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A ma merveilleuse famille

Et en pensée a Ludo
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maniére également. Grace a vous, nous avons toujours pu suivre notre voie sans nous soucier des problemes
financiers ou de ce que les autres peuvent penser de nos choix, pour avancer dans la direction que nous avons
choisie, et c’est un luxe merveilleux. Merci Maman pour ta patience, ta gentillesse, et ta disponibilité
permanente. Merci Papa pour m’avoir transmis la curiosité et I'intérét pour notre domaine qui m’a probablement
grandement conduite ou je suis aujourd’hui. Merci bien slr a mes frangin(e)s, Léa et Grégoire. Des réels « grand
frére » et « grande sceur » que j’ai toujours vus veiller sur moi. Greg qui me défendait dans la cours de récré
quand j'étais en CP et Léa qui me faisait tourner dans les airs quand j’étais petite. Un grand merci a vous d’étre
la tout le temps. Un grand merci également aux frangin(e)s plus récents, Amandine et Clément, c’est un grand
bonheur de vous avoir dans la famille. Enfin merci pour tout a ma deuxieme Maman qui se reconnaitra, et a
toute la famille. Et bien sGr un grand merci pour tout le futur bonheur a petite Léone. Encore une fois, vivement
la suite !

Un grand MERCI a tous
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Chapitre 1 : Les lymphocytes B, des acteurs du microenvironnement
tumoral longtemps ignorés

1. Surveillance immunitaire des cancers et échappement

Les cellules tumorales se développent dans un microenvironnement supportant la croissance
de la tumeur. Ce stroma est composé notamment de fibroblastes, de vaisseaux sanguins et
lymphatiques issus de la néo-angiogenése, et de la matrice extracellulaire. Les cellules du systeme
immunitaire peuvent également infiltrer le microenvironnement tumoral et influencer le

développement de la tumeur.

1.1. De I'élimination a I'échappement des tumeurs

En 1909, Ehrlich a émis I'hypothese selon laquelle la surveillance par le systéeme immunitaire
permet d’éliminer la majorité des tumeurs émergeantes, et que sans ce phénomene la fréquence de
cancer serait beaucoup plus élevée. Burnet a par la suite formulé la théorie de I'immunosurveillance,
postulant que des cellules immunitaires sentinelles provenant du thymus surveillent les tissus afin de
détecter I'apparition de cellules cancéreuses (Burnet, 1970). Ce role du systéeme immunitaire dans le
développement des tumeurs a été précisé par Robert Schreiber en 2002 sous la forme d’une théorie
dite des trois E pour Elimination/Equilibre/Echappement (figure 1, Dunn et al., 2002), dans laquelle il
postule que le réle du systeme immunitaire dans le microenvironnement tumoral (MET) évolue au
cours du développement de la tumeur. Tout d’abord, les cellules immunitaires peuvent tuer les cellules
tumorales naissantes pendant la phase d’élimination, qui vraisemblablement est trés efficace et
explique que I'apparition de tumeurs est relativement limitée. Cependant, la pression exercée par le
systeme immunitaire conduit a la sélection de cellules tumorales ayant subi des mutations qui leur
permettent de résister a I'attaque des cellules immunitaires. Ce phénomeéne appelé « immuno-
editing » se reflete en partie par la perte de I'expression des antigenes (Ags) tumoraux par les cellules
tumorales, empéchant leur reconnaissance par les cellules immunitaires, mais également par la mise
en place de mécanismes supprimant la réponse immunitaire anti-tumorale. Cette phase d’équilibre,
qui est souvent asymptomatique peut probablement durer pendant plusieurs mois voire plusieurs
années sans que la tumeur ne soit détectée chez le patient. L'accumulation de mutations avantageuses
pour la tumeur conduit a une phase d’échappement pendant lagquelle le systéeme immunitaire ne peut
plus contréler la croissance de la tumeur qui va alors se développer voire se disséminer a des sites
distants pour former des métastases.

Différentes cellules immunitaires jouent un role tout au long de ce processus. Certaines sont

capables de tuer les cellules tumorales et de jouer un réle dans I'immunosurveillance des tumeurs
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permettant leur élimination, tandis que d’autres exercent un réle pro-tumoral par des fonctions

immunosuppressives et conduisent a I'échappement des cellules tumorales (figure 1).

010 e
IL- iNg
dci —T hﬁs_h@

IL-10
PGE,

KGZD'LAntigénetumoral

Elimination Equilibre Echappement

S
@ Cellule normale @ Cellule tumorale 'iﬁr Cellule tumorale mourante

Figure 1 : Hypothése des trois E dans I'immunité anti-tumorale. Lors de I'apparition de cellules tumorales, des
cellules de I'immunité innée comme les cellules NK sont capables de lyser les cellules tumorales. De plus, la
présentation des Ags tumoraux par les DC sur le CMH-I ou Il permet I'induction de différentes populations de
lymphocytes T (LT) effecteurs, permettant notamment la lyse des cellules tumorales par les LT CD8* (phase
d’élimination). Suite a des mutations dans les cellules tumorales, seuls les clones pouvant échapper aux cellules
immunitaires infiltrant la tumeur persistent, par un phénoméne d’'immuno-editing. La tumeur n’est alors plus
entierement controlée par les cellules immunitaires et on parle de phase d’équilibre qui peut étre longue et
asymptomatique, pendant laquelle la tumeur ne se développe pas. L’accumulation de ces mutations par les
cellules tumorales leur permet d’échapper aux cellules effectrices et de recruter des cellules
immunosuppressives, permettant a la tumeur de se développer (phase d’échappement).

1.2. L'immunosurveillance permettant I'élimination des cellules tumorales

Différentes cellules et composantes du systeme immunitaire inné et adaptatif participent a
I’élimination des cellules tumorales.

Tout d’abord, les fonctions cytotoxiques des cellules Natural Killer (NK), des lymphocytes T (LT)
CD8", et des neutrophiles permettent de tuer les cellules tumorales. Les neutrophiles sont capables de
tuer des cellules tumorales in vitro par différents mécanismes, dont le relargage d’espéces réactives
de I'oxygéne et la sécrétion de pieges extracellulaires appelés NET (Clark and Klebanoff, 1975; Yan et
al., 2014). Les cellules NK sont des cellules cytotoxiques de I'immunité innée capables de lyser des
cellules infectées par des virus et les cellules tumorales, de maniére indépendante de I'Ag (Karre et al.,

1986), et sont nécessaires a I’élimination des tumeurs in vivo chez la souris (Ljunggren and Karre, 1985).
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Les cellules NK peuvent tuer les cellules tumorales in vivo par la sécrétion de perforine (Broek et al.,
1995), mais également par I'expression de TRAIL, qui provoque l'apoptose des cellules tumorales
(Takeda et al., 2001). Ainsi, le blocage de TRAIL par des anticorps (Acs) dans un modéle murin de cancer
du poumon réduit la mort des cellules tumorales. Chez I'Homme, les cellules NK isolées de sang de
patients atteints de cancer du sein par exemple sont capables de tuer des cellules tumorales
autologues ou allogéniques (Shenouda et al., 2017). De plus, une forte densité de cellules NK est
associée a une meilleure survie des patients dans plusieurs types de cancers solides (Waldhauer and
Steinle, 2008). Cependant, les cellules NK peuvent étre inhibées dans les tumeurs et devenir
anergiques et incapables de tuer les cellules tumorales, expliquant qu’elles n’éliminent pas forcément
la tumeur méme si elles sont présentes. Dans les tumeurs pulmonaires chez 'Homme, les cellules NK
infiltrant la tumeur sous-expriment les récepteurs activateurs CD16, ILT2, DNAM-1, NKp30 et NKp80
sous l'influence du TGFB produit par la tumeur (Platonova et al., 2011). Les fonctions de dégranulation
et de production d’IFNy, toutes deux impliquées dans le réle anti-tumoral des cellules NK, sont
également inhibées dans ce cancer. Les LT CD8*, cellules cytotoxiques de I'immunité adaptative,
spécifiques d’'un Ag, sont également nécessaires a |'élimination des cellules tumorales dans les
modeéles tumoraux murins (Townsend and Allison, 1993). La présence en forte densité dans les
tumeurs des LT CD8* cytotoxiques est aussi associée a un meilleur pronostic dans de nombreux cancers
solides comme les cancers du célon (Pagés et al., 2009), du sein (Mahmoud et al., 2011), et de I'ovaire
(Leffers et al., 2008). Dans les tumeurs de |'ovaire, la valeur pronostique positive des LT CD8* concerne
les cellules présentes dans les nids tumoraux et non pas les cellules présentes dans le stroma,
soulignant I'importance du contact entre ces cellules avec les cellules tumorales (Sato et al., 2005). Par
ailleurs, un ratio élevé de LT CD8" par rapport aux LT régulateurs (LTreg), cellules immuno-
suppressives, permet une discrimination des patients encore plus pertinente lorsque I'on étudie leur
survie (Sato et al., 2005).

Les cytokines produites par les cellules immunitaires infiltrant les tumeurs participent
également a I'élimination des cellules tumorales. Les LT CD4" auxiliaires (LTh) peuvent produire de
nombreuses cytokines en fonction de leur polarisation. Les LTh1, qui produisent principalement de
I'IFNy, de I'lL-2, et du TNFa, exercent principalement un r6le anti-tumoral, alors que les LTh2
producteurs d’IL-4, IL-5 et IL-13 jouent le plus souvent un réle pro-tumoral. Ainsi, la présence de
chimiokines permettant le recrutement LTh1 est associée a un bon pronostic dans le cancer du rein
(Kondo et al., 2006), de la méme maniére que la prédominance de cytokines associées aux LTh1 par
rapport aux LTh2 dans les tumeurs de I'ovaire (Hao et al., 2016). L'IFNy est une cytokine cruciale dans
I'immunité anti-tumorale qui peut étre produite par les LT CD8*, par les LT CD4" auxiliaires Th1 et par
les cellules NK. Les tumeurs se développent plus rapidement chez les souris injectées avec un anti-IFNy

ou déficientes pour le récepteur de cette cytokine, a la fois dans des modéles murins de tumeurs
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transplantées (fibrosarcome Meth A, Dighe et al.,, 1994) et de tumeurs induites par du
methylcholanthrene (Kaplan et al., 1998), indiquant que I'lFNy est nécessaire au contrdle de la tumeur.
Différents mécanismes ont été mis en évidence pour expliquer ce réle. L'IFNy peut tout d’abord agir
directement sur les cellules tumorales en augmentant I'expression du complexe majeur
d’histocompatibilité¢ (CMH) de type |, ce qui permet une meilleure reconnaissance des cellules
tumorales par les LT CD8*, comme démontré dans un modeéle murin de cancer de la prostate (Martini
et al, 2010). L'IFNy peut également, par l'intermédiaire de l|'activation de STAT1, inhiber la
prolifération (Chin et al., 1996) et induire I'apoptose des cellules tumorales humaines et murines in
vitro et in vivo (Chin et al., 1997; Detjen et al., 2001; Komita et al., 2006). L'IFNy peut aussi moduler la
fonction des cellules immunitaires en activant les macrophages pour les mener a éliminer des cellules
infectées ou tumorales (Schreiber et al., 1986), et en augmentant la motilité et la cytotoxicité des LT
CD8* (Bhat et al., 2017). Cette cytokine produite a la fois par des cellules recrutées rapidement, les
cellules NK, et par des LT recrutés plus tardivement dans la tumeur, peut jouer un réle tout au long du
développement de la tumeur, et I'IFNy produit par les cellules NK pourrait contribuer au recrutement
d’autres populations immunitaires dans la tumeur. Cependant, certaines lignées tumorales humaines
sont insensibles a I'IFNy du fait d’'une perte d’expression de son récepteur, ce qui suggere une
adaptation des cellules tumorales pour résister a la réponse immunitaire. Il a d’ailleurs été montré
dans des souris déficientes pour I'IFNy que cette cytokine pourrait étre impliquée dans I'immuno-
editing en favorisant la sélection d’altérations génétiques (Takeda et al., 2017).

