentée (Yoshida, Immunity 2001). Ces souris présentent aussi un
défaut de formation des granulomes en réponse a I’infection par une mycobactérie, le bacille
de Calmette et Guérin (Yoshida, Immunity 2001). Parallélement, les lymphocytes T CD4"
isolés de ces souris présentent un défaut de production d’IFN-y (Chen, Nature 2000 ; Yoshida,

Immunity 2001).
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Ces premicres études ont fourni la base d’un modele ou I’IL-27, en induisant
I’expression de T-bet et de la deuxieme chaine du récepteur de I’'IL-12, et en augmentant la
prolifération des lymphocytes T CD4' naifs, constituait un inducteur précoce de la
polarisation et de la différenciation lymphocytaire T dans la voie Thl, en permettant
I’expansion des cellules T activées et leur conférant la capacité de répondre a I’[L-12, I’IL-23
agissant plus tardivement dans le maintien de la réponse T « mémoire » (Figure 3) (Trinchieri,

Nat Rev Immunol 2003).

D’autres études, réalisées dans des modéles murins ou chez le Rat, ont conforté
I’importance de I’axe IL-27/IL-27R dans le développement de la réponse Thl. Les souris IL-
27R™” présentent un défaut de réponse Thl au cours de ’infection par d’autres pathogenes
comme le parasite Trichuris muris (Bancroft, J Immunol 2004) et I’agent de la tuberculose,
Mycobacterium tuberculosis (Pearl, J Immunol 2004). Comme les souris IL-27R” dans
I’étude de Yoshida et coll., les souris EBI3” présentent une sensibilité accrue a I’infection par
Leishmania major avec une charge parasitaire augmentée au début de I’infection (Zahn, Eur J
Immunol 2005). De plus, un role direct de p28 dans la réponse Thl a été mis en évidence a
I’aide d’anticorps spécifiques: la neutralisation de la fonction de p28 in vivo inhibe la réponse
Th1 dans le modéle d’encéphalite auto-immune expérimentale murine (Goldberg, J Immunol
2004 a) et dans un mod¢le d’arthrite expérimentale chez le Rat (Goldberg, J Immunol 2004
b).

En plus d’un réle dans le développement de la réponse Thl, quelques études indiquent
¢galement un role de 1’axe IL-27/IL-27R dans I’inhibition de la réponse immune Th2. En
effet, les souris IL-27R” présentent une exacerbation de la réponse Th2 dans un modéle
d’infection par Trichuris muris (Artis, J Immunol 2004 a) et dans un modele d’asthme

allergique (Miyazaki, J Immunol 2005).

Autres roles de I’IL-27 ; rdle dans la réponse inflammatoire

D’autres études ont montré que le réle de I'[L-27 s’étendait au-dela de son role dans la

réponse Th1/Th2.
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Figure 3: Rdle des cytokines de la famille de I’'lL-12 dans le développement de
la réponse Thl: premiere hypothése de travail
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D’une part, la fonction de I’'[L-27 ne se limite pas a ses effets directs sur les
lymphocytes T CD4" naifs. En effet, en dehors de ceux-ci, I'TL-27 exerce des effets directs
sur d’autres types cellulaires, impliqués notamment dans la réponse inflammatoire et la
réponse immune innée.

Ainsi, dans les monocytes humains, 1’'IL-27 augmente I’expression des messagers de
I’IL-1B et du TNF-a, et plus tardivement ceux de I’IL-12 p35 et de I’IL-18. De méme, dans
les mastocytes humains primaires issus de sang de cordon, I’'IL-27 induit I’expression des
genes des cytokines pro-inflammatoires des familles de I’IL-1 et du TNF, telles que I'IL-1a,
I’IL-1B, 'IL-18, le TNF-a, OX40, TEASR-L et RANK-L (Pflanz, J] Immunol 2004).

L’IL-27 agit également directement sur une autre population cellulaire, la cellule NK.
Dans les cellules NK murines ou des lignées NK humaines, I’IL-12 induit ’expression de T-
bet (Pflanz, Immunity 2002 ; Lucas, Proc Natl Acad Sci USA 2003 ). Seule, I’'IL-27 n’a pas
d’effet sur les cellules NK murines ou humaines en terme de prolifération ou de production
d’IFN-y, et n’a pas d’effet sur D’activit¢ cytotoxique des cellules NK murines (Pflanz,
Immunity 2002 ; Lucas, Proc Natl Acad Sci USA 2003 ). Toutefois, en présence d’IL-2 et
d’IL-12, ’IL-27 augmente la production d’IFN-y dans les cellules NK humaines (Pflanz,

Immunity 2002).

D’autre part, apres les observations initiales qui montraient un défaut de réponse Thl
des souris IL-27R”" dans plusieurs modéles d’infection, plusieurs études ont obtenu des
résultats opposés, montrant non seulement I’absence de défaut de réponse Thl dans ces souris
IL-27R™, mais aussi une réponse T et une réponse inflammatoire exacerbées et souvent
fatales. Ainsi, au cours de l’infection prolongée par les parasites Toxoplasma gondii
(Villarino, Immunity 2003) et Trypanosoma cruzi (Hamano, Immunity 2003), ainsi que par la
bactérie Mycobacterium tuberculosis (Holscher, J Immunol 2005), les souris IL-27R”
développent une maladie inflammatoire sévére, caractérisée par une production excessive
d’IFN-y et d’autres cytokines comme I’'IL-6 et le TNF-a, associée a la persistance de cellules
T CD4" activées aprés la phase aigué de 1’infection, et aboutissant au décés précoce de ces

souris.
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D’autres études vont également dans le sens d’un rdle régulateur, immunosuppresseur,
de I’axe IL-27/IL-27R, en particulier sur les cellules TNK. Dans un mod¢le expérimental
murin d’hépatite auto-immune, I’hépatite induite par la Concavaline A, il existe chez les
souris IL-27R”" une hyperproduction de cytokines proinflammatoires par les cellules TNK
(Yamanaka, J Immunol 2004). A I'inverse, dans les souris EBI3", les cellules TNK sont en
nombre réduit et présentent un défaut de réponse a leur stimulus spécifique (Nieuwenhuis,

Proc Natl Acad Sci USA 2002).

Ainsi, des résultats apparemment contradictoires ont été observés dans différents
modéles utilisant les souris IL-27R™". Plusieurs facteurs peuvent étre a origine de ces
différences. D’une part, les différents agents pathogenes utilisés mettent en jeu des réponses
immunes différentes, en particulier en ce qui concerne les cytokines induites a I’initiation de
la réponse immune. Le milieu cytokinique influence le rdle joué par I’'IL-27 dans la réponse
immune. C’est ainsi que le défaut de réponse Thl observé dans certains modéles avec les
souris IL-27R”" dépend de la quantité d’IL-4 présente localement. Le défaut d’initiation de la
réponse Thl est majoré in vivo en présence d’IL-4, et in vitro en culture en conditions
polarisantes neutres ou Th2 (Lucas, Proc Natl Acad Sci USA 2003 ; Artis, J Immunol 2004
b). D’autre part, les voies activées par I’IL-27 peuvent I’étre également par d’autres cytokines.
Par exemple, ’activation de STATI et I’induction de I’expression de I’IL-12R2 peuvent étre
induites par I’'IFN-a et I'IFN-y, relativisant I’importance du role de I’'IL-27 en fonction de
I’environnement cytokinique (O’Shea, Cell 2002). En ce qui concerne le potentiel role
immunosuppresseur de I'IL-27, il a été suggéré que celui-ci pourrait étre médié par
I’activation des SOCS (Villarino, Immunity 2003), mais aucun résultat ne permet d’étayer

cette hypothese.

Il faut souligner que I’ensemble des études proposant un role anti-inflammatoire de
I’'IL-27 ont été réalisées avec des souris transgéniques « knock-out », non pas pour p28 ou
EBI3, mais pour le récepteur de I’IL-27. De plus, aucune étude n’a été réalisée en utilisant en

parallele les souris EBI3" et les souris IL-27R™". Compte tenu de la particularité des
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cytokines hétérodimériques et de leurs récepteurs, et en particulier de la capacité d’une méme
sous-unité du complexe cytokine ou du complexe récepteur a se lier a différents partenaires, il
parait imprudent d’affirmer que le phénotype des souris IL-27R™ est uniquement di & un
défaut de réponse a I'IL-27, I'IL-27R possédant peut-étre un autre ligand que I'IL-27. A
I’heure actuelle, il n’existe pas de souris [L-27p28 KO, dont le phénotype serait intéressant a

comparer avec celui des souris IL-27R” et EBI3™".

Ainsi, ’IL-27 est aujourd’hui considérée comme une cytokine immunomodulatrice
capable a la fois de promouvoir les étapes précoces d’une réponse Thl et de limiter la réponse
Th2, mais aussi de controler I’intensité des réponses inflammatoires chroniques immunes. La
prépondérance de I'une ou I’autre de ses fonctions est dépendante du pathogeéne, du site de
I’infection, et des cellules effectrices de la réponse immune. Si les mécanismes impliqués
dans le role pro-Thl de I’IL-27 sont en partie connus, les mécanismes impliqués dans la

fonction immunosuppressive supposée de 1’IL-27 sont non compleétement élucidés.

2. AUTRES CYTOKINES HETERODIMERIQUES

En parallele a la mise en évidence de I'[L-23 et de I'IL-27, il a été décrit deux autres
cytokines hétérodimériques qui appartiennent a la famille de I'IL-6/IL-12 (Figure 4). Ces
deux cytokines hétérodimériques impliquent la « cardiotrophin-like cytokine » (CLC),
¢galement appelée « novel neurotrophin-1 » (NNT-1) ou « B cell-stimulating factor 3 » (BSF-
3).

La molécule CLC, cytokine de type I a 4 hélices a, a été identifiée en 1999 par deux
équipes différentes (Senaldi, Proc Natl Acad Sci USA 1999 ; Shi, Biochem Biophys Res
Commun 1999). 1l s’agit d’une protéine de 225 aa qui présente la plus grande homologie avec
CT-1 et le CNTF. Le transcrit de CLC est principalement détecté au niveau tissulaire dans les
ganglions lymphatiques et la rate, chez ’Homme et la Souris (Senaldi, Proc Natl Acad Sci
USA 1999 ; Shi, Biochem Biophys Res Commun 1999). Bien que la protéine CLC possede

une séquence signal, sa sécrétion nécessite son association a une autre molécule. Ainsi, CLC
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Figure 4: Cytokines de la famille de I’IL-6/1L-12.

La parenté entre les cytokines a 4 hélices a., déterminée par alignement de séquences
par bioinformatique, est représentée sous forme d’un arbre.
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peut étre secrétée sous la forme d’un complexe hétérodimérique avec le cytokine-like factor
(CLF). Le complexe CLC/CLF ainsi formé lie le complexe récepteur de haute affinité¢ du
CNTF, constitué¢ des chaines gpl130, LIF-Rp et CNTFRa (Elson, Nat Neurosci 2000).
Alternativement, CLC peut s’associer avec la forme soluble du CNTFRa, et se lier a un
récepteur formé des chaines gp130 et LIF-R (Plun-Favreau, EMBO J 2001). Dans les deux
cas, les cytokines hétérodimériques ne sont pas liées par liaison covalente. Comme p40 et
EBI3, CLF correspond sur le plan structural a la partie extracellulaire d’un récepteur de
cytokine de type I, avec un domaine de liaison aux cytokines contenant deux paires de
cystéines et le motif consensus WSXWS (Elson, J Immunol 1998). Contrairement au
CNTFRo. qui contient une région hydrophobe caractéristique d’un lien
glycophosphatidylinositol, et de facon similaire a p40 et a EBI3, la protéine CLF ne contient
pas de séquence d’ancrage a la membrane. Chez I’Homme, les transcrits de CLF sont
exprimés dans les organes lymphoides primaires (moelle osseuse, thymus) et secondaires
(ganglions lymphatiques, rate, appendice) ainsi que dans le placenta, I’estomac et le poumon
feetal (Elson, J Immunol 1998). In vitro, les hétérodiméres CLC/CLF ou CLC/sCNTFR ont
une action comparable a celle du CNTF : ils permettent la survie de motoneurones
embryonnaires de rat (Elson, Nat Neurosci 2000 ; Plun-Favreau, EMBO J 2001).
CLC/sCNTFR induit également la prolifération de lignées de neuroblastes de rat (Plun-
Favreau, EMBO J 2001). Alors que le CNTF n’est pas une protéine sécrétée mais relarguée
par des cellules endommagées (Sendtner, J Neurobiol 1994), CLC, associé¢ au CNTF-Ra ou
au CLF, pourrait correspondre a un ligand sécrété du complexe récepteur du CNTF.

Alors que CLC ne semble pas sécrétée seule, son administration in vivo chez la Souris
par voie intrapéritonéale ou son expression sous la dépendance du promoteur de
I’apolipoprotéine E avec sécrétion dans la circulation générale, entraine une hyperplasie B
globale (Senaldi, Proc Natl Acad Sci USA 1999 ; Senaldi, J Immunol 2002). De plus, CLC
présente des effets in vitro sur des cellules qui possédent le récepteur du CNTF. Elle stimule
efficacement la prolifération de la lignée B Raji, seule ou en synergie avec le CNTFRa
soluble (Senaldi, J Immunol 2002) et d’une lignée myélomateuse (Burger, Br J Haematol

2003). CLC stimule aussi la prolifération de cellules B primaires murines activées par anti-
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IgM et induit dans ces cellules la production d’IgM, IgG et IgA. Toutefois, dans cette étude,
les concentrations en CLC utilisées étaient extrémement élevées (15 pg/ml), et ces résultats

sont sujet a caution.

3. LYMPHOMAGENESE VIRO-INDUITE

3.1. L’EBV

L’EBV fait partie des virus herpés gamma. La primo-infection, le plus souvent inapparente,
survient dans les trois premicres années de vie, en particulier dans les pays en voie de
développement, ou quasiment 100% des enfants de 10 ans sont séropositifs pour ’EBV. Dans
les pays occidentaux, seulement 50% des enfants de 10 ans sont séropositifs pour ’EBV. La
primo-infection plus tardive, au cours de I’adolescence ou a 1’age adulte, peut se manifester
par le développement d’une mononucléose infectieuse. Cette affection se manifeste par de la
fievre, une pharyngite, et des adénopathies. Elle est caractérisée par une charge virale élevée.
Jusqu’a 1% (voire 10% dans certains cas) des cellules B du sang périphérique peuvent étre
infectées par ’EBV. Des études in situ des tissus lymphoides montrent qu’un nombre variable
de cellules B sont infectées par I’EBV, dont de nombreuses présentent des signes de
différenciation plasmocytaire (Niedobitek, J Pathol 1997). Chez le sujet immunocompétent, la
réplication virale est controlée par une réponse T CD8" cytotoxique intense, qui permet
I’¢limination de la plupart des cellules infectées. Environ 5% des adultes des pays
occidentaux ne sont pas infectés par ’EBV.

L’EBV infecte les cellules épithéliales, les lymphocytes B et plus rarement les
lymphocytes T. Le site primaire d’infection est 1’oropharynx. Deux hypothéses co-existent
quant a la cellule cible primaire de I’infection. Les premiéres études suggéraient que la cellule
infectée est la cellule de 1’épithélium oropharyngé, celui-ci étant permissif pour la réplication
virale, permettant ainsi la dissémination des particules virales et 1’infection secondaire des
cellules B. Des résultats plus récents suggerent que les cellules B infiltrant la muqueuse de

I’oropharynx pourraient constituer la cible primaire d’infection, I’environnement local y
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favorisant une infection lytique, plutdét que latente. En association a cette infection lytique
observée dans I’oropharynx, une infection principalement latente des cellules B circulantes est
observée. Cette infection latente d’un petit pool de cellules B persiste tout au long de la vie, le
réservoir de I’EBV étant constitué par des cellules B « mémoire » au repos circulantes
(Babcock, Immunity 1998). En plus de ces cellules EBV' « mémoire » circulantes, de rares
cellules B infectées par ’EBV sont détectées dans les tissus lymphoides des sujets EBV"
asymptomatiques : il s’agit principalement de cellules de petite taille situées dans les zones

interfolliculaires (Niedobitek, Blood 1992).

» EBV et transformation

Bien que I'infection par ’EBV soit généralement bénigne, elle peut dans certains cas étre
associée au développement de pathologies tumorales: différents types de lymphomes, une
forme particuliere de carcinome, le carcinome indifférencié du naso-pharynx, ainsi que
certaines formes de carcinomes gastriques.

In vitro, P’EBV est capable de transformer efficacement les cellules B en lignées
lymphoblastoides infectées de fagon latente par le virus. Dans les lignées lymphoblastoides,
qui constituent le modeéle d’infection in vitro par ’EBV de référence, les cellules expriment
un nombre limité de protéines virales : six antigénes nucléaires (EBNAI, 2, 3A, 3B, 3C et LP)
et trois protéines de latence membranaires (LMP1, 2A et 2B). Ce profil d’expression observé
dans les lignées lymphoblastoides est nommé profil de latence de type III. Dans les lignées
EBV" et les tumeurs liées a ’EBV, des profils de latence plus restreints, dits I et II, peuvent
étre observés. Dans le profil de latence de type II, les protéines EBNA1, LMP1 et LMP2 sont
exprimées, alors que seule EBNA1 est exprimée dans le profil de type 1. Dans ces 3 types de
latence, de grandes quantités d’ARN viraux, EBER1 et EBER2, ainsi que les BARTSs
(BamHI-A rightward transcripts) sont é¢galement exprimés.

En plus de ces trois programme de latence, un quatriéme programme d’expression
génique est utilisé au cours du cycle lytique du virus pour produire des particules virales

infectieuses.
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» Role de LMP1 dans la transformation lymphocytaire B

Parmi les protéines de latence de I’EBV, LMP1 joue un réle majeur dans les processus
d’immortalisation et de transformation. Cette protéine est une protéine membranaire,
constituée d’un court domaine N-terminal intracytoplasmique de 24 aa, de six domaines
transmembranaires et d’un domaine C-terminal intracytoplasmique de 200 aa. Cette protéine
est constitutivement agrégée a la membrane plasmique sous forme de « patches ». Dans des
lignées B dérivées de lymphomes de Burkitt EBV", la seule expression de LMP1
s’accompagne de modifications phénotypiques comparables a celles observées lors de la
transformation lymphocytaire B par ’EBV : agrégation des cellules, induction de 1’expression
de marqueurs d’activation, de molécules d’adhésion et de molécules anti-apoptotiques. Parmi
les protéines de latence de ’EBV, LMPI1 est la seule a posséder des propriétés oncogéniques.
L’expression de cette protéine dans des lignées fibroblastiques de rongeurs induit en effet
toutes les modifications propres aux oncogenes telles que la perte du phénoméne d’inhibition
de contact, la croissance indépendante d’un ancrage et la tumorigénicité dans les souris nude
(Wang, Cell 1985 ; Baichwal, Oncogene 1988). Par ailleurs, des souris transgéniques
exprimant LMP1 sous la dépendance d’un promoteur B développent des lymphomes
(Kulwichit, Proc Natl Acad Sci USA 1998). Par la création de virus EBV recombinants
spécifiquement mutés pour LMP1, il a été montré que cette protéine, et en particulier sa
portion C-terminale, joue un rdle indispensable dans la transformation cellulaire B par ’EBV
(Kaye, Proc Natl Acad Sci USA 1993). Cette portion carboxy-terminale posséde deux
domaines, appelés CTAR1 (« C-terminal activating region 1 ») ou TES1 (« transformation
effector site 1 ») et CTAR2 ou TES2, impliqués dans la fonction activatrice et transformante
de LMPI. L’identification des protéines effectrices se liant a ces deux domaines a mis en
¢vidence des homologies de fonction avec les TNFR, et montré que LMP1 se comporte
comme un TNFR activé de fagon constitutive. En effet, CTAR1/TESI1 contient un site de
fixation des TRAFs («tumor necrosis factor receptor-associated factor »), molécules
adaptatrices impliquées dans la transduction de signal par les TNFR (Mosialos, Cell 1995 ;

Devergne, Mol Cell Biol 1996). Le deuxi¢me domaine, CTAR2/TES2, lie directement
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d’autres molécules également impliquées dans la transduction de signal par les TNFR, les
molécules TRADD et RIP (Izumi, Proc Natl Acad Sci USA 1997 ; Izumi, Mol Cell Biol
1999). Via ces interactions, LMP1 active les voies NF-kB et c-jun N-terminal kinase
(JNK)/API1. L’activation de NF-kB est essentielle a la survie des lignées transformées par
I’EBV (Cahir-McFarland, Proc Natl Acad Sci USA 2000). Une étude a suggéré que LMP1
activerait également la voie Jak-STAT par interaction avec Jak3 (Gires, EMBO J 1999).
Toutefois, cette interaction n’a pas été observée par d’autres (Higuchi, J Virol 2002) et ne

joue pas de rdle essentiel dans la transformation (Izumi, J Virol 1999).

» Mécanisme d’induction de I’expression d’EBI3 par LMP1

Les TRAFs se lient au domaine CTAR1/TES1 de LMP1 via le motif consensus PXQXT/S
(Devergne, Mol Cell Biol 1996). La signalisation induite par la fixation des TRAFs a ce
domaine joue un role dans plusieurs des fonctions de LMP1 : dans la transformation (Izumi,
Proc Natl Acad Sci USA 1997), dans I’induction de NF-xB (Devergne, Mol Cell Biol 1996),
et dans I’induction de geénes cellulaires, parmi lesquels EBI3 (Devergne, J Virol 1998). Ainsi,
alors que I’expression stable ou transitoire de la protéine LMP1 sauvage dans des lignées
Burkitt EBV™ induit ’expression d’EBI3, celle-ci n’est pas observée aprés expression d’un
mutant de LMP1 contenant des mutations ponctuelles dans le motif PXQXT/S abolissant la
fixation des TRAFs (Devergne, J Virol 1998). L’induction de I’expression d’EBI3 par LMP1
est dépendante de I’activation de NF-kB. La co-expression dans la lignée B EBV" BJAB de
la protéine LMP1 sauvage et d’un mutant d’IxBo résistant a la dégradation, IkBa
S32AS36A, empéchant la translocation de NF-kB dans le noyau, inhibe de fagon dose
dépendante 1’induction de 1’expression d’EBI3 par LMP1 (Devergne, J Virol 1998). De plus,
le BAY11-7082, un inhibiteur chimique de la voie NF-kB qui empéche la phosphorylation de
IkBa, inhibe de facon rapide I’activation de NF-kB dans des lignées lymphoblastoides et
diminue fortement I’expression de genes cibles de NF-kB induits par LMP1, en particulier

EBI3 (Cahir-McFarland, J Virol 2004).
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» Lymphoproliférations et lymphomes associées a I’EBV

Différentes pathologies lymphoides aux caractéristiques cliniques et histologiques différentes,

peuvent étre associées a I’EBV.

Lymphoproliférations de I'immunodéprimé

Les sujets présentant une diminution de leur immunité cellulaire T ont un haut risque de
développer une lymphoprolifération. Les lymphoproliférations survenant dans la population
des immunodéprimés sont le plus souvent B, et plus rarement T. Les plus étudiées sont les
lymphoproliférations  survenant aprés greffe d’organe, dénommées syndromes
lymphoprolifératifs post-transplantation. Leur incidence varie selon [Dintensit¢é de
I’immunosuppression thérapeutique et donc de 1’organe transplanté. Ainsi, elle est de 1 a 2%
pour les greffes de rein ou de foie alors qu’elle est de 3 a 8% pour les greffes de cceur ou de
poumon qui nécessitent une plus grande immunosuppression. L’incidence est plus grande
quand le receveur est séronégatif pour I’EBV avant la greffe, ce qui explique que les enfants
sont plus a risque que les adultes. Classiquement, les syndromes lymphoprolifératifs post-
transplantation surviennent dans la premi¢re année suivant la greffe, quand
I’immunodépression est la plus marquée. Presque tous sont associés a ’EBV. Ils expriment le
plus souvent un profil de latence de type III (Young, N Eng J Med 1989) comme les lignées
lymphoblastoides infectées in vitro par I’EBV, mais un profil d’expression plus restreint peu
¢galement étre observé. De plus, dans une méme tumeur, plusieurs profils d’expression des
protéines de latence peuvent é&tre observés (Brink, J Clin Pathol 1997). Ces
lymphoproliférations sont classées en trois stades : des Iésions précoces ressemblant a une
mononucléose infectieuse, des 1ésions polymorphes et enfin des Iésions monomorphes
décrites comme des lymphomes de type immunoblastique. Chez un méme patient, les aspects
observés peuvent étre hétérogénes et ne sont pas corrélés au caractére monoclonal ou

polyclonal de la prolifération.
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Les lymphomes survenant apres la premicre année de greffe représentent un groupe de
tumeurs plus hétérogene avec une association a I’EBV dans moins de 50% des cas seulement
et une fréquente monoclonalité de la prolifération.

Chez les patients infectés par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH)
fortement immunodéprimés, les lymphomes du systéme nerveux central ont un phénotype

similaire aux syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation.

Lymphomes de Hodgkin

Les lymphomes de Hodgkin sont caractérisé€s par la présence de cellules tumorales présentant
une morphologie particuliere appelées cellules de Hodgkin et cellules de Reed-Sternberg
(HRS). Ce sont des cellules trés volumineuses, au noyau ovale (cellules de Hodgkin) ou
polylob¢é (cellules de Reed-Sternberg), et au nucléole de trés grande taille. Ces cellules
tumorales représentent moins de 1% de la population cellulaire totale qui comprend selon les
types et sous-types histologiques, une proportion variable de macrophages, de plasmocytes,
de polynucléaires €osinophiles et de mastocytes, attirés sur place par des facteurs chimio-
attractants produits par les cellules tumorales. Les lymphomes de Hodgkin regroupent deux
entités cliniques et biologiques: la forme dite « classique », elle-méme subdivisée en trois
sous-types, « sclérosant nodulaire », « cellularit¢ mixte » et « déplétion lymphoide », et la
forme « nodulaire a prédominance lymphocytaire ». La forme « nodulaire a prédominance
lymphocytaire » est trés rarement associée a ’EBV, alors que celui-ci est détecté dans les
cellules tumorales dans environ 40% des lymphomes de Hodgkin classiques : dans la plupart
des sous-types « cellularité mixte » et « déplétion lymphoide » et dans une minorité des cas de
type « sclérosant nodulaire ». Dans les lymphomes de Hodgkin associés a I’EBV, le virus est
présent dans toutes les cellules tumorales. Celles-ci expriment un profil de latence de type II,
caractérisé par I’expression d’EBNA1, de LMP1 et de LMP2 (Deacon, J Exp Med 1993).
Dans les lignées dérivées de lymphomes de Hodgkin, il existe un haut niveau d’activation
constitutive de NF-kB et de ses geénes cibles (Bargou, Blood 1996 ; Hinz, Blood 2001 ; Hinz,
J Exp Med 2002). Cette activation constitutive est nécessaire a la survie et a la prolifération

des cellules (Bargou, J Clin Invest 1997). Plus récemment, cette activation de NF-xB a été
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mise en évidence dans les lymphomes de Hodgkin in situ (Garcia, Blood 2003). Ce haut
niveau d’activation de NF-kB peut étre partiellement expliqué par I’expression de LMP1 dans
les cellules tumorales. Cependant, une activation de NF-kB est également observée dans les
cellules tumorales des lymphomes de Hodgkin non associés a ’EBV. Dans ces lymphomes,
I’activation de NF-kB peut résulter d’autres mécanismes, tels que la présence de mutations
somatiques délétéres dans ’inhibiteur de NF-xB, IkBa (Wood, Oncogene 1998 ; Cabannes,
Oncogene 1999 ; Jungnickel, J Exp Med 2000), I’amplification du gene c-rel (Joos, Blood
2002 ; Martin-Subero, Blood 2002 ; Barth, Blood 2003), ou encore 1’expression et I’activation

constitutive de la molécule CD30 (Horie, Oncogene 2002 ; Horie, Am J Pathol 2002).

Lymphomes de Burkitt

On distingue trois formes de lymphome de Burkitt. Le type dit « endémique » a été le premier
décrit en Afrique centrale avec une incidence tres élevée et une distribution géographique
semblant liée a des conditions climatiques particulieres et coincidant avec les zones
d’endémie du paludisme li¢ a Plasmodium falciparum. Ce lymphome se présente comme une
masse extra-ganglionnaire, le plus souvent de localisation céphalique ou intra-abdominale.
Histologiquement, il s’agit d’une prolifération monomorphe de cellules B de taille moyenne
possédant un index de prolifération trés élevé (plus de 99% de cellules tumorales marquées
par I’anticorps anti-Ki-67, marqueur de prolifération) et un haut niveau d’apoptose comme en
témoigne la présence de nombreux macrophages dispersés entre les cellules tumorales et
résorbant des débris apoptotiques. Le lymphome endémique est associé a ’EBV dans
quasiment tous les cas.

Des lymphomes de Burkitt peuvent étre observés partout dans le monde en dehors des
territoires du Burkitt endémique. Ils ont les mémes caractéristiques histologiques et
cytogénétiques et sont appelés sporadiques. Leur incidence est beaucoup plus rare, de 50 a
100 fois inférieure aux Etats-Unis ou en Europe de 1’Ouest par rapport aux lymphomes de
Burkitt endémiques en Afrique centrale. Ils surviennent chez des enfants plus agés et se

présentent plus souvent sous la forme d’une masse abdominale ou d’une leucémie. Il ne sont
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associés a ’EBV que dans 15% des cas aux Etats-Unis et en Europe de 1’Ouest, mais dans
jusqu’a 50 a 80% des cas en Amérique du Sud ou en Afrique du Nord.

Le troisieme type de lymphome de Burkitt est celui qui survient chez les sujets
infectés par le VIH. La présentation clinique ressemble a celle du Burkitt sporadique. Il est

associé¢ a ’EBYV dans 25 a 40% des cas.

Dans les lymphomes de Burkitt associés a I’EBV, le profil de latence est de type I
avec une expression des protéines virales de latence limitée a celle d’EBNA1 (Rowe, EMBO
J 1987 ; Kelly, Nat Med 2002). Le role de I’EBV dans la genése de ces lymphomes reste flou.
Les lymphomes de Burkitt sont caractérisés par une translocation qui place le proto-oncogene
myc sous la dépendance du promoteur du géne de la chaine lourde ou légere des Igs et induit

son expression aberrante. Cette translocation est présente quel que soit le statut EBV.

Granulomatose lymphomatoide

La granulomatose lymphomatoide, auparavant confondue avec le lymphome T/NK extra-
ganglionnaire, est une affection rare, touchant I’adulte, plus fréquente en cas de déficit
immunitaire soit acquis (greffe, infection par le VIH), soit d’origine génétique (syndrome de
Wiskott-Aldrich, syndrome lymphoprolifératif li¢ a I’X). Les localisations les plus fréquentes
sont le poumon, la peau, le rein, le foie et le cerveau. Il s’agit d’un syndrome
lymphoprolifératif B associé¢ a I’EBV, caractérisé histologiquement par un infiltrat cellulaire
polymorphe composé de quelques grandes cellules B atypiques tumorales le plus souvent
EBV' et de trés nombreux lymphocytes T non tumoraux, ainsi que par des signes
d’angiocentrisme et d’angiodestruction marqués. La prolifération est souvent monoclonale.
La protéine LMP1 est le plus souvent détectée dans les cellules B tumorales (Myers, Am J
Surg Pathol 1995 ; Haque, Mod Pathol 1998). L’expression des autres protéines de latence a

été peu étudice.
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Lymphomes T/NK

Plus rarement, on observe des lymphomes T associés a ’EBV. Le lymphome T/NK extra-
ganglionnaire, nasal ou de type nasal, survient plus fréquemment en Asie, au Mexique, en
Amérique centrale et en Amérique du Sud. Il affecte les adultes. Quelques cas ont été décrits
chez des sujets immunodéprimés, apres transplantation ou non. Dans la plupart des cas, les
cellules tumorales sont de phénotype NK ; dans quelques cas, elles sont de phénotype T. Dans
quasiment tous les cas, les cellules tumorales expriment les protéines associées aux granules
cytotoxiques TiAl, granzyme B et perforine. Histologiquement, il s’agit d’un lymphome de
haut grade caractérisé par un infiltrat cellulaire diffus de morphologie variée, associé¢ a des
images d’angiocentrisme ou d’angiodestruction. L’EBV est détecté dans la grande majorité
des cas, avec un profil de latence de type II (Kanavaros, Blood 1993 ; Harabuchi, Cancer

1996, Chiang, Int J Cancer 1996).

En dehors de ces lymphoproliférations classiquement associ¢es a I’EBV, la présence
de PEBV peut étre mise en évidence dans d’autres types de lymphomes. Ainsi, dans les
lymphomes T de type lymphadénite angio-immunoblastique, ’EBV est détecté dans de rares
cellules d’aspect blastique, le plus souvent de phénotype B. Toutefois, ces cellules sont de
nature non tumorale, et dans ces cas, I’EBV est davantage considéré comme un « passager »

que comme un agent causal de la pathologie.