L'induction d’une réponse anti-tumorale adaptative nécessite la présentation d’Ags exprimés
par les cellules tumorales aux LT. Ces Ags peuvent étre des protéines normalement exprimées dans
I’organisme, mais surexprimées ou exprimées de maniére ectopique dans le tissu tumoral, ou ayant
subi des mutations, créant ainsi des néo-Ags. Certaines protéines virales ou dérivées de séquences
rétrovirales endogenes peuvent également étre exprimées par les cellules tumorales et constituer des
Ag tumoraux. Le TCR des LT CD4* reconnait des peptides présentés sur le CMH-II, exprimé de maniere
constitutive par les cellules présentatrices d’Ags (CPA) professionnelles, c’est-a-dire les lymphocytes B
(LB), les macrophages et les cellules dendritiques (DC). La primo-activation des LT CD8* nécessite la
présentation croisée des Ags, c’est-a-dire la capture par des CPA d’Ags exprimés par la cellule tumorale
et leur présentation sur le CMH-I. Cette capacité de présentation croisée est restreinte a certaines
sous-populations de cellules dendritiques. Dans tous les cas, les DC conventionnelles (cDC, en
opposition aux DC plasmocytoides) sont considérées comme les principales CPA capables d’activer les
LT grace a leur capacité a migrer jusqu’aux organes lymphoides secondaires (OLS) pour éduquer les LT,
a capturer et présenter les Ags sur le CMH-I et le CMH-II, et a exprimer les molécules co-stimulatrices
et les cytokines nécessaires a la différenciation des LT en cellules effectrices et mémoires. Différents

arguments montrent que les DC sont essentielles pour I'induction d’une réponse T anti-tumorale. Tout
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d’abord, la déplétion chez la souris des DC CD11c*, comprenant les différentes populations de cDC,
empéchent l'induction de LT CD8* cytotoxiques et producteurs d’IFNy permettant I’élimination non
seulement de pathogeénes (Jung et al., 2002), mais également de tumeurs (Murillo et al., 2009). De
plus, I'injection chez la souris de DC chargées avec des Ags tumoraux permet le rejet de cette tumeur,
notamment grace a I'expansion des LT CD8"* spécifiques et producteurs de cytokines anti-tumorales
(Celluzzi et al., 1996; Thurner et al., 1999). Dans un modéle murin de déplétion des DC dans la phase
précoce versus tardive du développement de tumeurs ovariennes, il a été montré que les DC jouent
initialement un réle anti-tumoral en induisant des LT CD8 cytotoxiques, puis un réle pro-tumoral via
I"acquisition de fonctions tolérogénes (Scarlett et al., 2012). Il a par ailleurs été montré que les DC
majoritairement impliquées dans la présentation croisée des Ags aux LT CD8* sont les cDC1 exprimant
le facteur de transcription Batf3 et caractérisées par I'expression de XCR1, ainsi que CLEC9A et BDCA3
chez I’'Homme et CD103 ou CD8a chez la souris. L'utilisation de souris déficientes pour Batf3 montre
en effet que ces cellules sont indispensables au rejet de tumeurs et a l'induction de LT CD8*
cytotoxiques dirigés contre les cellules tumorales (Hildner et al., 2008). Chez I’'Homme, une forte
densité de DC matures, caractérisées par |'expression de DC-LAMP, constitue un facteur pronostique
favorable dans le cancer du poumon (Goc et al., 2013). Par ailleurs, I'exploitation des données du
transcriptome de base de données publiques TCGA (The Cancer Genome Atlas) montre qu’une
signature de cDC1 dans la tumeur est associée a une meilleure survie des patients dans plusieurs types

de cancers solides (Broz et al., 2014).

Différentes populations cellulaires sont donc nécessaires a I’élimination des tumeurs, que ce
soient les DC, capables de présenter les Ags tumoraux aux LT pour permettre la reconnaissance des
cellules tumorales, les cellules NK et les LT eux-mémes permettant d’induire la mort des cellules

tumorales.

1.3. Un détournement du systeme immunitaire favorise le développement des tumeurs

Malgré I'existence d’une réponse immunitaire anti-tumorale, la tumeur se développe souvent
grace a des mécanismes d’échappement, en empéchant sa reconnaissance par les cellules
immunitaires et/ou en favorisant la mise en place d’un environnement immunosuppresseur.

Des mécanismes intrinseques aux cellules tumorales conduisent a une absence de leur
reconnaissance par les cellules immunitaires, et ils sont dus au moins en partie a la pression du systeme
immunitaire, phénomene appelé immuno-edditing. L'impact des LT sur la tumeur par exemple a été
mis en évidence dans le cancer de I'ovaire, dans lequel les cellules tumorales présentent des mutations
différentes en fonction des clones de LT présents a leur proximité (Zhang et al., 2018a). Les cellules

tumorales qui arrivent a croitre ont subi des mutations leur permettant d’échapper aux cellules
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immunitaires, notamment via une perte d’expression des Ags reconnus par les LT infiltrants ou des
altérations fonctionnelles de la machinerie de présentation des Ags sur le CMH-I, comme décrit pour
la B2-microglobuline par exemple (Bicknell et al., 1996).

Les cellules tumorales peuvent également produire des molécules immunosuppressives
inhibant les cellules immunitaires infiltrant la tumeur. Elles peuvent exprimer des enzymes comme IDO
(Indoleamine 2,3-dioxygénase) transformant le tryptophane en kynurénine entrainant I'apoptose des
LT, mais aussi sécréter des cytokines telles I'IL-10 ou le TGFB, qui peuvent inhiber les fonctions
effectrices des LT CD8* et induire le recrutement de cellules immunitaires immunosuppressives. L’IL-
10 inhibe la production d’IL-12 par les DC, ce qui conduit a une diminution des réponses Th1l et des
fonctions cytotoxiques des LT CD8* (Ruffell et al., 2014), et le TGFB peut inhiber la production des
granzymes par les LT CD8* (Thomas and Massagué, 2005), ce qui empéche I'élimination des tumeurs.
Le TGFp favorise également la différenciation de LT régulateurs (LTreg, (Hadaschik and Enk, 2015) qui
peuvent eux-mémes inhiber les LT CD8* cytotoxiques en produisant du TGFB (Chen et al., 2005). Dans
des modeles murins de tumeurs, les LT CD4*CD25" ayant des propriétés régulatrices s’accumulent dans
les tumeurs (Yu et al., 2005), et la déplétion des cellules CD4* ou des cellules CD25* (Onizuka et al.,
1999), permettant notamment d’éliminer les LTreg, conduit a I’élimination des tumeurs in vivo. Chez
I'Homme, la présence de LTreg est généralement associée a un mauvais pronostic, dans les cancers du
sein (Gobert et al., 2009), de I'ovaire (Curiel et al., 2004), et du foie (Fu et al., 2007) par exemple. Les
macrophages de type M2 peuvent également infiltrer les tumeurs solides et, contrairement aux
macrophages de type M1, exercent des fonctions anti-inflammatoires et un réle pro-tumoral. Les M2
peuvent comme les LTreg produire de I'IL-10 et du TGFB, mais également exprimer des enzymes
comme l'arginase 1 et iNOS, permettant d’inhiber les fonctions cytotoxiques des LT CD8*.
L’environnement tumoral peut reprogrammer les macrophages vers un phénotype M2 (Sousa et al.,
2015), et une forte densité de ces cellules est associée a une plus forte progression tumorale dans les
cancers gastriques (Yamaguchi et al., 2016) et a une moins bonne survie des patients atteints de cancer
du pancréas (Hu et al., 2016) ou du sein (Miyasato et al., 2017). Les neutrophiles et les cellules
myéloides suppressives dérivées de monocytes peuvent également promouvoir la croissance
tumorale, soit en favorisant la prolifération et les capacités d’invasion des cellules tumorales soit en
inhibant les cellules immunitaires effectrices (Galdiero et al., 2013; Qu et al., 2016).

Enfin, les cellules tumorales peuvent devenir résistantes a la lyse par les cellules immunitaires
cytotoxiques en exprimant des ligands de récepteurs de mort, induisant la mort des cellules effectrices
exprimant ces récepteurs, ou en exprimant des ligands de points de contrdle immunitaire (ICP-L)
inhibiteurs. L’exposition chronique des LT a I’Ag conduit a I'épuisement de ces LT, qui vont alors

exprimer de nombreux ICP inhibiteurs (ICPi), qui peuvent étre engagés par les ligands exprimés par les
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cellules tumorales et augmenter 'inhibition des fonctions des LT. Les LT ne sont alors plus capables
d’exercer leurs fonctions anti-tumorales, ce qui permet la croissance de la tumeur.

De nombreux mécanismes sont donc mis en place par la tumeur pour permettre sa croissance,
en empéchant sa reconnaissance par le systéme immunitaire et/ou en favorisant le recrutement de
cellules immunosuppressives inhibant la réponse anti-tumorale. Les cytokines et chimiokines

produites dans le MET jouent un role crucial dans cet échappement.

1.4. Exploiter les connaissances sur le microenvironnement immunitaire des tumeurs pour

développer de nouvelles thérapies

a. Analyser I'ensemble des cellules immunitaires infiltrant la tumeur

Les premieres études de linfiltrat immunitaire des tumeurs se sont essentiellement
concentrées sur un type cellulaire particulier. Cependant, étudier I'ensemble de l'infiltrat permet de
mieux comprendre les interactions entre les différentes cellules et I'impact global du systéme
immunitaire sur la tumeur. L'importance d’étudier plusieurs populations immunitaires a tout d’abord
été mise en évidence par Jérome Galon par I'établissement de I'immunoscore, qui consiste en la
considération simultanée de la densité de LT CD8* et de LT CD4* mémoires déterminée par IHC. La
prise en compte de ces deux populations permet d’atteindre une valeur prédictive bien supérieure a
la considération de populations isolées, mais aussi a la prise en compte des parametres clinico-
pathologiques étudiés auparavant, dans le cancer du célon (Galon et al., 2012). D’autres études ont
documenté l'infiltrat immunitaire des tumeurs dans son ensemble grace a l'utilisation de données
transcriptomiques disponibles sur la base de données du TCGA (Gentles et al., 2015; Thorsson et al.,
2018), mais également grace a des techniques d’imagerie multiplexes permettant de combiner jusqu’a
36 marqueurs (Keren et al., 2018). Ces deux types d’approches mettent en évidence que les
proportions des différentes populations de cellules immunitaires varient en fonction des types de
cancers, mais également entre les patients atteints d’un méme type de cancer. Les cellules majoritaires
dans les tumeurs sont généralement les LT ou les macrophages, et de maniére cohérente avec les
études précédentes, une dominance de M2 est associée a un mauvais pronostic, tandis qu’une
prédominance de cellules de type 1, comme les LT CD8, les LTh1l et les M1, est associée a un bon
pronostic. L'imagerie permet en outre d’étudier la localisation des cellules et met en évidence que
différents profils d’organisation des cellules immunitaires par rapport aux cellules tumorales sont
observables. Les cellules immunitaires peuvent étre agrégées ou éparses au sein de la tumeur, et cela
est associé a des différences d’expression des ICP-L : ils sont majoritairement exprimés par les cellules

immunitaires dans le premier cas, et par les cellules tumorales dans le deuxieme cas. Cette localisation
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pourrait influencer la survie des patients, car les tumeurs ayant des cellules immunitaires agrégées
présentent un meilleur pronostic (Keren et al., 2018).

Le répertoire des lymphocytes infiltrant les tumeurs et leur capacité a reconnaitre des Ags
tumoraux est également un point essentiel a considérer. Des études récentes montrent que seule une
minorité des LT présent dans le MET sont spécifiques d’Ag tumoraux. Yannick Simoni et collaborateurs
ont ainsi démontré dans les cancers du c6lon et du poumon que seuls les LT CD8* exprimant CD39 sont
spécifiques d’Ag tumoraux et que leur densité, trés variable entre les patients, est corrélée avec le
statut mutationnel (Simoni et al., 2018). Sur la base d’une forte expression de PD-1, des observations
assez similaires ont été réalisées dans le mélanome (Gros et al., 2014). Une étude tres récente par le
groupe de Ton Schumacher du répertoire TCR des LT infiltrant les mélanomes et les tumeurs de |'ovaire
et du cbélon montre qu’en moyenne 10% des LT CD8* sont capables de reconnaitre des cellules
tumorales autologues, avec une extréme variabilité inter-patient (Scheper et al., 2019). Méme s'il
existe souvent une similitude de contexture immunitaire entre tumeur primaire et métastases (Remark
et al., 2013), la densité de l'infiltrat immunitaire et surtout la diversité clonotypique des LT varient
également en fonction de la zone tumorale et des mutations exprimées par les cellules tumorales,
comme il a été montré dans le cancer de |'ovaire (Zhang et al., 2018a) et du colon (Angelova et al.,
2018). Cette hétérogénéité intra-patient est étroitement liée a la nature des Ag exprimés par les clones
tumoraux et influe sur le développement des métastases (Angelova et al., 2018; Zhang et al., 2018a).

La densité et la qualité de l'infiltrat immunitaire des tumeurs varient donc fortement d’un type
de cancer a un autre, entre patients, mais également au sein d’'un méme patient en fonction de la zone
tumorale et du temps. Il est néanmoins possible de dégager des caractéristiques communes pour
former des groupes de patients. Il reste maintenant a tirer les conséquences de ces connaissances pour

les appliquer au traitement et a la prise en charge des patients.

b. Utiliser les cellules immunitaires en thérapie pour éliminer les tumeurs

Les connaissances sur la réponse anti-tumorale ont permis la mise en place d’un certain
nombre de traitements. Parmi les voies explorées, la vaccination avec des DC chargées avec un Ag
tumoral pour induire des LT capables de tuer les cellules tumorales présente jusqu’ici peu de succes
dans les phases 3 des essais cliniques (Wong et al., 2016). L'utilisation de « CAR T cells », des LT
exprimant un récepteur modifié avec le but de cibler les cellules tumorales par ces LT obtient a ce jour
plus de succes dans les cancers hématologiques (Gomes-Silva and Ramos, 2018). Les immunothérapies
utilisées aujourd’hui et présentant un succés important dans les tumeurs solides agissent
principalement en permettant de lever le frein imposé aux LT infiltrant la tumeur en inhibant les ICPi
ou leurs ligands (ICP-L). Les deux molécules principalement ciblées aujourd’hui sont CTLA-4 et PD-1,

découvertes par James Allison et Tasuku Honjo, qui ont par la suite exploré la possibilité de cibler ces
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molécules en immunothérapie du cancer, travaux qui leur ont valu le prix Nobel de médecine en 2018.
Ces molécules sont des ICPi qui vont entrainer I'inhibition des LT suite a I'interaction avec leurs ligands.
Des études postérieures ont démontré que le blocage de telles molécules dans des modeles murins de
cancer (Leach et al., 1996), puis chez les patients (Ribas et al., 2005; Topalian et al., 2012), permet
I’élimination des tumeurs et une augmentation durable de la survie d’une proportion de patients. Ces
thérapies par blocage des ICPi sont trés efficaces lorsqu’elles fonctionnent, mais cela n’est vrai que
pour une fraction des patients trés variable en fonction des types de tumeurs. En effet, le taux de
réponse peut atteindre plus de 50% dans le mélanome, tandis qu’il ne dépasse pas 15% dans d’autres
cancers. Différents parameétres sont corrélés partiellement avec le taux de réponse aux
immunothérapies, comme [I'expression des ICP cibles dans le MET (Gibney et al.,, 2016).
L'immunogénicité des tumeurs et la quantité ainsi que la qualité de l'infiltrat immunitaire sont
également des parametres a ne pas négliger dans la compréhension de [Iefficacité des
immunothérapies. En effet, le taux de réponse est corrélé en partie avec la charge mutationnelle des
cellules tumorales et le nombre de néo-épitopes potentiels créés par les mutations (Schumacher and
Schreiber, 2015), mais également avec la densité de LT CD8" infiltrant la tumeur avant le début du
traitement (Chen et al., 2016; Tumeh et al., 2014) et la présence de structures lymphoides dans le MET
(Messina et al., 2012). Un répertoire TCR restreint de ces LT, correspondant a une réponse clonale, est
également prédictif d’une meilleure réponse, soulignant I'importance de la qualité de ces LT (Tumeh
et al., 2014). Au contraire, une hétérogénéité de l'infiltrat et des antigenes exprimés au sein d’'une
tumeur est associée & une moins bonne réponse au thérapie anti-ICP (McGranahan et al., 2016). A |a
fois une faible hétérogénéité des néo-antigénes exprimés et du répertoire TCR est donc nécessaire a
une meilleure réponse aux immunothérapies par blocage d’ICP inhibiteurs. Les facteurs étudiés ne sont
pas des indicateurs absolus de la réponse a ces traitements et varient entre les différents types de
cancers, rendant ainsi lI'identification d’autres facteurs toujours nécessaire. Dans les tumeurs du sein
et de I'ovaire, que nous avons étudiées dans nos travaux, les taux de réponse a ces immunothérapies
restent inférieurs a 20% démontrant la nécessité de mieux connaitre le microenvironnement
immunitaire de ces tumeurs afin de déterminer les meilleures molécules a cibler et les meilleures
combinaisons de traitement possibles, ainsi que les mécanismes de résistances primaires et acquises

aux traitements existants.

De nombreuses études, conduites a la fois chez I’'Homme et dans des modéles murins, ont
permis de mieux comprendre les fonctions des cellules immunitaires dans les tumeurs, avec
I'identification et la caractérisation d’entités pro- et anti-tumorales au sein des LT, des macrophages,
et des DC. Cette hétérogénéité fonctionnelle est beaucoup moins bien appréciée pour les LB qui ont

longtemps été négligés, mais sont pourtant des acteurs clés du MET.
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2. Les lymphocytes B, des cellules pro- ou anti-tumorales ?

2.1. Ontogénie et différenciation des lymphocytes B

a. Différenciation des lymphocytes B naifs en cellules mémoires et en plasmocytes

Les LB sont des cellules du systeme immunitaire adaptatif générées dans la moelle osseuse a
partir de progéniteurs immatures appelés les cellules pro-B. Ces cellules subissent différents processus
afin de devenir des cellules matures exprimant un récepteur spécifique a I’Ag (B Cell Receptor, BCR)
fonctionnel. Pour cela, les génes des chaines légeres et lourdes du BCR subissent des réarrangements
géniques des différents fragments V (Variable) et D (de Diversité), avec les fragments J (Jonctions)
supplémentaires pour les chaines lourdes. Aprés une premiére phase de réarrangements, les LB
immatures suivent un processus dit de tolérance centrale qui permet d’éliminer les LB avec un BCR
non fonctionnel ou ayant une trop forte avidité pour les auto-Ags. Les génes des chaines légeres
peuvent ensuite subir de nouveaux réarrangements (« receptor-editing ») pour ajuster la spécificité
du BCR. A la fin du processus de maturation dans la moelle osseuse, les LB obtenus sont des LB
transitionnels caractérisés par I'expression d’lgM et IgD en surface ainsi que des marqueurs CD24,
CD38, et par leur capacité a quitter la moelle osseuse pour rejoindre la circulation sanguine et les OLS
pour devenir des LB naifs (figure 2).

Dans les OLS, les LB rencontrent I’Ag et interagissent avec des LT auxiliaires folliculaires (LTfh),
ou pré-LTfh, en dehors des follicules. A Iissue de cette interaction, une partie des LB se différencie
localement, de maniere extra-folliculaire, tandis que l'autre partie rejoint les follicules pour se
différencier en subissant la réaction du centre germinatif (CG). La différenciation extra-folliculaire
aboutit a des plasmocytes (PC) et des LB mémoires a IgM. Cette voie de différenciation est plus rapide
que la différenciation dans les follicules, et il est souvent considéré que les PC obtenus sont a courte
durée de vie, mais cette caractéristique est maintenant remise en cause et il a été montré que ces PC
peuvent survivre sur de longues durées (Bohannon et al., 2016). Dans les follicules, les LB subissent
une expansion massive, formant ainsi la zone sombre des CG, ainsi que des hypermutations
somatiques qui vont modifier I’affinité de leur BCR. lls migrent ensuite dans la zone claire des CG, dans
laquelle les LB ayant une forte affinité pour I’Ag présenté par les cellules dendritiques folliculaires (FDC)
survivent et présentent I’Ag aux LTfh dirigés contre ce méme Ag, tandis que les LB ayant une faible
affinité pour I’Ag vont mourir par apoptose (Anderson et al., 2009). La présentation de I’Ag sur le CMH-
Il des LB au TCR des LTfh, accompagné d’un signal de co-simulation par I'interaction entre CD28 sur les
LT et CD80/CDS86 sur les LB, augmente I'expression de CD40L par les LTfh. L’'engagement de CD40 sur
les LB par le CD40L est nécessaire a la formation des CG, mais également a la commutation de classe

des LB lors de leur différenciation (Kawabe et al., 1994). Par conséquent, le signal de co-simulation
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délivré au LT par les LB est indispensable & une bonne différenciation des LB (Borriello et al., 1997). A
la suite de la réaction du CG, les LB se différencient en LB mémoires ou en PC qui, suite a la
commutation isotypique, n’expriment plus IgD, mais IgA, 1gG, ou IgE, ou conserve I'expression d’IgM.
Chez ’'Homme, il existe quatre sous-classes d’IgG et 2 sous-classes d’IgA. La classe d'immunoglobulines
(Ig) exprimées par les LB différenciés est majoritairement déterminée par les cytokines produites par
les LTfh, les cytokines majoritairement identifiées étant I'lFNy (Coffman et al., 1989) et I'IL-21 (Avery
et al., 2008) pour les IgG, le TGFB pour les IgA (Cerutti, 2008), et I'lL-4 pour les IgE (Coffman et al.,
1989).

b. Marqueurs de surface caractérisant les différents stades de maturation des LB

Les LB transitionnels quittant la moelle osseuse expriment IgM et IgD a leur surface, ainsi que
les molécules CD19, CD20, CD24 et CD38, comme les LB naifs qui perdent uniquement le marqueur
CD38 a leur surface. Les LB du centre germinatif ré-expriment CD38, mais ont perdu I'expression de
CD24 et IgD lors de la différenciation. Les LB mémoires expriment une seule classe d’lg en surface et
conservent CD19, CD20, et sont généralement définis par I'expression de CD27. Cependant, des LB
mémoires n’exprimant pas CD27 ont été observés, notamment chez des patients atteints de cancer de
I'ovaire (Wu et al., 2011). Les LB mémoires peuvent avoir une trés longue durée de vie en attendant
d’étre réactivés par I’Ag dont ils sont spécifiques. Les PC eux sont définis par une plus faible expression
de CD19 et une absence de CD20, tandis qu’ils expriment fortement CD27 et CD38. Tous les PC
possedent un contingent important d’lg intracellulaires qu’ils peuvent sécréter spontanément, mais
seuls les PC a IgA et a IgM conservent a leur surface un BCR fonctionnel (Blanc et al., 2016; Pinto et al.,
2013). L'engagement du BCR sur ces PC active la voie de signalisation sous-jacente ainsi que
I'internalisation du BCR. Cela suggere que les PC a IgA et IgM pourraient internaliser les Ags reconnus
par leur BCR. Enfin, I'engagement du BCR induit également une meilleure survie des PC a IgA. Par
ailleurs, le stade plasmocytaire est caractérisé par I'expression de deux facteurs de transcription,
Blimp-1 qui participe a la différenciation en PC (Minnich et al., 2016) et est nécessaire a la sécrétion
des Acs (Tellier et al., 2016) et IRF4 qui est également nécessaire a la différenciation des PC et impliqué

dans la commutation de classe (Klein et al., 2006).
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Figure 2 : Différenciation des lymphocytes B dans les organes lymphoides secondaires. Les LB générés dans la
moelle osseuse rejoignent les organes lymphoides secondaires pour se différencier. Cette différenciation est
déclenchée par la rencontre de I’Ag par les LB, et nécessite leur interaction avec des LT CD4*. Une partie des LB
se différencie de maniere extra-folliculaire pour donner naissance principalement a des PC a IgM assurant la
production d’une premiére vague d’Ac. Les autres LB entre dans la réaction du centre germinatif, permettant
leur expansion clonale, I'introduction de mutations somatiques et la commutation de classe induite par des
cytokines et I'engagement de CD40, aboutissant a leur différenciation en LB mémoires et en PC
exprimant/produisant différents types d’lg.