» Réponse immune au cours des lymphoproliférations associées a I’EBV

Les cytokines peuvent participer a la pathogenése tumorale de différentes manieres. Elles
peuvent jouer un rdle de facteur de croissance autocrine ou paracrine pour les cellules
tumorales. Elles peuvent faciliter 1’échappement des cellules tumorales a la réponse
immunitaire par inhibition de la fonction de présentation d’Ag ou de la réponse T anti-
tumorale. Elles ont également des effets sur le microenvironnement tumoral en agissant sur la
néoangiogénése tumorale et ’attraction de cellules inflammatoires et immunes (chimiokines).
L’expression et le role des cytokines ont été le plus étudiés dans les lymphomes de Hodgkin

et dans les lymphoproliférations de I’immunodéprimé.
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Dans les lymphomes de Hodgkin classiques, les études ont été réalisées a la fois in
vitro a I’aide de lignées dérivées de lymphomes de Hodgkin, et in situ dans les tissus
tumoraux. L’inconvénient de ’utilisation des lignées dérivées de lymphome de Hodgkin est
qu’elles ne sont probablement pas représentatives de tout le spectre de la maladie, mais plutot
des formes avancées. Ces études ont montré le role clé de I’IL-13 comme facteur autocrine de
croissance des cellules tumorales. L’IL-13 et son récepteur sont en effet exprimés dans la
plupart des cas, par les lignées (Kapp, J Exp Med 1999 ; Oshima, Cell Immunol 2001) et par
les cellules tumorales primaires (Skinnider, Blood 2002 ; Ohshima, Histopathology 2001).
Dans plusieurs lignées, la prolifération est inhibée par des anticorps neutralisants anti-1L-13
(Oshima, Cell Immunol 2001). L’IL-9 pourrait également jouer un role de facteur autocrine
de croissance (Merz, Blood 1991 ; Carbone, Blood 1995), ce qui n’a pas ét¢ démontré pour
I’IL-6 malgré son expression fréquente par les cellules tumorales ainsi que celle de son
récepteur (Jucker, Blood 1991 ; Hsu, Am J Pathol 1992). D’autres cytokines sont détectées in
situ dans une fraction plus ou moins importante des cellules tumorales et en abondance
variable selon le type histologique, comme I’IL-1, ’'IL-2, I’IL-5, I’IL-10, le TGF-p et I'IFN-y.
Certaines chimiokines sont aussi exprimées a de plus hauts niveaux dans les tissus de
lymphome de Hodgkin par rapport a des tissus lymphoides normaux: il s’agit des
chimiokines Thl IP-10, MIG, MIP-1a, MIP-1p et RANTES, avec une expression plus forte
des trois premicres dans les formes de type « cellularité mixte » et dans les formes associées a
I’EBV (Teruya-Feldstein, Blood 1999). Au contraire, dans les formes de type « nodulaire
sclérosant », une augmentation plus fréquente des chimiokines Th2, TARC, éotaxine et MDC
est observée. Ces chimiokines pourraient étre responsables de I’afflux des lymphocytes T
CD4" dans la tumeur. L’IL-5 et 1’éotaxine joueraient aussi un role important dans
I’éosinophilie constatée dans les tissus de lymphomes de Hodgkin. La fibrose dans les sous-
types « nodulaire sclérosant» a été attribuée a la production de TGF-B par les cellules
tumorales et les éosinophiles (Newcom, J Clin Invest 1988).

Dans les syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation, il a été mis en évidence
une expression différentielle des messagers de 1’IL-18, de I'IFN-y, de MIG et de RANTES :

leur expression est localement diminuée dans les tumeurs en comparaison avec les organes
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lymphoides des patients ayant une mononucléose infectieuse aigué (Setsuda, Am J Pathol
1999). L’IL-18 est une cytokine qui induit I’expression d’IFN-y, de MIG et de RANTES, or
chez la Souris, il a ét¢ montré que I’'IL-18 et MIG possédent une activité anti-tumorale par
inhibition de I’angiogénése, ce qui suggere un rdle de ces médiateurs dans la pathogénie de
ces lymphoproliférations. MIG et la chimiokine IP-10 ont également été impliquées dans les
phénoménes d’angiodestruction observés dans les granulomatoses lymphomatoides et dans
les lymphomes T/NK de type nasal (Teruya-Feldstein, Blood 1997). Dans des cas de
lymphome NK nasal, il a ét¢ mis en évidence la présence du messager de I’IL-10 dans les
cellules tumorales, dans des territoires riches en cellules LMP-1" (Boulland, Am J Pathol

1998). Celle-ci pourrait constituer un facteur autocrine de croissance.

En ce qui concerne I’expression de 1’IL-27 dans les lymphoproliférations associées a
I’EBV, des travaux antérieurs du groupe réalisés en collaboration avec G. Niedobitek
(Université d’Erlangen, Allemagne) avaient montré 1’expression forte de la protéine EBI3 in
vitro dans des lignées dérivées de maladie de Hodgkin, et in situ dans les cellules tumorales
dans 32 cas sur 33 de lymphomes de Hodgkin (plus de 90% des cellules tumorales positives
pour EBI3 dans 3/4 des cas), indépendamment du sous-type et du statut EBV (Niedobitek, J
Pathol 2002). En revanche, I’expression d’EBI3 n’avait pas été détectée dans les 6 cas étudiés
de lymphome de Burkitt endémique EBV'. Cette étude montrait aussi qu’une faible
proportion de cas de carcinome indifférencié du naso-pharynx EBV" exprimait EBI3 (6 sur 34
analysés), le plus souvent focalement. Aucune étude de l’expression de p28 dans les

lymphomes liés a ’EBV n’avait été réalisée.

3.2. L’HTLV-1

En dehors de I’EBV, un autre virus est associ¢ chez ’'Homme au développement de
lymphomes, le rétrovirus HTLV-1 (Human T-cell leukemia virus). Ce rétrovirus infecte
préférentiellement les lymphocytes T CD4" (Richardson, J Virol 1990) et a un moindre degré
les lymphocytes T CD8", qui peuvent constituer un réservoir viral (Nagai, Blood 2001). Il est

associ¢ a une forme particuli¢re de lymphoprolifération maligne : la leucémie/lymphome T de
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I’adulte (ATL), qui s’observe essentiellement au Japon et dans les Caraibes. L’ATL
correspond & une prolifération de lymphocytes T matures, le plus souvent CD4", plus
rarement CD8". C’est une maladie systémique impliquant, en dehors des ganglions
lymphatiques et du sang, la peau, la rate, le foie, les poumons et le tube digestif. L’HTLV-1
est également associé a une autre maladie chez ’Homme : la my¢lopathie associée a ’HTLV-
1 (HAM), ou paraparésie spastique tropicale (Osame, Lancet 1986), une affection
neurologique caractérisée par une démyélinisation progressive de la moelle épiniére.

L’ATL se développe chez 2 a 5% des sujets infectés par ’HTLV-1 aprés une longue
période de latence, suggérant un processus d’immortalisation et de transformation des
lymphocytes T en plusieurs étapes. Quatre formes cliniques d’ATL sont décrites: la forme
aigué leucémique, la forme lymphome, la forme chronique et la forme « smoldering »
(Shimoyama, Br J Haematol 1991). Les formes leucémie et lymphome sont les formes
cliniques les plus évoluées de la maladie, de trés mauvais pronostic avec environ 90% de
déces a 3 ans. La forme aigué est caractérisée par une phase leucémique avec une élévation du
nombre de leucocytes dans le sang, une éruption cutanée et des lymphadénopathies
généralisées. Une hypercalcémie est fréquente ainsi qu’une baisse de I’'immunité cellulaire
favorisant les infections opportunistes et le déceés du patient. Le variant lymphomateux est
caractérisé par des lymphadénopathies sans atteinte sanguine. L’hypercalcémie est plus rare.

Les formes chronique et « smoldering » sont moins agressives.

» Meécanismes de transformation lymphocytaire T par ’'HTLV-1 ; Réle de la

protéine virale Tax

Dans les cellules tumorales, le virus HTLV-1 est intégré de fagon monoclonale. Le génome
viral possede des séquences gag, pol, env et LTR. Une région située entre env et LTR appelée
pX comporte des genes codant pour des protéines virales régulatrices dont la protéine
oncogénique Tax.

A Dinstar de la protéine LMP1 de I’EBV, la protéine Tax joue un role clé dans la

transformation par ’HTLV-1. Tax est une protéine de 40 kDa qui transactive la transcription
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des geénes viraux par interaction avec des membres de la famille CREB/ATF (Zhao, Proc Natl
Acad Sci USA 1992 ; Suzuki, Proc Natl Acad Sci USA 1993 ; Adya, J Virol 1995 ; Yin, J
Virol 1995 ; Reddy, Oncogene 1997 ; Gachon, J Virol 1998). Tax induit aussi I’expression de
nombreux genes cellulaires en activant différentes voies de signalisation comme le SRF, AP-1
ou NF-kB dont des génes cibles codent des cytokines, des récepteurs de cytokines et des
proto-oncogenes (Yoshida, Curr Top Microbiol Immunol 1995). Comme LMPI1, Tax se
comporte comme un oncogene. Tax, dans le contexte d’un vecteur virus herpeés saimiri, est
nécessaire et suffisante pour immortaliser des lymphocytes T primaires (Grassmann, Proc
Natl Acad Sci USA 1989 ; Grassmann, J Virol 1992). L’expression de Tax dans des lignées
de fibroblastes de rongeurs induit les modifications phénotypiques propres aux oncogenes,
dont la tumorigénicité dans les souris nude (Tanaka, Proc Natl Acad Sci USA 1990). Des
souris transgéniques exprimant Tax sous la dépendance du promoteur du granzyme B
développent des leucémies (Grossman, Proc Natl Acad Sci USA 1995), et des souris
transgéniques exprimant Tax sous le controle des séquences LTR d’HTLV-1 développent des
tumeurs mésenchymateuses (Nerenberg, Science 1987). Dans les cellules transformées par
I’HTLV-1, I’action oncogénique de Tax aboutit a la dérégulation du cycle cellulaire normal et
des mécanismes cellulaires de réparation de I’ADN (Marriott, J Biomed Sci 2002).

Si les propriétés de Tax in vitro sont bien établies, son réle in vivo demeure moins bien
connu. En effet, ’expression de Tax in situ dans les tissus d’ATL est difficile a mettre en
évidence, et la plupart des cellules leucémiques des ATL aigus n’expriment pas Tax a un
niveau détectable (Kinoshita, Proc Natl Acad Sci USA 1989). Plus précisément, il a été
observé que dans la moitié des ATL, les cellules leucémiques ne peuvent pas exprimer Tax en
raison de délétions dans la région 5’-LTR du virus (Tamiya, Blood 1996). Or, ce type de virus
défectif est significativement associ¢ aux formes aigué et lymphome de ’ATL (Tamiya,
Blood 1996). Toutefois, en dépit de cette absence d’expression détectable de Tax, il existe
dans les cellules leucémiques une activation constitutive des voies NF-kB et INK/ AP-1 (Xu,
Oncogene 1996 ; Mori, Blood 1999). Ces résultats suggerent que la protéine Tax pourrait étre
impliquée dans les stades précoces de la leucémogenése et que d’autres mécanismes mis en

place ultérieurement pourraient relayer I’effet de Tax en se substituant a ses fonctions.
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» Réponse immune au cours de I’infection par ’'HTLV-1

Les cellules infectées par ’HTLV-1 produisent, de fagon dépendante ou non de Tax,
différentes cytokines jouant un role de facteur autocrine de croissance, ou inhibant la réponse
anti-virale et anti-tumorale. Ainsi, dans les cellules infectées par ’'HTLV-1, Tax active la
transcription des génes de I’IL-2 et de son récepteur, ce qui permet a I’IL-2 d’agir comme un
facteur de croissance autocrine, notamment au début de I’infection par ’'HTLV-1 quand la
croissance des cellules infectées est dépendante de 1’IL-2 (Ballard, Science 1988 ; Wano, Proc
Natl Acad Sci USA 1988 ; Yssel, J Immunol 1989). Tax induit également la production d’un
puissant immunosuppresseur, le TGF-f3 (Niitsu, Blood 1988). Les cellules d’ATL produisent
d’autres cytokines telles que I’IL-1 (Wano, J Clin Invest 1987), I'IL-6 (Villiger, J Immunol
1991), I’'IL-5, le M-CSF et le GM-CSF (Wano, Proc Natl Acad Sci USA 1988). Plus
récemment, un rdle autocrine de I’IL-13 et de la chimiokine anti-apoptotique 1-309 dans la
croissance des cellules infectées par ’'HTLV-1 a été proposé (Ruckes, Blood 2001 ; Waldele,
J Virol 2004).

Quand nous avons débuté nos travaux, aucune étude de I’expression de 1’'IL-27 dans les ATL

n’avait été publiée.

4. DIFFERENCIATION B ET LYMPHOMAGENESE B NON VIRO-INDUITE

4.1. DIFFERENCIATION B NORMALE

Les phases précoces du développement B ont lieu dans la moelle osseuse. Dans ce
compartiment, les génes codant les portions variables des chaines lourdes et 1égeres des Igs
sont soumis, via I’action des recombinases RAG1 et RAG2, au processus de recombinaison
V(D)J aboutissant a la formation d’un récepteur B (BCR) de spécificité donnée, constitu¢ de
deux chaines lourdes identiques et de deux chaines légeres identiques. La cellule B naive
possédant a sa surface un BCR fonctionnel et non autoréactif sort de la moelle osseuse et

gagne les organes lymphoides secondaires. Apres activation par un antigene spécifique, la
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cellule B naive peut s’engager dans deux voies différentes. Elle peut se différencier dans les
territoires extra-folliculaires en plasmablaste a demi-vie courte, a I’origine de plasmocytes
producteurs d’anticorps de faible affinité pour I’antigéne. Alternativement, elle peut entrer
dans un follicule lymphoide primaire et étre a ’origine de la structure spécialisée qu’est le
centre germinatif (CG) du follicule lymphoide secondaire, dans lequel se déroule le processus
menant a la génération de plasmocytes producteurs d’anticorps de haute affinité pour
I’antigéne et de cellules B « mémoire » (Figure 5) (MacLennan, revue in Annu Rev Immunol,

1994 ; MacHeyzer-Williams, revue in Curr Opin Hematol 2001).

» Formation de la zone sombre du centre germinatif ; hypermutation somatique

Schématiquement, en moyenne 3 cellules B activées par I’antigéne colonisent un follicule
lymphoide primaire ou elles subissent une premicre phase d’expansion clonale rapide au sein
d’un stroma constitu¢ de cellules folliculaires dendritiques. A D’issue de cette phase
d’expansion clonale, dont les mécanismes d’induction et de régulation sont mal connus, les
cellules B forment la zone sombre du CG. Ces cellules B, appelées centroblastes a ce stade de
différenciation, ont réprimé 1’expression de nombreux marqueurs, dont les Igs des surface,
IgD et IgM (Tableau 1). Les centroblastes sont les cellules de 1’organisme qui se divisent le
plus rapidement, avec un temps de doublement de 7 heures seulement. Morphologiquement,
ce sont des cellules de grande taille, au noyau ovale volumineux et au cytoplasme réduit.
Dans la zone sombre du CG, les cellules B sont soumises au processus
d’hypermutation somatique. Ce processus induit des mutations dans les génes codant les
parties variable des chaines lourdes et légeres des Igs ainsi que dans d’autres génes tels que
BCL-6, Fas, B29 et mbl. Il s’agit le plus souvent de substitutions nucléotidiques,
occasionnellement de délétions ou de duplications. Ce processus d’hypermutation somatique

génere divers mutants des clones des cellules B a I’origine du CG.
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Figure 5 : Représentation schématique de la difféerenciation B normale

CG : centre germinatif, ZS : zone sombre, ZC : zone claire, M: manteau
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» Formation de la zone claire du CG ; sélection antigénique

Les centroblastes donnent naissance a des cellules qui ne proliférent pas, réexpriment a un
niveau faible le BCR a leur surface et quittent la zone sombre du CG pour gagner la zone
claire, riche en cellules folliculaires dendritiques et en lymphocytes T CD4". Ces cellules,
dont la morphologie et le phénotype différent de celui des centroblastes, sont appelées
centrocytes. Ce sont des cellules au noyau clivé de taille petite ou moyenne et peu nucléolé.

Les centrocytes sont voués a la mort par apoptose s’ils ne sont pas sauvés par des
signaux de survie fournis par les cellules du stroma. Ce processus de sélection se déroule en
deux étapes, et met en jeu deux types cellulaires, les cellules folliculaires dendritiques et les
lymphocytes T CD4". Dans un premier temps, le centrocyte capable de reconnaitre avec une
forte affinité I’antigéne présenté dans des complexes immuns a la surface de la cellule
folliculaire dendritique, regoit un premier signal de survie. Dans un deuxi¢me temps, le
centrocyte présente les peptides antigéniques a un lymphocyte T CD4" de méme spécificité,
dans lequel il induit I’expression du ligand de CD40, CD40L. Cette interaction T/B antigéne
spécifique impliquant le couple CD40/CD40L fait suite @ une premicre interaction de méme
type entre le lymphocyte T activé et le lymphocyte B lors de I’initiation de la formation du
follicule lymphoide secondaire. Dans la zone claire du CG, I’interaction CD40/CD40L active
dans la cellule B le facteur de transcription NF-«kB et induit I’expression de ses geénes cibles.
On observe I’induction de I’expression de molécules antiapoptotiques, telles que BCL-2 et
BCL-Xy, et la modulation de I’expression a la surface de la cellule de molécules d’adhésion et
de stimulation. Le centrocyte activé prolifére, puis s’engage soit dans la voie de
différenciation plasmocytaire, soit dans la différenciation en cellule B « mémoire ».

La plupart des centrocytes n’exprime pas un BCR de haute affinité et meurt par
apoptose ; leur débris sont phagocytés par des macrophages spécialisés du CG, les
macrophages a corps tingibles. Les centrocytes exprimant un BCR d’affinit¢é moyenne
peuvent €tre soumis au processus de « receptor editing », au cours duquel sont réexprimées

les recombinases RAG1 et RAG2 impliquées dans la recombinaison V(D)J, et qui peut
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Tableau 1 :

Phénotype des différentes sous-populations B

IgM* IgD* CD10 CD38 CD138 BCL-2 BCL-6 Ki-67 MUM1
cellule B naive + + - - - + - - -
centroblaste - - + + - - + + -
centrocyte “low” - + + - - + - -
plasmablaste - - - + - + - + +
plasmocyte - - - - + + - - +
cellule B +/- i i ) ) N ) ) )

« mémoire »

* 1g de surface
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aboutir a la formation d’un BCR de haute affinité. Au total, plus de 95% des cellules
B produites dans le CG subiraient la mort par apoptose.

Il est communément admis que la plupart des centrocytes ne proliferent pas dans la
zone claire (Hanna, Lab Invest 1964). Cependant une modélisation informatique récente du
développement du CG indique une forte probabilité pour qu'une fraction des centrocytes se
ré-engagent dans le cycle cellulaire tout en restant dans la zone claire (Meyer-Hermann, J
Immunol 2005) et non en retournant dans la zone sombre comme d’autres modeles plus

anciens I’avaient proposé (Kepler, Immunol Today 1993 ; Kelsoe, Semin Immunol 1996).

» Commutation isotypique

Le stade de différenciation auquel la commutation de classe isotypique se produit est mal
connu. La plupart des centroblastes issus d’amygdale chez ’'Homme ont déja délété le gene
codant la chaine p des Igs, ce qui suggere que la commutation de classe se produirait avant la
sélection (Feuillard, Int Immunol 1995). Une méme enzyme, la protéine AID (activation-
induced cytidine deaminase), est essentielle a la fois au processus d’hypermutation somatique
et & la commutation de classe isotypique. En son absence, dans des souris « knock-out » pour
AID et dans la forme autosomique récessive du syndrome hyper-IgM chez I’Homme, il existe
une absence de commutation de classe, un défaut d’hypermutation somatique et des CGs
anormaux (Revy, Cell 2000 ; Muramatsu, Cell 2000).

L’interaction T/B joue également un rdle dans ce processus, notamment par
I’interaction CD40/CD40L. Des patients porteurs de mutations de CD40L développent en
effet un syndrome hyper-IgM (syndrome hyper-IgM li¢ a I’X), avec un défaut de
commutation de classe et un défaut de réponse humorale T dépendante (Aruffo, Cell 1993 ;
Allen, Science 1993 ; DiSanto, Nature 1993). L’interaction T/B peut ¢galement agir par
I’intermédiaire des cytokines produites localement par les lymphocytes T, en dirigeant la
commutation de classe vers un isotype spécifique: chez la Souris, I'IL-4 favorise la
production d’IgE et d’IgG4, le TGF-B celle d’IgA et d’IgG2b, 'IFN-y celle d’IgG2a et

d’IgG3. Récemment, il a ét¢é montré que le facteur de transcription T-bet joue un rdle
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important dans la commutation de classe vers I’isotype IgG2a (Peng, Proc Natl Acad Sci USA
2002 ; Gerth, Int Immunol 2003).

La commutation de classe dépend également étroitement de I’organe lymphoide
secondaire ou a lieu la réponse du CG. Dans les ganglions lymphatiques périphériques, la rate
et les amygdales, les Igs produites sont principalement de type IgG avec une minorité d’Ig de
type IgA et encore moins d’IgM. En revanche, dans les plaques de Peyer du tube digestif et
les ganglions lymphatiques mésentériques, les plasmocytes ne produisent que des IgA (revue

in Fagarasan, Curr Opin Immunol 2004).

» Transition cellule B du CG/plasmocyte

Le centrocyte engagé dans la différenciation plasmocytaire donne naissance a un
plasmablaste, cellule en prolifération de morphologie différente d’un centrocyte et d’aspect
blastique, puis a un plasmocyte producteur d’anticorps de haute affinité. La transition cellule
B du CG/plasmocyte est régulée par des geénes importants comme BCL-6 et BLIMP1. Ces
deux genes sont impliqués dans une boucle de rétrocontréle négatif. BCL-6 est un facteur de
transcription qui réprime 1’expression de nombreux geénes dont des génes impliqués dans la
différenciation B terminale. Une des cibles de BCL-6 est le géne BLIMP1. BLIMP1 est un
répresseur transcriptionnel qui bloque certaines fonctions du lymphocyte B mature comme la
transduction du signal par le BCR, les processus d’hypermutation somatique et de
commutation isotypique. Au cours de la différenciation plasmocytaire, BLIMP1 réprime
BCL-6 en retour. Dans le CG, la plupart des cellules B sont BCL6" BLIMP1", mais une
minorité sont BCL-6" BLIMP1". Les cellules BCL-6" du CG expriment également la protéine
MUMI/IRF4. Les cellules BCL6" BLIMP1™ MUMI " correspondent probablement a des
cellules B engagées dans la voie de différenciation plasmocytaire avant leur sortie du CG,
certaines au stade de plasmablaste. Dans les follicules lymphoides, ces cellules, peu
nombreuses, sont situées dans la zone claire du CG. Elles sont parfois observées dans la zone

du manteau ou elles pourraient correspondre a des plasmablastes en train de quitter le follicule
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lymphoide et transitant a travers la zone du manteau. Les plasmablastes quitteraient le CG
alors qu’ils seraient toujours engagés dans le cycle cellulaire.

Des cellules B MUMI1 " d’aspect blastique sont également observées en dehors du CG,
en particulier dans les zones T. Elles peuvent correspondre a des plasmablastes issus de la
voie de différenciation B extra-folliculaire avant leur différenciation en plasmocytes

producteurs d’anticorps de faible affinité.

La plupart des études de la réponse du CG ont été réalisées chez la Souris. Cependant,
il existe des différences marquées entre les CGs humains et murins, rendant délicate la

transposition de certains résultats obtenus chez la Souris a I’Homme.

4.2. LYMPHOMAGENESE B

Les lymphomes sont des proliférations lymphoides malignes clonales dont 1’incidence, en
augmentation constante, est de 20 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants dans les pays
occidentaux (Fisher, Oncogene 2004). 95% des lymphomes sont d’origine B. Les
caractéristiques principales des lymphomes B matures les plus fréquents sont résumées dans

le tableau 2.

» Evenements transformants

De nombreux lymphomes B sont caractérisés par la présence d’une translocation, souvent
réciproque équilibrée, impliquant un locus des geénes des Igs et un proto-oncogene.

Au cours de la différenciation B normale, les processus de réarrangement V(D)J,
d’hypermutation somatique, et de commutation de classe isotypique, entrainent des
modifications des genes des Igs. Ces étapes, qui comportent des cassures d’ADN,
prédisposent a des translocations chromosomiques. Le plus souvent, la translocation dérégule
un proto-oncogéne, le placant sous la dépendance d’un locus actif, le plus souvent d’un géne
des Igs. L’¢tude des points de cassure des geénes des Igs montre trois types de cassure
chromosomiques indiquant la survenue des translocations au cours: 1) du réarrangement

V(D)J dans la moelle osseuse, 2) du processus d’hypermutation somatique, ou 3) de la
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Tableau 2 : Caractéristiques principales des lymphomes B matures

Type Evolution Fréquence* Anomalies génétiques
principales
Cycline D1-IgH
Lymphome du Incur_able, _ ) 6% Mutation ATM
manteau Survie médiane 3 a5 ans o\ 2o
Délétion 13q14
. . Incurable 0
Lymphome folliculaire Survie 73% 3 10 ans 20% BCL-2-IgH
Agressif
Lymphome de Burkitt  Curable dans plus de 2% c-Myc -IgH ou gL
Mutations p53, Rb
80% des cas
Agressif e
Lymph_ome de Curable dans plus de 10% Ampllflcatlon REL
Hodgkin Mutations 1kBa, CD95
80% des cas
Lvmohome B diffus & Agressif Réarrangements BCL-6
Y os cellules Curable dans 40% des 30 & 40% BCL-2-IgH, ¢c-Myc -IgH ou -IgL
9 cas Mutations CD95, ATM, p53
LLC/lymphome Muté : agressif 79 Mutations ATM, p53
lymphocytique Non-muté : indolent Délétion 13q14
Lymphomes de la
zone marginale Indolents 3% Delétion 7q22-36
splénique
API2-MALT1, BCL-10-IgH, MALT1-
Lymphomes du MALT Indolents 7% IgH, FOXP1-IgH
Mutation CD95
Lymphome _ Incur_able, _ . 1% PAX5-IgH
lymphoplasmocytaire  Survie médiane : 5 ans
cyclin D1-IgH, c-MAF-IgH, FGFR3-
Myélome Incurable 10% IgH

Survie médiane : 3 ans

Altérations de CD95, c-Myc, Ras
Délétion 13p14

* : fréquence de chaque sous-type parmi I’ensemble des lymphomes B et T en Europe et en Amérique

du Nord.
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commutation de classe isotypique. Le fait que les deux derniers mécanismes surviennent dans
le CG pourrait expliquer que la plupart des lymphomes B ont pour origine une cellule du
CGou une cellule ayant transité par celui-ci (cellule post-CG). En plus des translocations
chromosomiques impliquant les génes des Igs, on observe également d’autres événements
potentiellement transformants comme des mutations de geénes suppresseurs de tumeurs (p53,
IxBa), des amplifications génomiques (REL) et des translocations impliquant d’autres loci
que ceux des Igs (API12-MALT1) (revue in Kuppers, Nat Rev Cancer 2005). Par exemple, les
translocations t(14;18) du lymphome folliculaire et t(11;14) du lymphome du manteau
proviennent d’anomalies survenues au cours de la recombinaison V(D)J (Welzel, Cancer Res
2001 ; Kuppers, Nat Rev Cancer 2005). Elles mettent respectivement les génes BCL2 et
cycline D1 sous la dépendance du locus de la chaine lourde des génes des Igs (IgH), ce qui
induit leur surexpression. En revanche, I’étude de la translocation t(8;14) impliquant c-myc et
le locus IgH du lymphome de Burkitt endémique montre que la translocation surviendrait
plutét au cours de I’hypermutation somatique (Pelicci, Proc Natl Acad Sci USA 1986 ;
Goossens, Proc Natl Acad Sci USA 1998). Des translocations survenant au cours de la
commutation de classe isotypique seraient impliquées, quant a elles, dans le développement
des lymphomes de Burkitt sporadiques et des myélomes (Neri, Proc Natl Acad Sci USA
1988 ; Bergsagel, Proc Natl Acad Sci USA 1996).

Le processus d’hypermutation somatique est fréquemment altéré dans les lymphomes
B et il est a lorigine de multiples mutations introduites dans des territoires
physiologiquement non impliqués dans ce processus, avec des genes cibles aberrants comme
les proto-oncogenes PIM1, PAX5 et c-MYC. Ces anomalies surviendraient dans 50% des
lymphomes B diffus a grandes cellules (Pasqualucci, Nature 2001).

Bien que I’événement transformant puisse survenir a des stades précoces du
développement B, la cellule B transformée peut, dans un certain nombre de cas, continuer le
processus de différenciation et s’arréter a un stade de différenciation ultérieur par rapport au
stade ou s’est produite ’anomalie initiale. C’est le cas du lymphome folliculaire ou la t(14;18)
survient au cours de la recombinaison V(D)J, alors que la tumeur poss¢de des caractéristiques

trés proches de celles d’un CG normal : une architecture nodulaire, un microenvironnement
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similaire composé de lymphocytes T et d’un réseau de cellules folliculaires dendritiques, et
I’expression de marqueurs des cellules B normales du CG comme CD10 et BCL-6 (Bahler,

Blood 1991 ; Bahler, Proc Natl Acad Sci USA 1992).

» Cellule B normale d’origine

Pour classer les lymphomes B en vue d’adapter a chaque lymphome un traitement spécifique
optimal, il semble pertinent de rapporter le lymphome au stade de différenciation dont la
cellule tumorale est le plus proche en terme de phénotype, plutdt qu’au stade ou I’anomalie
génétique est survenue. La derniére classification des lymphomes (OMS 2001) prend en
compte, en plus des critéres histologiques, des critéres de biologie moléculaire et d’évolution
clinique. Elle est en partie basée sur le fait que les cellules B malignes seraient figées a un
stade particulier de la différenciation B normale qui refléterait leur origine, d’ou le concept de

« cellule B d’origine » des lymphomes B (Tableau 3).

L’étude des geénes des Igs permet de faire la différence entre une cellule B naive
(génes non mutés) et une cellule du CG ou post-CG (genes mutés). La plupart des lymphomes
non hodgkiniens porte la marque du processus d’hypermutation somatique. Cependant, la
mise en évidence de ce processus en dehors du CG (Weller, Proc Natl Acad Sci USA 2001)
implique que les lymphomes présentant des signes d’hypermutation somatique ne sont peut-
étre pas tous dérivés d’une cellule du CG ou ayant transité par celui-ci. Dans les cellules
tumorales de certains lymphomes, le processus d’hypermutation somatique est en cours
(mutations « ongoing »), ce qui suggere que ces cellules sont arrétées au stade de

différenciation correspondant a une cellule du CG et non a une cellule post-CG.

Récemment, de nouvelles approches technologiques, par « gene array », ont permis de

préciser les rapports cellules tumorales/cellules B normales.
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Tableau 3 : Origine cellulaire des lymphomes B matures

Type

Cellule d'origine supposée

Lymphome du manteau

Lymphome folliculaire

Lymphome de Burkitt

Lymphome de Hodgkin a prédominance
lymphocytaire

Lymphome de Hodgkin classique

Lymphome B diffus a grandes cellules
forme « germinal center B-like »

Lymphome B diffus a grandes cellules
forme « activated B-like »

LLC/lymphome lymphocytique

Lymphomes de la zone marginale

Lymphome lymphoplasmocytaire

Myélome

Cellule B naive CD5" de la zone du manteau

Cellule B du CG

Centroblaste (EBV’)
Cellule B tardive du CG/ cellule post-CG (EBV")

Cellule B du CG

Cellule B du CG avec BCR non fonctionnel,
sauvée de I'apoptose

Cellule B du CG

Cellule B post-CG

Geénes Igs non mutés : cellule B naive
Geénes Igs mutés : cellule B post-CG

Cellule B post-CG de la zone marginale

Cellule B post-CG engagée dans la voie de
différenciation plasmocytaire

Plasmocyte

53



Lymphome B diffus a grandes cellules

Le lymphome B diffus a grandes cellules est le lymphome le plus fréquent, représentant
environ 30% des lymphomes B non hodgkiniens. Il s’agit d’un groupe hétérogeéne de
lymphomes agressifs. Bien que la plupart des patients répondent initialement a la
chimiothérapie, moins de la moiti¢ d’entre eux sont placés en rémission durable. Les
parametres cliniques sont insuffisants pour prédire 1’évolution clinique de la maladie. Les
travaux actuels visent a déterminer des parametres biologiques permettant 1’individualisation
de sous-groupes de biologie et d’évolution distinctes, dans le but de personnaliser le

traitement de ces lymphomes.