2.2. Différentes populations de LB infiltrent les tumeurs solides

Les LB ont été détectés dans différents types de cancers solides principalement par des
marquages immunohistochimiques et des analyses transcriptomiques. Des cellules exprimant CD20,
un marqueur identifiant I'ensemble des LB a I'exception des PC, sont ainsi détectées dans la majorité
des cancers solides, incluant les cancers pulmonaires (Germain et al., 2014), rénaux (Sjoberg et al.,
2018), mammaires (Coronella et al., 2002), ovariens (Milne et al., 2009), pancréatiques (Castino et al.,
2016), hépatiques (Shi et al., 2013), gastriques (Fristedt et al., 2016), colorectaux (Berntsson et al.,
2016) et le mélanome (Ladanyi et al., 2011). L'utilisation de signatures géniques appliquées aux
données transcriptomiques du TCGA a également permis de mettre en évidence la présence de LB,
mais aussi de PC, dans différentes tumeurs solides (Gentles et al., 2015). Les PC peuvent également
étre observés dans les tumeurs par des marquages IHC dirigés contre CD138 (Berntsson et al., 2016;
Lundgren et al., 2016; Mohammed et al., 2013) ou par la détection des Ig qu’ils produisent (Bosisio et
al., 2016). De rares analyses par cytométrie en flux décrivent plus précisément les sous-populations de
LB dans les tumeurs. Germain et collaborateurs ont mis en évidence que les carcinomes pulmonaires
non a petites cellules (NSCLC) sont infiltrés par des LB a différents stades de différenciation : des LB

naifs, des LB du CG, des LB mémoires, et des PC (Germain et al., 2014). Les tumeurs colorectales sont
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principalement infiltrées par des LB mémoires et des PC, avec un contingent de LB exprimant CD24 et
CD38 correspondant a des LB transitionnels, mais peu de LB naifs (Shimabukuro-Vornhagen et al.,
2014). 'analyse du répertoire BCR par séquencage dans les tumeurs met en évidence qu’une
expansion oligoclonale des LB a lieu dans le MET, notamment dans les cancers du sein médullaires, qui
sont des tumeurs fortement infiltrées par des lymphocytes (Hansen et al., 2001), et chez les patientes
atteintes de cancers du sein canalaires invasifs ou de I'ovaire présentant des structures lymphoides
dans le MET (Coronella et al., 2002; Nielsen et al., 2012), qui pourraient permettre une expansion
locale des LB spécifiques d’antigenes tumoraux. Il a été également montré dans les carcinomes
épidermoides de I'cesophage que le répertoire BCR des LB infiltrant la tumeur présente un profil
oligoclonal tandis que ce n’est pas le cas dans le tissu sain adjacent et dans le sang (Zhang et al., 2018b).
Cette étude montre par ailleurs que le répertoire BCR est hétérogene au sein d’'une méme tumeur,
comme pour les LT. Malgré la possibilité d’'une réponse oligoclonale, qui peut étre dirigée contre des
antigénes tumoraux (Coronella et al., 2002; Hansen et al., 2001), la proportion de LB spécifiques
d’antigenes tumoraux dans les tumeurs n’est pas élucidée a ce jour.

Les PC observés dans les tumeurs peuvent étre sécréteurs de différentes classes d’lg. Les PC
infiltrant les mélanomes primaires sont constitués de PC a IgG et a IgA (Bosisio et al., 2016), et des PC
a 1gG4 infiltrent également ces tumeurs (Karagiannis et al., 2013). Les LB mémoires infiltrant les
tumeurs d’ovaires (Nielsen et al., 2012) ainsi que les PC présents dans les tumeurs de sein (Wang et
al., 2007) et d’ovaire (Kroeger et al., 2016), expriment ou sécretent majoritairement des IgG. Une étude
récente met en évidence le lien entre l'infiltration de tumeurs de sein humaines par des PC et la
présence d’IgA et d’lgG dirigés contre des Ags tumoraux dans des surnageants de tumeurs en culture,
suggérant que des IgA et IgG sont produits in situ, méme si cela n’est pas formellement démontré
(Garaud et al., 2018).

Les LB infiltrant les tumeurs solides sont donc majoritairement des LB mémoires et dans une
moindre mesure des LB naifs et des PC, mais d’autres stades de différenciation des LB peuvent
également étre détectés, comme dans les tumeurs du poumon et du colon. Enfin, des marquages par
IHC de coupes de tumeurs montrent que ces LB sont majoritairement situés en périphérie de la tumeur
ou dans le stroma tumoral, mais peuvent parfois étre au contact des cellules tumorales, et qu’ils

peuvent étre dispersés dans la tumeur et/ou regroupés en amas.
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2.3. Arguments en faveur d’un r6le anti-tumoral des LB

a. Les lymphocytes B sont nécessaires a I'élimination des tumeurs murines et leur

présence est souvent associée a un meilleur pronostic chez 'Homme

Une densité importante de LB identifiés par I'expression de CD20 est associée a un meilleur
pronostic des patients dans la plupart des cancers solides (Berntsson et al., 2016; Castino et al., 2016;
Coronella et al., 2002; Fristedt et al., 2016; Germain et al., 2014; Ladanyi et al., 2011; Milne et al., 2009;
Shi et al., 2013), a I’exception notoire du cancer du rein (Sjoberg et al., 2018), comme discuté dans le
paragraphe précédent. L’exploitation des études transcriptomiques montre que la présence d’une
signature génique des LB est associée a une meilleure survie des patients dans les tumeurs de sein,
d’ovaire (Iglesia et al., 2014; Schmidt et al., 2012), et du poumon (Gentles et al., 2015). La présence de
la signature associée aux PC est également associée a une meilleure survie des patients, ainsi que la
présence de cellules CD138* (Berntsson et al., 2016; Lundgren et al., 2016; Mohammed et al., 2013)
dans différents types de cancer solides.

Dans les modeles murins, la déplétion des LB aprés I'apparition d’'une tumeur, grace a
I'injection d’un Ac anti-CD20 déplétant, conduit a une diminution de I'induction, de la prolifération, et
de la sécrétion de cytokines par les LT CD8" et ainsi a une moins bonne élimination des tumeurs (DilLillo
et al.,, 2010), montrant que les LB sont indispensables a une réponse anti-tumorale efficace. Une
observation similaire est faite dans un modele de déplétion génétique des LB par un knock-out de
BLNK, une protéine impliquée dans la signalisation du BCR indispensable au développement des LB
(Kobayashi et al., 2014). Par ailleurs, le transfert adoptif de LB, isolés de ganglions drainant des tumeurs
mammaires et activés ex vivo avec du LPS et des Acs anti-CD40, dans des souris portant des tumeurs
similaires permet d’activer la sécrétion d’IFNy par les LT infiltrant la tumeur et I’élimination de ces

tumeurs (Li et al., 2011).

L'infiltration des tumeurs par des LB chez 'Homme est ainsi associée majoritairement a une
meilleure survie des patients suggérant qu’ils contribuent a I'induction d’une réponse anti-tumorale
efficace, hypothese qui est supportée par des preuves chez la souris montrant que les LB sont

indispensables a I’élimination des tumeurs et I'induction d’une réponse CDS.

b. Les structures lymphoides tertiaires modifient la réponse anti-tumorale localement

Une organisation fonctionnelle des cellules immunitaires similaire a celle des OLS est parfois
observée dans des contextes inflammatoires, auto-immunitaires, ou tumoraux. Ces structures
appelées structures lymphoides ectopiques ou tertiaires (Tertiary Lymphoid Structure, TLS) sont

caractérisées par la présence d’une zone riche en LB ségrégée de zones riches en LT. Elles peuvent
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également étre constituées de DC matures et de vaisseaux sanguins particuliers appelés HEV (High
Endothelial Venules), spécialisés dans I’extravasation et donc le recrutement des cellules immunitaires,
ainsi que de cellules fibroblastiques réticulaires (FRC) et de cellules dendritiques folliculaires (FDC)
formant des réseaux stromaux pouvant avoir différentes fonctions. Ces structures dans les tumeurs

pourraient donc modifier et/ou amplifier la réponse immunitaire anti-tumorale.

b.1) Mécanismes d’induction des structures lymphoides ectopiques

Lors du développement des OLS, des cellules hématopoiétiques appelées « Lymphoid Tissue
Inducers » (LTi) expriment la lymphotoxine LTalB2 ou le ligand LIGHT qui interagissent avec leur
récepteur, le LTBR, exprimé par des cellules stromales, les LTo (Lymphoid Tissue Organizer). Ces LTo
produisent les chimiokines CXCL13, ligand de CXCR5 exprimé par les LB, et CCL19/ CCL21, ligands de
CCR7 exprimé par les LT, dont le gradient permet la ségrégation des LB et des LT. En paralléle, le signal
induit par I'’engagement du LTBR est également nécessaire a la différenciation des vaisseaux en HEV,
permettant le recrutement des lymphocytes. L'organisation ainsi établie est maintenue grace au
soutien de différentes cellules stromales comme les DC folliculaires (FDC) et les cellules fibroblastiques

réticulaires (FRC).
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Figure 3 : Mécanismes d’induction des structures lymphoides tertiaires dans les tissus non-lymphoides. La
formation de structures lymphoides ectopiques est déclenchée par une inflammation chronique, notamment
dans les tumeurs. L’engagement du récepteur LTBR sur des cellules stromales par LTalB2 et ou LIGHT, en
présence de signaux inflammatoires comme IL-17, conduit a la différenciation des vaisseaux en HEV et a la
production des chimiokines CXCL13 et CCL19/21 qui vont permettre le recrutement des LB et des LT et leur
organisation en zones distinctes. Lors de la mise en place de la structure fonctionnelle, d’autres cellules sont
recrutées, telles que des DC et des FDC. Une fois ces structures mises en place, les LB et les DC présentes
participent au maintien des TLS grace a la production de lymphotoxine.
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Les voies de signalisation impliquées dans la formation des TLS ont été étudiées
majoritairement dans des modeéles inflammatoires et sont similaires a celles décrites pour les OLS
(Figure 3) avec un role central du LTBR, mais les cellules impliquées different. En effet, les LTi ne
semblent pas nécessaires a ce processus, car leur absence n’empéche pas la formation de TLS dans le
poumon suite a une infection par influenza chez la souris (Rangel-Moreno et al., 2011). Au contraire,
dans ce modele, I'lL-17 produite par les LT CD4* est nécessaire a I'induction de la production de CXCL13
et de CCL19 par les fibroblastes pulmonaires. Contrairement au développement des OLS, la présence
de cytokines inflammatoires est nécessaire a la formation des TLS. Cependant, cette étude montre que
comme pour les OLS, la sécrétion des chimiokines par des cellules stromales jouant le r6le de LTo est
nécessaire a la formation des TLS. Cela est également observé dans un modéle murin d’athérosclérose
dans lequel les cellules musculaires lisses produisent les chimiokines CCL13 et CCL21 suite a un
engagement du LTBR, qui permettent le recrutement de LB, de LT, et la formation de HEV (Grabner et
al., 2009). Comme pour les OLS, la LTalB2 est indispensable a la maturation et au maintien des TLS.
Elle peut étre exprimée pas les LT et les LB (McDonald et al., 2005), ou par les DC (Martinet et al.,
2013), ces derniéres étant indispensables au maintien des TLS (GeurtsvanKessel et al., 2009; Ludewig

et al.,, 1998).

b.2) Les structures lymphoides tertiaires permettent le recrutement et

I'activation des lymphocytes T

Différentes stratégies sont utilisées pour identifier les TLS dans les tumeurs solides. La majorité
des études se basent sur une simple coloration HPS (Hématoxiline Phloxine Safran) pour identifier des
amas de cellules lymphocytaires en prolifération correspondant a des CG. Des marquages IHC sont
également utilisés pour révéler la présence de vaisseaux HEV, de DC matures exprimant DC-LAMP, ou
de zones de LT et de LB ségrégées. Des signatures comprenant des genes de chimiokines ont été
également proposées pour identifier les tumeurs ayant des TLS (Chaisemartin et al., 2011; Coppola et
al., 2011).

Des TLS ont été décrites dans différents types de cancers solides et sont souvent associées a
un meilleur pronostic des patients, a I'exception du cancer du foie. Les TLS sont associées a une
meilleure survie des patients et sont observées dans plus de 70% des tumeurs du poumon NSCLC (Dieu-
Nosjean et al., 2008), plus de la moitié des tumeurs de sein quel que soit le sous-type (Lee et al., 2015;
Liu et al., 2017; Martinet et al., 2011), plus de deux tiers des tumeurs du colon (Meshcheryakova et al.,
2014), et un tiers des tumeurs de I'ovaire (Kroeger et al., 2016). Dans les modéles murins de tumeurs,
le développement de TLS peut étre induit grace au ciblage de LTa1B2 (Schrama et al., 2001) ou LIGHT
sur les cellules tumorales ou les vaisseaux du MET (Johansson-Percival et al., 2017; Tang et al., 2016) .

L'induction de la formation de TLS dans des modéles de mélanome, de fibrosarcome, de cancer du
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pancréas ou du cblon permet la régression des tumeurs, due a une augmentation des fonctions
cytotoxiques et de sécrétion de cytokines des LT CD8" et CD4*démontrant une meilleure réponse anti-
tumorale (figure 4). L'injection de LTalP2 dans le mélanome (Schrama et al.,, 2001) induit une
infiltration plus forte de LT CD4* au sein de la tumeur et de LT CD8" en périphérie de la tumeur et a
proximité des TLS. Le nombre de clones de LT CD8" est également augmenté, certains TCR sont
observés a une fréquence plus importante, et ces LT CD8"* sont plus efficaces pour tuer les cellules
tumorales in vitro montrant une plus forte cytotoxicité que chez les souris non traitées par LTalfB2.
L'injection de LIGHT dans le fibrosarcome et les tumeurs du colon (Tang et al., 2016) augmente
également la quantité de LT CD8" infiltrant la tumeur et la sécrétion d’IFNy par ces cellules. Chez
I'Homme, la présence de TLS dans les tumeurs du poumon est associée a la présence de LTH1 et de LT
CD8*, suggérant que les TLS permettent d’orienter les LT vers un phénotype anti-tumoral (Goc et al.,
2014). L’augmentation de la quantité de LT CD8" et de leurs fonctions grace a la présence de TLS est
également suggérée chez ’'Homme dans les cancers de |'ovaire, ou la plus forte densité de TLS dans
les tumeurs est associée a une plus forte densité de LT CD8* et une plus forte expression de genes
associés a la cytotoxicité de ces cellules tels IFNG et GZMB. L'induction de TLS dans les modeles murins
permet également une meilleure réponse au blocage d’ICP inhibiteurs, illustrée par une régression
plus fréquente des tumeurs suite a un traitement par anti-PD-L1 ou anti-CTLA-4 lorsqu’il est

accompagné d’une injection de LIGHT (Johansson-Percival et al., 2017; Tang et al., 2016).

Présence de TLS

—» Augmentation du recrutement des lymphocytes

L » Induction de répanses oligoclonales des LT et des LB

—— Biais vers des LT auxiliaires et cytotoxiques de type 1

—» Différenciation locale des LB en LB mémoires et plasmocytes

Figure 4 : Roles probables des TLS dans les tumeurs.

b.3) Les structures lymphoides tertiaires comme siége du développement d’une

réponse humorale spécifique de la tumeur

Comme les OLS, les TLS présentes dans les tumeurs sont caractérisées par la présence de
follicules B contenant des LB naifs et des LB du CG, ainsi que par la présence de PC en dehors des
follicules (Germain et al., 2014). Les CG des TLS sont composés de LB prolifératifs exprimant I’'enzyme
AID, qui est nécessaire pour les hypermutations somatiques et la commutation de classe, ainsi que des
FDC et des LTfh (Gu-Trantien et al., 2013), ce qui suggere une organisation fonctionnelle permettant

la différenciation locale des LB. Cette hypothése est confortée par I'observation de la majorité des
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stades de différenciation de LB au sein des tumeurs de poumons (Germain et al., 2014). La présence
de TLS est également associée a une plus forte densité de PC dans les tumeurs de I'ovaire, suggérant
que ces structures pourraient favoriser la différenciation ou le recrutement de PC (Kroeger et al., 2016)
(figure 4). De plus, la présence de LTfh est également associée a une meilleure survie des patients
atteints de cancer du sein, soulignant le role essentiel des TLS et possiblement de la différenciation
locale des LB dépendante des TLS dans I'immunité anti-tumorale.

L'observation d’une faible diversité de séquences des genes variables des Ig exprimés par les
LB infiltrant les tumeurs du sein, ainsi que des preuves d’activité de commutation de classe et
d’hypermutation somatique, suggerent que la réponse humorale induite dans les tumeurs contenant
des TLS est oligoclonale et dirigée contre un nombre restreint d’Ags, possiblement des Ags tumoraux
(Coronella et al., 2002; Nzula et al., 2003; Thorsson et al., 2018; Wang et al., 2007). Le séquencage du
BCR des LB infiltrant les tumeurs du sein et de I'ovaire a également permis de corréler la présence de
segments de BCR particuliers dans un sous-type de tumeurs du sein triple-négatives avec la survie des
patientes, suggérant qu’une réponse des LB contre certains Ags est associée a une meilleure réponse
anti-tumorale (lglesia et al., 2014). Dans les tumeurs du poumon NSCLC, la moitié des tumeurs
contiennent des PC ou des LB pouvant se différencier en PC sécrétant des Acs dirigés contre des Ags
tumoraux, ce qui pourrait étre favorisé par la différenciation locale des LB dans des TLS (Germain et

al., 2014).

La présence de TLS dans les tumeurs permet donc le recrutement de cellules immunitaires, a
la fois de LT et de LB. Cette structuration permet une activation des LT, orientant les LT CD4* vers une
polarisation LTH1 et augmentant la sécrétion d’IFNy par les LT CD8" et leurs fonctions cytotoxiques,

ainsi qu’une potentielle différenciation locale des LB.

2.4. Arguments pour un role pro-tumoral des lymphocytes B

La présence de LB dans les tumeurs est majoritairement associée a un meilleur pronostic des
patients, mais une exception est observée dans le cancer du rein. En effet, une forte densité de LB
CD20" identifiés par IHC est associée a une moins bonne survie des patients atteints d’'un carcinome
rénal (lglesia et al.,, 2014; Sjoberg et al., 2018). Nous avons vu également que l'analyse du
transcriptome pan-cancer chez 'Homme met en évidence que I'association d’une signature des LB
n’est pas systématiquement associée a une meilleure survie des patients (Gentles et al., 2015). Par
ailleurs, si la présence de PC dans la tumeur est majoritairement associée a un meilleur pronostic des
patients, une forte densité de PC dans le mélanome est associée a une mauvaise survie (Bosisio et al.,
2016), et une proportion élevée d’lgG4 dans le sérum de patients atteints de mélanome est également

associée a une moins bonne survie des patients (Karagiannis et al., 2015).
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Chez la souris, une déficience génétique en LB conduit généralement a une croissance
tumorale moins importante dans différents modeles de tumeurs transplantées. Les LB peuvent en effet
jouer un réle pro-tumoral en augmentant le recrutement des LTreg dans des modeéles de cancer du
sein (Olkhanud et al., 2011; Zhang et al., 2013), et en inhibant les fonctions cytotoxiques des LT CD8*
et la production de cytokines par les LTH1 (Inoue et al., 2006; Qin et al., 1998; Shah et al., 2005), de
maniére dépendante ou indépendante de la sécrétion d’IL-10. Les LB peuvent également favoriser le
recrutement, par l'intermédiaire de dépdts d’Acs, de mastocytes et de granulocytes induisant une
inflammation chronique de I'épithélium (de Visser et al., 2005). Les complexes immuns observés dans
ce modele conduisent également a une activation des DC par I'engagement des FcyR, induisant la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires jouant un réle pro-tumoral (Andreu et al., 2010). Dans les
modeles de cancer du sein utilisant une déplétion des LB grace a des Acs anti-CD20, il a été montré
gu’un tel traitement conduit a la conservation d’une population de LB exprimant faiblement CD20 aux
propriétés régulatrices et a une plus importante croissance tumorale, suggérant des rdles
potentiellement contraires des différentes populations de LB (Bodogai et al., 2013). Cela souligne
I'importance de distinguer les différentes populations de LB pour I'étude de leurs réles pro- versus
anti-tumoraux. De cette maniere, les LB et PC a IgA sont associés a une réduction de la sécrétion d’IFNy
par les LT CD8* et de leur fonction cytotoxique dans des modeles murins de cancer du foie et de la
prostate (Shalapour et al., 2015, 2017).

La possibilité d’un réle pro-tumoral des LB est également reflétée par un role pro-tumoral des
TLS. Dans les cancers du foie chez ’'Homme, les TLS sont observées dans 18% des échantillons et leur
présence est associée a un mauvais pronostic des patients (Finkin et al., 2015). Dans ce type de
tumeurs, la formation de TLS est induite par une suractivation du facteur de transcription NF-kB.
L'utilisation d’'un modele murin dans lequel le géne IKKB est suractivé dans les cellules hépatiques
montre que ces souris développent des hépatocarcinomes avec une pénétrance totale, et que, dans
ce modele présentant une proportion particulierement élevée de TLS, les premiers progéniteurs
tumoraux se développent dans les TLS. Ces structures servent donc de niches aux cellules souches
tumorales. De plus, une forte densité de TLS dans les carcinomes mammaires in situ (CCIS), tumeurs
présentant fréquemment des TLS, est associée a la présence de micro-invasions, suggérant que les
CCIS ayant des TLS ont un risque plus élevé de se transformer en carcinomes invasifs (Kim et al., 2016).
Cette observation est renforcée par le fait que la présence de LB est associée a un mauvais pronostic

dans ces tumeurs (Miligy et al., 2017).

Les LB peuvent donc jouer des réles anti-tumoraux en activant les fonctions cytotoxiques des
LT CD8* et sont souvent associés a une meilleure réponse anti-tumorale chez les patients atteints de

cancer, mais ils sont également capables d’inhiber les réponses cytotoxiques anti-tumorales et de
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favoriser le recrutement de LTreg jouant un réle pro-tumoral. Il est donc nécessaire d’étudier plus en
détail cette population dans les tumeurs afin d’élucider ce qui explique ses différentes fonctions dans

'immunité anti-tumorale.

3. Les syndromes neurologiques paranéoplasiques : un modeéle d’étude des réponses humorales

anti-tumorales

3.1. Des pathologies auto-immunes associées a une forte réponse humorale

Les syndromes paranéoplasiques sont des pathologies auto-immunes rares, en majorité
neurologiques, qui surviennent chez une fraction infime des patients atteints d’un cancer et sont
caractérisées par la production d’Acs dirigés contre des Ags exprimés a la fois dans la tumeur et dans
le cerveau, appelés Ags onco-neuronaux (Bell and Seetharam, 1977; Bell et al., 1976). Ces Acs sont
présents dans le sérum et dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Rosenblum, 1993; Venkatraman and
Opal, 2016) de tous les patients atteints de syndromes neurologiques paranéoplasiques (SNP), et sont
utilisés pour le diagnostic (Honnorat, 2006). La spécificité antigénique des Acs varie en fonction de la
pathologie auto-immune et du type de cancer associé. Des Acs anti-Hu sont ainsi associés a des
encéphalites et a des tumeurs pulmonaires, tandis que les anti-Yo sont souvent détectés dans les
dégénérescences cérébelleuses paranéoplasiques (DCP) en présence de tumeurs de sein ou d’ovaire.
Les Ags ciblés dans cette DCP a Yo (Yo-DCP) sont CDR2 (Cerebellar Degeneration Related Protein 2) et
son paralogue CDR2 like (CDR2L), des protéines dont I'expression est normalement restreinte au
cervelet.