La présence de mutations caractéristiques du phénomene d’hypermutation somatique
dans les geénes des Igs suggére que les lymphomes B diffus a grandes cellules dérivent d’une
cellule du CG ou d’une cellule post-CG (Lossos, Proc Natl Acad Sci USA 2000). La plupart
ont accompli la commutation de classe (Rosenwald, N Eng J Med 2002).

Alizadeh et coll. ont utilis¢ la technique de la puce a ADNc en regroupant sur une
puce appelée « lymphochip » plus de 17 000 génes préférentiellement exprimés dans les
cellules lymphoides et/ou au réle important dans I’immunité et dans 1’oncogénése (Alizadeh,
Cold Spring Harb Symp Quant Biol 1999). Avec cette puce, ils ont analysé des échantillons
de tissus lymphoides normaux et tumoraux, dont des lymphomes B diffus a grandes cellules
de survenue de novo (Alizadeh, Nature 2000). Tout d’abord, les auteurs ont identifi¢é une
signature unique d’expression génique caractéristique du stade de différenciation du CG,
impliquant plusieurs centaines de génes incluant des marqueurs connus du CG, comme CD10
et BCLO6, et de nombreux genes de fonction encore inconnue. Ce profil indique une origine du
CG et non un simple passage par celui-ci. Une hiérarchisation de regroupement par traitement
informatique des données a permis de mettre en évidence trois sous-types de lymphomes B
diffus a grandes cellules au profil d’expression différent (Alizadeh, Nature 2000). Le sous-
type « germinal center B-cell like » est caractérisé par I’expression des genes qui définissent
la signature du CG. Le sous-type « activated B-cell like » exprime de nombreux geénes induits

dans les cellules B du sang périphérique aprés activation in vitro. Dans ce sous-type, le niveau
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d’activation de NF-«kB et de ses geénes cibles est élevé, alors qu’il est bas dans le sous-type
« germinal center B-cell like ». Les lymphomes « germinal center B-cell like » présentent un
haut niveau de mutations somatiques avec des signes de mutation « en cours », en faveur
d’une origine d’une cellule du CG. Un haut niveau de mutations somatiques est é¢galement
observé dans la majorité des lymphomes « activated B-cell like », mais sans signe de mutation
«en cours », ce qui suggere une origine plutdt post-CG pour ces derniers (Lossos, Proc Natl
Acad Sci USA 2000). Fait intéressant, ces deux sous-types se distinguent aussi par une
différence significative de pronostic avec une survie statistiquement meilleure dans le sous-
type « germinal center B-cell like » (survie moyenne a 5 ans : 76% pour les « germinal center
B-cell like » contre 16% pour les type « activated B-cell like »). Un troisiéme sous-type
différent des deux premiers, hétérogeéne en terme d’expression génique, a également été mis
en évidence. Ce troisiéme sous-type, nommeé type 3, a été assimilé au groupe des lymphomes
« activated B-cell like » en raison de leur évolution clinique similaire, les deux sous-types
constituant ensemble le groupe « non germinal center B-cell like ». Les lymphomes «
germinal center B-cell like » représenteraient environ la moiti¢ des lymphomes B diffus a
grandes cellules, les formes « activated B-cell like » 30% et le type 3 20%.

L’étude d’expression génique sur puce a ADNc est une technique lourde et coliteuse.
L’utilisation des marqueurs CD10, BCL-6 et MUMI1, en immunohistochimie sur coupes de
tissu fixé et en inclus en paraffine, permet de classer de fagon fiable les lymphomes B diffus a
grandes cellules en deux sous-types: « germinal center B-cell like » et non « germinal center
B-cell like » (Hans, Blood 2004).

Une étude récente a révélé que les lymphomes B primitifs du médiastin, qui
correspondent a une forme anatomo-clinique particuliere de lymphome B diffus a grandes
cellules, ont un profil d’expression génique plus proche des lymphomes de Hodgkin que des

autres lymphomes B diffus a grandes cellules (Rosenwald, J Exp Med 2003).

Lymphome folliculaire
Comme nous 1’avons vu, de nombreux arguments sont en faveur de I’origine d’une cellule du

CG pour les lymphomes folliculaires. Morphologiquement, le lymphome folliculaire possede
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certaines caractéristiques d’un CG normal et exprime des marqueurs de cellules B normales
du CG. De plus, I’étude des génes des Igs montre des signes d’hypermutation avec des
mutations « en cours » dans la population tumorale. Enfin, les études réalisées a 1’aide de
puce a ADNc montrent 1’expression par ces lymphomes de la signature du CG, pratiquement
inchangée par rapport aux cellules normales du CG (Alizadeh, Nature 2000). En revanche la
survie semble étre associée a la nature des cellules immunes infiltrant la tumeur. Une étude
récente montre en effet que la survie de patients atteints par un lymphome folliculaire peut
étre prédite a 1’aide de deux signatures « de survie », comprenant des genes préférentiellement
exprimés non pas par les cellules tumorales mais par les cellules de I’infiltrat réactionnel,

comme les lymphocytes T et les macrophages (Dave, N Engl ] Med, 2004).

Leucémie lymphoide chronique (LLC)/ lymphome lymphocytique

La leucémie lymphoide chronique est caractérisée par une accumulation dans le sang de
cellules lymphoides B de petite taille, positives pour CD5 et exprimant faiblement les Igs de
surface. Des adénopathies tumorales sont également observées. Dans la forme purement
ganglionnaire que représente le lymphome lymphocytique, I’hyperlymphocytose sanguine est
absente (OMS 2001). L’évolution clinique de cette pathologie est variable, souvent indolente,
avec des formes de survie longue (293 mois) ou plus courte (95 mois) (Hamblin, Blood
1999). Cette variabilité d’évolution clinique est superposable au caractére muté ou non des
genes des Igs. Dans 50 a 60% des cas de LLC, il existe des signes d’hypermutation
somatique, sans mutations « en cours », en faveur d’une origine post-CG ou « mémoire ».
Dans les autres cas, qui correspondent aux formes cliniques agressives, les génes des Igs ne
sont pas mutés, ce qui suggererait une origine a partir d’une cellule B pré-CG ou naive (Fais,
J Clin Invest 1998 ; Hamblin 1999 ; Damle, Blood 1999). Dans I’hypothése que les LLC
correspondraient a deux entités différentes, leur profil d’expression génique a été analysé sur
puce a ADNc. Contrairement a ce qui était attendu, cette nouvelle étude a montré que les LLC
correspondent a un groupe homogene pour leur profil d’expression génique, permettant de les
différencier d’autres lymphomes et de les rapprocher d’une cellule B mémoire. Il existe bien

une différence d’expression génique entre les deux groupes mutés ou non mutés, mais qui
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consiste en I’expression différentielle d’un faible nombre de geénes (Klein, J Exp Med 2001 ;
Ferrer, Cancer Genet Cytogenet 2004).

Les ¢tudes de profil d’expression génique ont ét¢ majoritairement réalisées sur les
LLC, moins souvent sur les lymphomes lymphocytiques. Une étude récente montre que ces
lymphomes présentent un profil similaire a celui des LLC (Thiéblemont, Blood 2004). En
conclusion, les leucémies lymphoides chroniques/lymphomes lymphocytiques correspondent

probablement a une méme maladie avec deux variants moléculaires et évolutifs principaux.

Lymphome de Hodgkin classique

L’origine cellulaire du lymphome de Hodgkin classique a été difficile a mettre en évidence en
raison de I’absence d’expression de marqueur phénotypique B ou T dans la majorité des cas et
de la faible abondance des cellules tumorales. C’est 1’analyse par PCR des génes des Igs de
cellules tumorales microdisséquées a partir de coupes tissulaires qui a permis de préciser la
nature B des lymphomes de Hodgkin dans la majorité des cas (Kuppers, Proc Natl Acad Sci
USA 1994 ; Kanzler, J] Exp Med 1996). Actuellement, 1’hypothése privilégiée est que les
cellules tumorales dériveraient de cellules B du CG défectives, incapables d’exprimer un
BCR de haute affinit¢ mais qui auraient échappé a 1’apoptose et régulé négativement
I’expression des genes spécifiques de la différenciation B (Marafioti, Blood 2000 ; Kuppers,

Nat Rev Cancer 2005).

Lymphome de Hodgkin a prédominance lymphocytaire nodulaire

Cette forme de lymphome de Hodgkin est rare et de bon pronostic habituellement.
Contrairement aux formes classiques, les cellules tumorales expriment le marqueur B CD20.
Elles sont peu nombreuses, situées dans des nodules ressemblant a de volumineux follicules
lymphoides anormaux constitués par des petits lymphocytes B non tumoraux, des cellules
folliculaires dendritiques et quelques lymphocytes T. L’expression par la majorité des cellules
tumorales de la protéine AID, suggere une origine d’une cellule B du CG (Greiner, J Pathol

2005). Ceci est en accord avec le fait que les génes des Igs des cellules tumorales montrent un
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niveau ¢levé de mutations avec des signes de mutations « en cours » (Marafioti, N Engl J] Med

1997 ; Braeuninger, Proc Natl Acad Sci USA 1997 ; Ohno, N Engl ] Med 1997).

Lymphome de Burkitt

Sur les caractéristiques morphologiques et le phénotype des cellules tumorales, CD10",
CD77", BCL6", certains auteurs ont émis 1’hypothése que les lymphomes de Burkitt ont pour
origine les centroblastes du CG. Les études des geénes des Igs ont montré de nombreuses
mutations, « en cours » dans certains cas, suggérant que les lymphomes de Burkitt auraient
pour origine une cellule du CG ou une cellule post-CG (Tamaru, Am J Pathol 1995 ;
Chapman, Blood 1995 ; Chapman, Blood 1996). Toutefois, ces études ont le plus souvent été
réalisées sur des lignées cellulaires. L’¢étude récente des geénes des Igs d’une importante série
de lymphomes de Burkitt endémiques, sporadiques et associés au VIH, montre que la cellule
d’origine est différente pour les lymphomes de Burkitt selon qu’ils sont associés ou non a
I’EBV (Bellan, Blood 2005). Les lymphomes de Burkitt sporadiques EBV™ pourraient dériver
de centroblastes précoces alors que les lymphomes de Burkitt EBV" dériveraient soit d’une
cellule B du GC tardive engagée dans la différenciation terminale vers une cellule

« mémoire », soit d’une cellule B « mémoire ».

Syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation

Le séquencage des genes de la partie variable des Igs des cellules tumorales dans les
syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation montre que les cellules tumorales dérivent
de cellules d’origine tres variée : cellule naive, cellule « mémoire » ou cellule présentant des
mutations des genes des Igs non fonctionnelles avec, dans une minorité de cas, des signes de
mutation « en cours », évocatrices d’une origine d’une cellule B du CG (Young, Nat Rev

Cancer 2004).

Lymphomes du manteau
L’identification des lymphomes du manteau repose sur des critéres morphologiques et sur la

translocation t(11;14) ou la surexpression de la cycline D1. Il s’agit d’un lymphome incurable
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dont la survie moyenne est de 3 ans avec des extrémes allant de moins de 1 an a plus de 10
ans. Sur des arguments morphologiques et phénotypiques, le lymphome du manteau est
supposé dériver d’une cellule B naive CD5" de la zone du manteau. L’analyse des génes des
Igs montre 1’absence de mutation somatique, ce qui est en accord avec une origine pré-CG.
Une analyse d’expression génique sur puce a ADNc a permis d’identifier un profil
d’expression particulier permettant de prédire la survie : la signature « prolifération », quand
elle est présente, est associée a une survie courte (Rosenwald, Cancer Cell 2003). Elle
regroupe des geénes exprimés a un plus haut niveau dans les cellules en division que dans les
cellules quiescentes, comme des génes intervenant dans la réplication de I’ADN ou dans la

progression dans le cycle cellulaire.

Lymphomes de la zone marginale

Les lymphomes de la zone marginale correspondent a plusieurs entités anatomo-cliniques : les
lymphomes de la zone marginale de la rate, les lymphomes de la zone marginale
ganglionnaires et les lymphomes du tissu lymphoide associé¢ aux muqueuses (MALT). Les
deux premiers sont rares, le troisiéme plus fréquent. Ces lymphomes présentent des signes
témoignant du processus d’hypermutation somatique et dériveraient d’une cellule B post-CG

« mémoire ».

Lymphome lymphoplasmocytaire

Les lymphomes lymphoplasmocytaires sont des proliférations de lymphocytes B de petite
taille, de cellules a différenciation plasmocytaire et de plasmocytes, infiltrant la moelle
osseuse, les ganglions lymphatiques et la rate. Les cellules tumorales n’expriment pas CDS5.
La majorité des patients ont une IgM sérique monoclonale compliquée d’hyperviscosité
sanguine ou de cryoglobulinémie. Chez les autres patients, les cellules tumorales produisent
des Igs mais ne les secrétent pas. Les génes des Igs présentent des signes d’hypermutation

somatique. Les cellules tumorales dériveraient d’une cellule post-CG.
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Myélome

Le myé¢lome est une prolifération maligne de plasmocytes infiltrant la moelle. Il est apparenté
a la gammapathie monoclonale et au plasmocytome solitaire osseux, qui correspondraient a
des stades plus précoces de la maladie. Le myélome se manifeste par une anémie, des 1ésions
lytiques osseuses, une hypercalcémie, une insuffisance rénale et une immunodépression.
Contrairement aux autres tumeurs malignes hématopoiétiques, les myélomes présentent une
grande instabilité génomique et des anomalies génétiques complexes (Sawyer, Cancer Genet
Cytogenet 1995). Des translocations impliquant les locus IgH sont néanmoins observées dans
la plupart des cas (Kuehl, Nat Rev Cancer 2002). L’analyse des genes des Igs montrent des
signes d’hypermutation somatique. Des études du profil d’expression génique sur puce a
ADNCc en comparaison avec les plasmocytes normaux permettent de classer les myélomes en

plusieurs catégories d’évolution différentes (Zhan, Blood 2003).

OBJECTIFS DE L’ETUDE

Quand nous avons commencé notre étude en décembre 2001, I’identification de p28 et de
I’IL-27 par le groupe de Rob Kastelein n’avait pas encore fait 1’objet d’une publication. Nous
disposions de données confidentielles sur la mise en évidence de la nouvelle cytokine
hétérodimérique, son role supposé dans la réponse Thl, et des données de profil d’expression
obtenues par analyse par RT-PCR quantitative. La mise en évidence de I’hétérodimere
EBI3p28 reposait initialement sur des résultats obtenus in vitro en co-transfectant les génes
codant pour les deux sous-unités. Son existence en conditions physiologiques in vivo n’avait
pas encore été démontrée, et son expression et son role en immunopathologie humaine étaient
largement inconnus.

Les travaux antérieurs du groupe avait montré que des lignées B infectées in vitro par
I’EBV expriment fortement EBI3, et que son expression est induite in vitro par la protéine
oncogénique virale LMP1, via I’activation de la voie NF-kB. Mon projet de thése a consisté

dans un premier temps a analyser 1’expression in situ de I’'IL-27 dans les lymphoproliférations
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liées a P’EBV, afin d’évaluer son rdle potentiel dans le développement de ces lymphomes. I1
nous a sembl¢ intéressant d’étudier en parallele les lymphoproliférations liées au virus HTLV-
1, celui-ci présentant des similarités avec I’EBV, en particulier certaines propriétés
oncogéniques de la protéine Tax, dont 1’activation de la voie NF-kB. Au cours de cette étude,
nous avons également analysé d’autres lymphomes B et T, non viro-induits, afin d’évaluer la
spécificité des résultats obtenus dans les lymphoproliférations viro-induites. Alors que nous
n’avons détecté aucune expression des deux sous-unités de I’IL-27 dans les lymphocytes T
normaux ou dans les lymphomes T non associés a I’EBV ou ’'HTLV-1, nous avons observé
une expression d’EBI3 dans certains lymphomes B non viro-induits ainsi que dans des
cellules normales du GC de ganglions réactionnels. Ceci nous a conduit a analyser dans un
deuxieme temps ’expression de 1’IL-27 dans une série de lymphomes B de différents types
histologiques, et a étudier en paralléle I’expression et le role de I'[L-27 au cours de la

différenciation B normale.
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PARTIE |

Mise au point des conditions de détection

de la sous-unité p28 de I’IL-27 en immunohistochimie

Article :

Expression of IL-27 in human Th1-associated granulomatous diseases.

Frédérique Larousserie, Stefan Pflanz, Aurore Coulomb-L’Herminé, Nicole Brousse,
Rob Kastelein, Odile Devergne

The Journal of Pathology 2004 ; 202 : 164-171
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Dans le but d’étudier I’expression de 1’IL-27 in situ dans les lymphoproliférations humaines,
nous avons préalablement dii mettre au point les conditions de détection de la sous-unité p28
in situ chez I’Homme. Grace a une collaboration avec Rob Kastelein et Stefan Pflanz (DNAX
Research Institute), nous avons pu obtenir et tester 2 anticorps polyclonaux de lapin et 4
anticorps monoclonaux de rat dirigés contre p28, développés dans leur institut. En ce qui
concerne EBI3, nous disposions d’un anticorps monoclonal de souris développé dans le
groupe, permettant la réalisation d’études in Situ sur tissu fixé et inclus en paraffine
(Devergne, Am J Pathol 2001).

Compte-tenu des premiers résultats connus sur I’IL-27, nous avons émis 1’hypothése
que I’'IL-27 pourrait étre exprimée in situ dans des pathologies granulomateuses associées a
une réponse Thl. En effet, les premiéres données obtenues in Vitro et in vivo avec les souris
IL-27R™" suggéraient que I’IL-27 joue un réle important dans I’initiation de la réponse Thl.
D’une part, les transcrits des deux chaines EBI3 et p28 sont co-exprimés in vitro dans les
monocytes et les cellules dendritiques dérivées de monocytes, apres activation. D’autre part,
I’IL-27 stimule in vitro la prolifération des lymphocytes T CD4" naifs et leur production
d’IFN-y en synergie avec I’'IL-12 (Pflanz, Immunity 2002). Enfin, deux études avaient
montré que les souris déficientes pour I’IL-27R ont un défaut d’initiation de la réponse
immune Thl au cours de ’infection par Listeria monocytogenes ou par Leishmania major
(Chen, Nature 2000 ; Yoshida, Immunity 2001) et ont un défaut de formation des granulomes
au cours de I’infection par une mycobactérie, le bacille de Calmette et Guérin (Yoshida,
Immunity 2001). En nous basant sur I’ensemble de ces données, nous avons testé I’expression
d’EBI3 et de p28 in situ chez I’Homme dans trois pathologies granulomateuses connues pour
étre associées a un profil cytokinique Thl : la tuberculose, la sarcoidose et la maladie de
Crohn. Ces trois maladies sont caractérisées histologiquement par la présence de structures
spécifiques : les granulomes épithélioides et/ou giganto-cellulaires, qui sont constitués de
macrophages et de cellules dérivées de macrophages, les cellules épithéloides et les cellules
géantes multinucléées, ainsi que de lymphocytes T, le plus souvent CD4".

Nous avons analysé 1’expression d’EBI3 et de p28 sur des coupes séri¢es pour chaque

cas de tuberculose (n=9), de sarcoidose (n=28) et de maladie de Crohn (n=7). Pour la
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tuberculose et la sarcoidose, nous avons ¢étudi¢ des ganglions lymphatiques. Pour la maladie
de Crohn, qui est une maladie inflammatoire chronique intestinale, nous avons analysé des
fragments de paroi intestinale et des ganglions lymphatiques. En parall¢le, nous avons analysé
des tissus controles : des ganglions lymphatiques présentant une hyperplasie folliculaire
d’origine inconnue (n=14), et des fragments de paroi intestinale non impliqués dans une
maladie inflammatoire (n=11).

Nous avons montré que les macrophages, les cellules épithélioides et les cellules
géantes multinucléées des granulomes coexpriment EBI3 et p28, ce qui était en accord avec
les données décrites in vitro. En plus de ces types cellulaires, nous avons montré que les
cellules endothéliales et les plasmocytes co-expriment également EBI3 et p28. Alors qu’in
vitro, les cellules dendritiques dérivées de monocytes produisent de 1’IL-27 aprés activation
(Pflanz, Immunity 2002), nous avons détecté une expression forte d’EBI3 dans les cellules
dendritiques des zones T ganglionnaires ou des plaques de Peyer de ’intestin, en 1’absence
d’expression détectable de p28. De plus, les lymphocytes T situés dans ou en dehors des
granulomes n’exprimaient pas EBI3 ni p28.

Cette premiére étude a permis de mettre au point les conditions de détection de p28 in
situ chez I’Homme sur tissus fixés et inclus en paraffine. De plus, nous avons montré la
présence des deux sous-unités de I’IL-27 dans des pathologies humaines associées a une
réponse Thl, ce qui est en faveur d’un rdle de I’IL-27 dans la réponse immune Thl chez

’Homme.
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Interleukin (IL)-27 is a newly described member of the IL-12 family. It is a heterodimeric
cytokine composed of two subunits, p28 and Epstein—-Barr virus-induced gene 3 (EBI3).
In vitro studies have shown that IL-27 is mainly produced by activated monocytes and
dendritic cells. It induces the proliferation of naive CD4-positive T cells and synergizes
with IL-12 for interferon-y (IFN-y) production. Knock-out mice for the IL-27 receptor
(WSX-1/TCCR) have impaired Th1 responses and form abnormal granulomas when injected
with bacillus Calmette-Guérin. However, the expression profile of IL-27 ir vivo is currently
unknown. To investigate the potential role of IL-27 in the development of a Thl response
in humans in vivo, this study has analysed the in situ expression of IL-27 subunits in
three types of granulomatous disease (tuberculosis, sarcoidosis, and Crohn’s disease), each
characterized by a Thl response. Tissue sections from patients with tuberculosis (n = 9),
sarcoidosis (n = 8), or Crohn’s disease (n = 7) were analysed by immunohistochemistry with
anti-EBI3 and anti-p28 antibodies, in parallel with control tissues (control reactive lymph
nodes, n = 14, and control intestinal tissues, n = 11). In granulomatous tissues, EBI3 and
P28 co-expression was detected in epithelioid and multinucleate giant cells in granulomas. In
addition, sinus or tissue macrophages, endothelial cells, and plasma cells were found to co-
express EBI3 and p28. These data support a possible role for IL-27 in human Th1 responses.
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T Micromet AG, Miinchen,
Germany.

Received: 6 August 2003
Revised: 30 September 2003

Keywords:
Accepted: 24 October 2003 y

granuloma

cytokine; IL-27; sarcoidosis; tuberculosis; Crohn’s disease; Thl response;

TCCR—/— mice had an impaired Thl response, as
assessed by decreased IFN-y production and increased
IL-4 production [4]. TCCR—/— mice also showed
increased susceptibility to infection with two intra-
cellular pathogens, Listeria monocytogenes and Leish-
mania major [4,5], and abnormal granuloma forma-
tion when infected with bacillus Calmette-Guérin [5].
Taken together, these studies suggest that IL-27 may
play a critical role in the initiation of Thl responses
[6].

The expression and role of IL-27 in human immune
pathology are currently unknown. Therefore, to eval-
uate its potential role in the development of Thl
responses in humans, we have analysed the in situ
expression of IL-27 in three human granulomatous dis-
eases, tuberculosis, sarcoidosis, and Crohn’s disease

Introduction

Interleukin (IL)-27 is a newly described cytokine of
the IL-12 family [1]. IL-12 is a heterodimeric cytokine
composed of two subunits, p40 and p35. It is expressed
by antigen-presenting cells (APCs) and plays a pivotal
role in driving IFN-y production and the development
of a Thl immune response [2]. Similar to IL-12, IL-
27 comprises two chains, Epstein—Barr virus-induced
gene 3 (EBI3), an IL-12 p40-related protein [3], and
p28, a novel IL-12 p35-related polypeptide. In vitro
studies have shown that EBI3 and p28 are both up-
regulated in activated monocytes and dendritic cells,
suggesting that APCs are the main source of IL-
27. IL-27 induces the proliferation of CD4-positive
naive T cells, but not memory T cells, and synergizes
with IL-12 for IFN-y production by CD4-positive

naive T cells. IL-27 binds to TCCR (also known
as WSX-1), a receptor highly expressed on naive T
cells [1]. Two groups have demonstrated that TCCR-
deficient mice have a defect in Thl response initia-
tion. When challenged in vivo with protein antigen,

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.

(CD), associated with a Thl-type response. All three
pathologies are characterized by the accumulation of
macrophages and CD4-positive T lymphocytes, and
the formation of epithelioid granulomas at the sites of
involvement.



IL-27 expression in Thl granulomatous diseases

Tuberculosis is caused by infection with an intracel-
lular pathogen, Mycobacterium tuberculosis. Animal
models and human studies have shown that the IL-
12/IFN-y axis plays a central role in the development
of anti-mycobacterial responses and the formation of
granulomas [7]. In particular, increased expression of
IFN-y, IL-12, and IL-12RB2 has been observed in
lymph nodes, bronchoalveolar lavage cells, and pleural
fluid of non-immunocompromised tuberculous patients
[8—15]. IL-18, a cytokine that synergizes with IL-
12 for IFN-y production, was also found to be up-
regulated in the serum and pleural fluid of tuberculous
patients [15,16]. Similarly, in sarcoidosis, a chronic
granulomatous disease of unknown origin, the preva-
lence of a local Thl response has been demonstrated,
as assessed by increased production of IFN-y, IL-12
p40, IL-12RB1/B2, and IL-18 at the sites of inflam-
mation [9,12,17—-19].

CD is a chronic inflammatory disease of the gas-
trointestinal tract, characterized by infiltration of the
lamina propria with CD4-positive T lymphocytes and
macrophages and the formation of granulomas in the
intestinal wall and mesenteric lymph nodes. Although
the origin of CD is unknown, abnormal activation of
the mucosal immune system by bacterial antigens has
been proposed and Thl cells have been suggested to
play a key role in the development of the disease
[20,21]. CD4-positive T cells purified from the lamina
propria of CD patients or CD4-positive T-cell clones
generated in vitro from the mucosa of CD patients dis-
play a Thl-type pattern of cytokine gene expression
when stimulated in vitro [22,23]. In vivo, increased
levels of IFN-y, IL-12, IL-18, and IL-12RB2 were
detected in mucosal tissues or sera from CD patients
[24-29]. In situ analyses have shown elevated num-
bers of IFN-y-positive T lymphocytes and of IL-12-
positive macrophages, as well as increased expression
of IL-18 by macrophages and dendritic cells infiltrat-
ing the lamina propria of CD patients [23,27,29]. In
CD granulomas, lymphocytes were positive for IFN-
y, while epithelioid and multinucleate giant cells were
positive for IFN-y and IL-12 [30]. Similarly, T lym-
phocytes present within tuberculous or sarcoid gran-
ulomas were the major source of IFN-y [8,17] and

Table I. Antibody characteristics
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epithelioid and multinucleate giant cells of sarcoid
granulomas expressed IL-12 and IL-18 [19].

In this study, we analysed by immunohistochemistry
expression of the two subunits of IL-27, EBI3 and p28,
at the sites of involvement in tuberculosis, sarcoidosis,
and CD patients, and showed that both subunits are
co-expressed by epithelioid and multinucleate giant
cells in the granulomas. Other cell types, such as
macrophages, endothelial cells, and plasma cells, were
also found to co-express EBI3 and p28. These in vivo
observations provide the first evidence that IL-27
is expressed in Thl-associated human granulomatous
diseases.

Materials and methods

Antibodies

Anti-EBI3 2G4H6 mouse monoclonal antibody (MAb)
(IgG2a) has been previously described [31]. Anti-
p28 Abs were developed at DNAX. Rabbit polyclonal
Abs against p28 were affinity-purified from the serum
of rabbits immunized with an N-terminal peptide of
human p28 (FPRPPGRPQLSLQEC) coupled to KLH.
An anti-p28 rat MADb (clone 29B5) was obtained by
immunizing rats with purified recombinant human IL-
27. Other antibodies were obtained from commercial
sources (Table 1).

Tissue biopsies

Lymph node biopsies from 17 patients with sarcoido-
sis (n = 8) or tuberculosis (n = 9) were analysed. All
biopsies were performed for diagnosis purposes and
none of the patients had received specific therapy at the
time of the biopsy. Control biopsies included 14 lymph
nodes exhibiting follicular hyperplasia of unknown
origin. Specimens from therapeutic intestinal resec-
tion from seven patients with active CD were anal-
ysed. Five samples were from the involved areas of
the intestinal wall (large bowel, n = 2; ileum, n = 2;
and appendix, n = 1) and two samples were from
the mesenteric draining lymph nodes. Control intesti-
nal tissues (large and small bowel, n = 9; appendix,

Specificity Clone Species/isotype Dilution or concentration Source
Specific antibodies
EBI3 2G4H6 Mouse IgG2a [.25-4 pg/ml Devergne [31]
p28 Polyclonal Rabbit IgG I pg/ml DNAX
p28 29B5 Rat IgG2a [0 ug/ml DNAX
CDé8 KP-1 Mouse IgGl I+ 3000 DakoCytomation
Macrophage 3A5 Mouse 1gG2b I 80 Novocastra Laboratories Ltd
Fascin IM20 Mouse IgGl I 200 Novocastra Laboratories Ltd
Control antibodies
RPC5 Mouse 1gG2a [.25-4 pg/ml Cappel Durham
Polyclonal Rabbit IgG* I pg/ml Sigma
Polyclonal Rat IgG* 10 pg/ml Sigma

* Rabbit and rat IgG correspond to polyclonal IgG purified from the sera of normal rabbit and rat, respectively.

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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n = 2) were obtained from unaffected areas of speci-
mens from patients undergoing partial bowel resection
for non-inflammatory bowel disorders (cancer, poly-
posis, congenital malformation, and intussusception).
Abundant granulomas were present in all cases of
granulomatous disease selected. All tissues analysed
were collected for histological examination and diag-
nosis purposes and this study complies with the French
ethical law for studies on human tissues.

Immunohistochemistry

Paraffin wax sections were dewaxed, rehydrated, and
subjected to antigen retrieval by heat pretreatment
using citrate buffer. Endogenous peroxidase activity
was quenched with a peroxidase-blocking solution
(DakoCytomation). Slides were then incubated for
25 min with mouse primary MAbs. For immunostain-
inig with rabbit primary Abs, slides were first satu-
rated by incubation with Tris-buffered saline (TBS)
containing 5% normal goat serum for 30 min prior
to incubation for 25 min with the Abs. Binding of
mouse or rabbit primary Abs was detected by an
indirect avidin—biotin peroxidase technique (Chem-
Mate detection kit, DakoCytomation). For immunos-
taining with rat primary Abs, slides were saturated
with TBS containing 20% normal human serum for
30 min and then incubated for 1 h with rat Abs. Bind-
ing of rat Abs was detected using biotinylated rabbit
anti-rat IgG (Vector Laboratories) at 10 pg/ml in TBS
containing 2% normal human serum and 1% BSA,
followed by incubation with peroxidase-conjugated
streptavidin, as above. The peroxidase reaction was
developed with 3’-diaminobenzidine (DakoCytoma-
tion) and sections were counterstained with ChemMate
haematoxylin.

Results

EBI3 and p28 expression in tuberculous and
sarcoid lymph nodes

Lymph nodes from patients with tuberculosis (n = 9)
or sarcoidosis (n = 8) were analysed by immunohis-
tochemistry for expression of the two subunits of
IL-27, EBI3 and p28. EBI3 expression was detected
using a mouse MAb, 2G4H6 Ab [31]. p28 expression
was detected using affinity-purified rabbit polyclonal
antibodies directed against an N-terminal peptide of
p28. In some cases, the specificity of p28 staining
was verified with a rat anti-p28 MAb. Control tissues
included 14 reactive lymph nodes exhibiting follic-
ular hyperplasia. Control Abs were used in parallel
to anti-EBI3 and anti-p28 antibodies and showed no
signal.

In control lymph nodes, EBI3-positive cells were
detected both in follicles and in interfollicular areas
(Figure 1 and Table 2). In follicles, strong EBI3 cyto-
plasmic staining was observed in lymphoid cells
(Figure 1a). These positive cells were preferentially

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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located at the margin of germinal centres and in
some cases in the mantle zone, and were morpholog-
ically consistent with lymphoid blasts. Tingible body
macrophages were negative in most cases. Weak dif-
fuse EBI3 staining was occasionally seen in cells with
a morphology consistent with follicular dendritic cells.
In interfollicular areas, we observed strong EBI3 cyto-
plasmic staining of cells with abundant cytoplasm and
extended cytoplasmic processes, morphologically con-
sistent with dendritic cells (Figure 1a). To characterize
these cells further, we analysed serial sections with
fascin antibody and a macrophage marker, 3AS anti-
body. Fascin antibody exhibits strong reactivity in
dendritic cells and weak reactivity in macrophages
[32], whereas 3AS antibody reacts with macrophages
only [33]. The distribution of EBI3-positive dendritic-
appearing cells overlapped with that of cells strongly
positive for fascin (ie dendritic cells), but not with
that of the macrophage marker, providing further evi-
dence that these cells are most likely dendritic cells
(Figures 1a and 1b, and not shown). In the T zones of
the nodes, strong EBI3 cytoplasmic staining was also
observed in scattered lymphoid blasts (not shown).
In addition, macrophages (mainly sinus macrophages
and to a lesser extent, tissue macrophages), as well
as endothelial cells, exhibited weak to moderate cyto-
plasmic staining with anti-EBI3 antibody (Figures 1a
and 1d, and not shown). Serial section analysis with
anti-p28 Abs showed that p28 staining overlapped
only partially with that of EBI3. Macrophages and
endothelial cells showed weak to moderate p28 cyto-
plasmic staining (Figures le and 1f, and not shown).
Other p28-positive cells included plasma cells and
fibroblasts, and cells with plasmacytic differentiation
in germinal centres. EBI3-positive lymphoid blasts and
dendritic cells did not stain with anti-p28 antibodies.
Thus, in control lymph nodes, co-expression of EBI3
and p28 was mainly restricted to macrophages and
endothelial cells (Table 2).