Les cellules responsables de la pathologie auto-immune ne sont pas clairement identifiées. Le
LCR des patients atteints de Yo-DCP contient a la fois des PC et des LT CD8* cytotoxiques (Carpenter et
al., 2008; Melzer et al., 2012), indiquant un réle potentiel de I'immunité cellulaire et humorale. Les Acs
des patients Yo reconnaissent les protéines CDR2 et CDR2L murines, mais leur injection chez la souris
ne conduit pas au développement de la pathologie, et il est donc considéré que les Acs ne sont pas
pathogéniques (Tanaka et al., 1995). Cependant, cela n’exclut pas que les Acs puissent jouer un rdle
important dans le maintien de la maladie, méme s’ils ne sont pas suffisants a son établissement. Bien
que lI'implication des différents composants du systéme immunitaire dans la pathologie auto-immune
ne soit pas entierement comprise, le consensus qui prévaut pour l'initiation de ces syndromes est
gu’une rupture de tolérance contre I’Ag onco-neuronal se produit dans la tumeur ou il est
anormalement exprimé, provoquant une réponse immunitaire contre la tumeur et conduisant au SNP

(figure 5).
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Deux antigénes onco-neuronaux normalement exprimés par les cellules de Purkinje
. CDR2 (Cerebellar Degeneration Related Protein 2)
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Figure 5 : Hypothése qu’une rupture de tolérance immunitaire dans la tumeur est a I'origine des syndromes
neurologiques paranéoplasiques (Exemple de la Yo-DCP).

3.2. Des tumeurs mieux contrdlées par le systéme immunitaire ?

Les carcinomes pulmonaires a petites cellules (SCLC) associés a des Acs Hu sont souvent des
tumeurs restreintes au thorax et peu invasives (Dalmau et al., 1992). De plus, des rejets spontanés de
tumeurs ont été rapportés pour trois patients atteints d’'un syndrome Hu, alors que cela est
extrémement rare chez des patients atteints de cancers pulmonaires non associés a des SNP (Darnell
and DeAngelis, 1993). Un réle de la réponse humorale dans le controle de la tumeur est suggéré par le
fait que des patients sans SNP, mais avec un SCLC, présentent des taux faibles d’Acs Hu, et que la
présence de ces Acs est associée a un meilleur pronostic et a des tumeurs moins agressives (Graus et
al., 1997). Ces différents éléments mettent en évidence une réponse anti-tumorale plus efficace dans
les tumeurs du poumon associées a un SNP par rapport aux autres tumeurs du poumon. Certaines
tumeurs de I'ovaire associées a une Yo-DCP sont également découvertes a des stades précoces,
lorsque la tumeur est encore asymptomatique, grace a une recherche de la tumeur déclenchée par
I'apparition de la pathologie auto-immune. Néanmoins, une forte proportion de tumeurs
gynécologiques associés a des Acs Yo sont agressives et métastatiques (Rojas et al., 2000).

Une autre preuve de la surveillance particuliere de ces tumeurs est leur forte infiltration par

des cellules immunitaires. Les patients présentent des Acs spécifiques de I’Ag onco-neuronal dans le

43



sérum et le LCR comme vu précédemment, ainsi que des LT et des PC dans les mémes fluides (Albert
et al., 2000; de Jongste et al., 2013; Melzer et al., 2012). Mais une réponse immunitaire s’observe
également in situ, dans le tissu tumoral. En effet, les quelques tumeurs associées a des SNP étudiées
sont fortement infiltrées par des LT et des PC (Storstein et al., 2009; Verschuuren et al., 1996). Il a
également été décrit que les LT infiltrant des tumeurs du poumon a petites cellules présentaient un
profil oligoclonal, avec des similarités de famille de TCR VB avec les LT du systeme nerveux (Voltz et
al.,, 1998), suggérant une réponse immunitaire dirigée contre les mémes Ags. Par ailleurs, des LT
cytotoxiques spécifiques de I’Ag CDR2 ont été détectés dans le sang de patients atteints d’'une Yo-DCP,
et sont capables de lyser des cellules présentant le peptide CDR2 sur le CMH-I ex vivo, et donc
vraisemblablement les cellules tumorales (Albert et al., 1998). Les modeéles murins pour étudier plus
en profondeur les mécanismes de réponse immunitaire dans les tumeurs associées aux SNP sont rares,
mais un modele, établi grace a I'expression de I’'hémagglutinine du virus de la grippe dans les neurones,
montre que des LT CD4* et CD8* sont indispensables au contrdle de la tumeur et a I'établissement de

la pathologie neurologique (Gebauer et al., 2016).

Les réponses immunitaires anti-tumorales cellulaires et humorales dirigées contre les Ags du
soi sont dues a une rupture de tolérance contre ces Ags. Dans les SNP, il est généralement considéré
que la rupture de tolérance est due a une expression anormale de I'antigéne onco-neuronal dans la
tumeur, conduisant a une réponse immunitaire dans la tumeur puis dans le cerveau (figure 5). Les SNP
offrent un contexte dans lequel la réponse anti-tumorale est présumée efficace, ce qui offre
I'opportunité d’étudier la contexture immunitaire des tumeurs associées ainsi que les Ags onco-
neuronaux afin d’expliquer quel infiltrat et quelles modifications des Ags permettent une réponse anti-
tumorale efficace. Ce contexte permet également d’étudier les cellules immunitaires intra-tumorales

spécifiques des Ags onco-neuronaux.

De nombreuses études, conduites a la fois chez ’'Homme et dans des modéles murins, ont
permis de mieux comprendre les fonctions des cellules immunitaires dans les tumeurs, avec
I'identification et la caractérisation d’entités pro- et anti-tumorales au sein des LT, des macrophages,
et des DC. Il est également clair aujourd’hui que les LB et la réponse humorale sont des acteurs a ne
pas négliger dans le cancer, mais les bases cellulaires et moléculaires de leur fonction pro- versus anti-
tumorale restent largement méconnues, comparativement aux autres cellules immunitaires. Nous
exposerons dans les deux prochains chapitres les possibles mécanismes pro- et anti-tumoraux
dépendant des LB et impliquant leurs trois fonctions principales : la production d’Acs, la présentation

d’Ags, et la sécrétion de cytokines (figure 6).
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Présentation croisée des Inhibition des LT par les Action sur les Action sur les
antigénes tumoraux ligands de points de cellules immunitaires  cellules tumorales
contrdle immunitaire

Présentation antigénique Production de cytokines

Production d’anticorps

Elimination des Modulation de la Modulation de la Inflammation
cellules tumorales par présentation des fonction des cellules pro-tumorale
(C)CDC/P et ADCC/P antigénes tumoraux immunitaires

Figure 6 : Le rdle des lymphocytes B dans les cancers pourrait dépendre de l'identité des sous-populations
infiltrant les tumeurs et impliquer leurs trois fonctions principales. La présentation antigénique par les LB peut
permettre d’activer les LT CD8+ cytotoxiques, mais également les inhiber lorsqu’ils expriment des molécules de
surfaces immunosuppressives. Les cytokines produites par les LB peuvent agir directement sur les cellules
tumorales en permettant leur élimination ou leur prolifération, mais également sur les autres populations
immunitaires. Enfin, la production d’Acs par les PC peut avoir de nombreux effets a la fois sur les cellules

tumorales et les cellules immunitaires.
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Chapitre 2 : Impact des anticorps sur la croissance tumorale

1. Le développement du cancer est souvent associé a I'induction d’une réponse anticorps

1.1. Des immunoglobulines spécifiques d’antigénes tumoraux comme reflet de

I'immunogénicité des tumeurs

Bien que lI'intérét porté aux LB dans la tumeur soit plus récent que pour les autres populations
immunitaires, les Acs sont étudiés dans le sérum des patients depuis plusieurs décennies. Ils ont
principalement été considérés comme de possibles biomarqueurs tumoraux accessibles de maniere
non-invasive, mais également comme une preuve de leur immunogénicité (Baseler et al., 1987). Les
premieres observations ont révélé une concentration plus importante d’lg sériques chez les patients
dans plusieurs types de cancers solides par rapport a des donneurs sains (Baseler et al., 1987; Guy et
al., 1981). Par la suite, I'analyse de la spécificité de ces Acs dans le sérum des patients a permis de

démontrer leur réactivité contre certains Ags tumoraux et de leur attribuer une valeur pronostique.

a. Méthodes d’identification des cibles des anticorps présents chez les patients atteints

de cancers

Plusieurs techniques ont été utilisées pour identifier les cibles antigéniques des Acs présents
chez les patients atteints de cancer. Les méthodes SEREX (serological identification of antigens by
recombinant expression cloning) (Sahin et al., 1995) et de phage display (Fossa et al., 2004) permettent
d’identifier les protéines exprimées par les cellules tumorales et ciblées par les Acs présents dans le
sérum. Pour cela, les ARN extraits du tissu tumoral subissent une étape de transcription inverse puis
les protéines correspondantes sont exprimées soit dans E. coli (SEREX) soit a la surface de phages
(Phage display) puis mises en présence du sérum des patients. Le séquencage de I’ADN des clones
positifs permet ensuite d’identifier la protéine ciblée par I’Ac. Ces méthodes permettent de mesurer
la présence d’Acs contre une grande quantité de protéines exprimées dans les cellules tumorales, mais
ont tendance a favoriser les protéines fortement exprimées, et sans modification post-traductionnelle
pour le phage display. De plus, certaines protéines ne peuvent étre exprimées a la surface des phages.

D’autres méthodes utilisent les protéines extraites du tissu tumoral, sans passer par un
systeme d’expression extérieur. La méthode SERPA (Serological proteome analysis) utilise I'extrait
protéique en le faisant migrer en deux dimensions sur un gel de polyacrylamide, ensuite incubé avec
le sérum des patients (Klade et al., 2001). Les protéines reconnues sont ensuite identifiées par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC). Cette technique a cependant été peu

efficace pour identifier des protéines reconnues uniqguement chez les patients atteints de cancers et
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pas chez les donneurs sains. Les protéines isolées de la tumeur peuvent également étre purifiées pour
réaliser différents ELISA avec le sérum des patients, éliminant la nécessité d’'une méthode
d’identification des protéines, mais la purification des protéines est une étape lourde a réaliser. Les
cibles des Acs présents dans le sérum des patients peuvent également étre identifiées en isolant
directement les Acs, grace a la méthode MAPPing (Multiple Affinity Protein Profiling) (Hardouin et al.,
2007). Les protéines présentes dans les complexes immuns sont séparées des Acs par des étapes de
chromatographie, puis sont identifiées par HPLC ou par spectroscopie de masse. Ces deux derniéres
méthodes ont l'avantage de prendre en compte les modifications post-traductionnelles et la
conformation des protéines contrairement aux techniques précédentes.

Désormais, la plupart des études visant a identifier les cibles antigéniques des Acs présents
chez les patients utilise des protéines recombinantes pour la réalisation d’ELISA (souvent limités aux
Ag tumoraux déja décrits) ou d’analyse par microarrays permettant de couvrir tout ou partie du

protéome (Gnjatic et al., 2010).

b. Diversité des réponses anticorps entre les patients et les types de cancers

De nombreuses spécificités antigéniques ont été identifiées grace a ces techniques, mais
concernent principalement les 1gG présents dans le sérum des patients. Une des premieres
informations importantes provenant de ces différentes données est que de nombreuses spécificités
antigéniques observées dans le sérum des patients ne sont pas retrouvées chez des donneurs sains, et
sont donc liées a la présence de la tumeur. Par ailleurs, une grande diversité existe, a la fois entre
patients et d’un type de cancer a un autre, comme le montrent les études pionniéres ainsi qu’une
étude comparative de la présence d’Acs dirigés contre 22 Ags chez des patients atteints d’un cancer
du pancréas ou de I'ovaire (Gnjatic et al., 2010). Le nombre d’Ags reconnus chez les patients atteints
de cancers d’ovaire est nettement supérieur au pancréas, reflétant une différence d’'immunogénicité
entre ces deux cancers, et les Ags ciblés sont différents entre cancers et entre patients.