In tuberculous and sarcoid lymph nodes, EBI3-
positive cells were detected within granulomas and in
extragranulomatous tissue (Figures 1c, 1g, and 1j, and
Table 2). In granulomas, epithelioid and multinucleate
giant cells exhibited weak to moderate cytoplasmic
staining with anti-EBI3 antibody, whereas infiltrating
lymphocytes were negative. EBI3-positive dendritic-
appearing cells were occasionally observed in granu-
lomas. Staining of serial sections with anti-p28 anti-
bodies showed that epithelioid and multinucleate cells
of granulomas co-expressed p28 (Figures 1g—11). As
a mean, about 75% of sarcoid granulomas and 50%
of tuberculous granulomas were positive for EBI3 and
p28. About 80% of multinucleate giant cells were pos-
itive for EBI3 and p28 in both pathologies. Variable
numbers of EBI3-positive cells were detected in the
extragranulomatous tissue (Figure 1c). These included
dendritic cells, endothelial cells, sinus macrophages,
and occasionally lymphoid blasts. As observed in con-
trols, endothelial cells and sinus macrophages also
stained with anti-p28 Abs, whereas dendritic and

J Pathol 2004; 202: 164—171.
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Figure |. Immunohistochemical analysis of EBI3 and p28 expression in tuberculous, sarcoid, and control lymph nodes. (a, b)
Staining of serial sections from a control hyperplastic lymph node with anti-EBI3 antibody (a) or anti-fascin antibody (b). Numerous
EBI3-positive cells morphologically consistent with dendritic cells are detected in the interfollicular area (a). Their distribution
overlaps with that of cells strongly labelled with fascin, a marker of dendritic cells (b), but not with that observed with a macrophage
marker (3A5 antibody, data not shown). Endothelial cells (arrow-head), which are weakly reactive with anti-fascin antibody, are
also weakly labelled with anti-EBI3 antibody. In addition, a few EBI3-positive lymphoid cells are detected in the germinal centre
(arrow). (c) EBI3 staining in a sarcoid lymph node demonstrates that granulomas are stained with anti-EBI3 antibody; note the
presence of numerous EBI3-positive cells in the extra-granulomatous tissue. Higher magnification (inset) shows that these cells
have a morphology consistent with dendritic cells. (d—I) Serial sections of a control hyperplastic lymph node (d—f), a tuberculous
lymph node (g—i), and a sarcoid lymph node (j—I) were labelled with anti-EBI3 antibody (d, g, j), rabbit anti-p28 antibodies (e, h, k),
or control rabbit antibodies (f, i, I). Sinus macrophages co-express EBI3 and p28 (d—f). Similarly, epithelioid cells of a tuberculous
granuloma (g—i), as well as epithelioid and multinucleate giant cells (arrow) of a sarcoid granuloma (j—I), are stained with EBI3 and
p28 antibodies. Lymphoid cells (arrow-head) infiltrating the granuloma are negative for EBI3 and p28. A similar pattern of p28
staining was observed with rat anti-p28 29B5 antibody (data not shown). GC = germinal centre; EG = extra-granulomatous tissue;
S = sinus; N = necrosis. Peroxidase technique, haematoxylin counterstain. Magnification: x200 (a, b, d—f), x 110 (c), x 160 (g—i),
x 190 (j-1)

Ilymphoid cells were negative. In addition, variable Taken together, these data indicate that tuberculous
numbers of plasma cells stained positive for EBI3 and and sarcoid lymph nodes are characterized by the
p28 (Table 2). specific co-expression of EBI3 and p28 by epithelioid

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd. J Pathol 2004; 202: 164—-171.



168

F Larousserie et al

Table 2. Summary of the main cell types labelled with EBI3 and p28 antibodies

Epithelioid granulomas

Ep & Mc GC Sinus Mc DC LB EC Fb PC
Control LN
EBI3 + (8/14) + (14/14) —+ (14/14)* + (12/14) — —
p28f + (10/13) — — + (1'1/13) + (3/13) + (9/13)
Tuberculous/sarcoid LN
EBI3 + (17/17) + (/1D +(3/3)§ + (17/17) + (4/17)* + (9117) — + (11/17)
p28 + (17/17) + (11/11)* + @23)8 — — —+ (5/17) + (12/17) + (14/17)
Epithelioid granulomas
Ep & Mc GC LP Mc DC LB EC Fb PC
Control mucosal tissues
EBI3 + (/1) + (11/11) + (9/11)* + (2/11) — + (5/11)
p287 + (5/10) — — + (3/10) — + (10/10)
Crohn'’s disease
EBI3 + (717) + (5/5)% + (5/5) + (717) + (6/7)* + (3/7) — + (5/7)
p28 + (717) + (5/5)F + (3/5) — — + (3/7) + (2/7) —+ (717)

Ep = epithelioid cell; Mc = macrophage; GC = multinucleate giant cell; LB = lymphoid blast; EC = endothelial cell; Fb = fibroblast; PC =
plasma cell; LN = lymph node; LP = lamina propria; — = virtually no positive cells in all cases analysed; 4 = variable numbers of positive

cells (figures in parentheses indicate the fraction of positive cases).

* Positive cells were essentially located in and around lymphoid follicles.

T p28 staining was uninterpretable in one case.

¥ GCq, were present in || of 17 tuberculous/sarcoid lymph nodes and 5 of 7 CD cases.

§ Sinus macrophages were observed in 3 of 17 cases.

and multinucleate giant cells in granulomas. In addi-
tion, endothelial cells, sinus macrophages, and plasma
cells co-expressed EBI3 and p28 in these tissues.

EBI3 and p28 expression in Crohn’s disease

Next, we analysed EBI3 and p28 expression in the
lamina propria and in granulomas infiltrating the
intestinal wall and the mesenteric draining lymph
nodes of CD patients (n = 7). As controls, we anal-
ysed the expression of both subunits in intestinal spec-
imens from patients with non-inflammatory bowel dis-
eases (n = 11).

In controls, variable numbers of EBI3-positive cells
were detected in the lamina propria and in the gut-
associated lymphoid tissue (GALT) (Figures 2a—2c
and Table 2). In the lamina propria, scattered EBI3-
positive cells with a morphology consistent with
macrophages or dendritic cells were present. Mucosal
macrophages and dendritic cells are stained with
CD68 antibody [34], whereas 3AS antibody labels
macrophages only [33]. Staining of serial sections
with anti-EBI3, anti-CD68, and 3A5 antibodies indi-
cated that both macrophages and dendritic cells
accounted for EBI3 production in the lamina propria
(Figures 2a—2c). Some macrophages also expressed
p28, as shown by staining of serial sections with anti-
p28 antibodies. In addition, numerous plasma cells
infiltrating the lamina propria were labelled with anti-
p28 antibodies. A fraction of these cells displayed
weak EBI3 reactivity. In the GALT, the EBI3 staining
pattern was similar to that observed in hyperplastic
lymph nodes: strong EBI3 staining was observed in

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.

dendritic-appearing cells around follicles, while EBI3
staining in follicles was largely restricted to lymphoid
blasts. As previously observed in lymph nodes, these
EBI3-positive cells did not react with anti-p28 anti-
bodies (Table 2).

In the lamina propria of CD patients, the pat-
tern of EBI3 and p28 reactivity was similar to that
observed in control mucosal specimens (Table 2).
EBI3 and p28 co-expression was observed in plasma
cells and macrophages infiltrating the lamina propria
(Figures 2d—2g). As observed in sarcoid and tuber-
culous granulomas, CD granulomas, present in the
intestinal wall or in mesenteric draining lymph nodes,
were stained with anti-EBI3 and anti-p28 antibodies.
Staining was weak to moderate and was localized to
the cytoplasm of epithelioid and multinucleate giant
cells (Figures 2h—2j). As a mean, over 85% of the
granulomas and the multinucleate giant cells were pos-
itive for EBI3 and p28.

Discussion

This study provides the first in situ analysis of IL-
27 expression in human tissues. Our data indicate
that EBI3 and p28 are co-expressed in vivo in Thl-
associated granulomatous diseases. Such data are con-
sistent with previous in vitro studies and with the
phenotype of TCCR—/— mice and suggest that local
production of IL-27 may contribute, together with IL-
12 and IL-18, to the initiation and development of
a Thl response and granuloma formation. Although
IL-12 and IL-27 are similar, they are not redundant

J Pathol 2004; 202: 164—171.
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Figure 2. Immunohistochemical analysis of EBI3 and p28 expression in intestinal tissues from control (a—c) and CD patients
(d—j). (a—c) Serial section analysis of the mucosa from a normal appendix with anti-EBI3 antibody (a), 3A5 anti-macrophage
antibody (b), and anti-CDé68 antibody (c). Two types of EBI3-positive cells are detected in the lamina propria: weakly positive
cells morphologically consistent with macrophages, mainly located beneath the luminal epithelium, and strongly positive cells
morphologically consistent with dendritic cells scattered throughout the lamina propria (a). Numerous CDé68-positive cells
(macrophages and/or dendritic cells) are scattered throughout the lamina propria (c), whereas 3A5-positive cells (macrophages)
are preferentially located beneath the luminal epithelium (b), similar to cells weakly positive for EBI3. This specific distribution
further indicates that both macrophages and dendritic cells are involved in EBI3 production. The staining within the crypts was
also observed with the control antibodies and is therefore considered to be non-specific. (d—g) Serial section analysis of appendix
mucosa from a CD patient with anti-CDé8 antibody (d), anti-EBI3 antibody (e), rabbit anti-p28 antibodies (f), and control rabbit
antibodies (g). A cluster of CDé8-positive macrophages is labelled with both anti-EBI3 and anti-p28 antibodies. Plasma cells
(arrows) are also stained with anti-EBI3 and anti-p28 antibodies. (h—j) Serial section analysis of a granuloma from the appendix of
a CD patient with anti-EBI3 antibodies (h), rabbit anti-p28 antibodies (i), and control rabbit antibodies (j). Epithelioid cells of the
granuloma co-express EBI3 and p28, whereas infiltrating lymphoid cells are negative. Epithelioid cells were also stained with rat
29B5 anti-p28 antibody (data not shown). Peroxidase technique. Haematoxylin counterstain. Magnification: x220 (a, c), x340 (b),
%400 (d—f), x 190 (g—i). b represents a higher magnification of the serial zone delimited by the frame in a

cytokines and previous observations have suggested
that IL-27 action may precede IL-12 action, since IL-
27 appears to be expressed earlier after induction [1].
Recent studies have shown that IL-27 plays a critical
role in Thl development by inducing T-bet through
Statl activation [35,36]. T-bet is a transcription fac-
tor that plays an essential role in Thl development
by transactivating IFN-y gene expression and induc-
ing IL-12RB2 expression [6]. By inducing T-bet and
IL-12RB2 in naive T cells, IL-27 allows these cells
to respond to IL-12 and differentiate into Thl cells.
Besides T cells, TCCR is expressed in various cell

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.

populations including macrophages and B cells, and a
possible role for IL-27 in these cell populations in the
development of a granulomatous response remains to
be determined.

Cells of the macrophage lineage, sinus and tissue
macrophages, as well as epithelioid and multinucleate
giant cells of granulomas, were among the princi-
pal cells co-expressing both subunits of IL-27 in the
tissues analysed. This observation is consistent with
previous in vitro analysis, showing that both IL-27
genes are co-expressed in LPS-activated monocytes
[1]. To date, the only data regarding EBI3 and p28

J Pathol 2004; 202: 164—171.
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co-expression have been obtained by quantitative PCR
analysis of IL-27 gene expression in primary cell cul-
tures and tissues. That study revealed that EBI3 has a
broader expression profile than p28. EBI3 was found
to be expressed at high levels in LPS-activated mono-
cytes and monocyte-derived dendritic cells, but also,
albeit at lower levels, in activated endothelial cells,
splenocytes, and various T-cell subsets. In contrast,
p28 expression was largely restricted to LPS-activated
monocytes and monocyte-derived dendritic cells [1].
Also consistent with that report and other in vitro or
in vivo studies [37-39], strong EBI3 expression was
observed in vivo in dendritic cells. However, although
monocyte-derived dendritic cells generated in vitro co-
express p28 and EBI3 mRNAs and secrete IL-27 pro-
tein [1], we were unable to detect p28 expression
in EBI3-positive dendritic cells in the various tissues
analysed. This failure to detect p28 was unlikely to be
due to a lack of reactivity of our antibodies for den-
dritic cell-derived p28, since these antibodies detect
IL-27 in the supernatant of in vitro activated dendritic
cells (unpublished observations). Study of the kinetics
of EBI3 and p28 mRNA expression in human dendritic
cells activated in vitro showed that p28 expression
is very transient, whereas EBI3 expression is more
sustained. This transient p28 gene expression may
result in very low amounts of intracellular p28 pro-
tein, below the sensitivity of our immunohistochem-
istry technique.

In addition to myeloid cells, EBI3 production was
detected in endothelial cells. This observation is in
line with the low level of EBI3 transcripts present in
activated endothelial cells [1]. Interestingly, these cells
co-expressed p28. Similarly, plasma cells co-expressed
both subunits of IL-27. These data indicate that EBI3
and p28 co-expression is not restricted to antigen-
presenting cells, but can be observed in other cell
types. Of note, not all endothelial cells expressed EBI3
and p28, as shown by their variable reactivity with
EBI3 and p28 antibodies observed in this study and the
lack of EBI3 detection in endothelial cells of placental
villi [31]. This suggests that IL-27 is expressed only
by activated endothelial cells in inflammatory tissues,
thereby contributing to the local inflammation.

An earlier study of EBI3 expression in human intes-
tine indicated that EBI3 mRNA is present at low levels
in normal bowel and bowel from CD patients and
significantly up-regulated in colonic specimens from
patients with active ulcerative colitis. Macrophages
and/or dendritic cells dispersed throughout the lamina
propria accounted for its production [40]. Expression
of EBI3 in CD granulomas and expression of p28
were not examined. Here, we have shown that EBI3
and p28 are co-expressed in granulomas infiltrating the
intestinal wall or the mesenteric lymph nodes of CD
patients. In the lamina propria of both controls and
CD patients, we detected variable numbers of EBI3-
positive cells, mainly dendritic cells and macrophages
but also plasma cells, the latter two populations also
expressing p28. The limited number of cases analysed

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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did not allow a quantitative study and additional analy-
ses will be needed to determine the relative expression
of EBI3 and IL-27 in normal mucosa, CD or other
inflammatory bowel diseases. In CD, increased expres-
sion of Thl cytokines is associated with increased
expression of T-bet by lamina propria T cells [41].
The local expression of IL-27 that we observed in the
mucosa may therefore be involved in T-bet induction
in these cells and their polarization into Thl cells.

This study provides the first evidence that Thl-
associated granulomatous diseases are characterized
by significant production of IL.-27 within granulomas.
Further in situ analyses of IL-27 expression in a larger
spectrum of pathological conditions will be required to
determine the exact contribution of this novel cytokine
to the different types of immune response.
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PARTIE 1I

EBI3, IL-27 et lymphomes associés aux virus transformants

EBV et HTLV-1
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Les travaux antérieurs de 1’équipe avaient montré qu’EBI3 est fortement exprimée dans les
lignées B infectées in vitro par I’EBV, et que son expression est induite in vitro par la protéine
virale oncogénique LMP1, de fagon dépendante de 1’activation de NF-kB (Devergne, J Virol
1996 ; Devergne, J Virol 1998). Dans une étude réalisée en collaboration avec G. Niedobitek
(Université d’Erlangen, Allemagne), 1’équipe avait également montré I’absence d’expression
d’EBI3 dans les lymphomes de Burkitt EBV', ce qui était en accord avec I’absence
d’expression de LMP1 dans ces tumeurs. En revanche, EBI3 était fortement exprimée in situ
par les cellules tumorales dans la majorité des lymphomes de Hodgkin étudiés, quel que soit
leur statut EBV. Une forte expression d’EBI3 avait également été détectée in vitro dans des
lignées dérivées de lymphome de Hodgkin (Niedobitek, J Pathol 2002).

Comme les cellules B transformées par I’EBV, les cellules T transformées par
I’HTLV-1 ont un haut niveau d’activation constitutive de NF-kB. Ce haut niveau d’activation
de NF-kB serait initialement 1i¢ a I’expression de la protéine oncogénique virale Tax, puis a

d’autres événements oncogéniques.

Suite & 1’identification de I’IL-27, nous avons recherché si la sous-unité p28 était
exprimée dans les lymphomes dans lesquels une expression d’EBI3 avait été mise en
évidence, a savoir les lymphomes de Hodgkin. En parall¢le, nous avons analysé 1’expression
de I'IL-27 dans d’autres formes de lymphomes associés a I’EBV, ainsi que dans les
lymphomes associés a ’'HTLV-1 (ATL). En effet, en dehors de I’étude de Niedobitek et coll.
le profil d’expression d’EBI3 dans les lymphomes n’était pas connu. De méme, aucune
analyse du profil d’expression de p28 dans des tissus tumoraux n’avait été réalisée

Ainsi, nous avons analysé 1’expression d’EBI3 et de p28 in situ dans une nouvelle
séric de lymphomes de Hodgkin associés ou non a ’EBV (n=14) et dans diverses
lymphoproliférations associées a I’EBV (n=16) dont des syndromes lymphoprolifératifs post-
transplantation et des lymphomes T/NK de type nasal. En parall¢le, nous avons recherché la
présence de p28 et de I’IL-27 in vitro dans des lignées B transformées par I’EBV et dans des

lignées dérivées de lymphome de Hodgkin. Par immunohistochimie, nous avons observé une
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forte expression d’EBI3 par les cellules tumorales, non seulement dans les lymphomes de
Hodgkin, mais également dans les lymphoproliférations associé¢es a ’EBV exprimant LMP1.
Par contre, p28 n’était que rarement détectée in Situ dans les cellules tumorales dans la quasi
totalité des cas. Parallelement, nous n’avons pas détecté p28 dans les lysats cellulaires de
lignées dérivées de lymphomes de Hodgkin ou de lignées transformées par ’EBV, ni de
production significative d’IL-27 dans leurs surnageants de culture, alors qu’EBI3 était
détectée dans ces deux situations.

L’analyse de I’expression de 1’IL-27, in vitro et in situ, dans ’ATL a montré des
résultats comparables : nous avons observé une expression d’EBI3 par les cellules tumorales,
en la quasi absence d’expression détectable de p28. Ainsi, nous avons observé que les lignées
infectées par 'HTLV-1, HUT-102 et MT-2, ainsi que les cellules leucémiques de patients
atteints d’ATL cultivées en présence de PHA et d’IL-2, expriment fortement EBI3, mais ne
secrétent pas de quantité détectable d’IL-27 dans le surnageant de culture. Nous avons montré
que I’expression d’EBI3 dans les lignées HTLV-1" est dépendante de I’activation de NF-xB :
la présence de I’inhibiteur de NF-kxB BAY11-7082 dans le milieu de culture diminue de fagon
dose-dépendante ’expression constitutive d’EBI3 dans la lignée HUT-102. De plus, nous
avons montré que 1’oncogene Tax induit I’expression d’EBI3 via 1’activation de NF-xB. En
effet, ’expression d’EBI3 est induite dans la lignée Jurkat (lignée T HTLV-1") par
I’expression, par transfection transitoire, de la protéine Tax sauvage mais pas par un mutant
de Tax défectif pour I’activation de NF-kB, le mutant M22. L’étude in situ de I’expression
des deux sous-unités de I’IL-27 dans une série d’ATL (n=19) a montré 1’expression d’EBI3
par les cellules tumorales dans un certain nombre de cas, sans détection de p28 dans ces
cellules, en accord avec nos résultats in vitro. L’expression d’EBI3 par les cellules tumorales
¢tait extrémement hétérogene, les cas les plus positifs (plus de 30% de cellules tumorales
marquées) étant observés dans les formes leucémiques et non dans les formes lymphomes.
Afin d’évaluer la spécificité de 1’expression d’EBI3 dans I’ATL, nous avons analysé en
parallele son expression dans des lymphomes T non associés a I'HTLV-1 ni a
I’EBV (lymphomes T périphériques, lymphomes anaplasiques a grandes cellules, mycosis

fungoides et lymphomes de type lymphadénite angio-immunoblastique, n=16). Dans ces
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lymphomes, 1’expression d’EBI3 par les cellules tumorales était nulle ou rare (1-5% de
cellules tumorales positives dans 3 cas). De plus, par double marquage, nous avons montré
que les cellules T normales des ganglions hyperplasiques non tumoraux ainsi que les
lymphocytes T réactionnels infiltrant les lymphomes, n’expriment pas EBI3. L’ensemble de
ces résultats indique que ’expression d’EBI3 par les lymphocytes T tumoraux d’ATL, bien
qu’hétérogene, est spécifique.

Cette ¢étude a permis de préciser le profil d’expression d’EBI3 in situ dans les
lymphomes, et de montrer qu’une forte expression d’EBI3 par les cellules tumorales est
observée, non seulement dans les lymphomes de Hodgkin, mais également dans des
lymphomes associés a ’EBV exprimant la protéine de latence virale LMP-1 et dans les ATL.
Dans la majorité des cas, nous détectons des quantités nulles ou tres faibles de p28 dans les
cellules tumorales, aussi bien in Situ qu’in vitro, ce qui suggére un role d’EBI3

indépendamment de son association a p28.
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Interleukin (IL)-27 is a novel heterodimeric cytokine
of the IL-12 family that is composed of two subunits,
Epstein-Barr virus (EBV)-induced gene 3 (EBI3) and
P28. EBI3 is expressed at high levels in EBV-trans-
formed B-cell lines and is induced in vitro by the EBV
oncogene LMP1 in a nuclear factor (NF)-kB-dependent
manner. We show here that EBI3 expression is up-
regulated in human T-cell leukemia virus type 1
(HTLV-1)-infected cell lines and IL-2-dependent leuke-
mic cells from adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL)
patients, compared to normal activated T cells. EBI3
expression was decreased in HTLV-1-transformed
cells after treatment with the NF-«B inhibitor BAY11-
7082 and was induced in Jurkat cells by expression of
HTLV-1 wild-type Tax oncoprotein, but not by the Tax
mutant M22, which is defective for NF-«B activation.
In situ analysis of EBI3 and p28 expression in
Hodgkin’s lymphomas (HLs), in various EBV-associ-
ated lymphoproliferative disorders (LPDs) (including
post-transplant LPDs and nasal-type NK/T-cell lym-
phomas), and in ATL showed that EBI3 was expressed

by neoplastic cells in all cases of HL and of LMP1-
positive EBV-associated LPD, at variable levels in ATL
cases, but rarely in control T-cell lymphomas. In con-
trast, in all lymphomas tested, no or few tumoral cells
expressed p28. Consistent with these data, no signif-
icant p28 or IL-27 expression was detected in HL-
derived cell lines, or in EBV- or HTLV-1-transformed
cell lines. This selective overexpression of EBI3 by
transformed cells suggests that EBI3 may play a role,
independently from its association to p28, in regulat-
ing anti-viral or anti-tumoral immune responses.
(Am J Pathol 2005, 166:1217-1228)

In humans, two transforming viruses, Epstein-Barr virus
(EBV) and human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1),
are causally associated with the development of lympho-
mas. EBV, a human y-herpesvirus, efficiently transforms
primary B cells, in vitro, into continuously growing lym-
phoblastoid cell lines (LCLs), and has been closely as-
sociated with the development of several lymphoid ma-
lignancies, including endemic Burkitt's lymphoma (BL),
Hodgkin's lymphoma (HL), and lymphoproliferative dis-
orders (LPDs) arising in immunocompromised individu-
als.”? HTLV-1 is a retrovirus and is the etiological agent
of adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL), an aggressive
malignancy of mature CD4-positive T lymphocytes.®
Previously, we reported the characterization of a novel
EBV-induced gene, EBI3.* EBI3 was cloned by substrac-
tive hybridization from an EBV-infected BL cell line and
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was found to be highly expressed in LCLs. It codes for a
soluble type 1 cytokine receptor, homologous to the p40
subunit of interleukin (IL)-12. Recently, EBI3 has been
shown to associate with a new IL-12 p35-related subunit,
p28, to form a novel noncovalently linked heterodimeric
cytokine (EBI3/p28), named IL-27.° The receptor com-
plex for IL-27 is composed of TCCR (also called WSX-1 or
IL-27R) and gp130.%€ Initial studies have suggested that
IL-27 may play an important role in initiation of Th1 re-
sponses. This role was based on: 1) the in vitro expres-
sion profile of EBI3 and p28, as defined by quantitative
reverse transcriptase-polymerase chain reaction analy-
sis, showing that co-expression of EBI3 and p28 was
mainly observed in activated macrophages and dendritic
cells;® 2) the ability of IL-27 to induce T-bet and IL-12RB2
expression in naive CD4-positive T cells,”® to stimulate
their proliferation, and to synergize with IL-12 for interfer-
on-vy production®”: 3) the phenotype of IL-27R-deficient
mice showing a defect in Th1 response initiation on in-
fection with Listeria monocytogenes or Leishmania ma-
jor.'9'" Consistent with this model, we observed that
EBI3 and p28 were co-expressed by macrophages and
macrophage-derived cells at the site of disease in human
Th1-associated granulomatous diseases.'®> However,
subsequent studies led to reconsider this model and a
possible role of IL-27 as a suppressor of T-cell activation
has emerged.'® Indeed, two recent studies showed that
IL-27R-deficient mice were capable of mounting a Th1
response to infection by Toxoplasma gondii and Trypano-
soma cruzi, but exhibited increased mortality because of
dysregulated T-cell activation and hyperproduction of
proinflammatory cytokines.'*'® Taken together, these
findings have suggested that IL-27 functions may be
complex, and that IL-27 may, depending on the context,
function either as a Th1 response co-inducer or as a
negative regulator of T-cell and inflammatory responses.

Previously we showed that EBI3 is induced in vitro by
the EBV oncogene LMP1, and that its induction by LMP1
depends on nuclear factor (NF)-«B activation.*'® LMP1
is one of the nine EBV-encoded proteins expressed in
latently infected B cells and plays a key role in EBV-
mediated growth transformation.’ LMP1 is also ex-
pressed in vivo in many EBV-associated LPDs, including
HL, post-transplant LPD, and nasal type NK/T-cell lym-
phoma. In a previous study, we found that EBI3 was not
expressed in EBV-positive BL, consistent with the ab-
sence of LMP1 expression in this type of lymphoma, but
was expressed by Hodgkin and Reed-Sternberg (HRS)
tumoral cells in most cases of HL.'® The expression of
EBI3 in other lymphomas has not been reported. The
expression profile of p28 in tumor tissues has also not
been investigated.

Activation of the NF-kB pathway is a common feature
of transforming virus.' Indeed, activation of NF-kB by
viral proteins leads to transactivation of numerous cellular
genes, including cytokines, involved in cell survival and
evasion of immune response. Thus, similar to EBV-trans-
formed B cells, HTLV-1-transformed T cells exhibit high
constitutive NF-kB activity.?®?" The HTLV-1 Tax oncop-
rotein plays an important role in T-cell transformation

through its ability to induce constitutive NF-«B activation
and to dysregulate cellular gene expression.

To investigate the potential role of IL-27 in viral lym-
phomagenesis, we further analyzed the expression of
both subunits of IL-27 in EBV-associated lymphoid ma-
lignancies and extended our study to ATL. Both in situ
and in vitro analyses indicated that EBI3, but no or low
p28 and IL-27, is expressed by tumoral cells. This disso-
ciated expression of EBI3 and p28 suggests that EBI3
may play a role, independently from its association with
p28, to regulate anti-viral and anti-tumoral responses.

Materials and Methods

Primary Cell Culture, Cell Lines, and
Transfection

KMH2, L428, and HDLM2 are EBV-negative cell lines
derived from HL patients with nodular sclerosis (L428
and HDLM2) or mixed cellularity (KMH2) subtype. NC-37
is an EBV-positive BL cell line. IB4 and LCL-1, -2, -3, -4
(gift from Ellen Cahir-McFarland, Harvard Medical
School, Boston, MA) are in vitro EBV-transformed lympho-
blastoid cell lines. Jurkat, MOLT-4, and CEM are HTLV-
1-negative T-cell lines. MT-2 and HUT-102 are Tax-pos-
itive HTLV-1-infected T-cell lines. ATL1 and ATL2 are
IL-2-dependent leukemic cells derived from two different
patients with acute ATL. All cell lines were maintained in
RPMI 1640-Glutamax media (Invitrogen Corp.) supple-
mented with 10 to 20% fetal bovine serum and antibiotics.
Media for leukemic cells was further supplemented with
IL-2 (20 U/ml; Roche Diagnostics). To analyze fresh leu-
kemic cells, peripheral blood mononuclear cells from five
patients diagnosed with either acute (n = 4) or chronic
(n = 1) ATL were purified by Ficoll-Hypaque (Amersham
Biosciences) gradient centrifugation. Samples analyzed
contained >70% of leukemic cells. For two of these ATL
patients, tissue biopsies were available and were studied
by immunohistochemistry for IL-27 expression (cases 23
and 26 in Table 3). CD3-positive T cells, CD4-positive or
CD8-positive T-cell subsets were isolated from peripheral
blood mononuclear cells from HTLV-1-negative donors
by negative selection using magnetic beads (Miltenyi
Biotec). Purity was >99.5% for CD3-positive cell selec-
tion, >97.5% for CD4-positive cell selection, and >94%
for CD8-positive cell selection, as assessed by fluores-
cence-activated cell sorting (FACS) analysis and/or im-
munocytostaining. All blood samples were obtained after
informed consent. Purified T cells and T-cell subsets
were cultured in RPM1 1640 media supplemented with
10% fetal bovine serum, L-glutamine, and antibiotics and
were stimulated for various times with phytohemaggluti-
nin (4 pg/ml, Roche Diagnostics) and IL-2 (20 U/ml).
BAY11-7082 was purchased from Calbiochem and re-
constituted in dimethyl sulfoxide. Jurkat cells (5 X 10°
cells per transfection) were transfected with pJFE control
plasmid or pJFE plasmid encoding wild-type Tax or M22
mutant (gift from Francoise Bex, Université libre de Brux-
elles, Brussels, Belgium) by electroporation with a Bio-
Rad Gene Pulser Xcell electroporation system at 250 V



and 500 wF at room temperature in 200 ul of Optimem
media (Gibco BRL) containing DNA.

Tissues

Most tissues analyzed were retrieved from the files of the
Department of Pathology of Necker Hospital. Lympho-
mas were classified according to the World Health Orga-
nization classification. We studied paraffin-embedded
tissues from 14 cases of HL (7 nodular sclerosis cases, 2
lymphocyte depletion cases, 2 mixed cellularity cases, 1
unclassified case, and 2 nodular lymphocyte predomi-
nant cases), 16 cases of EBV-associated LPD (12 cases
of B- or T-cell LPD, 10 of which from transplanted pa-
tients; 1 case of lymphomatoid granulomatosis; and 3
cases of NK/T-cell lymphoma, nasal type), 19 cases of
ATL (12 cases of leukemic form and 7 cases of lympho-
matous form), and 16 cases of control T-cell ymphomas
(2 cases of angioimmunoblastic T-cell lymphoma; 6
cases of peripheral T-cell lymphoma, unspecified; 4
cases of anaplastic large cell ymphoma; and 4 cases of
mycosis fungoides). All cases of HL- and of EBV-associ-
ated LPD were tested for LMP1 expression by immuno-
histochemistry, and when negative were further tested for
EBERs by in situ hybridization to determine their EBV
status. Among HLs, eight cases were negative for EBV
(LMP1— and EBER—), and six cases were EBV-positive
(LMP1+). Among EBV-associated LPDs, 13 cases were
LMP1+, and 3 cases were LMP1— but EBER+. Diagno-
sis of ATL was made based on previously proposed
criteria,?? including clinical and biological features, the
presence of anti-HTLV-1 antibodies in the serum, and the
detection of HTLV-1 genome in DNA of leukemic cells.
ATL patients originated from West Africa, French Guiana,
and French West Indies. Seven cases of nonneoplastic
lymph nodes exhibiting follicular hyperplasia of unknown
origin were included as controls. All tissues analyzed
were collected for histological examination and diagnosis
purposes. Therefore, this study complies with the French
ethical law for studies on human tissues.

Immunostaining

Immunostaining was performed on either paraffin-em-
bedded tissue sections or acetone/methanol (1:1)-fixed
cytospin preparation. For immunostaining on cytospin
preparation, slides were rehydrated in Tris-buffered sa-
line and saturated by incubation with Tris-buffered saline
containing 20% normal human serum or 5% human
veinoglobulins for 30 minutes. They were then incubated
with the primary antibody diluted in Tris-buffered saline-
0.3% bovine serum albumin for 1 hour. Binding of primary
antibodies was detected using peroxidase-conjugated
EnVision+ reagent (DakoCytomation). The peroxidase
reaction was developed with 3’'-diaminobenzidine and
slides were counterstained with Harris hematoxylin. Im-
munostaining of paraffin sections was performed as pre-
viously described,'® by an indirect avidin-biotin peroxi-
dase technique using ChemMate detection reagents
(DakoCytomation). In double-immunostaining experi-
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ments, binding of the primary antibody in the first label
was detected using peroxidase-conjugated EnVision+
reagent and diaminobenzidine (DakoCytomation) as a
chromogenic substrate. Binding of the primary antibody
in the second label was detected using an indirect avidin-
biotin-alkaline phosphatase kit (BioGenex) and Fast blue
(Sigma) as a chromogene, and slides were counter-
stained with methyl green. To ensure the absence of
cross-reactivity between the first and second labeling
steps, primary antibody was omitted or isotype-matched
control antibody was used in the second label.

EBI3 was detected using 2G4H6 mouse monoclonal
antibody (mAb) (IgG2a)?® at 2 ug/ml, in parallel with an
isotype-matched control mAb (RPC5, 1gG2a; Cappel
Durham). p28 was detected using affinity-purified rabbit
polyclonal anti-p28 antibodies (DNAX)'? at 1 to 3 ug/ml
and normal rabbit IgG (Sigma) were used as a negative
control. In some experiments, rat anti-p28 29B5 mAb
(DNAX)'2 was used at 10 pug/ml, in parallel to normal rat
IgG (Sigma) as a negative control. LMP1 was detected
using CS1 to CS4 mouse mAbs (DakoCytomation) at 4
pg/ml. CD3 mAb (clone F7.2.38) and CD8 mAb (clone
C8/144B), both from DakoCytomation, were used at 10
pg/ml and 0.25 ug/ml, respectively. CD25 mAb (clone
4C9; Novocastra Laboratories Ltd.) was used at a 1:100
dilution. For immunocytostaining, the following antibodies
were used: CD3 mAb (clone UCHT1, DakoCytomation) at
1.5 pg/ml, CD4 mADb (clone SK3; BD Biosciences) at 0.15
pg/ml, and CD8 mAb (clone DK25, DakoCytomation) at
0.25 pg/ml. The detection of EBERs was performed by in
situ hybridization using EBER PNA probe and the PNA in
situ hybridization detection system (DakoCytomation).

Western Blot Analysis and Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA)

Cells were washed in cold phosphate-buffered saline
(PBS) and lysed for 1 hour on ice in lysis buffer (1%
Nonidet P-40, 50 mmol/L Tris, pH 7.4, 150 mmol/L NaCl,
3% glycerol, 1.5 mmol/L ethylenediaminetetraacetic
acid) supplemented with protease inhibitors (1 mmol/L
phenylmethyl sulfonyl fluoride, 1 ug/ml pepstatin, 1 ug/ml
leupeptin). Cell lysates were centrifuged for 15 minutes at
13,000 X g to remove cell debris and protein concentra-
tion was determined using the bicinchoninic acid protein
assay reagent (Pierce). Lysates were subjected to so-
dium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
and transferred to nitrocellulose for immunoblotting with
anti-EBI3 2G4H6 mAb, mouse anti-Tax mAb (provided by
John Brady, NCI, NIH, Bethesda, MD), or rat anti-p28
mADbs (clones 29B5 or 18C5, DNAX). Binding of mouse or
rat mAbs was detected with horseradish peroxidase-
conjugated sheep anti-mouse antibodies (Amersham
Biosciences) or horseradish peroxidase-conjugated goat
anti-rat antibodies (Santa Cruz), respectively. Peroxidase
reaction was developed with chemiluminescence re-
agents (Pierce). EBI3 and IL-27 ELISA were previously
described.®?® EBI3 ELISA detects both free EBI3 and
IL-27 (detection limit, 1 ng/ml), whereas IL-27 ELISA is
specific for EBI3/p28 heterodimer (detection limit, 0.3
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Table 1. Immunohistochemical Analysis of IL-27 Expression in HL

Case no. Diagnosis Site LMP1 status % of EBI3+ HRS cells % of p28+ HRS cells
1 NS Lymph node pos ++++ -
2 NS Lymph node pos +4+++ +
3 NS Lymph node neg ++++ -
4 NS Lymph node neg +4+++ +
5 NS Lymph node neg +4+++ +
6 NS Mediastinum neg ++++ -
7 NS Mediastinum neg ++++ -
8 LD Lymph node pos +4+++ +
9 LD Lymph node neg ++++ -

10 MC Lymph node pos +4+++ _

11 MC Lymph node pos +4+++ +

12 uc Lymph node pos +4+++ _

13 NLP Lymph node neg ++++ -

14 NLP Lymph node neg ++++ -

NS, nodular sclerosis; LD, lymphocyte depletion; MC, mixed cellularity; uc, unclassified; NLP, nodular lymphocyte predominant.
—, virtually all cells negative; +, 1 to 5% positive cells; ++++, >90% positive cells.

ng/ml). For ELISA, cells (5to 10 X 10° per ml) were grown
in RPM1 1640 complete media or in RPMI 1640 media
supplemented with 1% Nutridoma (Roche Diagnostics)
for 24 to 48 hours. Supernatants were then collected,
spun to remove debris, and stored at —80°C. In some
experiments, cell culture supernatants were concen-
trated using Centriprep 10 (Millipore) or Ultrafree-4 cen-
trifugal filter unit (Millipore), before being tested by
ELISA.

Cell Surface Immunofluorescence and
FACS Analysis

Cells were washed in FACS buffer (PBS, 2% fetal bovine
serum, 0.01% sodium azide), and incubated for 30 min-
utes on ice with isotype control (MOPC 141, IgG2b;
Sigma) or anti-IL-27R mAb (anti-TCCR, 1gG2b; R&D Sys-
tems) at 10 pwg/ml in FACS buffer. Binding of mouse
antibodies was detected using phycoerythrin-conjugated
F(ab")2 fragment goat anti-mouse IgG (Coulter) and a
minimum of 5000 gated cells were analyzed on a FACS-
can. In binding assays, cells were washed in FACS
buffer, and incubated with recombinant Flag-tagged
IL-27 (DNAX) for 1 hour at 1 ug/ml in FACS buffer fol-
lowed by incubation with M2 anti-Flag antibody (Sigma),
and goat anti-mouse 1gG as above. As a control, Flag-
tagged IL-27 was omitted in the first step. Anti-TCCR
mAb was first verified to detect cell surface IL-27R by
transfection of COS7 cells with an expression vector cod-
ing for human IL-27R (gift from Hugues Gascan'’s labo-
ratory, Institut National de la Santé et de la Recherche
Medicale U564, Angers, France).

Results

Immunohistochemical Analysis of IL-27
Expression in HL and Other
EBV-Associated LPDs

To further investigate the expression of EBI3 and IL-27 in
EBV-associated lymphoid neoplasia, 14 cases of HL (6

EBV+ and 8 EBV—) and 16 cases of various EBV-asso-
ciated LPDs were analyzed by immunohistochemistry for
expression of the two subunits of IL-27, EBI3 and p28,
in parallel to LMP1 expression (Tables 1 and 2, and
Figure 1).

Consistent with previous work,'® EBI3 was expressed
by HRS cells in all cases of HL, independently of LMP1
expression and of the histological subtype (Table 1). In
each case, the percentage of EBI3-positive HRS cells
was >90%, with nearly all tumoral cells positive for EBI3
in most cases (12 of 14). In contrast, p28 expression by
HRS cells was detected in only five cases and in these
cases only a minority of HRS cells (ranging from 2 to 5%)
was positive for p28 (Table 1). In addition to tumoral cells,
variable numbers of cells were positive for EBI3. Among
these, cells with a morphology consistent with dendritic
cells were strongly labeled with EBI3, whereas macro-
phages, endothelial cells, and rare plasma cells showed
weak EBI3 staining. Macrophages, endothelial cells,
plasma cells, as well as fibroblasts, also stained with
anti-p28 antibodies (Figure 1, a to d; and data not
shown). This staining pattern of nontumoral cells was
similar to the one we previously observed in reactive
lymph nodes.'?

Similarly, a dissociated expression of EBI3 and p28 by
neoplastic cells was observed in the 16 cases of EBV-
associated LPD (Table 2). In these cases, expression of
EBI3 by tumoral cells was heterogeneous, ranging from 0
to >90% of tumoral cells positive for EBI3. Interestingly,
the percentage of EBI3-positive neoplastic cells corre-
lated with that of LMP1-positive cells in most cases. In-
deed, in the three LMP1-negative cases, no or few tu-
moral cells (2% at the most) expressed EBI3. In contrast,
in all cases positive for LMP1, we always observed EBI3
expression by tumoral cells (Figure 1, e and f). Also,
heterogeneity of LMP1 expression within a given case
was associated with heterogeneity in tumor cell expres-
sion of EBI3, and we observed an overlapping distribu-
tion of EBI3- and LMP1-positive tumoral cells. However,
although a positive correlation was observed between
EBI3 and LMP1 expression by tumoral cells, the number
of EBI3-positive tumoral cells was, in most cases, slightly
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Table 2. Immunohistochemical Analysis of IL-27 Expression in Various EBV-Associated LPD
% of positive tumoral cells
Case no. Diagnosis Site LMPA EBI3 p28
1 post-transplant B-cell LPD Lymph node +++ ++++ -
2 post-transplant B-cell LPD Small Bowel +/+++ ++++ +++/+
3 post-transplant B-cell LPD Retroperitoneum ++ +++ -
4 post-transplant B-cell LPD Kidney +++ ++++ —
5 post-transplant B-cell LPD Skin - - ND
6 post-transplant B-cell LPD Lymph node ++ +4+++ -
7 post-transplant B-cell LPD Small bowel +4+/+++4+ ++/++++ -
8 post-transplant B-cell LPD Gingiva — — ND
9 post-transplant B-cell LPD Tonsil +++ +++ —
10 post-transplant T-cell LPD Lymph node +++ +++ -
11 B-cell LPD Lymph node ++++ ++++ -
12 B-cell LPD Retroperitoneum ++ ++++ -
13 Lymphomatoid granulomatosis Lymph node +++ ++++ -
14 NK/T-cell lymphoma, nasal type Lymph node +++ ++++ —
15 NK/T-cell lymphoma, nasal-type Nose + ++ -
16 NK/T-cell lymphoma, nasal-type Nose — + ND

—, Virtually all cells negative; +, 1 to 5% positive cells; ++, 10 to 30% positive cells; +++, >30 to 80% positive cells; ++++, >80% positive

cells. ND, not done.

LMP1-negative cases were positive for EBV, as assessed by EBER in situ hybridization.
In two cases (cases 2 and 7), the percentage of positive cells was highly heterogeneous and the lower and upper values are indicated.

more than that of LMP1-positive cells (Table 2). This may
be because of the higher sensitivity of EBI3 detection by
immunohistochemistry, compared to that of LMP1. Also,
the substantial overexpression of EBI3 compared to
LMP1 observed in one case (case 6) suggests that other
mechanisms than LMP1 induction may result in EBI3
expression by tumoral cells. Concerning p28, no signifi-
cant expression by tumor cells was observed in 15 of 16
cases. In only one case (case 2), a significant fraction of
tumoral cells expressed p28. In this case, we observed
two patterns of staining, corresponding to two different
populations of neoplastic cells. One population consist-
ing of large cells showed strong EBI3 reactivity in most
cells (>90%positive cells), as well as LMP1 reactivity in a
fraction of them, but rarely expressed p28 (~1% positive
cells). The second population consisted of smaller cells
with a plasmacytic differentiation, many of which were
positive for both EBI3 and p28 (>70% positive cells for
both subunits), but rarely expressed LMP1 (~1% positive
cells) (Figure 1, g and h). Expression of p28 by this
specific tumoral cell population may be related to its
peculiar stage of differentiation, because normal plasma
cells and cells with a plasmacytic differentiation present
in follicles of reactive lymph nodes expressed p28 (Ref.
12 and this study). The pattern of EBI3 and p28 staining
of nontumoral cells was similar to the one observed in HL.

Taken together, these data indicate that HLs and
LMP1-positive LPDs are characterized by strong EBI3
expression by neoplastic cells. In contrast, we failed to
detect a significant production of p28 by tumoral cells in
most cases.

Analysis of IL-27 and IL-27R Expression in
HL-Derived Cell Lines and LCLs

To further analyze IL-27 expression, three HL-derived cell
lines, L428, KMH2, and HDLM2, and four LCLs were
tested for IL-27 expression. These cell lines expressed

EBI3 as tested by Western blot analysis of the cell lysate
(Ref. 18 and data not shown). By ELISA of the cell culture
supernatant, HL-derived cell lines secreted from 1.9 to
35.3 ng/ml of EBI3,'® and LCLs from 1.3 to 5.7 ng/ml of
EBI3. By Western blot, no p28 could be detected in their
cell lysates and no p28 induction was observed after
LMP1 transient or stable transfection (limit of detection,
0.5 ng per lane) (data not shown). By ELISA, no IL-27 was
detected in cell culture supernatants (limit of detection,
0.3 ng/ml), unless they were concentrated by 20-fold to
40-fold. Under these latter conditions, low levels of IL-27
were detected (~1 ng/ml). Consistent with a low level of
p28 expression, no signal or a very faint p28 signal was
detected by immunocytostaining of both HL-derived cell
lines and LCLs (data not shown). We next examined
whether these cell lines express IL-27R. All seven cell
lines expressed IL-27R and bound IL-27, as assessed by
FACS analysis (Figure 2). Thus, consistent with the in situ
analysis, in vitro studies indicated that HL-derived cell
lines and LCLs express high levels of EBI3, and IL-27R,
but only a very low amount, if any, of p28.

HTLV1-Infected T-Cell Lines Constitutively
Express EBI3

Previous studies in LCLs'®?* or in mouse B cellg®®2°
have shown that EBI3 is a NF-kB-induced gene. Because
HTLV-1-positive T cells exhibit high constitutive NF-«B
activity,?°?" we hypothesized that EBI3 may be up-reg-
ulated in these cells. To test this hypothesis, two HTLV-
1-infected cell lines, HUT-102 and MT2, as well as IL-2-
dependent leukemic cells derived from two ATL patients,
were tested by Western blot for EBI3 expression. Three
HTLV-1-negative T-cell lines, Jurkat, CEM, and MOLT-4,
were tested in parallel as negative controls. As shown in
Figure 3A, left, no signal was detected in the cell lysates
from the three control T-cell lines. In contrast, EBI3 was
constitutively expressed in IL-2-dependent leukemic
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Figure 1. Immunohistochemical analysis of IL-27 expression in HL and various EBV-associated LPDs. a—d: Staining of sections from two cases of HL (a, b: mixed
cellularity; ¢, d: nodular lymphocyte predominant) with anti-EBI3 (a, ¢) or anti-p28 (b, d) antibodies, showed that HRS cells express EBI3, but no detectable p28.
Of note (¢, d), macrophages (arrows) that exhibit weaker staining than tumoral cells (arrowhead) for EBI3 are also stained with anti-p28 antibodies, whereas strongly
EBI3-positive tumoral cells remain negative for p28. e: Numerous tumoral cells from an LMP1-positive (inset) post-transplant B-cell LPD express EBI3. f: Similarly,
numerous tumoral cells from a nasal type NK/T-cell lymphoma that express LMP1 (inset) are strongly labeled with anti-EBI3 antibody. In one case of post-transplant
LPD (case 2 in Table 2), a specific population of tumoral cells with a plasmacytic differentiation (arrowheads) express both EBI3 (g) and p28 (h). In all cases, no signal
was observed with control antibodies used in parallel (data not shown). Original magnifications: X20 (a, b); X40 (c—h). Original zoom factors: 1.1 (a, b); 1.3 (¢, d);

1 (e-h).

cells from ATL patients and in the two HTLV-1-infected
cell lines (Figure 3A, left). In these latter, EBI3 levels were
similar to those observed in two EBV-positive B cell lines,
NC37 and IB4 (Figure 3A, right). By ELISA, MT2 and
HUT-102 were found to secrete 3.9 and 8 ng/ml of EBI3,
respectively, and IL-2-dependent leukemic cells se-
creted 6.3 and 2.2 ng/ml. These values are in the range of
that observed in LCLs. Next, we investigated whether

normal primary T cells express EBI3. To this end, CD3-
positive T cells were purified from peripheral blood from
HTLV-1-negative individuals, and cultured for 2 to 7 days
with phytohemagglutinin and IL-2. In unstimulated T cells,
no EBI3 could be detected by either Western blot analy-
sis of the cell lysate or immunocytostaining (Figure 3B
and data not shown). After 2 days of stimulation, weak
EBI3 signal could be detected (Figure 3B) and this ex-
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Figure 2. HL-derived cell lines and LCLs express IL-27R. Four LCLs (LCL-1,
-2, -3, -4) and three HL-derived cell lines (KMH2, L428, HDLM2) were tested
for IL-27R cell surface expression and IL-27 binding by FACS analysis (x axis,
log fluorescence intensity; y axis, cell number) as indicated in Materials and
Methods. The filled gray line corresponds to controls.

pression was maintained for up to 7 days (data not
shown). Similar experiments performed with purified
CD4-positive or CD8-positive T cells indicated that both
T-cell subsets expressed EBI3 after stimulation (Figure
3B). However, although EBI3 expression could be de-
tected in normal activated T cells, levels were much lower
than those observed in HTLV-1-infected cells (Figure 3C).
Indeed, titration experiment showed that EBI3 signal ob-
served in the cell lysate from HUT-102 cells was at least
16-fold higher than that observed in the cell lysate from
stimulated normal T cells. Consistent with this low level of
intracellular EBI3 in stimulated normal T cells, no EBI3
could be detected in neat cell culture supernatants by
ELISA, and levels were just above the limit of detection
when supernatants were concentrated by 25-fold. Alto-
gether, these data indicate that EBI3 is specifically up-
regulated in HTLV-1-infected cells.

Next, we examined whether normal T cells or HTLV-1-
positive T-cell lines expressed IL-27. As observed in
HL-derived cell lines and LCLs, no signal or a barely
detectable p28 signal was detected by immunocytostain-
ing in HTLV-1-infected cells (HUT-102 and MT-2) or in
activated normal T cells (both CD4- and CD8-positive
subsets) (data not shown). No IL-27 could be detected in
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Figure 3. Immunoblot analysis of EBI3 expression in HTLV-1-infected cells
and normal T cells. A: Cell lysates (1% Nonidet P-40 extracts, 10 pg per lane)
from three HTLV-1-negative T-cell lines (CEM, Jurkat, MOLT-4), two HTLV-
1-positive T-cell lines (HUT-102, MT-2), and IL-2-dependent leukemic cells
from two ATL patients (ATL 1, ATL 2) (left), as well as two EBV-positive B
cell lines, IB4 and NC37 (right), were analyzed by Western blot with
anti-EBI3 antibodies. B (left): EBI3 immunoblot analysis of cell lysates (1%
Nonidet P-40 extracts, 50 ug per lane) from purified CD3-positive T cells
(lanes 1 and 2), purified CD4-positive T cells (lane 3), and purified CD8-
positive T cells, either unstimulated (lane 1) or stimulated for 40 to 42 hours
with phytohemagglutinin and IL-2 (lanes 2 to 4) were analyzed by immu-
noblotting with anti-EBI3 antibodies. The low level of EBI3 expression
detected was unlikely due to contaminating cell populations because the
numbers of EBI3-positive cells as tested by immunocytostaining (at least
20%) were clearly more than that of contaminating cells (from 0.5 to 6%)
(data not shown). B (right): The amounts of cell lysates (Nonidet P-40
extracts) indicated at top of the blot (in ug) from HUT-102- or phytohemag-
glutinin/IL-2-activated primary CD3-positive T cells were analyzed by immu-
noblotting with anti-EBI3 antibodies. In B, a more sensitive chemilumines-
cent substrate was used than in A, because of the low level of EBI3 expressed
in normal T cells.

the supernatant from HUT-102, even after a 30-fold con-
centration. Similar to EBV-positive cell lines, HTLV1-pos-
itive cell lines (MT-2 and HUT-102) expressed IL-27R, as
tested by FACS analysis (data not shown).

Role of HTLV-1 Tax and NF-kB Activation in
EBI3 Expression

Tax is a viral transactivator that has been shown to trans-
activate the expression of numerous cellular genes, in-
cluding many cytokine or cytokine receptor genes,® in
part through its ability to activate NF-kB. To determine
whether Tax induces EBI3 expression and to evaluate the
role of Tax-induced NF-«B activation, Jurkat cells were
transiently transfected with increasing amounts of ex-
pression plasmid coding for wild-type Tax or for a mutant
of Tax, M22, previously shown to be defective for NF-«xB
activation,?” and cell lysates were analyzed for EBI3 by
immunoblotting. Transfection of 0.5 ug of pJFE-Tax re-
sulted in significant induction of EBI3 (Figure 4B, lane 2),
and transfection of 1 and 2 pg resulted in higher EBI3
levels (Figure 4B, lanes 3 and 4). In contrast, transfection
of 15 or 25 ug of pJFE-M22 (Figure 4B, lanes 5 and 6)
failed to induced EBI3 expression, although levels of
mutant Tax protein were comparable to the ones ob-
served with wild-type Tax protein, as assessed by Tax
immunoblot (Figure 4B, compare lanes 3 and 4 to lanes 5
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Figure 4. Role of Tax and NF-kB activation on EBI3 expression by HTLV-1-
infected cells. A: Jurkat cells were transfected with pJFE control vector (lane
1) or the indicated amount (in ug) of pJFE-Tax (lanes 2 to 4) or pJFE-M22
(lanes 5 and 6). The total amount of plasmid DNA transfected was kept
constant in each transfection by addition of pJFE vector. Cells were lysed 22
hours after transfection in Nonidet P-40 lysis buffer and cell lysates (10° cells
per lane) were analyzed by immunoblotting with anti-EBI3 and anti-Tax
antibodies. B: HUT-102 cells were treated with 5 wmol/L BAY 11-7082 (+) or
with dimethyl sulfoxide (—). At time indicated at the top of the blot, cells
were lysed in Nonidet P-40 lysis buffer and cell lysates (60 ug per lane) were
analyzed by Western blot for EBI3 and Tax expression.

and 6, respectively). By Western blot, we were not able to
detect p28 induction by Tax (data not shown).

To further examine to which extent the high constitutive
NF-«kB activity observed in HTLV-1-transformed cells
contributes to the high level of EBI3 expression, HUT-102
cells were treated with BAY11-7082, an inhibitor of NF-
kB. BAY11-7082 has been previously shown to inhibit
NF-kB activation in HUT-102 (effective dose, 5 umol/L),%®
and to down-regulate EBI3 expression in LCLs.?* Incu-
bation of HUT-102 with 5 umol/L BAY11-7082 resulted in
a small decrease of EBI3 expression after 24 hours, and
in a more pronounced decrease at 48 hours, as assessed
by Western blot analysis of the cell lysate (Figure 4B).
This effect was specific because Tax levels were not
affected by BAY11-7082 treatment (Figure 4B). Thus, as
observed in EBV-transformed B cells, expression of EBI3
in HTLV-1-transformed T cells is dependent on NF-xB
activation.

In Situ Analysis of IL-27 Expression in Involved
Tissues from ATL Patients

The observation that EBI3 is highly expressed, in vitro, in
HTLV-1-transformed T cells led us to investigate whether
tumoral cells from involved tissues from ATL patients
express EBI3. Therefore, the in situ expression of EBI3
was analyzed by immunohistochemistry in 19 tissue

Table 3. Immunohistochemical Analysis of IL-27 Expression
in Involved Tissues from ATL Patients and Control
T-Cell Lymphomas

% of positive

tumoral cells
Case no.  Diagnosis Site EBI3 p28
Controls
1 AITL Lymph node + -
2 AITL Lymph node — -
3 PTL Lymph node + -
4 PTL Lymph node — -
5 PTL Lymph node - -
6 PTL Salivary gland - -
7 PTL Lymph node - -
8 PTL Lymph node + -
9 ALCL Lymph node - -
10 ALCL Lymph node — -
11 ALCL Lymph node - -
12 ALCL Lymph node — ND
13 MF Skin - ND
14 MF Skin - ND
15 MF Skin - ND
16 MF Skin - ND
ATL
17 ATL, leuk  Lymph node — —
18 ATL, leuk  Skin + +
19 ATL, leuk  Lymph node — ND
20 ATL, leuk  Skin - -
21 ATL, leuk  Lymph node +4+++ +
22 ATL, leuk  Lymph node +++ NA
23 ATL, leuk  Lymph node + -
24 ATL, leuk  Skin + -
25 ATL, leuk  Skin ++4++ +
26 ATL, leuk  Skin - -
27 ATL, leuk  Lymph node ++++ -
28 ATL, leuk  Lymph node ++ NI
29 ATL, lymp  Lymph node + ND
30 ATL, lymp  Lymph node + ND
31 ATL, lymp  Lymph node — ND
32 ATL, lymp  Lymph node + -
33 ATL, lymp  Abdomen + -
34 ATL, lymp  Lymph node + -
35 ATL, lymp  Lymph node — -

AITL, angioimmunoblastic T-cell lymphoma; PTL, peripheral T-cell
lymphoma, unspecified; ALCL, anaplastic large cell lymphoma; MF,
mycosis fungoides; ATL, adult T-cell lymphoma/leukemia; leuk,
leukemic form; lymp, lymphomatous form; ND, not done; NI, not
interpretable; NA, not available.

—, Virtually all cells negative; +, 1 to 5% positive cells; ++, 10 to
30% positive cells; +++, >30 to 80% positive cells; ++++, >80%
positive cells.

specimens (lymph nodes and skin lesions) from ATL
patients, in parallel to p28 expression. As controls, 16
cases of non-HLTV-1-associated mature T-cell lympho-
mas were analyzed (Table 3 and Figure 5). Among con-
trol lymphomas, three cases (cases 2, 3, and 4) were
positive for EBER in 0.5 to 3% of tumor cells. However,
these cells did not express LMP1.

In control T-cell lymphomas, expression of EBI3 by
tumoral cells was detected in only three cases (one case
of angioimmunoblastic T-cell lymphoma and two cases of
peripheral T-cell lymphomas, unspecified). In these
cases, only few tumoral cells (less than 5%) were positive
for EBI3. Of note, although anaplastic large cell lympho-
mas share many features with HL, tumoral cells did not
express EBI3 in the four cases tested (Figure 5d). In ATL
cases, EBI3-positive neoplastic cells were detected in 13
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Figure 5. Immunohistochemical analysis of EBI3 expression in ATL. a—c: Sections from involved lymph nodes from different ATL patients (all with leukemic form)
were stained with anti-EBI3 antibody. a and b: Numerous EBI3-positive neoplastic cells are observed. In contrast, reactive lymphocytes (a, arrows) infiltrating
the tumor are negative. In case shown in ¢, tumoral cells are negative for EBI3, but numerous cells strongly labeled with anti-EBI3 antibodies are observed. Higher
magnification (inset) shows that these cells have extended cytoplasmic processes and are morphologically consistent with dendritic cells. d: EBI3 immunostaining
in a case of anaplastic large cell lymphoma shows that tumoral cells are negative for EBI3. Staining of a dendritic-appearing cell is observed. e: Double staining
for EBI3 (brown) and CD3 (blue) in a nonneoplastic reactive lymph node. Whereas a cell morphologically consistent with a dendritic cell is strongly positive for
EBI3 (and CD3-negative), all CD3-positive T cells are negative for EBI3. f: Double staining for EBI3 (brown) and CD8 (blue) in an ATL case (same case as in a)
showed that all reactive CD8+ T cells (arrows) surrounding an EBI3+ tumoral cell (arrowhead) are negative for EBI3. Tumoral cells were identified based on
their morphology and their immunophenotype including the expression of CD25 (inset: double staining for EBI3 (brown) and CD25 (blue)). In all cases, no signal
was observed with control antibodies used in parallel (data not shown). Original magnifications, X40. Zoom factors: 1 (a); 0.8 (b—d); 1.3 (e—f).

of 19 cases. Their percentage was highly heterogeneous
(ranging from 1 to >90% positive tumoral cells) and did
not correlate with the site of involvement (lymph node or
skin). Interestingly all cases showing the highest scores
(five cases ranging from >10 to >90%) were found
among patients with leukemic form of ATL (Table 3),
whereas patients with lymphomatous form had only low
frequency of EBI3-positive tumoral cells (ranging from 1
to 5% in the five of seven cases that contained positive
tumoral cells). However, although expressed at low levels
in some cases, expression of EBI3 was specific to tu-
moral T cells, because we did not detect the expression
of EBI3 by normal T cells in lymphoid tissues. Indeed,
double-staining experiments with anti-EBI3 and anti-CD3
antibodies performed in nonneoplastic lymph nodes (n =
7) showed that normal T cells were consistently negative
for EBI3 (Figure 5e). In line with these data, reactive

CD8+ lymphocytes infiltrating ATL tumor were negative
for EBI3, whereas CD25+ tumoral cells were strongly
labeled with anti-EBI3 mAb (Figure 5f). Expression of p28
by neoplastic cells was not detected in the control T-cell
lymphomas, and was observed in only three ATL cases.
In these latter, less than 5% of tumoral cells were positive
for p28. Thus, as observed in HL and other EBV-associ-
ated LPD, EBI3 and p28 expression by neoplastic cells
was dissociated and characterized by the selective over-
expression of EBI3. As previously observed, variable
numbers of macrophages and endothelial cells stained
with EBI3 and p28 antibodies in both control and ATL
cases. In addition, variable numbers of dendritic cells
strongly expressing EBI3 were observed. Whereas these
cells were usually scarce in the previously analyzed lym-
phomas, they were abundant in many of the T-cell lym-
phomas (both control and ATL lymphomas) (Figure 5, ¢
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and d; and data not shown). EBI3 expression was also
investigated in fresh leukemic cells from patients with
acute (n = 4) or chronic (n = 1) ATL. Surprisingly, al-
though these cells have been reported to exhibit high
constitutive NF-«kB activation,?>?" no EBI3 expression
was detected by either immunoblotting or immunocy-
tostaining (data not shown).

Discussion

This study provides additional information on the in vivo
expression profile of IL-27 in human pathologies. In a
previous study of I1L-27 expression in three types of Th1-
associated granulomatous diseases, sarcoidosis, tuber-
culosis, and Crohn’s disease, we observed that EBI3 and
p28 were co-expressed by macrophages and macro-
phage derived-cells (epithelioid cells and multinucleated
giant cells) of granulomas. Also, in both granulomatous
diseases and control reactive lymph nodes, sinus mac-
rophages, endothelial cells of postcapillary venules, and
plasma cells were found to co-express both subunits of
IL-27.72 Consistent with these data, in all types of lym-
phomas analyzed, we noticed the presence of variable
numbers of macrophages, endothelial cells, and plasma
cells that expressed EBI3 and p28. Also as previously
observed,'® dendritic cells that infiltrate the tumor ex-
pressed EBI3, but no detectable levels of p28.

In contrast to the coordinated expression of IL-27 sub-
units observed within epithelioid granulomas, expression
of EBI3 and p28 by tumoral cells was dissociated and
characterized in many cases by the selective overex-
pression of EBI3. In all cases of HL and of LMP1-positive
EBV-associated LPD, as well as a subset of ATL cases,
we observed strong EBI3 expression by tumoral cells,
without significant expression of p28 by these cells. Our
failure to detect in situ expression of p28 by tumor cells
was unlikely to be because of a poor sensitivity of our p28
immunohistochemical technique, because other cell
types such as macrophages or endothelial cells were
stained with anti-p28 antibodies in the tissues analyzed.
Also, in the cell culture supernatant from in vitro-cultured
HL-derived cell lines and EBV- or HTLV-1-infected cell
lines, we were not able to detect significant amounts of
|IL-27, whereas under the same conditions we could de-
tect IL-27 secretion from supernatant of in vitro-derived
dendritic cells.®

The pattern of EBI3 expression observed in situ in
EBV-associated LPD is consistent with our previous in
vitro studies, showing that LMP1 induces EBI3 expres-
sion in B lymphoblasts.* In LMP1-negative cases of post-
transplant LPD and of nasal-type NK/T-cell lymphoma, no
or rare EBI3 expression was detected. These data are in
line with the absence of tumor cell expression of EBI3
observed in endemic BL."® In contrast, in all LMP1-pos-
itive EBV-associated LPDs, EBI3 was expressed by tu-
moral cells. However, although LMP1 expression was
always associated with EBI3 expression, we also de-
tected EBI3 expression by tumoral cells in the absence of
LMP1, as observed in HL (this study and Ref. 18). EBI3 is
a NF-kB up-regulated gene, and in HRS cells other

mechanisms than LMP1 expression have been proposed
to result in constitutive NF-kB activation, including ex-
pression and engagement of TNF-R family members
such as CD30 or CD40, or activating mutations in mole-
cules of the NF-kB pathway.®%3" Also, in mouse primary
B cells, EBI3 has been shown to be induced on activa-
tion®>2¢ and expression of EBI3 by tumoral B cells may
be related to their specific stage of activation and
differentiation.