Les Acs spécifiques d’Ags tumoraux ont d’abord été considérés comme de possibles
biomarqueurs permettant de prédire la présence d’une tumeur de maniére précoce et par un test non-
invasif (simple prise de sang). Cependant, I'utilisation de différents panels d’Acs n’a pas permis de
distinguer de maniére sensible et spécifique les personnes atteintes de cancer de donneurs sains
(Fernandez-Madrid and Maroun, 2014; Fortner et al., 2017). Néanmoins, la présence de certains Acs
est associée a une valeur pronostique chez les patients atteints de cancer. Ainsi, dans les cancers du
sein et de I'ovaire, une concentration sérique élevée en IgG dirigées contre MUC1 est associée a une
meilleure survie des patients (Blixt et al., 2011; Richards et al., 1998). Au contraire, dans le cancer du
sein, les IgG dirigées contre p53 sont associées a un mauvais pronostic (Kuli¢ et al., 2010; Lenner et al.,

1999). D’autres classes d’lg peuvent étre également détectées chez les patients. Des IgA et des IgG
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anti-calréticuline sont observées dans plusieurs cancers solides, et il semble dans le carcinome
mammaire que les IgA soit plus souvent associées a des stades métastatiques que les IgG (Erié¢-Nikolié
et al., 2012; Pekarikova et al., 2010). Par ailleurs, une forte concentration d’lgG4 dans le sérum de
patients atteints de mélanome est associée a une progression tumorale plus fréquente et a un mauvais
pronostic (Karagiannis et al., 2015).

La réponse anticorps déclenchée par les Ags tumoraux est donc tres hétérogene entre les
patients, mais des cibles communes sont détectées chez de nombreux patients atteints de différents

cancers.

c. Les différentes catégories d’antigenes ciblés par les anticorps sériques des patients

Différentes catégories d’Ags tumoraux ciblés par la réponse anticorps ont été identifiées. La
majorité est composée de protéines du soi (Reuschenbach et al., 2009), exprimées de maniére
ectopique dans la tumeur ou surexprimées par rapport au tissu sain, ou mutées. Des Acs dirigés contre
des Ags dérivés de protéines virales ou de séquences rétrovirales endogeénes ont également été

décrits.

c.1) Les antigénes exprimés de maniere ectopique

Les premiers Ags ciblés par la réponse anticorps identifiés furent en grande partie découvert
par la méthode SEREX et correspondent aux « Cancer Testis Antigens » (CTA) (Dong et al., 2003;
Macdonald et al., 2017; Tan et al., 2009). Ces protéines sont normalement exclusivement exprimées
dans les cellules germinales masculines et/ou au sein de tissus dits privilégiés immunologiquement.
Ces Ags incluent entre autres des protéines de la famille MAGE et NY-ESO-1. Ces protéines sont
exprimées dans la tumeur et peuvent jouer un réle pro-tumoral en promouvant les capacités invasives
des cellules tumorales et les métastases (Ghafouri-Fard et al., 2015). Les Ags exprimés de maniére
ectopique sont également décrits dans les patients atteints de cancers associés a un SNP, dans lesquels
une forte réponse anticorps dirigée contre des protéines neuronales exprimées de maniére aberrante

par les cellules tumorales est détectée.

c.2) Les antigénes de différenciation surexprimés dans les cellules tumorales

Les Acs présents dans le sang des patients atteints de cancers peuvent également étre dirigés
contre des Ags dits de différenciation. Ceux-ci ont normalement une expression limitée au tissu dans
lequel se développe la tumeur, mais se trouvent parfois surexprimés dans le tissu malin. Par exemple,
la protéine HER2, exprimée en faible quantité dans les cellules mammaires normales, ou elle régule la
croissance cellulaire, peut se retrouver fortement surexprimée dans les cellules mammaires tumorales

de certains patients. Il a été montré que la surexpression de cet Ag est associée a la production d’Acs
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spécifiques (Goodell et al., 2008). Deux autres prototypes de ce type d’Ags sont MUC1 et PSA,
normalement exprimés respectivement au pdle apical des cellules épithéliales sécrétoires ou dans les
cellules normales de la prostate. Ces protéines sont surexprimées dans les cancers du sein et de 'ovaire
(Agrawal et al., 1998) et de la prostate (Lokant and Naz, 2015) respectivement, et des IgG dirigées
contre elles sont détectées dans le sérum de nombreux patients (Cramer et al., 2005; Fremd et al.,
2016). De plus, des modifications post-traductionnelles peuvent également augmenter
I'immunogénicité des Ags. MUC1 par exemple, est glycosylé différemment dans la plupart des tissus

tumoraux comparés au tissu sain (Nath and Mukherjee, 2014).

c.3) Les néo-antigénes

Une source importante d’Ags tumoraux pour les LT provient des mutations somatiques
survenant dans les cellules tumorales et créant des séquences protéiques mutées appelées néo-
épitopes capables d’étre présentées sur les molécules de CMH-I et de CMH-II avec une forte affinité,
supérieure aux peptides non mutés. |l existe actuellement peu de données sur |'existence d’Acs contre
ces Ags. Des descriptions d’Acs dirigés contre des versions mutées de P53 ont néanmoins été détectées
chez les patients atteints de différents cancers, dont le cancer du sein. De nombreuses mutations de
P53 sont connues, mais seules certaines sont associées a la présence d’Acs spécifiques (Winter et al.,

1992).

c.4) Les antigeénes viraux et dérivés de séquences rétrovirales endogenes

Des Acs dirigés contre des protéines de virus impliqués dans I'oncogenese et de rétrovirus
endogenes (HERV) du génome peuvent également étre détectés chez certains patients. Une infection
par le papillomavirus humain peut étre a 'origine de cancers du col de I'utérus ou oropharyngiens, et
les Ags viraux peuvent étre exprimés par les cellules tumorales (Keskin et al., 2011; Syrjanen et al.,
1987). Des Acs contre ces Ags, déja présents au moment de I'infection, sont détectés chez les patients
(zhangetal., 2017). Les HERV sont des séquences qui ne sont pas exprimées dans les cellules normales,
mais des modifications épigénétiques permettent leur expression dans les cellules tumorales et des
Acs dirigés contre ces protéines sont observés dans le sérum de patients atteints de cancer de sein
(Wang-Johanning et al., 2008) et d’ovaire (Wang-Johanning et al., 2007), mais pas dans le sérum de

donneurs sains.

Ces différents types d’Ags peuvent induire des réponses Acs chez les patients et dans les
modeles murins. Chez la souris, I'injection d’Ags ou leur expression par les cellules tumorales entraine
en effet la production d’Acs contre ces Ags (Brown et al., 2001). Les protéines ciblées par la réponse

humorale sont en grande partie les mémes que celles conduisant a I'induction des réponses T CD8*
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cytotoxiques dirigées contre les cellules tumorales. Ainsi, plus de deux tiers des cibles antigéniques des
Acs décrits a ce jour sont des protéines intracellulaires, cytoplasmiques ou intra-nucléaires
(Reuschenbach et al., 2009). Les protéines intracellulaires peuvent étre reconnues par les Acs lors de
la mort des cellules, et les complexes immuns alors formés peuvent étre reconnus par des cellules
exprimant des récepteurs spécifiques des fragments Fc, et ainsi permettre la présentation des Ags.
Cependant, si I’Ag n’est pas exprimé a la surface de la cellule, il ne peut pas étre fixé par des Acs qui
recruteraient d’autres cellules immunitaires pour tuer la cellule cible. Ainsi, on peut penser que les Ags
tumoraux intracellulaires ne peuvent pas activer les voies telle que la cytotoxicité cellulaire
dépendante des Acs ou du complément induisant la mort des cellules. Néanmoins, plusieurs
démonstrations existent de la translocation d’Ags intracellulaires a la surface des cellules dans
certaines conditions. Ainsi, des Ags nucléaires induisant des réponse Acs chez les patients atteints de
lupus peuvent étre relocalisés a la surface des cellules suite a différents signaux de stress en culture
(Bachmann et al., 1991; Lawley et al., 2000), mais également suite a une infection par I’herpésvirus de
type 1 (Bbachmann et al., 1992). L'externalisation d’Ags a la membrane est également observée sur
les cellules tumorales, c’est le cas de l'actine et de la calréticuline dans les cellules tumorales
apoptotiques (Hansen et al., 2002; Pekarikova et al., 2010), ou encore la kératine 8 dans le cancer

colorectal (Albaret et al., 2018), induisant une production d’Acs.

1.2. Des anticorps dirigés contre des antigénes tumoraux sont produits dans

I’environnement tumoral

La présence de PC dans les tumeurs suggéere que des Acs sont également produits localement.
Deux études se sont intéressées a la spécificité des Acs présents dans le MET. Dans le cancer du
poumon, les LB de 34 patients triés par cytométrie en flux sur la base du marqueur CD19 ont été remis
en culture et leur surnageant collecté tous les trois jours jusqu’au vingtieme jour (Germain et al., 2014).
Ces surnageants ont ensuite été testés par ELISA contre un panel de trente-trois Ags tumoraux connus,
incluant entre autres plusieurs Ag MAGE, TP53 et des Ag de HERV. Des IgG ont été détectées pour 21
des 33 Ags dans au moins une tumeur, et 41% des tumeurs possédaient des Acs dirigés contre au moins
un Ag. Jusqu’a sept Ags différents ont été détectés pour une méme tumeur, les plus fréquents étant
les CTA de la famille MAGE ainsi que NY-ESO-1 et TP53. Lorsqu’une réponse IgA a été observée, elle
était dirigée contre les mémes Ags que la réponse IgG, et cette réponse est corrélée a I'expression de
I’Ag concerné dans la tumeur. Cependant, les Acs présents dans la tumeur ne se retrouvent pas
systématiquement dans le sérum des patients, suggérant que certaines cellules productrices d’Acs ne
sont présentes que dans la tumeur et se sont potentiellement différenciées localement. Enfin, la
fréquence de tumeurs présentant au moins une spécificité antigénique parmi les 33 est augmentée

parmi les tumeurs présentant des TLS. Cela suggere que ces structures peuvent potentiellement
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favoriser I'expansion d’une réponse spécifique. Plus récemment dans les carcinomes invasifs
mammaires, la spécificité d’Acs présents dans des surnageants issus de la dilacération mécanique de
tumeurs a été testée a I'aide d’une puce contenant 91 protéines incluant des CTA et les principales
protéines connues pour étre surexprimées et induire des réponses anticorps dans les cancers, dont
MUC1 (Garaud et al., 2018). 85% des 66 tumeurs testées présentent des réactivités contre au moins
un des Ags étudiés. La plupart de ces réactivités sont également retrouvées dans le tissu mammaire
sain a distance, méme si les quantités d’Acs sont plus faibles. Comme dans I'étude concernant les
cancers pulmonaires, les réactivités des Ig intra-tumorales sont généralement distinctes des réactivités
dans le plasma des patientes. Les IgA et les IgG ciblent généralement les mémes protéines, mais il
semble ici que la quantité d’IgA spécifiques d’Ags tumoraux soit augmentée en présence de TLS, alors
que ce n’est pas le cas pour les IgG. Cela suggérerait que la présence de TLS favorise la commutation

vers IgA.