Our study also shows that EBI3 is overexpressed in
HTLV-1-infected T-cell lines and IL-2-dependent leuke-
mic cells from ATL patients, compared to normal acti-
vated peripheral T cells. Immunohistochemical analyses
showed that EBI3 is expressed at variable levels by tu-
moral cells in involved tissues from ATL patients, but not
by normal T cells and very rarely in the control mature
T-cell lymphomas analyzed. The factors underlying the
heterogeneity of EBI3 expression in ATL tissues remain to
be determined, but interestingly, the highest levels were
found among patients with the leukemic form. In vitro, we
demonstrated that EBI3 expression by HTLV-1-trans-
formed cells is dependent on NF-kB activation, and can
be induced by Tax in a NF-«kB-dependent manner. The in
situ activation of NF-«B in lymphomas from ATL patients
is not known, and the in situ expression of Tax in these
lymphomas has been difficult to evidence. Indeed, no or
low levels of Tax mMRNA have been detected by in situ
hybridization or reverse transcriptase-polymerase chain
reaction/in situ hybridization in skin lesions or lymph
nodes of ATL patients,®>3% and the sensitivity of Tax
antibody was too low to allow Tax protein detection by
immunohistochemistry (F.L., unpublished data).

Although HL and anaplastic large cell ymphoma share
common features, including the expression of CD30, no
tumoral cell expression of EBI3 was observed in the
latter. In anaplastic large cell ymphomas, the NPM-ALK
oncoprotein has been shown to abrogate CD30-induced
NF-kB activation,®* which may contribute to their lack of
EBI3 expression. More surprisingly, tumoral T cells from
mycosis fungoides also did not express EBI3, although
constitutive NF-«B activation is assumed to be a charac-
teristic feature of these lymphomas.®® This suggests that
specific NF-kB complexes may be required for induction
of EBI3. Indeed, studies using mice deficient for specific
NF-kB components showed that CD40-mediated EBI3
induction in mouse B cells requires specific NF-kB sub-
units.?® In the same line, we did not detect EBI3 expres-
sion in fresh leukemic cells from ATL patients, although
these cells exhibit constitutive NF-kB activity. These cells
express little or no Tax, and their NF-kB complexes are
different from the one observed in Tax-positive HTLV-1-
infected cell lines,?® which may explain the differential
expression of EBI3 in fresh leukemic cells and HTLV-1-
positive cell lines.

The biological significance for the selective expression
of EBI3 in virus-associated lymphomas remains to be
established. LMP1 and Tax are both major targets of
specific cytotoxic T lymphocytes and the survival of
LMP1- or Tax-positive cells depends on their positive
effects on tumoral cell growth and their ability to down-
regulate the immune response. Indeed, both proteins



have been shown to play an important role in lym-
phomagenesis by up-regulating the expression of differ-
ent cytokines, which act as autocrine growth factors or
regulate the anti-tumoral immune response.®3¢37 Be-
cause IL-27 had been shown to stimulate the proliferation
of CD4-positive T lymphocytes and had been suggested
to suppress T-cell activation, we initially speculated that
IL-27 may be expressed by tumoral cells and play a role
in tumor progression, either as an autocrine growth factor
as has been demonstrated for IL-2 and IL-15 in ATL, or as
a suppressor of T-cell activation to dampen anti-viral or
anti-tumoral responses. Our data do not support this
hypothesis, because in most cases, EBI3 expression by
tumoral cells was not associated with that of p28, sug-
gesting that no or very little IL-27 is produced by tumoral
cells. Also, although HL-derived cell lines, LCLs, and
HTLV-1-infected cell lines expressed IL-27R, we could
not observe a role for IL-27 on their growth either by using
anti-IL-27 neutralizing antibodies or by adding recombi-
nant IL-27 (F.L., E.B., O.D., unpublished data). Very re-
cently, IL-27 was shown to display potent in vivo anti-
tumoral activity in a murine tumor model and to function
as an adjuvant on the induction of hepatitis C virus-
specific cytotoxic T lymphocytes.®83° In view of these
novel roles for IL-27, our failure to detect significant pro-
duction of IL-27 by tumoral cells may not be surprising.

An initial study of EBI3 and p28 expression profile in
various in vitro cultured cells and in tissues demonstrated
that the expression of both subunits of IL-27 overlaps only
partially, and that EBI3 displays a broader expression
profile than that of p28. Also, the kinetics of expression of
both subunits within a given cell type was not coordinat-
ed.® These observations lead to the hypothesis that EBI3
may play a role independently from its association to p28.
The dissociated expression pattern of EBI3 and p28 we
observed in this study further supports this hypothesis. At
present no function has been reported for EBI3 alone,
although a role as an IL-27 antagonist has been suggest-
ed.® If so, EBI3 overexpression by tumoral cells may be
part of a strategy to antagonize IL-27 anti-tumoral activity.
EBI3 associates not only with p28, but also with the p35
subunit of IL-12,4° but a biological function for EBI3/p35
heterodimer remains to be established. The existence of
another partner for EBI3 has also been suggested by
studies of EBI3 knockout mice.*' Elucidation of the re-
spective roles of the different forms of EBI3 (EBI3, EBI3/
p28, EBI3/p35) will allow a better comprehension of the
role played by this molecule in the regulation of immune
responses and in anti-tumoral immunity.
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PARTIE I

IL-27 et lymphocyte B humain:

Etude de I’expression et du role de I’IL-27
au cours de la différenciation lymphocytaire B normale

et analyse de son expression dans les lymphomes B
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Dans 1’étude initiale décrivant 1’identification de I’IL-27, Pflanz et coll. avaient montré que
cette nouvelle cytokine augmente la prolifération des lymphocytes T CD4" naifs (Pflanz,
Immunity 2002), ce qui nous avait conduit a émettre 1’hypothése que I’IL-27 puisse constituer
un facteur de croissance pour les cellules T tumorales. Au cours de nos premicres études de
I’expression de I’IL-27 in situ par immunohistochimie, nous avions observé que des cellules
lymphoides situées dans les CG des ganglions hyperplasiques, et des cellules tumorales de
certains lymphomes B controles, exprimaient EBI3. Sur ces bases, nous avons cherché a
déterminer si dans ces cellules 1’expression de p28 était associée a celle d’EBI3, et si I’[L-27
pouvait exercer des effets sur les cellules B, notamment sur leur prolifération, et constituer
ainsi un facteur de croissance autocrine pour les cellules B tumorales. Jusqu’alors, aucun role
de I’IL-27 n’avait été mis en évidence dans les cellules B, chez I’Homme ou la Souris.

Afin de mettre en évidence un éventuel effet de 1I’'IL-27 sur les lymphocytes B, nous
avons d’abord analysé I’expression du récepteur de haute affinité de I’'IL-27 a la surface de
cellules B normales purifiées a partir d’amygdales humaines. Par immunomarquage et analyse
en cytométrie de flux, nous avons montré que les deux chaines du récepteur sont exprimées a
la surface de ces cellules, et que leur expression est régulée au cours de I’activation et de la
différenciation B.

Le récepteur de I'IL-27 exprimé par les lymphocytes B est fonctionnel. En effet, sa
stimulation entraine une forte phosphorylation de STAT1 et STAT3. Comme dans les cellules
T CD4" naives, I'TL-27 induit dans les cellules B normales activées 1’expression de T-bet. Par
contre I’induction de I’expression de la chaine B2 du récepteur de 1I’'IL-12 par I’IL-27 n’est
observée que dans certaines conditions. L’IL-27 module également 1’expression de plusieurs
molécules, CD54 (ICAM-1), CD95 (Fas) et CD86 (B7.2), a la surface des lymphocytes B
activés par anticorps anti-p. De plus, nous montrons que 1’IL-27 a un effet sur la prolifération
des cellules B : elle augmente la prolifération des cellules B activées, cet effet étant maximal
sur les cellules B naives stimulées par anticorps anti-L.

Dans le méme temps, nous avons analysé le profil d’expression de I’'IL-27 dans les

lymphocytes B normaux et tumoraux. Ainsi, nous avons analysé 1’expression de I’'IL-27 in
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vitro dans des cellules B d’amygdales. Un faible niveau d’expression d’EBI3 est observé par
western blot dans les lysats cellulaires de cellules B fraichement isolées. Il est augmenté
lorsque les cellules B sont activées par anticorps anti-CD40 ou anti-u. Cette induction de
I’expression d’EBI3 dépend de I’activation de NF-kB, I’addition de I’inhibiteur de NF-xB
BAY11-7082 pendant la culture diminuant cette induction de fagon dose dépendante. Nous
n’avons pas détecté le transcrit de p28 dans ces cellules et ni la sécrétion d’IL-27 dans les
surnageants de culture.

Nous avons analysé en parallele 1’expression d’EBI3 et de p28 in situ dans des
organes lymphoides secondaires, amygdales (n=11), ganglions (n=7) et rates (n=8), et dans
des lymphomes B (n=64). Nous avons observé qu’EBI3 est exprimée a des stades précis de la
différenciation lymphocytaire B normale. Dans les tissus lymphoides non tumoraux, les
cellules EBI3" sont principalement situées dans la zone claire des CG. Elles ont une
morphologie particuliére, le plus souvent de type blastique avec un noyau ovale volumineux,
vésiculeux et nucléolé. Quelques-unes ont une morphologie de centrocyte. Des double
marquages en immunohistochimie ont montré que ces cellules sont bien de phénotype B
(CD20"), que plus de la moitié sont en cycle (Ki-67") et qu’une fraction exprime le marqueur
de différenciation plasmocytaire MUMI1 (10 a 30%). Fait intéressant, certaines de ces cellules
sont en étroit contact avec un petit lymphocyte T CD3". Ces cellules EBI3" pourraient
correspondre a des cellules B stimulées par I’interaction T/B, engagées dans la prolifération,
et/ou dans la voie de différenciation plasmocytaire (plasmablastes). Nous avons également
observé quelques cellules EBI3" dans les territoires extrafolliculaires. Celles-ci présentent des
caractéristiques morphologiques et phénotypiques similaires aux cellules B EBI3" du CG.
Elles pourraient correspondre a des plasmablastes issus de la voie de différenciation B
extrafolliculaire. En accord avec nos résultats in vitro, nous n’avons pas détecté d’expression
de p28 in situ dans les cellules B EBI3".

Dans les lymphomes B, nous avons observé une expression hétérogéne d’EBI3 par les
cellules tumorales. Dans les lymphomes du manteau (n=6), les LLC/lymphomes
lymphocytiques (n=7), les lymphomes de la zone marginale (n=7), les lymphomes

lymphoplasmocytaires (n=5) et les myélomes (n=5), I’expression d’EBI3 par les cellules
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tumorales était nulle ou concernait moins de 10% d’entre-elles. En revanche, nous avons
observé une expression plus fréquente d’EBI3 dans les lymphomes folliculaires (n=11), avec
10 a 30% de cellules tumorales marquées dans la moitié des cas, et surtout dans les
lymphomes B diffus a grandes cellules (n=22), avec plus de 30% des cellules tumorales
marquées dans 80% des cas, sans différence entre les sous-types « germinal center B-cell
like » (n=7) et non « germinal center B-cell like » (n=15). Comme dans les lymphocytes B
normaux, 1’expression d’EBI3 par les lymphocytes B tumoraux ne s’accompagnait pas
d’expression détectable de p28.

Ces travaux montraient pour la premiére fois un effet de I’'[L-27 sur les B chez
I’Homme, en particulier un effet sur la croissance des cellules B normales. Cependant,
I’hypothése d’un éventuel role de facteur de croissance autocrine de 1’IL-27 pour les
lymphomes B n’est pas confirmée. En effet, si nous avons mis en évidence une forte
expression d’EBI3 par les cellules tumorales dans certaines formes de lymphomes, nous
n’avons pas pu mettre en évidence de production de p28, et donc d’IL-27, par ces cellules.
Toutefois, un role paracrine de I’'IL-27 sur la croissance des cellules B tumorales reste

possible.
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ABSTRACT

IL-27 is a novel heterodimeric cytokine of the IL-12 family that plays an important role in the
regulation of T cell responses. Its role on human B cells has not been previously studied.
Here, we show that both chains of IL-27 receptor complex, IL-27R and gp130, are
constitutively expressed at the surface of naive and memory human tonsillar B cells, and are
induced on germinal center (GC) B cells following CD40 stimulation. In naive B cells, IL-27
induced strong STAT1 and STAT3 phosphorylation, while it induced moderate STATI1 and
low STAT3 activation in memory B cells. IL-27 induced T-bet expression in naive and
memory B cells stimulated by CD40 or surface Ig engagement, but induced significant IL-
12RB2 surface expression in anti-Ig-stimulated naive B cells only. In anti-Ig-stimulated naive
or memory B cells, IL-27 also induced CD54, CD86, and CD95 surface expression. In
addition, IL-27 increased proliferation of anti-Ig-activated naive B cells and of anti-CD40-
activated naive and GC B cells, but not of CD40-activated memory B cells. These data
indicate that the B cell response to IL-27 is modulated during B cell differentiation and varies

depending on the mode of B cell activation.

95



INTRODUCTION

IL-27 is a new heterodimeric cytokine of the IL-12 family that is composed of two
chains, EBV-induced gene 3 (EBI3), a 33 kDa glycosylated protein homologous to the p40
subunit of IL-12 (1), and p28, a 28 kDa peptide analogous to the p35 subunit of IL-12 (2). In
mouse or human primary cultures in vitro, IL-27 was found to be primarily expressed by
activated monocytes and monocyte-derived dendritic cells, while in human tissues EBI3 and
p28 co-expression was predominantly observed in macrophages or macrophage-derived cells
and in endothelial cells (2-4). IL-27 receptor complex comprises two B chains, IL-27R (also
called WSX-1 or TCCR) and gp130 (2, 5). IL-27 is the only known ligand for IL-27R,
whereas gp130 is a receptor component of several cytokines of the IL-6 family. By
quantitative RT-PCR, IL-27R and gp130 were found to be co-expressed by a large variety of
cells including monocytes, dendritic cells, T and B lymphocytes, NK cells, mast cells, and
endothelial cells (5), indicating that IL-27 may display pleiotropic functions.

So far, most studies on the role of IL-27 in immunity have focused on its role in the
regulation of T cell and inflammatory responses (reviewed in ref. 6, 7). Initial studies showed
that IL-27 plays an important role in the early development of Th1 responses. Specifically,
IL-27 was shown to act on naive CD4" T cells through activation of the Jak/STAT pathway
(8-11). In these cells, IL-27 induces expression of the Th1-specific transcription factor, T-bet,
and of the 32 chain of IL-12 receptor, thereby conferring responsiveness to IL-12. IL-27 also
synergizes with IL-12 for IFN-y production by naive CD4" T cells, and induces proliferation
of naive but not memory CD4" T cells (2). Consistent with these in vitro data, mice deficient
for IL-27R showed impaired Th1 responses to intracellular pathogens, Listeria
monocytogenes and Leishmania major (12, 13). Subsequent studies using mouse models
showed that IL-27 roles were broader and more complex, and a role for IL-27 both as positive
and negative regulator of T cell responses has emerged (14-23). Studies with IL-27R”" mice
also indicated a role for IL-27R as a negative regulator of innate immunity and of
inflammatory responses (15, 19, 22, 24). In addition, IL-27 was recently shown to act directly

on naive CD8" T cells of mouse spleen by increasing granzyme B expression and subsequent
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CTL activity (25), consistent with the anti-tumoral role of IL-27 and its adjuvant activity on
the CTL response observed in various mouse models in vivo (26-29). In addition to its direct
role on CD4" and CDS8" T cells, IL-27 also acts directly on monocytes and mast cells, in
which it induces gene expression of inflammatory cytokines (5).

Little is known on the role of IL-27 in the B cell response. In germinal centers (GC) of
B cell follicles of secondary lymphoid organs, the naive B cell that has encountered a specific
Ag undergoes a succession of events, including proliferation, somatic hypermutation, Ig class
switching, apoptosis or positive selection, leading to terminal differentiation into a plasma cell
or a memory B cell with high specificity for the Ag (reviewed in ref 30-32). This set of events
is regulated by cytokines at different steps. A recent study showed that IL-27 induced IgG2a
class switching in mouse spleen cells (33). No data have been reported on its role on human B
cells. In the present study, we analyzed the expression profile of both chains of IL-27
receptor, IL-27R and gp130, on the surface on human tonsillar B cells, and investigated IL-27
effects on total tonsillar B cells and on the three main B cell subsets present in tonsils, ie
naive, GC, and memory B cells. Our results indicate that IL-27 receptor expression is highly
regulated during B cell differentiation and activation, and that IL-27 effects vary depending

on the stage of B cell differentiation and on the co-stimulus delivered to the B cell.
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MATERIALS AND METHODS

Isolation of human B cells and B cell subsets

B cells were isolated from human tonsils obtained with informed consent from patients
undergoing tonsillectomy at Necker Hospital. Tonsils were grinded and the cell suspension
was filtered through gauze. Tonsillar mononuclear cells were then isolated by Ficoll-Paque
Plus (Amersham Biosciences) density centrifugation and subjected to CD2 microbead
depletion and magnetic separation by using LS column (Miltenyi Biotec). The resulting B cell
preparations were consistently from >98% to 99.5% CD19" as assessed by FACS analysis.
Naive, GC and memory B cells, were isolated by magnetic separation based on their
differential expression levels of two cell surface markers, IgD and CD38 (Figure 1). Total B
cells were separated into IgD" (naive B cells) and IgD" populations using anti-IgD mAb
(mouse IgGG2a, BD Biosciences) followed by goat anti-mouse IgG microbeads (Miltenyi
Biotec), and magnetic separation by using LS column (Miltenyi Biotec). IgD" cells were
further separated into IgD"'CD38™ (memory B cells) and IgD'CD38" (GC B cells) by
incubation with anti-CD38-FITC mAb (BD Biosciences) followed by anti-FITC microbeads
(Miltenyi Biotec) and separation by using LS column. The negative fraction (memory B cells)
was collected and the positive fraction was passed again over a MS column to remove
CD38"Y cells from the GC B cell fraction. As assessed by FACS analysis, the purity of each
isolated B cell subset was >95%.

Purified B cells or B cell subsets (2.10%/ml) were cultured in RMPI 1640 medium
supplemented with 10% FBS, L-glutamine and antibiotics, in the presence of goat polyclonal
anti-u or anti-y F(ab’), fragment (Jackson ImmunoResearch Laboratories), goat polyclonal
CD40 Ab (R&D Systems), Staphylococcus aureus Cowan strain (SAC) (Pansorbin,
Calbiochem), and IL-27 (DNAX Research Institute), alone or in combination. IL-27 was used
at 50 ng/ml, unless otherwise indicated. For STAT activation assay, B cells (5.10%/ml) were
incubated in RPMI 1640 medium containing 2% FBS, with or without IL-27 for 15 min at
37°C. The reaction was stopped by diluting cells in cold PBS containing 2% FBS and 0.01%

sodium azide.
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Cell surface immunofluorescent staining and FACS analysis

Purified total B cells (5.10° to 1.5.10° per staining) were saturated in PBS containing 20%
normal human serum for 20 min prior to incubation with specific Abs. All stainings and
washes were performed in FACS buffer (PBS containing 2% FBS and 0.01% sodium azide).
IL-27R, gp130, and IL-12RB1 were detected respectively with mouse anti-TCCR mAb
(IgG2b, R&D Systems), mouse anti-gp130 mAb (IgG1, developed in Hugues Gascan’s
laboratory, INSERM U564, Angers, France), and mouse anti-IL-12R1 mAb (IgG1, BD
Biosciences) at 10 pg/ml, in parallel with the isotype control mAbs, MOPC141 (mouse
IgG2b, Sigma) and MOPC21 (mouse IgG1, Sigma), followed by PE-conjugated F(ab’),
fragment of goat anti-mouse IgG (Beckman Coulter). IL-12RB2 was detected with rat anti-IL-
12RB2 mADb (IgG2a, BD Biosciences) at 10 pg/ml in parallel with a rat [gG2a isotype control
(R&D Systems), followed by PE-conjugated F(ab’), fragment of goat anti-rat I[gG (Beckman
Coulter). PE-labeled cells were then stained simultaneously with anti-CD38-phycoerythrine-
cyanine 5 (PC5) and anti-IgD-FITC mAbs (BD Biosciences) to identify the different B cell
subsets. For the detection of cell surface expression of CD10, CD11a, CD23, CD25, CD39,
CD40, CD54, CD58, CD80, CD86, CD95, HLA DR, and HLA class I, total B cells were
stained simultaneously with PE-conjugated specific Abs (all from BD Biosciences), together
with anti-CD38-PCS5 and anti-IgD-FITC Abs. CD19-FITC (Beckman Coulter), CD38-FITC
(BD Biosciences), and IgD-FITC (DakoCytomation) Abs were used to verify the purity of
total B cell or B cell subset purification. Cells were analyzed on FACSCAN using Cellquest

software.

Proliferation assay

For proliferation assays, B cells (2.10° per well) were cultured in 96-well plates for 3 days.
Proliferation was measured by adding 0.5 uCi per well of [*H]-thymidine (Amersham
Biosciences) for the last 10 to 15 hours of the third day of incubation. Cells were then

collected and [*H]-thymidine incorporation was measured in a B-scintillation coulter. Results
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are expressed in cpm (mean of triplicates +/- SD). A Wilcoxon test was used for statistical

analysis. A p value <0.01 was considered as significant.

Western blot analysis
Before lysis, cells were washed in ice-cold PBS. For STATs analysis, cells were lysed for 1 hr
on ice in lysis buffer (1% Nonidet P-40, 50 mM Tris, pH7.4, 150 mM NaCl, 3% glycerol, 1.5
mM EDTA) containing protease inhibitors (1 mM PMSF, 1 pg/ml pepstatin, 10 pg/ml
leupeptin) and phosphatase inhibitors (1 mM Na3;V04, 10 mM NaF). Cell lysate was
centrifuged for 15 min at 13 000 X g and the supernatant was assayed for protein
concentration using the microBCA protein assay (Pierce).

T-bet expression was analyzed from nuclear extracts. To this end, cells were lysed for
30 min on ice in lysis buffer A (0.1% Nonidet P-40, 10 mM Hepes pH 7.9, 10 mM Kcl, 1 mM
EDTA) containing protease inhibitors as indicated above. Cell lysate was centrifuged for 15
min at 13 000 X g, and the cell pellet was subjected to a second extraction in lysis buffer B
(20 mM Hepes pH 7.9, 1 mM EDTA, 420 mM NacCl, 10% glycerol) supplemented with
protease inhibitors, for 1 hr on ice. Cell lysate was centrifuged for 15 min at 13 000 X g, and
protein concentration of the nuclear extract was determined as indicated above. Lysates were
subjected to SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose for immunoblotting. Tyrosine
phosphorylated STATSs proteins were detected using polyclonal rabbit anti-phospho STAT]I,
2, 3,5, 6 Abs (Cell Signaling Technology, 1:1000 dilution). STAT1 was detected with rabbit
polyclonal Ab (Cell Signaling Technology, 1:1000 dilution) and STAT3 was detected with
mouse F-2 mAb (Santa Cruz, 2 png/ml). T-bet was detected with mouse 4B10 mAb (Santa
Cruz, 2 ng/ml). Binding of mouse or rabbit Abs was detected with horseradish peroxidase-
conjugated anti-mouse or horseradish peroxidase-conjugated protein A, respectively
(Amersham Biosciences). Peroxidase reaction was developed with chemiluminescence

reagents (Pierce).
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RESULTS

Surface expression of IL-27R and gp130 on human tonsillar B cells

Previous studies of IL-27 receptor expression in B cells analyzed the expression of IL-27R
subunits at the mRNA level by RT-PCR analysis of total B cells (5, 33). In this study, we
investigated by FACS analysis the cell surface expression of both chains of the IL-27 receptor
complex, IL-27R and gp130, on total human tonsillar B cells and on the different B cell
subsets. As shown on Figure 2, both chains were detected on unstimulated total tonsillar B
cells. Interestingly, levels of IL-27R expression were very variable depending on the stage of
B cell differentiation. Thus, IL-27R was readily detected on both IgD"CD38 naive B cells
and IgD'CD38 memory B cells, but was barely detectable on IgD'CD38" GC B cells. In
contrast, gp130 was expressed at similar low levels in all 3 B cell subsets. This expression
profile was independent of the donor, since similar data were observed using B cells from 5
different donors.

To investigate the effect of CD40 and surface Ig ligation on IL-27R and gp130
expression levels, B cells were stimulated for one or two days with anti-CD40 or anti-u Abs
(Figure 2). Following CD40 activation, IL-27R and gp130 surface expression was increased
on each B cell subset, notably on IgD'CD38" GC B cells that, once activated, displayed
significant levels of both chains of the IL-27 receptor. This increased expression was already
observed after one day stimulation, and was more pronounced after two days of stimulation
(Figure 2 and data not shown). Anti-u stimulation resulted in a similar increase of IL-27R and
gp130 surface expression on IgD'CD38  naive and IgD"CD38 memory B cells. Regarding
IgD'CD38" GC B cells, no or very low increase of both chains was observed following one
day of anti-pu Ab stimulation. After two days of anti-p stimulation, their number was in most
experiments too low to allow their analysis (data not shown). Combination of anti-CD40 and
anti-u stimulation resulted in expression levels similar to those observed with anti-CD40 Ab
alone (data not shown).

Taken together, these data indicate that the expression of IL-27 receptor is highly

regulated during B cell differentiation and following B cell activation.
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IL-27 activates STAT1 and STAT3 in human tonsillar B cells

To verify that the IL-27 receptor expressed on human tonsillar B cells is functional, we
analyzed by western blot the activation of STAT proteins in response to IL-27 stimulation. As
shown on Figure 3A, incubation of freshly purified total B cells with IL-27 resulted in strong
STAT!1 and STAT3 tyrosine phosphorylation. No STAT2, STATS, or STAT6 activation was
observed (data not shown).

To determine in which B cell subsets STAT1 and STATS3 are activated, we performed
similar experiments using magnetically purified B cell subpopulations (Figure 3B). A strong
STAT!1 and STAT3 phosphorylation was consistently observed in naive B cells. In memory B
cells, a strong STAT1 phosphorylation and a weak STAT3 phosphorylation were observed.
Despite of a lower total STAT1 protein level and of very low levels of IL-27R and gp130 at
the cell suface, a weak phosphorylation of STAT1 and STAT3 was detected in GC B cells.
Although we cannot exclude that this weak signal may be in part due to the presence of <5%
contaminating naive B cells, this suggests that the low level of IL-27 receptor expression
detected on GC B cells may be sufficient to induce a weak STAT activation. Thus, while
STATI1 and STATS3 activation was observed in each B cell subset in response to IL-27, the
extent of STAT1 and STAT3 phosphorylation was very variable depending on the B cell

subset.

IL-27 induces T-bet expression in anti-CD40 or anti-lg activated naive and memory B
cells

In mouse CD4" and CD8" naive T cells, IL-27 induces T-bet expression in a STAT1-
dependent manner (11, 25). To investigate whether IL-27 induces T-bet expression in human
tonsillar B cells, total B cells were stimulated for one or two days with anti-CD40 Ab, alone
or in the presence of IL-27, and nuclear extracts were analyzed by immunoblotting for T-bet
expression. As shown on Figure 4A (left panel), IL-27 increased T-bet expression in CD40-

stimulated total B cells. This induction was already maximal after one day of stimulation.
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Similarly, IL-27 induced T-bet expression in total B cells stimulated for one day with anti-p
Ab (Figure 4A, right panel).

Since we previously observed a strong STAT1 phosphorylation in naive and memory
B cells, we analyzed T-bet induction in these two B cell subsets activated via CD40 or via
their surface Ig (anti-u Ab for naive B cells, and a combination of anti-p and anti-y Abs for
optimal stimulation of memory B cells) (Figure 4B). Our results indicated that IL-27 induced
significant T-bet expression in anti-CD40- or anti-p-stimulated naive B cells. Induction of T-
bet by IL-27 was also observed in anti-CD40- or anti-Ig-stimulated memory B cells.
However, T-bet induction in these latter was weaker than the one observed in naive B cells

(Figure 4B).

Variable induction of 1L-12RR2 expression by IL-27 in stimulated total B cells and B cell
subsets

Next, we examined whether IL-27-mediated T-bet induction observed in B cells is followed
by induction of IL-12RB2 expression, as it has been demonstrated in mouse and human CD4"
T cells and in mouse CD8" T cells (8-10, 25). In parallel, we analyzed IL-27 effect on the
expression of the 31 chain of the IL-12 receptor.

By cell surface staining and FACS analysis, IL-12R2 chain was undectable in freshly
isolated tonsillar B cells (Figure 5A). Stimulation with either anti-CD40 Ab or anti-Ig Ab
(anti-p Ab alone or in combination with anti-y Ab) failed to induce detectable expression of
this chain (Figure 5A). In contrast, IL-12RB1 chain was detected in unstimulated naive, GC
and memory B cells, and its expression increased on each B cell subset following anti-CD40
or anti-Ig stimulation (Figure 5A).

When B cells were stimulated for 2 days with anti-CD40 Ab in the presence of 1L-27,
a weak increase of IL-12RB1 surface expression was consistently observed on total B cells,
compared to B cells stimulated with anti-CD40 Ab alone (Figure 5B). This induction was
observed on naive B cells and occasionally on memory B cells, but not on GC B cells (data
not shown). Similarly, a weak induction of IL-12R31 was consistently observed on total and

naive B cells stimulated with anti-Ig Abs (anti-u Ab or a combination of anti-p and anti-y
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Abs). Under these conditions, no or a very weak induction was observed on memory B cells.
These data were consistent among the different donors tested (5 and 6 differents donors tested
for anti-CD40 or anti-Ig stimulation, respectively).

When B cells were stimulated via CD40, no induction of IL-12RB2 expression by IL-
27 was observed on total B cells or on B cell subsets (6 different donors tested, Figure 5B and
data not shown). In contrast, when IL-12RB2 induction was analyzed on B cells stimulated
with anti-Ig Abs, variable results were observed depending on the donor. In 4 out of 6 donors,
a significant induction of IL-12R2 expression by IL-27 was observed, while no induction
was detected in the two remaining donors. In all 4 responding donors, IL-12Rf2 induction
was observed in naive B cells, but generally not on memory B cells (Figure 5B). On both total
and naive B cells, induction of IL-12R32 expression by IL-27 was heterogeneous, in that only
a fraction of cells showed IL-12RB2 positivity (Figure 5B).

Altogether, these data indicated that the pattern of IL-12RB2 induction by IL-27 did
not overlay with that of T-bet induction. Indeed, although induction of T-bet expression by
IL-27 was observed in CD40-stimulated B cells, no induction of IL-12RB2 expression by IL-
27 was detected in these cells. In particular, lack of induction of IL-12RB2 expression was
observed using B cells from donors that were tested for T-bet induction and showed
significant induction of T-bet expression by IL-27 (B cells from the same donor were used for
the experiments shown in Figure 4A, left and Figure 5B). Also, the low level of T-bet
induction by IL-27 observed in anti-Ig-stimulated memory B cells was not sufficient to induce

detectable induction of IL-12RB2 expression in this specific B cell subset.

IL-27 induces surface expression of CD54 (ICAM-1), CD95 (Fas) and CD86 (B7.2) on
anti-l1g-stimulated naive and memory B cells

In addition to IL-12RB1 and B2, we investigated whether IL-27 could modulate the expression
level of various cell surface molecules known to be regulated following B cell activation. Of
the various B cell surface molecules analyzed (CD10, CD11a, CD23, CD25, CD39, CD40,
CD54, CDS58, CD80, CD86, CD95, HLA-DR, and HLA class I) only 3 of them, CD54, CD86,

and CD95, showed consistent variation in their surface expression in the presence of IL-27.
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Thus, as shown in Figure 6, [L-27 increased expression of CD54, CD86, and CD95 on anti-p-
stimulated total B cells. This induction was observed on both naive and memory B cells,
although it was weaker on these latter. Induction of CD54 and CD95 expression was already
detectable after one day of stimulation, while induction of CD86 expression was generally
detectable only after two days of stimulation. Similar induction data were observed when B
cells were stimulated with a combination of anti-u and anti-y Abs (data not shown). However,
no or very weak induction of these 3 molecules by IL-27 was observed in anti-CD40-
stimulated B cells (data not shown). In contrast to the variable data obtained for IL-12R[32,
similar data were observed using tonsillar B cells from different donors (6 different donors

tested).

IL-27 enhances proliferation of activated naive and GC B cells
The effect of IL-27 on B cell proliferation has not been previously investigated. To
investigate a possible effect of IL-27 on B cell proliferation, total B cells were incubated for 3
days with suboptimal doses of either anti-CD40 Ab (0.1, 0.25, or 0.5 pg/ml) or anti-p Ab (2,
5, or 10 pg/ml) in the absence or presence of IL-27, and DNA synthesis was assessed by
thymidine incorporation. In each condition, addition of IL-27 resulted in increased B cell
proliferation (Figure 7A). The proliferative effect of IL-27 was modest on CD40-stimulated B
cells, and more pronounced on anti-u-stimulated B cells. On average, proliferation of anti-
CD40-stimulated B cells increased by >70% in the presence of IL-27, while that of anti-u-
stimulated B cells increased by 400% (p<0.01). No consistent increase was observed in anti-y-
stimulated B cells (data not shown). This proliferative effect of [L-27 was dose-dependent.
On anti-p-stimulated B cells, a positive effect of IL-27 was already detectable with 1 ng/ml of
IL-27, and maximal effects were observed at concentrations ranging from 50 to 100 ng/ml of
IL-27 (Figure 7B and data not shown).

Next, the proliferative response of the different B cell subsets to IL-27 was analyzed
using purified B cell subsets. Because the different B cell subsets responded differently to
each stimulus, different suboptimal concentrations of Abs were used to stimulate each B cell

subset. We observed a positive effet of IL-27 on proliferation of anti-p-stimulated naive B
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cells, as their proliferation increased by >400% (p<0.01)(Figure 7C). In our experiments, no
significant proliferative response to anti-pu stimulation alone was observed in GC and memory
B cells, and addition of IL-27 had no significant effect (data not shown). When each B cell
subset was stimulated with anti-CD40 Ab, proliferation of naive and GC B cells increased by
100% and 45%, respectively (p<0.01). In contrast, proliferation of CD40-stimulated memory
B cells was not affected by IL.-27 (Figure 7C). To determine whether the lack of response of
memory B cells to IL-27 was specific to the stimulus (anti-CD40 Ab), other B cell stimuli
were tested. When memory B cells were stimulated with SAC particles, results were similar
to those obtained with anti-CD40 stimulation : addition of IL-27 did not increase memory B
cell proliferation, while proliferation of SAC-stimulated naive B cells tested in parallel
increased by 70% in the presence of IL-27 (Figure 7D). Only in anti-y-stimulated memory B
cells was a small but not statistically significant proliferative effet of IL-27 observed (data not

shown).
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DISCUSSION

This is the first report demonstrating a role of IL-27 on human B cells. With respect to B
cells, only one recent study reported IL-27 effects on primary mouse spleen B cells (33). In
that former study, the effects of IL-27 were studied on total B cells only. One subunit of IL-27
receptor complex, IL-27R, was detected at the mRNA level in total mouse spleen cells and
was found to be expressed at similar levels in unstimulated or CD40-stimulated B cells.
Stimulation of mouse spleen cells with IL-27 resulted in rapid STAT]1 activation. In LPS-
stimulated B cells, IL-27 was found to induce IgG2a class switching in a STAT1 and T-bet
dependent manner. In contrast, in CD40-stimulated B cells, IL-27-induced IgG2a class
switching was dependent on STATI, but T-bet had no essential role (33). The effect of IL-27
on IL-12 receptor expression, cell proliferation, or expression of B cell activation markers,
was not investigated.

Our results showed that IL-27 has direct effects on human tonsillar B cells and that the
B cell response to IL-27 is regulated at multiple steps. First, surface expression of IL-27
receptor subunits is regulated during B cell differentiation and following B cell activation.
Thus, while naive and memory B cells displayed constitutive expression of IL-27R and
gp130, GC B cells exhibited barely detectable levels of IL-27R. The differential expression of
IL-27R by the different B cell subsets is consistent with a previous study in which gene
expression during GC reaction was tracked by gene profiling (34). In this study, IL-27R gene
expression was found to be highly regulated during human B cell differentiation. Its
expression was downregulated by 32-fold upon differentiation of naive B cells into GC B
cells. During the GC to memory B cell transition, its expression was strongly upregulated
(21.5 fold) to regain expression levels comparable to those observed in naive B cells. In
addition, we found that expression of both chains of IL-27 receptor increased on each B cell
subset upon in vitro B cell activation via CD40 or surface Ig. These results are in line with
recent findings showing that mitogenic stimulation of mouse CD4" T cells through the TCR

enhances IL-27R surface expression (35).
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Second, independently from levels of IL-27 receptor surface expression, B cell subsets
responded differently to IL-27. In most assays used in our study, naive B cells exhibited a
stronger response than memory B cells to IL-27, although both subsets expressed comparable
levels of IL-27 receptor surface expression. In naive B cells, a strong phosphorylation of both
STAT!1 and STAT3 was observed, while in memory B cells a moderate activation of STAT1
and a low activation of STAT3 were observed. Similar to STAT activation, a weaker
induction of T-bet expression by IL-27 was observed in memory B cells than in naive B cells,
regardless of the mode of B cell activation (CD40 or Ig stimulation). Also, IL-27-mediated
induction of the expression of different surface molecules such as IL-12R1 and 32, CD54,
CD86, and CD95, was generally more robust on naive B cells than on memory B cells. One
striking difference between the two B cell subsets was their proliferative response to IL-27.
Previous studies showed that IL-27 enhances proliferation of naive, but not memory, CD4" T
cells stimulated by anti-CD3 and anti-CD28 Abs in the presence of anti-IL-2 Ab (2). In a
similar manner, we found that, when stimulated with anti-CD40 Ab or SAC, IL-27 increased
proliferation of naive B cells, but not that of memory B cells. This lack of effect on memory B
cells was not due to the lack of a fonctionnal IL-27 receptor, since IL-27 induced expression
of T-bet and others molecules in these cells. In mouse naive CD4" T cells, IL-27-induced
proliferation has been shown to be STAT1-independent, whereas STAT3 was considered to
be important for IL-27-induced proliferation (11). Taken together, this suggests that the lower
level of STAT3 activation induced by IL-27 in memory B cells compared to naive B cells,
may be involved in the lack of proliferative effect of IL-27 observed in memory B cells in
these conditions.

This study also describes for the first time the expression of both chains of the IL-12
receptor, IL-12RB1 and IL-12RB2, at the surface of human tonsillar B cell subsets. In
previous studies, expression of both chains was analyzed by RT-PCR analysis (36, 37). IL-
12RB31 and B2 genes were found to be expressed at similar levels in each B cell subset. In our
study, we detected constitutive surface expression of IL-12RB1 chain on each B cell subset. In
contrast, IL-12R32 chain was undetectable in unstimulated B cells, and was not induced

following anti-CD40 or anti-Ig stimulation alone. Our failure to detect IL-12RB2 in these
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conditions may be because of the lower sensitivity of the immunostaining technique
compared to RT-PCR analysis. Regarding the induction of IL-12RB2 expression by 1L-27,
variable results were obtained depending on the donor and on the B cell stimulus. The fact
that IL-12RB2 induction can be observed in anti-p-stimulated B cells, but not anti-CD40-
stimulated B cells, indicates that T-bet induction is not sufficient to induce detectable
induction of IL-12RB2 expression, and that the B cell response to IL-27 depends on the mode
of B cell activation. Further studies will be necessary to investigate the basis for the variable
response observed among donors, while other parameters analyzed in this study showed little
variability from donor to donor.

We observed an induction of CD54, CD86, and CD95 expression by IL-27 when B
cells were stimulated via their surface Ig, but no or a very low induction when B cells were
stimulated via CD40. This much lower IL-27 effect observed in this latter condition may be
due to the already strong induction of these molecules by CD40 stimulation itself. Indeed,
although both anti-Ig and anti-CD40 Abs induced expression of these molecules, the
induction observed following anti-Ig stimulation was much weaker than the one observed
following anti-CD40 stimulation (PC and OD, unpublished observations). Our finding that
IL-27 induced ICAM-1 expression on human tonsillar B cells, is in line with a study
published while this manuscript was in preparation, that showed induction of ICAM-1
expression by IL-27 in mouse CD4" T cells (38).

Altogether, these data indicate that [L-27 has multiple effects on B cells and may play
a role at different stages of B cell differentiation. Further studies will be necessary to delineate
the mechanisms underlying the differential response of each B cell subset to IL-27, and to

investigate its possible role in B cell pathological conditions.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 : Purification of human tonsillar B cell subsets

Subsets of naive, GC, and memory B cells were purified from tonsillar B cells by a two-step
magnetic separation, based on their differential surface expression levels of IgD and CD38, as
described in the « material and methods » section. The purity of each fraction (=95%),

assessed by FACS analysis, is shown.

Figure 2 : Cell surface expression of IL-27R and gp130 on human tonsillar total B cells
and B cell subsets

Cell surface expression of IL-27R and gp130 was analyzed on purified tonsillar B cells by
indirect staining and FACS analysis, before stimulation (day 0), or after a two-day stimulation
with either anti-CD40 (0.5 pg/ml) or anti-p Abs (10 pg/ml). To identify the different B cell
subsets, cells were also stained with anti-IgD-FITC and anti-CD38-PC5 mAbs, and gated on
IgD"CD38 naive B cells, IgD'CD38" GC B cells, or IgD'CD38 memory B cells. Staining
with anti-IL-27R or anti-gp130 Abs is represented by a bold line, while staining observed
with isotype control Abs is represented by a filled gray line (x axis : log fluorescence
intensity ; y axis : cell number). One representative donor of 3 to 5 tested is shown. At day 2,
anti-u-stimulated GC B cells are not represented because of the very low number of surviving

GC B cells.

Figure 3 : IL-27 induces STAT1 and STAT3 phosphorylation in human tonsillar B cells
Purified total B cells (A, purity >98%) or B cell subsets (B, purity >95% for each subset)
were incubated for 15 min with RPMI 1640 containing 2% FBS in the absence (-) or presence
of IL-27 (50 ng/ml). Cell lysates were then analyzed by western blot with anti-
phosphoSTAT]1 or anti-phosphoSTAT3 Abs. Blots were subsequently analyzed with anti-
STATI and anti-STAT3 Abs to monitor STAT expression levels. Blots were also analyzed
with anti-actin Ab to verify equal total protein loading (data not shown). Data shown are

representative of 3 independent experiments performed on 2 to 3 different tonsils.
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Figure 4 : 1L-27 induces T-bet expression in anti-CD40- or anti-lg-stimulated naive and
memory B cells

Total B cells (A, purity >99%), or IgD" naive B cells and IgD"'CD38 memory B cells (B,
purity : >295% for naive B cells, and >97% for memory B cells) were stimulated for the
indicated time (A) or for one day (B) with anti-CD40 (0.5 pg/ml) or anti-Ig (10 pg/ml) Abs,
either alone (-) or in combination with IL-27 (50 ng/ml) (+). Nuclear extracts from cells
before stimulation (lane 1) or after stimulation were subjected to western blot analysis for T-
bet expression. In A (right blot), B cells were stimulated with anti-u Ab. In B (right blot),
naive B cells were stimulated with anti-u Ab, while memory B cells were stimulated with a
combination of anti-u and anti-y Abs. Data shown are representative of 4 different donors

tested.

Figure 5: IL-27 induces IL-12RR2 expression in anti-p-stimulated total and naive B
cells, but not in anti-CD40-stimulated B cells

Cell surface expression of IL-12R1 and IL-12R82 on purified tonsillar B cells was analyzed
by indirect staining and FACS analysis. To identify the different B cell subsets, cells were
stained with anti-IgD-FITC and anti-CD38-PC5 mAbs, and gated on IgD'CD38  naive B
cells, IgD'CD38" GC B cells, or IgD'CD38” memory B cells. In A, staining with anti-IL-
12RB1 or anti-IL-12RB2 Abs observed before stimulation (day 0), or after a two-day
stimulation with anti-CD40 (0.5 pg/ml) or anti-Ig Abs (anti-p plus anti-y Abs, 10 pg/ml) is
represented by a bold line, while staining observed with isotype control Abs is represented by
a filled gray line. In B, total B cells were stimulated for two days with anti-CD40 or anti-p
Abs, in the absence or in the presence of IL-27 (50 ng/ml). Staining observed in the absence
of IL-27 is represented by a filled gray line, while staining observed in the presence of I1L-27
is represented by a bold line. A and B, x axis: log fluorescence intensity ; y axis : cell
number. In A and B, similar expression levels of IL-12R81 and 2 were observed, whether

cells were stimulated with anti-pu Ab or with anti-p plus anti-y Abs.
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Figure 6 : IL-27 upregulates CD54, CD86, and CD95 surface expression on anti--
stimulated naive and memory B cells

Purified B cells were stimulated for two days with anti-u Abs (10 pg/ml) in the absence or
presence of IL-27 (50 ng/ml), and were stained with PE-conjugated anti-CD54, anti-CD86, or
anti-CD95 Abs, together with anti-IgD-FITC and anti-CD38-PC5 Abs. Staining observed in
the absence of IL-27 is represented by a filled gray line, while staining observed in the
presence of IL-27 is represented by a bold line. x axis: log fluorescence intensity ; y
axis : cell number. Representative data of experiments performed using B cells from 6

different donors are shown.

Figure 7 : Effects of I1L-27 on B cell proliferation

Puirified total B cells (A and B, purity > 98,8%) or B cell subsets (C and D, purity >95%)
were stimulated for 3 days with anti-u Ab, anti-CD40 Ab, or SAC particles at the
concentrations indicated at the bottom of each figure (in pg/ml), in the absence or presence of
IL-27 (50 ng/ml in A, C, D ; from 1 to 100 ng/ml in B). Results are means +/- SD of
triplicates. In B, proliferation observed with anti-p Ab alone is indicated by a triangle (mean :
4884 cpm). Experiments shown in A,B, C and D are independent experiments. In C and D, B
cell subsets purified from the same tonsil were tested in parallel. Representative experiments
of 3 to 12 experiments performed using B cells from 2 to 8 different donors are shown. No

variation among donors was observed.
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ABSTRACT

Epstein-Barr virus (EBV)-induced gene 3 (EBI3) is expressed by tumoral cells in several
EBV-associated malignancies. It was recently found to associate with a novel peptide, p28, to
form a new heterodimeric cytokine, termed interleukin-27. In this study, we investigated
EBI3 and p28 expression in normal human B lymphocytes and in non EBV-associated B-cell
lymphomas. Low levels of EBI3 were detected in purified tonsillar B cells, which were
upregulated upon anti-CD40 or anti-u stimulation via NF-xB activation. In nonneoplastic
tissues, EBI3 expression by lymphocytes was largely restricted to a subset of germinal center
(GC) B cells located at the margin of the light zone, in close contact with CD3" T
lymphocytes. Over 50% of EBI3" GC B cells were Ki67" proliferating blasts and 10-30%
were engaged in plasma cell differentiation as shown by MUMI1 expression.
Immunohistochemical analysis of 64 B-cell lymphomas showed that highest levels of EBI3
were observed in follicular lymphomas and in diffuse large B-cell lymphomas of both GC B
cell-like or non-GC B cell-like types. In both normal or tumoral B cells, no p28 expression
was detected. This constitutive expression of EBI3 by tumoral B cells may be involved in

lymphomagenesis, and may be a useful marker for lymphoma diagnosis.

Keywords : B-cell differentiation, B-cell lymphoma, cytokine, interleukin-27
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INTRODUCTION

Cytokines produced by tumoral cells or by the microenvironment are involved in the
development of lymphomas by stimulating the growth of tumoral cells, altering the
microenvironment or modulating the anti-tumoral immune response. Epstein-Barr virus
(EBV)-induced gene 3 (EBI3) is a protein related to the p40 subunit of interleukin(IL)-12,
that was identified based on its induction by EBV infection in B lymphocytes (1). Recently,
EBI3 was shown to associate with p28, an IL-12 p35 analogue, to form a new heterodimeric
cytokine of the IL-12 family, termed IL-27 (2). IL-27 receptor complex comprises IL-27R
(also called WSX-1 or TCCR) and gp130 (2,3). In vitro analyses and studies of IL-27R™ or
EBI3” mice have suggested that IL-27 acts both as a positive and negative regulator of T-cell
and inflammatory responses (4-6).

In vitro, IL-27 is expressed primarily by activated monocytes and monocyte-derived
dendritic cells (2). Consistent with these data, EBI3 and p28 were shown to be co-expressed
in situ by macrophages and macrophages-derived cells in various lymphoid tissues, including
involved tissues of Thl-associated granulomatous diseases (7,8). In situ expression of EBI3
was also detected in placental trophoblast cells, dendritic cells, endothelial cells and plasma
cells, but not in normal T cells of lymphoid tissues (7-9). EBI3 expression by tumoral cells, in
the absence of detectable p28 expression, has been reported in EBV- and HTLV-1-associated
lymphomas (8,10).

We previously observed EBI3 expression by normal cells morphologically consistent
with lymphoid blasts, possibly B cells (7,11). The expression profile of EBI3 and p28 in
normal human B cells was unknown. Thus, in this study, we examined their expression in
normal B cells, both in in vitro experiments and in situ. In parallel, we analyzed their

expression in B-cell neoplastic counterparts, B-cell lymphomas.
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METHODS

Primary cell culture

B cells were isolated from human tonsils obtained with informed consent from patients
undergoing tonsillectomy at Necker Hospital. B cells were purified from tonsillar
mononuclear cells isolated by Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences) gradient
centrifugation, by negative selection by depletion with CD2 microbeads (Miltenyi
Biotec)(purity : >98% CD19", <1% CD3", and <1% CD14" as assessed by FACS analysis). In
some experiments, B cell preparations were further depleted in macrophages by using CD14
microbeads (Miltenyi Biotec) (purity : <0.01% CD68" macrophages). Purified B cells were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS, L-glutamine and antibiotics
(complete medium), and stimulated with goat F(ab’), anti-u antibody (Jackson Laboratories,
10 pg/ml) or goat polyclonal anti-CD40 antibody (R&D Systems, 0.5 pg/ml), either alone or
in combination with IL-4 (R&D Systems, 20 ng/ml). To purify monocytes, peripheral blood
mononuclear cells were isolated from human blood by gradient centrifugation and subjected
to positive selection using CD14 microbeads (purity >95%). Monocytes were cultured in
complete medium in the presence of LPS (100 ng/ml, Sigma). BAY 11-7082 was purchased

from Calbiochem.

RNA extraction and RT-PCR analysis

RNA was isolated by TRIzol (Invitrogen) extraction, followed by DNAse I (Invitrogen)
digestion and reverse transcription using M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen) and
oligo(dT) primer (Roche). For PCR analysis, the following primers were used : EBI3 5°-
CCGAGCCAGGTACTACGTCC-3’(sense) and 5-CCAGTCACTCAGTTCCCC GT-3’
(antisense); p28 5’-GTCTCAGCCTGTTGCTGCTT-3’ (sense) and 5°-GAA
CCTCGGAGAGCAGCTT-3’ (antisense); B2-microglobulin 5’-CCAGCAGAGAAT
GGAAAGTC-3’ (sense) and 5’-GATGCTGCTTACATGTCTCG-3’ (antisense). The thermal
cycle profile was as follows: 1 min at 94°C, 30 sec at 55°C and 20 sec at 72°C, for 25 (EBI3),
32 (p28), and 30 (B2-microglobulin) cycles.
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Western blot analysis and ELISA

Cell lysates and western blots were performed as previously described (8). Binding of mouse
anti-EBI3 2G4H6 mAb (9) or goat anti-actin antibodies (Santa Cruz) was detected with
horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse (Amersham Biosciences) or anti-goat
antibodies (Santa Cruz) respectively, and chemiluminescence reagents (Pierce). IL-27 ELISA
(detection limit, 0.3 ng/ml) was previously described (2). Culture supernatants of anti-CD40-
or anti-p-stimulated B cells (2 x 10° per ml, 2 to 3 day-stimulation) were concentrated using

Amicon Ultra centrifugal filter unit (Millipore) before ELISA.

Tissues and immunohistochemistry

Paraffin-embedded blocks of 64 B-cell lymphomas were analyzed. Lymphomas were
classified according to the WHO classification. Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs)
were classified into germinal center (GC) B-cell-like (GCB) or non-GCB types, based on the
differential immunodetection of CD10, Bcl6, and MUMI, as previously described (12).
Nonneoplastic lymphoid tissues included 10 cases of reactive lymph nodes exhibiting
follicular hyperplasia of unknown origin, 12 cases of tonsils and 8 cases of spleens. Tonsils
were all LMP1" as assessed by immunohistochemistry. Lymphoma, lymph node and spleen
tissues were collected for histological examination and diagnosis purpose and were studied in
accordance with the French ethical law for studies on human tissues.

Single and double immunostainings were performed on fixed tissues as previously
described (7,8). EBI3 was detected using 2G4H6 mouse mAb (IgG2a) at 2 pg/ml, in parallel
with an isotype-matched control mAb (RPCS5, IgG2a, Cappel Durham). p28 was detected
using affinity-purified rabbit polyclonal anti-p28 antibodies (DNAX) at 1-3 pg/ml and normal
rabbit IgG (Sigma) was used as a negative control. Other antibodies were obtained from

commercial sources (Table 1).
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RESULTS

Analysis of EBI3 and p28 expression in in vitro-stimulated tonsillar B cells

EBI3 and p28 gene expression was analyzed by semi-quantitative RT-PCR analysis in normal
human B cells purified from tonsils. As positive controls, LPS-stimulated monocytes were
studied (Fig.1A). Low levels of EBI3 mRNA were detected in unstimulated B cells, which
were upregulated following 4 to 17 hrs of stimulation with anti-CD40 antibody and IL-4. In
unstimulated monocytes, EBI3 mRNA levels were undetectable, but increased gradually
following LPS stimulation. p28 mRNA levels were low in unstimulated monocytes and
showed a transient but strong induction that peaked at 4 hrs of LPS stimulation. In contrast,
no p28 message was detected in both unstimulated or stimulated B cells.

EBI3 expression by normal B cells was confirmed at the protein level. By western blot
analysis, low levels of EBI3 were detected in the cell lysates of unstimulated tonsillar B cells,
and these levels increased after surface Ig (anti-pu Ab) or anti-CD40 plus IL-4 stimulation
(Fig.1B). Consistent with the lack of detectable p28 gene expression in B cells, no 1L-27
could be detected by ELISA in the supernatant of anti-CD40- or anti-pu-stimulated B cells,
even after a 30- fold concentration.

To assess the role of NF-kB in EBI3 induction mediated by anti-CD40 or anti-p
stimulation, BAY 11-7082, an inhibitor of NF-kB, was added to the culture during
stimulation. As shown in Fig.1C, addition of increasing amounts of BAY 11-7082 (from 0.5
uM to 5 uM) resulted in dose-dependent decrease of EBI3 induction following anti-CD40 or

anti-u stimulation.

EBI3 is expressed at specific stages of normal B-cell differentiation

In reactive lymph nodes and mucosa-associated lymphoid tissue, we previously observed
strong EBI3 staining in cells with large activated nuclei and prominent nucleoli,
morphologically consistent with lymphoid blasts (7,11). Similar data were observed in tonsils
(n=11). EBI3" blast cells were mainly located within B follicles, but could also be found in

extrafollicular areas (Fig.2). Within follicles, EBI3" blast cells showed a specific distribution
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(Fig.2 a-c). They were rare in the mantle zone (naive B cells), absent from the dark zone
(centroblasts), and were essentially detected in the light zone (centrocytes), particularly at its
margin. In addition to strongly positive blast cells, some cleaved cells of medium size, typical
of centrocytes, showed moderate EBI3 staining (data not shown). To better characterize
EBI3" cells, double staining experiments were performed in lymph nodes (n=4 to 7) and
tonsils (n=2). Coimmunostaining with anti-EBI3 antibody, and either anti-CD3 or anti-CD20
antibodies, confirmed that EBI3" cells present in GCs correspond to B and not T cells (Fig.2d
and 2e). EBI3/CD3 double staining also revealed that EBI3" B cells were in close contact
with CD3" T lymphocytes (Fig.2d). Over 50% of EBI3" GC cells expressed Ki67, a marker of
cell proliferation, and 10 to 30% expressed MUMI1, a marker of plasma cell differentiation
expressed by proliferating plasmablasts and by plasma cells (Fig.2f and g). Many of them
were negative for Bcl6 (data not shown). The co-expression of Ki67 was surprising, given
that Ki67 is classically considered to be expressed by centroblasts of the dark zone but not by
centrocytes of the light zone. However, centrocytes at the margin of the light zone are
engaged in cognate interaction with antigen-specific CD40L" activated T lymphocytes (13).
This interaction leads to CD40 activation in the B cell, followed by NF-kB activation,
proliferation, and differentiation into plasma cells or memory B cells. Thus, based on their
location and immunophenotype and on our observation that EBI3 expression is upregulated in
B cells following CD40 activation, EBI3" GC B cells most likely arise from CD40-stimulated
centrocytes that engaged in cell proliferation and/or plasmablast differentiation.

Extrafollicular EBI3" blast cells were shown by double staining experiments to stain
for CD20, but not CD3, which confirmed they correspond to B cells (Fig.2m and n). They
were also found to co-express Ki67 or MUM1 (Fig.20 and p). In addition, some EBI3" plasma
cells were observed, in particular in the tonsillar subepithelium.

To investigate EBI3 expression in memory B cells, we performed immunostaining on
spleens (n=8), where memory B cells are preferentially located in a specific compartment, the
marginal zone (MZ). While many cells in the MZ stained positive for CD27, a marker of
memory B cells, only few of them expressed EBI3, suggesting that only a small fraction of

memory B cells expressed EBI3 (Fig.2h and i). These EBI3" cells were of small to medium
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size (Fig.2j) and were confirmed to be B cells by double staining with anti-EBI3 and anti-
CD20 antibodies (n=3 cases) (Fig.2k). Some larger EBI3" cells in the MZ coexpressed
MUMI1 and may correspond to plasmablasts leaving the follicle and transiting through the
MZ (data not shown).

p28 immunostaining performed in tonsils and spleens showed a signal in some GC
cells exhibiting a plasmacytic differentiation and in a fraction of plasma cells in the tonsillar
subepithelium. However, no p28 labelling of large blast cells was detected.

Besides B cells, other cell types stained with EBI3 or p28 antibodies. Macrophages
and endothelial cells were weakly stained with anti-EBI3 and anti-p28 antibodies, while
dendritic cells in the T cell areas of spleens and tonsils exhibited strong EBI3 staining,
consistent with previous observations (7,8). In GCs, a diffuse EBI3 staining of the follicular
dendritic cell network was occasionally observed. However, double staining with anti-EBI3
and CNA42 antibody (n=10), a follicular dendritic cell marker, indicated that most follicular

dendritic cells do not express EBI3 (data not shown).

Variable expression of EBI3 in B-cell lymphomas

Sixty-four B-cell lymphomas were analyzed by immunohistochemistry for EBI3 and p28
expression (Tables 2 and 3, and Fig.3). In mantle cell lymphoma (MCL) (n=6), less than 10%
of tumoral cells were positive for EBI3. Similarly, no or low levels of EBI3 (<10% positive
tumoral cells) were observed in small lymphocytic lymphoma/chronic lymphocytic leukemia
(SLL/CLL) (n=7), MZ lymphoma (MZL) (n=8), lymphoplasmacytic lymphoma (n=5), and
plasma cell myeloma (n=5).

A different situation was observed in follicular lymphoma (FL) (n=11) and in DLBCL
(n=22). In FL, the percentage of EBI3" tumoral cells was heterogeneous, ranging from <1%
to 30% positive cells. Many EBI3" cells were large centroblast-like cells (Fig.3b), but some
smaller centrocyte-like cells were also labelled. In DLBCL, even higher percentages of EBI3"
tumoral cells were observed. Of 22 cases of DLBCL, 18 cases contained >30% EBI3" tumoral
cells and 6 had >70% EBI3" cells. Based on gene profiling studies, two molecular forms of

DLBCL have been defined. One, the GC B-like (GCB) form, is characterized by the
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expression of genes normally expressed in GC B cells, while the second one, the non-GCB
form (initially called « activated B cell-like » subtype) is characterized by the expression of
genes normally induced during activation of peripheral blood B cells. The GCB form is
associated with low NF-kB activation and a better survival, whereas the non-GCB form is
associated with high NF-xB activation and a poor prognosis (14,15). Surprisingly, expression
of EBI3 did not correlate with GCB or non-GCB subtypes, as determined by
immunohistochemical detection of CD10, bcl-6 and MUMI1 (Table 3), and did not correlate
with the level of expression of each marker individually (data not shown).

In all lymphomas analyzed, no significant p28 staining of tumoral cells was observed.
Regarding non tumoral cells, EBI3 and p28 staining was similar to the one observed in

nonneoplastic lymphoid tissues.
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DISCUSSION

In this study, we show that EBI3 is expressed at specific stages of normal B-cell
differentiation, which contrasts with the lack of detectable expression of EBI3 by normal T
lymphocytes of human tissues (8). At early (naive B cells and centroblasts) or late (memory B
cells) stages, no significant EBI3 expression was detected. Conversely, a subset of B cells in
the light zone, in contact with CD3" T cells, strongly expressed EBI3. These cells, many of
which are engaged in proliferation or in plasma cell differentiation, most likely derived from
CDA40-activated centrocytes. Indeed, EBI3 expression pattern in the GC appears to parallel
that of CDA40 signaling described by Basso et al (16). These authors analyzed in human tonsils
downstream effectors of CD40 signaling, namely NF-«xB activation and expression of two
CD40-induced proteins, TRAF1 and JUNB, and found that most naive B cells of the mantle
zone and all centroblasts of the dark zone showed no NF-kB activation, whereas a subset of
centrocytes in the light zone was positive for NF-kB and expressed TRAF1 and JUNB.
Interestingly, NF-kB" or JUNB' GC B cells were found to localize close to CD3" T cells, as
we observed for EBI3” GC B cells.

EBI3 expression during plasma cell differentiation seems to be tightly regulated.
Although EBI3 was expressed at early stages of plasma cell differentiation as shown by
coexpression of MUM1 and EBI3 by GC plasmablasts, only a fraction of plasma cells was
positive for EBI3, indicating that EBI3 expression may be lost upon terminal differentiation.
EBI3'MUMI " extrafollicular B blasts were also observed. These cells may correspond to
plasmablasts that exited the follicle, or alternatively may arise from activated B cells that
proliferated and differentiated into low affinity plasmablasts outside the GC.

The present study also extends our knowledge on EBI3 expression profile in
lymphomas. In T-cell lymphomas, we did not detect any significant tumoral cell expression of
EBI3, with the exception of EBV- or HTLV-1-associated T-cell lymphomas (8). With regards
to B-cell lymphomas, we previously showed that EBI3 was not expressed in EBV" Burkitt
lymphomas, but was expressed by tumoral cells in both EBV" and EBV" Hodgkin

lymphomas, and in LMP1" post-transplant lymphoproliferative disorders (8,10). We now
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show that EBI3 is also expressed by tumoral cells in non EBV-associated B-cell lymphomas,
specially in FL and DLBCL. The heterogeneity in EBI3 expression observed in B-cell
lymphomas may be related to their stage of B-cell differentiation and presumed B-cell origin
(17,18), as in most cases EBI3 expression level was similar to the one observed in the normal
B cell of supposed origin. Thus, MCLs, most of which derive from naive B cells, exhibited a
relatively low level of EBI3 expression, in accordance with the rare expression of EBI3 by
normal naive B cells. Similarly, MALT lymphomas that are thought to arise from MZ B-cells
had low EBI3 expression, consistent with the low level of EBI3 expression observed in MZ B
cells. B-cell CLL has been suggested to derive from either naive or memory B cells, two B-
cell populations associated with rare EBI3 expression.

Several types of lymphomas have been suggested to derive from GC B cells, including
Burkitt lymphoma (BL), Hodgkin lymphoma, FL and DLBCL of GCB type. Among these,
only BL, either EBV'(10) or EBV" (FL, unpublished data), are not associated with EBI3
expression. EBV” and EBV" BL cells are thought to represent the transformed counterpart of
centroblasts and memory B cells, respectively (19). Thus, the lack of EBI3 expression by
tumoral cells in EBV and EBV" BL is consistent with the lack of EBI3 expression by
centroblasts and with its rare expression by memory B cells. Whether FL. and GCB DLBCL
arise from centroblasts or centrocytes or both has not been elucidated. In FLs, tumoral cells
comprise both centrocyte- and centroblast-like cells. Centroblast-like cells are also observed
in DLBCLs. However, although sharing morphological features with normal centroblasts,
these cells may represent a distinct entity. First, normal centroblasts did not express EBI3,
which contrasts with the strong EBI3 expression observed in tumoral centroblast-like cells in
both follicular FL and DLBCL. Second, the specific distribution of EBI3" centroblast-like
cells observed in the cases of FL with abundant tumoral cells was reminiscent of that of
EBI3" blast cells in the light zone of normal follicles, in that centroblast-like cells were
particularly abundant at the margin of neoplastic follicles.

Although EBI3 expression in normal B cells is NF-kB dependent, no correlation was

observed between EBI3 expression levels and the GCB or non-GCB subtype of DLBCLs.
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This suggests that EBI3 expression by DBLCL tumoral cells may not be related to NF-xB
activation, but to activation of other signaling pathways.

In both normal B cells and B-cell lymphomas, there was not overlay between EBI3
and p28 staining, and we could not evidence detectable expression of p28 and IL-27 by
normal B cells in in vitro experiments. These data questionned again for a possible role for
EBI3 independently from its association to p28. This hypothesis is supported, not only by the
dissociated expression profile of EBI3 and p28 observed in this study and in previous studies
(2,8), but also by the discrepancy between the known functions for IL-27 and the phenotype
of EBI3” mice (20). Free EBI3 has been suggested to act as an [L-27 antagonist to counteract
the anti-tumoral role of IL-27 (21-23). EBI3 may also play a role, yet to be described, by
associating with IL-12 p35 (24) or with an unidentified novel partner.

Although further studies will ne needed to uncover the role of EBI3 in B-cell
lymphomagenesis, its specific expression profile in B-cell lymphomas may constitute an
additional useful marker for lymphoma classification, specially when limited tissue sample

and few architectural data are available for pathological diagnosis.
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Table 1 : Commercial antibodies used for immunohistochemistry

Specificity

CD3
CD10
CD20
CD27
Bcl-6
Ki67
LMP1
FDC

MUMI1

Clone

F7.2.38, mouse I1gG1
56C6, mouse IgG1
L26, mouse IgG2a
137B4, mouse I1gG1
PG-B6p, mouse IgG1
MIB-1, mouse 1gG1
CS1-4, mouse IgGl1
CNA42, mouse IgM

M17 polyclonal goat IgG

FDC: follicular dendritic cell

Dilution or
concentration

10 pg/ml

1:50

2.3 ng/ml

1:20

20 pg/ml

0.4 to 1.6 pg/ml
4 pg/ml

1.4 pg/ml

0.2 pg/ml

Source

DakoCytomation
Novocastra Laboratories Ltd
DakoCytomation
Novocastra Laboratories Ltd
DakoCytomation
DakoCytomation
DakoCytomation
DakoCytomation

Santa Cruz
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Table 2 : Immunohistochemical analysis of EBI3 and p28 expression in pre- or post-GC

derived B-cell lymphomas.

% of positive tumoral cells

Case no. Diagnosis EBI3 p28
1 MCL <10% -
2 MCL <10% -

3 MCL <10% -
4 MCL - -

5 MCL <10% -
6 MCL - -

7 SLL - -

8 SLL - ND
9 CLL <10% -
10 CLL - ND
11 CLL - -
12 CLL - -
13 CLL - -
14 MALT lymphoma <10% -
15 MALT lymphoma <10% -
16 MALT lymphoma <10% -
17 MALT lymphoma - -
18 MALT lymphoma <10% -
19 MALT lymphoma - ND
20 nodal MZL <10% -
21 splenic MZL <10% -
22 lymphoplasmacytic lymphoma - ND
23 lymphoplasmacytic lymphoma - ND
24 lymphoplasmacytic lymphoma - ND
25 lymphoplasmacytic lymphoma <10% ND
26 lymphoplasmacytic lymphoma - ND
27 plasma cell myeloma - ND
28 plasma cell myeloma - ND
29 plasma cell myeloma - ND
30 plasma cell myeloma - ND
31 plasma cell myeloma - ND

- : <1% positive cells
MALT lymphoma : extranodal MZL of the mucosa-associated lymphoid tissue ;

ND : not done
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Table 3 : Immunohistochemical analysis of EBI3 and p28 expression in FL and DLBCL

% of positive tumoral cells

Case no. Diagnosis EBI3 p28
1 FL ++ -
2 FL ++ -
3 FL - ND
4 FL ++ -
5 FL ++ -
6 FL + -
7 FL + -
8 FL ++ -
9 FL + -
10 FL + -
11 FL ++ -
12 DLBCL, non-GCB + -
13 DLBCL, GCB ++++ -
14 DLBCL, non-GCB -+ -
15 DLBCL, non-GCB ++++ -
16 DLBCL, GCB -+ -
17 DLBCL, non-GCB - -
18 DLBCL, non-GCB -+ -
19 DLBCL, GCB +++ -
20 DLBCL, non-GCB -+ -
21 DLBCL, non-GCB ++++ -
22 DLBCL, non-GCB -+ -
23 DLBCL, non-GCB +++ -
24 DLBCL, GCB + ND
25 DLBCL, non-GCB +++ -
26 DLBCL, non-GCB -+ -
27 DLBCLn non-GCB +++ -
28 DLBCL, GCB -+ -
29 DLBCL, non-GCB ++++ -
30 DLBCL, GCB + -
31 DLBCL, non-GCB ++++ -
32 DLBCL, non-GCB -+ -
33 DLBCL, GCB +++ -

- : <1% positive cells ; +: 1 to <10% positive cells ; ++: 10 to 30% positive cells ; +++:

>30 to <70% positive cells ; ++++ : >70% positive cells ; ND : not done

DLBCL were classified as GCB or non-GCB as described in ref.'%.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Immunoblot analysis of EBI3 expression in in vitro stimulated human
tonsillar B cells

A: Gene expression of EBI3, p28, and 32 microglobulin (32m) was analyzed by semi-
quantitative RT-PCR from purified monocytes (purity : >95%) or B cells (purity : 99%),
either before stimulation, or after stimulation for 4 and 17 hrs with LPS or anti-CD40
antibodies plus IL-4, respectively. B2-microglobulin was used as an internal control for equal
material in each condition.

B : Cell lysates (15 pg per lane) from purified tonsillar B cells (purity : 99%), either
unstimulated (d0) or stimulated for 2 days with anti-CD40 antibodies plus IL-4, or with anti-p
antibodies were analyzed by immunoblotting with anti-EBI3 antibodies.

C : Purified tonsillar B cells (purity : >99%) were left unstimulated (d0) or were stimulated
with anti-CD40 antibodies (lanes 2-6) or anti-p antibodies (7-11) in the presence of increasing
concentrations (indicated at the top of the blot in pM) of BAY 11-7082. After 24 hrs, cells
were lyzed and cell lysates (25 pg/lane) were analyzed by western blot for EBI3 or for actin

as control for equal protein loading.

Figure 2 : Immunohistochemical analysis of EBI3 expression in nonneoplastic lymphoid
tissues

Sections from human tonsils (a-c, I, p), lymph nodes (d, f, g, m-0) or spleens (e, h-K) were
analyzed by single or double immunostaining as indicated at the top of each figure. As
indicated on the left of the figure, tissue sections shown correspond to germinal centers in a-g,
spleen marginal zones in h-k, and extrafollicular areas in I-p. In @, low magnification of a
polarized follicle shows that most EBI3" cells are located at the margin of the light zone.
Higher magnification of representative exemples of dark zone and of light zone, are shown in
b and c, respectively. On ¢, EBI3" cells with large activated nuclei and prominent nucleoli,
morphologically consistent with lymphoid blasts, are indicated by arrows. In contrast,
centroblasts of the dark zone on b are all negative for EBI3. On d, EBI3" large blast cells (in

brown) in contact with CD3" T lymphocytes (in blue) are indicated by arrows. On €, k and n,
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an EBI3" cell (in brown) costaining with CD20 (in blue) is indicated by an arrow. On f and o,
a cell coexpressing Ki67 (in brown) and EBI3 (in red) is shown, while in g and p, a cell
positive for both MUMI1 (in blue) and EBI3 (in brown) is indicated. h and i are serial sections
of spleen stained with anti-EBI3 or anti-CD27 antibodies, respectively. Anti-CD27 antibody
stained strongly activated T cells in the germinal center and in the marginal zone, and stained
moderately memory B cells of the marginal zone. On |, an arrow indicates a blast cell positive
for EBI3, while an arrow head indicates an EBI3" cell morphologically consistent with a
dendritic cell. On m, a large blast cell positive for EBI3 (in blue), but negative for CD3 (in
brown ) is indicated by an arrow. In all cases, no signal was observed with control antibodies
used in parallel. In single staining experiments (a-C,h-j,l), slides were counterstained with
Harris hematoxylin. In double staining experiments, slides were counterstained with methyl
green (d,e,g,k,m,n,p) or hematoxylin (f,0). DZ : dark zone, LZ : light zone, M : mantle zone,

MZ : marginal zone. Objectives : X 10 in a ; X 40 in b-g, and j-p; X 20 in h and i.

Figure 3 : Immunohistochemical analysis of EBI3 expression in B-cell lymphomas
Sections from cases of FL (a and b), of MCL (c), or of DLBCL of the «GCB» type (d) or
«non-GCB» type (€) were analyzed by immunohistochemistry with anti-EBI3 antibodies.
Note in a, the specific distribution of EBI3" tumoral cells which predominate at the margin of
the neoplastic follicle. On b, a centroblast-like cell positive for EBI3 is indicated by an arrow.
In all cases, no signal was observed with control antibodies used in parallel. Slides were

counterstained with Harris hematoxylin. Objectives : X 10ina ; X 40 in b ; X 20 in c-e.
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Larousserie et al, Figure 3
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> Etude du profil d’expression d’EBI3 et de p28 in situ chez ’THomme

Nos travaux sont les seuls publiés a I’heure actuelle concernant le profil d’expression des
deux sous-unités de I’IL-27 in situ dans des tissus humains normaux et pathologiques. En
effet, lorsque nous avons initi¢ cette étude, il n’y avait aucun outil disponible dans le
commerce pour étudier 1’expression ou la fonction de I’IL-27, chez I’ Homme ou la Souris.
Les autres études sur I’expression de I’IL-27, publiées pendant que notre étude était en cours,

sont des études réalisées par RT-PCR, le plus souvent a partir de tissus totaux de Souris.

EBI3 et p28 sont co-exprimées in situ dans les tissus lymphoides humains par plusieurs types

cellulaires, principalement les cellules de la lignée macrophagique.

Nous avons détecté les deux sous-unités de I’[L-27, par immunohistochimie sur des coupes
tissulaires sériées, dans les macrophages des sinus ganglionnaires, les macrophages tissulaires
ainsi que dans les cellules épithélioides et les cellules géantes des granulomes de
granulomatoses associées a une réponse Thl. Ces résultats in vivo étaient en accord avec les
études in vitro qui montraient la co-expression des transcrits des deux sous-unités de 1’IL-27
dans les monocytes humains activés par le LPS (Pflanz, Immunity 2002). Parmi les cellules
de la lignée macrophagique, il est intéressant de noter que les macrophages a corps tingibles
du CG n’expriment pas EBI3 ni p28.

Nous avons également détecté les deux sous-unités de I’IL-27 dans les cellules
endothéliales et les plasmocytes. Comme c’est le cas pour les macrophages, cette expression
n’était pas observée dans tous les cas, suggérant une régulation de 1I’expression de I’IL-27

dans ces types cellulaires.

Seule la sous-unité EBI3, et non p28, est détectée in situ dans les cellules dendritiques des

tissus lymphoides humains.

Dans différents tissus lymphoides humains, nous avons observé in Situ un marquage intense
des cellules dendritiques par 1’anticorps anti-EBI3, sans détecter p28 dans ces cellules. Ce

résultat était inattendu au vu des résultats obtenus in vitro dans les cellules dendritiques
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humaines dérivées de monocytes du sang périphérique. En effet, ces cellules co-expriment les
transcrits des deux sous-unités de I’IL-27, et sécrétent 1’hétérodimere apres activation par le
LPS (Pflanz, Immunity 2002). En particulier, en ce qui concerne p28, son niveau d’expression
dans ces cellules est comparable a celui observé dans les monocytes humains activés in vitro.

Plusieurs éléments peuvent expliquer I’absence de détection de p28 dans les cellules
dendritiques in situ. Un premier ¢lément de réponse est apporté par les études in vitro de la
cinétiques des transcrits. Dans les cellules dendritiques humaines dérivées de monocytes in
Vitro et activées par le LPS, les cinétiques d’expression des transcrits d’EBI3 et de p28 ne se
superposent pas, 1’expression de p28 étant beaucoup plus transitoire que celle d’EBI3.
L’expression de p28 est maximale précocement, apres seulement 3 a 6 heures de stimulation,
et devient indétectable 24 heures aprés stimulation, alors que 1’expression d’EBI3 est
maximale plus tardivement et décroit plus lentement, avec un niveau d’expression encore
significatif a 72 heures (Pflanz, Immunity 2002). Dans I’hypothése ou les cellules
dendritiques présenteraient in vivo une cinétique d’expression comparable a celle observée in
vitro, I’expression trés transitoire du transcrit de p28 pourrait aboutir a de faibles quantités
intracellulaires de la protéine p28, sous le seuil de détection de notre technique
d’immunohistochimie. Toutefois, dans les monocytes activés in vitro par le LPS, nous
observons également une expression transitoire de p28, et nous sommes capables de détecter
p28 in situ par immunohistochimie dans les macrophages.

Un deuxiéme ¢élément a prendre en compte est 1’origine des cellules dendritiques et la
nature des stimuli. En ce qui concerne I’IL-12, il a ét¢ montré qu’en fonction de leur mode
d’obtention et de leur mode d’activation, les cellules dendritiques produisent des quantités
variables d’IL-12. En particulier, il a été montré que les cytokines utilisées pour générer des
cellules dendritiques in vitro, en particulier 1’'IL-4, modulent I’expression des génes p35 et
p40 (Trinchieri, Nat Rev Immunol 2003).

De méme pour I’IL-23, les transcrits p40 et p19 sont exprimés a des niveaux variables
selon I’origine des cellules dendritiques. Alors que les cellules dendritiques dérivées de
monocytes in vitro co-expriment p40 et pl9, les cellules dendritiques fraichement isolées de

la moelle osseuse ou de la rate, et les cellules dendritiques dérivées in vitro a partir de cellules
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de moelle osseuse, n’expriment que le transcrit de p40 et non celui de pl9 (Oppmann,
Immunity 2000).

Sur la base de ces résultats, il est envisageable que les cellules dendritiques des tissus
lymphoides humains produisent moins de p28 (et d’IL-27) in vivo que les cellules
dendritiques dérivées de monocytes humains in vitro. Des résultats du laboratoire suggérent
que I'IL-4, présente lors de la maturation des cellules dendritiques in vitro, pourrait
augmenter I’expression de p28. Un travail collaboratif entre Gijs van Seventer et Odile
Devergne a montré que les cellules dendritiques humaines dérivées de monocytes du sang
périphérique et cultivées en présence de fortes concentrations d’IL-4 produisent des quantités
d’IL-27 détectables par ELISA dans le surnageant de culture (Nagai, J Immunol 2003). A
I’inverse, I’IL-27 n’a pu étre détectée dans le surnageant de culture de cellules dendritiques
dérivées de monocytes en présence de plus faibles quantités d’IL-4 (Odile Devergne, résultats
non publiés). Bien qu’il ne soit pas possible de tirer de conclusions définitives sur ces
résultats, car les cellules dendritiques avaient été générées indépendamment dans deux
laboratoires différents, il est envisageable que 1’IL-4 affecte le niveau d’expression de p28. Il
serait intéressant de refaire ces expériences en parallele dans le méme laboratoire afin de
valider ces résultats et d’établir le réle potentiel de I’IL-4 dans la régulation de I’expression de

I’IL-27 par les cellules dendritiques.

L’expression d’EBI3 par les cellules tumorales est spécifique de certains lymphomes.

Nous avons observé I’expression d’EBI3 in situ dans de nombreuses cellules lymphocytaires
tumorales : essentiellement dans les lymphoproliférations EBV™ LMP1", dans certains cas
d’ATL et certains types de lymphomes B. L’expression d’EBI3 par les cellules tumorales
parait spécifique aux lymphomes : en effet, nous n’avons pas détecté d’expression d’EBI3 par
les cellules tumorales dans un panel de différentes tumeurs malignes comprenant des
carcinomes d’origine tissulaire variée (sein, ovaire, endometre, prostate, vessie, rein,
bronches, thyroide, tube digestif, n=34), des tumeurs germinales testiculaires (n=7) et des

tumeurs pédiatriques (n=20), dont des sarcomes (résultats non publiés).
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Dans les lymphocytes tumoraux exprimant EBI3, nous n’avons pas détecté p28.
L’absence de détection de p28 in situ dans ces lymphocytes tumoraux n’est probablement pas
due a un manque de sensibilit¢ de la technique d’immunohistochimie sur ces tissus, étant
donné que d’autres types cellulaires au sein de la tumeur, comme les macrophages ou les
cellules endothéliales, étaient marqués avec les anticorps anti-p28. On ne peut cependant
¢liminer la possibilit¢ d’une production de la protéine p28 a des niveaux faibles et de fagon
transitoire.

Les lymphomes B présentant la plus forte proportion de cellules tumorales exprimant
EBI3 sont les lymphomes folliculaires, les lymphomes B diffus a grandes cellules et les
lymphomes de Hodgkin. Ces lymphomes, a I’exception des lymphomes B diffus a grandes
cellules non « germinal center B-cell like », dérivent d’une cellule B du CG. A l’inverse, les
lymphomes de Burkitt EBV’, qui sont supposés dériver d’une cellule B du CG précoce au
stade du centroblaste, n’expriment pas EBI3. Ces résultats sont a rapprocher des résultats
obtenus in situ dans les lymphocytes B normaux. Nous n’avons pas détecté EBI3 dans les
centroblastes de la zone sombre du CG. Les cellules EBI3" sont majoritairement situées dans
la zone claire et pourraient correspondre a des cellules B du CG tardives, au stade de
centrocyte activé ou de plasmablaste. L’ensemble de ces résultats suggeére que I’expression
d’EBI3 serait maintenue dans les cellules tumorales de certains lymphomes B, en rapport avec
le stade de différenciation de la cellule B normale d’origine du lymphome. Ainsi, la mise en
¢évidence de ’expression d’EBI3 pourrait étre utile comme marqueur de l’origine d’une
cellule B du CG tardive et pourrait étre intéressante dans deux diagnostics différentiels :
lymphome de Burkitt vs lymphome B diffus a grandes cellules, et lymphome de Hodgkin vs
lymphome anaplasique a grandes cellules. Il est néanmoins nécessaire d’étudier un plus grand
nombre de cas pour valider EBI3 comme marqueur diagnostique.

L’absence de corrélation entre le niveau d’expression d’EBI3 par les cellules
tumorales et le sous-type « activated B-cell like » ou « germinal center B-cell like » des
lymphomes B diffus a grandes cellules nous a paru surprenante dans un premier temps, étant
donné que nous avons montré que I’expression d’EBI3 est dépendante de 1’activation de NF-

kB dans les cellules B humaines d’amygdales activées in vitro via CD40 ou le BCR. Ces
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résultats suggerent que d’autres mécanismes que 1’activation de NF-kB sont impliqués dans la

production d’EBI3 par les cellules tumorales dans ces lymphomes.

EBI3 n’est pas détectée in situ dans les lymphocytes T humains normaux ni dans les
lymphomes T non associés a I’EBV ou a ’HTLV-1.

L’analyse in situ par double marquage a montré que les lymphocytes T normaux humains des
tissus lymphoides n’expriment pas EBI3. Nous avons également montré que les lymphocytes
T CD3" purifiés a partir du sang périphérique n’expriment pas EBI3 en D’absence de
stimulation et I’expriment a un niveau trés faible aprés activation par la PHA et I’'IL-2 in
vitro. Dans les lymphomes T non associés aux virus transformants EBV ou HTLV-1, nous
avons observé in situ une expression d’EBI3 rare ou nulle par les cellules T tumorales. Ces
résultats suggerent que 1I’expression d’EBI3 par les cellules T tumorales reléve de mécanismes

d’induction spécifiques aux virus transformants.

> Un réle pour EBI3 indépendamment de son association a p28 ?

L’expression forte d’EBI3 par certains types cellulaires comme les cellules tumorales
lymphomateuses ou les lymphocytes B, en I’absence de quantités détectables de p28, suggere

qu’EBI3 pourrait jouer un rdle indépendamment de son association a p28.

Association d’EBI3 a un autre partenaire que p28 ?
La participation d’une méme sous-unit¢é a la formation de différentes cytokines
hétérodimériques est une des caractéristiques des cytokines de la famille de I’IL-6/IL-12. Une
hypothese est qu’EBI3 pourrait s’associer a un ligand de cette famille, connu ou encore
inconnu, autre que p28. Odile Devergne a montré par des expériences de co-transfection in
vitro, qu’EBI3 s’associe a la chaine p35 de I’'IL-12 et que la co-expression des deux sous-
unités dans une méme cellule facilite leur sécrétion (Devergne, Proc Natl Acad Sci USA
1997). Cette association d’EBI3 et de p35 a été mise en évidence in Vivo par co-
immunoprécipitation a partir d’extraits tissulaires de placenta humain (Devergne, Proc Natl

Acad Sci USA 1997) et ’expression d’EBI3 et de p35 par des types cellulaires communs, le
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syncytiotrophoblaste et trophoblaste extra-villeux, a ¢été montrée in Situ par
immunohistochimie sur coupes sériées de placenta humain (Devergne, Am J Pathol 2001). Le
role de I’hétérodimeére EBI3p35 n’est actuellement pas connu. En effet, les premiéres études
visant a définir le role de cet hétérodimere ont été freinées par la difficulté de produire celui-ci
sous forme stable et pure, en 1’absence des formes p35 et EBI3 libres. Une protéine de fusion
EBI3p35 a récemment été générée en collaboration avec le laboratoire d’Hugues Gascan
(unit¢ INSERM 564, Angers), ce qui nous permet de disposer aujourd’hui d’un outil plus
performant pour étudier les effets de cet hétérodimere. Par ailleurs, la recherche de nouveaux
partenaires pour EBI3, autres que p35 et p28, est en cours en collaboration avec le laboratoire
d’Hugues Gascan.

Les résultats obtenus par différentes équipes avec les souris IL-27R™ et EBI3™
suggerent également qu’EBI3 puisse s’associer un autre partenaire que p28. D’une part, le
phénotype des souris EBI3”" ne peut entiérement s’expliquer par les effets connus de 1'TL-27.
En effet, alors qu’in vitro, I’IL-27 présente des effets pro-Thl (et anti-Th2 via I’inhibition de
I’expression de GATA-3), ces souris présentent un défaut de réponse Th2 dans un modéle de
colite induite par 1’oxazolone (Nieuwenhuis, Proc Natl Acad Sci USA 2002). D’autre part, la
dualité des résultats obtenus avec les souris IL-27R”", montant initialement un défaut de
réponse Thl et plus tardivement une hyperactivation T et une réponse inflammatoire
exacerbée, deux effets en opposition avec les effets connus de I’IL-27, suggérent que les
effets observés plus tardivement pourraient étre dus non pas a un défaut de réponse a 1’IL-27,
mais a un défaut de réponse a une autre cytokine a la fonction immunosuppressive se liant
¢galement a la chaine IL-27R. Cette cytokine pourrait étre formée d’EBI3 et d’un partenaire
encore non identifié, et étre responsable des effets immunosuppresseurs sur la réponse T et
sur la réponse inflammatoire. La compréhension des roles respectifs de chaque sous-unité
nécessite I’analyse en parallele des souris déficientes pour EBI3, pour p28 et pour I'IL-27R,

dans différents modéles.
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Un réle pour EBI3 seule?
Alternativement a son association a une cytokine a 4 hélices o, EBI3 pourrait jouer un role
seule, a linstar de la sous-unit¢ p40 de I'IL-12. La sous-unit¢ p40, sous forme
d’homodimeres, constitue chez la Souris un antagoniste de I’IL-12. La structure de la forme
naturelle d’EBI3 n’est pas connue. Il apparait donc intéressant de déterminer si, en conditions
physiologiques, EBI3 existe sous forme d’homodimeres. Dans cette optique, la structure
biochimique de la forme naturelle d’EBI3 sera étudiée en collaboration avec le laboratoire
d’Elliott Kieff (Harvard Medical School, Boston, Etats-Unis). Cette ¢tude de la forme
naturelle d’EBI3 est notamment justifiée par le fait que la protéine EBI3 recombinante

présente des anomalies structurales.

EBI3, un réle antagoniste de I’'IL-277?
Si ’hypothése d’un réle antagoniste se confirme, EBI3 pourrait jouer dans les lymphomes un
réle immunosuppresseur en inhibant I’activité anti-tumorale de 1’IL-27. Pendant que notre
analyse du profil d’expression de I’'IL-27 dans les lymphomes était en cours, plusieurs études
ont montré un effet anti-tumoral de I’IL-27. Dans des modeles murins de carcinome colique
(Hisada, Cancer Res 2004 ; Chiyo, Int J Cancer 2005) et de neuroblastome (Salcedo, J
Immunol 2004), la surexpression de I’IL-27 par les cellules tumorales ralentit la croissance
tumorale, jusqu’a régression tumorale compléte dans certains cas. L’effet anti-tumoral de
I’TL-27 est dépendant des lymphocytes T CDS8", dont le nombre est augmenté in situ dans les
tumeurs murines surexprimant 1’IL-27 (Salcedo, J Immunol 2004). Dans ces mod¢les murins,
I’IL-27 augmente la production d’IFN-y par les lymphocytes T (Hisada, Cancer Res 2004 ;
Salcedo, J Immunol 2004). Plusieurs études montrent que I’'IL-27 augmente 1’activité T
cytotoxique (Matsui, J Virol 2004 ; Hisada, Cancer Res 2004 ; Morishima, J Immunol 2005).
En particulier, une étude a montré que I’IL-27 agit directement sur les lymphocytes T CD8"
murins en induisant 1’expression de la molécule granzyme B (Morishima, J Immunol 2005).

L’IL-27 est également capable de potentialiser 1’activité T cytotoxique de 1I’IL-12 contre un
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antigéne donné, en augmentant le nombre de lymphocytes T CD8" cytotoxiques spécifiques
de I’antigéne (Matsui, J Virol 2004 ).

Dans I’¢tude de Chiyo et coll., les auteurs ont infecté les cellules de carcinome colique
murin avec un vecteur rétroviral contenant les génes codant une protéine de fusion EBI3p28,
mais également avec un vecteur codant EBI3 ou p28 seules. Dans ces deux derniers cas,
aucun effet anti-tumoral n’est observé (Chiyo, Int J Cancer 2005). Toutefois, il n’est pas
possible de tirer de conclusion de ces résultats négatifs, car les auteurs n’ont pas montré que

les cellules tumorales sont capables de sécréter p28 et EBI3 a des niveaux significatifs.

> Mise en évidence d’une nouvelle fonction de I’'IL-27 : effets directs de I’l1L-27

sur les lymphocytes B normaux humains.

Nous montrons pour la premicre fois que I'[L-27 a des effets directs sur les cellules B
humaines d’amygdale et que la réponse B a I’[L-27 est régulée a plusieurs niveaux. Ces effets
de I’'IL-27 sur les cellules B sont originaux car non décrits pour les autres cytokines de la
famille de I’'IL-12.

Dans ce travail, nous avons montré que I’expression du récepteur de haute affinité de
I’IL-27 est régulée au cours de la différenciation lymphocytaire B et au cours de I’activation.
Cette expression est constitutive sur les cellules B naives et les B « mémoire », et est
augmentée dans les 3 sous-populations B, B naives, B du CG, et B « mémoire », apres
activation. Ces résultats sont en accord avec une ¢étude du profil d’expression génique au
cours de la différenciation B normale dans le CG qui montrait que le transcrit de I’'[L-27R
était exprimé par les cellules B naives et que son expression était nettement diminuée au cours
de la transition B naive/B du CG, puis réaugmentée au cours de la transition B du CG/B
« mémoire » pour atteindre un niveau comparable a celui observé dans les cellules B naives
(Klein, Proc Natl Acad Sci USA 2003). Par ailleurs, nous avons montré que chaque sous-
population B répond différemment a I’IL-27, les cellules B naives répondant plus fortement a
I’IL-27 que les cellules B « mémoire », en particulier dans I’induction de 1’expression de T-

bet et de marqueurs de surface. Lors d’une stimulation via CD40, la prolifération des cellules
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B naives, mais pas celle des cellules B « mémoire », est augmentée en présence d’IL-27. Le
niveau d’activation des STATs, différent dans ces deux types cellulaires, pourrait expliquer
cette différence, avec un role prépondérant de STAT3 dans I’induction de la prolifération.

Une seule étude, publiée apreés 1’obtention de nos premiers résultats, a montré des
effets de I’IL-27 sur les cellules B murines (Yoshimoto, J Immunol 2004). Dans cette étude,
seules les cellules B totales primaires spléniques murines ont été analysées et 1’étude de
I’expression d’une seule chaine du récepteur de I’'IL-27, la chaine IL-27R, a été réalisée au
niveau transcriptionnel seulement. Les auteurs ont montré que le transcrit de I’'IL-27R est
exprimé par les cellules B spléniques non stimulées et que la stimulation de ces cellules par
I’IL-27 entraine l’activation de STATI. Ils ont également montré que I’IL-27 induit la
commutation de classe vers la production d’IgG2a dans ces cellules (Yoshimoto, J Immunol
2004). Les effets de I’[L-27 sur la prolifération cellulaire, sur I’expression de molécules de
surface comme le récepteur de I’IL-12, n’ont pas été analysés.

Au cours de I’analyse du profil d’expression d’EBI3 et de p28 au cours de la
différenciation lymphocytaire B, nous avons observé I’expression d’EBI3, in vitro dans les
cellules B activées via CD40 ou le BCR, et in situ dans des lymphocytes B tardifs du CG,
certains en interaction avec des lymphocytes T. Malgré 1’absence de détection de p28 dans
ces cellules, nous ne pouvons exclure la possibilité d’une production d’IL-27 trés transitoire
au cours de la différenciation B normale au stade de cellule B du CG tardive (transition
cellule B du CG/cellule B post-CG), et que I’IL-27 produite par les cellules B puisse jouer en
retour un role sur la fonction B.

Notre étude des effets de I’'IL-27 sur la différenciation B normale chez I’Homme sera
poursuivie par la recherche d’effets de I’[L-27 sur d’autres aspects de la différenciation B
telles que la commutation de classe, la production d’immunoglobulines et de cytokines. Par
ailleurs, il apparait intéressant de préciser si I’effet de I’'IL-27 sur la prolifération des cellules
B résulte d’un effet sur la division cellulaire proprement dite ou sur la survie, en analysant
I’effet de I’IL-27 sur I’expression de protéines régulant le cycle cellulaire ou ’apoptose. Les

effets différents de 1’IL-27 selon la sous-population B ou le mode d’activation de la cellule B
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suggerent que des voies de signalisation différentes, encore a définir, sont activées par I’IL-27

dans ces différentes conditions.

» Conclusion

Notre travail, initi¢ par I’étude du profil d’expression d’EBI3 dans les lymphomes viro-
induits, puis ¢élargi a I’étude de I’'IL-27 en pathologie humaine suite a la description de cette
nouvelle cytokine hétérodimérique, suggeére que le role d’EBI3 pourrait ne pas étre limité a
celui de I’hétérodimere EBI3p28. Bien que la fonction d’EBI3 en dehors de son association a
p28 ne soit pas actuellement connue, il est possible qu’EBI3 puisse jouer, seule ou en
association avec un autre partenaire, un réle immunosuppresseur. Notre travail apporte
¢galement des résultats originaux sur la fonction de I’IL-27. Nous montrons que I’IL-27 a des
effets directs sur les lymphocytes B humains, et que la réponse B a I’'[L-27 est régulée au

cours de la différenciation et de 1’activation lymphocytaire B normales.
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RESUME

L’interleukine (IL)-27, constituée de EBV-induced gene 3 (EBI3) et de p28, joue un rdle
important dans la régulation des réponses T. Son rdle dans la réponse B est peu connu. EBI3
est une protéine induite in vitro par I’oncogene viral LMP1 via I’activation de NF-xB. Ce
travail montre qu’EBI3 est également induite par I’oncogene Tax du virus HTLV-1, de fagon
dépendante de NF-xB, et est exprimée in situ par les cellules tumorales dans les lymphomes
EBV' LMP1" et dans certains lymphomes associés a I’HTLV-1, en I’absence de détection de
p28. Nous montrons que I’'IL-27 a des effets directs sur le lymphocyte B humain, modulés au
cours de la différenciation et dépendants du type de co-stimulation. EBI3, mais pas p28, est
exprimée par des cellules B du centre germinatif (CG) et par les cellules tumorales de
lymphomes B d’origine du CG. Ces résultats suggérent un réle d’EBI3 indépendamment de

son association & p28.
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