Les Acs produits ou présents dans la tumeur semblent donc étre au moins en partie dirigés
contre des Ags tumoraux. Néanmoins, le panel d’Ags utilisé étant souvent tres limité, il est
vraisemblable que le nombre de patients produisant des Acs dirigés contre des Ags tumoraux soit tres
largement sous-estimé. La présence de TLS semble permettre une plus forte réponse Acs. Les
différentes études d’association entre |'existence d’Acs dirigés contre des Ags tumoraux suggérent un
role important de la réponse humorale endogene. Néanmoins, son impact sur la biologie des cellules
tumorales et I'évolution clinique des patients, y compris sous immunothérapie, reste en grande partie

a élucider.

1.3. Fonctions de la réponse anticorps endogene

Un certain nombre d’arguments suggere que les Acs produits chez les patients pourraient
induire la mort des cellules tumorales. Il a été montré que le sérum de 65% des patients atteints de
tumeurs astrocytaires malignes était capable d’entrainer la mort de lignées tumorales astrocytaires in
vitro (Wood et al., 1979). Plus récemment, un Ac ayant une forte réactivité contre plusieurs lignées de
mélanome, mais pas contre des mélanocytes sains, a été isolé a partir d’une culture de LB provenant
du sang de patients atteints de mélanome. Cet Ac est capable d’induire la mort d’une lignée de
mélanome in vitro, et ceci en I'absence de cellules immunitaires accessoires (Gilbert et al., 2011).
L'étude du répertoire des plasmablastes de patients atteints de mélanome, d’adénocarcinome
pulmonaire, et de carcinome du rein, au stade métastatique mais non-progressif, a permis de montrer
I'existence de réponses anticorps persistantes et dirigées contre des Ags publics, c’est-a-dire des
épitopes partagés par plusieurs patients voire plusieurs cancers (DeFalco et al., 2018). Des Acs

monoclonaux isolés de ces plasmablastes sont ainsi capables de se fixer sur des tumeurs provenant de
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patients différents, ainsi que sur différentes lignées tumorales y compris provenant de souris, mais
faiblement sur du tissu non-tumoral. Enfin, l'injection d’un tel Ac chez la souris peut induire la
régression d’'une tumeur hétérologue syngénique et augmenter |'efficacité d’un traitement par anti-
PD-L1. Une partie des Acs produits chez les patients et dirigés contre les Ags tumoraux est donc capable

de tuer les cellules tumorales in vitro et vraisemblablement in vivo.

2. Mécanismes responsables de |'action anti-tumorale des anticorps

Chez ’'Homme, il existe un récepteur aux fragments Fc (FcR) des IgA, le FcaR, des IgE, le FceR,
et des IgM, le FcuR. En ce qui concerne les IgG, il existe plusieurs récepteurs Fc : le FcyRIl ayant une
forte affinité pour les IgG1, 1gG3, et 1gG4, le FcyRIIA pouvant reconnaitre les quatre sous-classes d’lg,
le FcyRIIB liant majoritairement les 1gG3, le FcyRIIIA et B qui reconnaissent uniquement les 1gG1 et 3.
(Bruhns et al., 2009). Le FcyRIIB est un récepteur inhibiteur dont la signalisation passe par un motif
ITIM (Immunoreceptor Tyrosin-basef Inhibitory Motif), alors que les autres récepteurs sont activateurs
avec un motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosin-basef Activation Motif). L'engagement de ces
récepteurs par les Ig peut induire différentes fonctions des cellules cibles, pouvant jouer un réle dans

la réponse anti-tumorale.

2.1. Activation des fonctions cytotoxiques et de phagocytose des cellules accessoires via

I’'engagement des récepteurs Fc

Les Acs peuvent induire la mort des cellules exprimant I’Ag cible a la surface cellulaire
notamment en activant les fonctions cytotoxiques et/ou de phagocytose de cellules accessoires. Ces
mécanismes consistent en I'opsonisation des cellules tumorales, c’est-a-dire la fixation des Acs sur les
Ags cibles, suivie de I'activation de la fonction cytotoxique de cellules accessoires via I’'engagement de
leurs récepteurs aux fragments Fc des Ig par les Acs.

Des tests in vitro de co-culture de cellules de lignées tumorales avec des cellules accessoires et
des Ig dirigées contre un Ag tumoral ou du sérum de patient ont permis de montrer qu’a la fois les
cellules NK (Boyerinas et al., 2015; Jochems et al., 2017), les neutrophiles (Frontera et al., 2018), et les
monocytes/macrophages (Gilbert et al., 2011; Shaw et al., 1978) sont capable d’induire la mort des
cellules tumorales (figure 7). Cette mort des cellules tumorales passe au moins en partie par
I’engagement des récepteurs aux fragments Fc (FcR) des Ig. En effet, le blocage du récepteur FcyRlll,
ou CD16, sur les cellules NK (Jochems et al., 2017), ou I'utilisation d’un Ac possédant un fragment Fc
non-fonctionnel en présence de macrophages (Kurdi et al., 2018), empéchent la mort des cellules
tumorales. Par ailleurs, le cross-linking des FcyR et FcaR, le récepteur au fragment Fc des IgA, sur des
neutrophiles induit également la mort des cellules tumorales (Otten et al.,, 2005). En réponse a

I’engagement des FcR par des Ig, les cellules NK et les neutrophiles sont capables de tuer les cellules
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par cytotoxicité cellulaire dépendante des Acs (ADCC), soit par libération de granules cytotoxiques par
les cellules NK, soit par trogoptose pour les neutrophiles (Matlung et al., 2018; Valgardsdottir et al.,
2017). Ce dernier mécanisme implique un contact étroit entre le neutrophile et la cellule cible, et la
capture par le neutrophile de fragments de la cellule cible qui seront ensuite dégradés dans une
structure appelée trogosome. Les monocytes/macrophages sont eux principalement connus pour tuer
les cellules cibles par phagocytose (ADCP), mais il semble que les monocytes puissent également
effectuer ’ADCC (Kramski et al., 2012; Shaw et al., 1978) via la production d’especes réactives de
I'oxygéne (Koller and LoBuglio, 1981). Les monocytes/macrophages pourraient donc avoir une
efficacité supérieure grace a leur capacité a accomplir a la fois ’ADCC et I’ADCP suite a I'engagement
des FcR, mais la différence de signaux provoquant I'un ou I'autre mécanisme par ces cellules n’est a

notre connaissance pas déterminée.

Mort de la cellule tumorale
par ADCC

Neutro —— Trogoptose

Lyse ou

Phagocytose
Libération de

— granules
cytotoxiques

Inhibition de ’ADCC

Figure 7 : Induction ou inhibition de la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps par les différentes
classes d’immunoglobulines. Les monocytes/macrophages, les neutrophiles et les cellules NK sont capables de
tuer les cellules tumorales par phagocytose, trogoptose, ou par la libération de granules cytotoxiques,
respectivement. Les IgG et les IgA peuvent induire 'ADCC/ADCP par les monocytes/macrophages et les
neutrophiles, alors que seuls les IgG peuvent induire I’ADCC par les cellules NK. Cependant, les IgA peuvent
également inhiber ’ADCC médiée par les cellules NK par un mécanisme non connu, et les 1gG4 entrent en
compétition avec les IgG1 pour la fixation des récepteurs Fc, ce qui empéche ’ADCC/ADCP par les cellules NK et
les macrophages respectivement.
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Les sous-classes d’lgG possédent des affinités différentes pour leurs récepteurs: chez
I'Homme, les IgG1 et 1IgG3 ont la plus forte affinité pour les FcyR, en particulier les FcyRI et FcyRlll, alors
que les 1IgG2 ont une plus faible affinité globale et lient principalement le FcyRlla. Les IgG4 ont la méme
affinité que les IgG1 et 1gG3 pour le FcyRI, mais une plus faible affinité pour les autres récepteurs
(Bruhns et al., 2009). Ces variations d’affinité influencent la capacité des IgG a induire I’ADCC par les
différentes cellules accessoires, en fonction des récepteurs qu’elles expriment. Chez la souris, il a été
montré que les IgG2a et b sont majoritairement responsables de I’ADCC conduisant a une diminution
du nombre de métastases lors d’un traitement par Acs dans un modele de mélanome, et que cela
dépend du FcyRIV, orthologue du FcyRllla (Nimmerjahn and Ravetch, 2005; Nimmerjahn et al., 2005).
Ce récepteur joue également un réle important dans I’ADCP par les macrophages, induite par le
Trastuzumab, un anti-HER2 utilisé en immunothérapie (Shi et al., 2015). Le profil d’expression des
récepteurs étant dépendant du type cellulaire, chez I’'Homme les IgG1 induisent ’ADCC par les cellules
NK et les cellules myéloides qui expriment les FcyRIl ou FcyRIll, alors que les 1gG2 n’induisent ’ADCC
que par les cellules myéloides, car elles expriment le FcyRlla (Schneider-Merck et al., 2010). Ceci est
confirmé par le fait que le FcyRlla est le principal récepteur impliqué dans I’ADCC par les neutrophiles,
qui est le récepteur pour lequel les 1IgG2 ont la plus forte affinité (Treffers et al., 2018). L'expression
différentielle des FcR explique aussi les différences entre les IgG et les IgA, pour lesquelles un seul
récepteur spécifique de leur fragment Fc existe. En effet, les IgA peuvent induire ’ADCC ou ADCP par
les neutrophiles (Lohse et al., 2011; Pascal et al., 2012) et les monocytes/macrophages, mais pas par
les cellules NK qui n’expriment pas le FcaRI. L'ADCC par les neutrophiles immatures n’est induite que
par les IgA et pas par les IgG, ce qui peut étre di a une différence d’expression des FcR en fonction du
stade de maturation des neutrophiles (Otten et al., 2005). De plus, les IgA induisent la production d’IL8
par les neutrophiles et ainsi le recrutement d’autres neutrophiles, pouvant amplifier I'activation de
I’ADCC par ces cellules par les IgA (van der Steen et al., 2009).

Les neutrophiles et les monocytes/macrophages présentent donc un avantage sur les cellules
NK, car a la fois les IgA et les IgG peuvent induire I’ADCC/ADCP sur ces cellules myéloides alors que les
cellules NK ne répondent qu’aux 1gG. De plus, les monocytes/macrophages présentent également

I"'avantage de pouvoir accomplir a la fois ’ADCC et I’ADCP.

2.2. Mort des cellules tumorales grace a la cytotoxicité dépendante du complément

Les Acs peuvent également activer la cytotoxicité dépendante du complément conduisant a la
formation du complexe d’attaque membranaire provoquant la lyse des cellules. L'opsonisation des
cellules par des Acs peut activer soit la voie classique soit la voie alternative du complément en fixant
sur les fragments Fc soit la molécule Clq, soit la molécule C3, respectivement (figure 8). Les différentes

IgG ont des affinités différentes pour Clq a cause de différences de structure dans leur chaine
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constante (Sensel et al., 1997; Xu et al., 1994), leur conférant différentes capacités a activer la voie
classique, suivant le schéma suivant IgG3 > I1gG1 > IgG2 >> IgG4 (Garred et al., 1989), et elles peuvent
également activer la voie alternative du complément permettant le recrutement de C3. Les IgA quant
a elles activent principalement la voie alternative du complément (Hiemstra et al., 1987), avec une
efficacité supérieure des IgA dimériques et sécrétoires par rapport aux monomeres (Fasching et al.,

2007).

Cellule

accessoire .
Recrutement des malécules

formant le complexe
d’attaqgue membranaire
(C5h, C6-9)

Mort des
cellules
tumorales
complexe d’attaque membranaire

/Af\ =
Mort des cellules tumorales

Figure 8 : Induction de la cytotoxicité/phagocytose (cellulaire) dépendante du complément. L’activation des
voies classiques et alternatives du complément permet le recrutement de Clg et de C3 respectivement,
aboutissant a la formation du complexe d’attaque membranaire, qui forme un pore a la surface de la cellule
conduisant a sa lyse. La voie classique peut également induire le recrutement de cellules effectrices exprimant
le récepteur au Clqg conduisant a la phagocytose de la cellule cible. Les IgG peuvent ainsi induire la mort des
cellules tumorales en activant la voie classique du complément ou la voie alternative, tandis que les IgA ne
peuvent activer que la voie alternative du complément.

Peu d’éléments sont connus sur la contribution du complément a 'effet de la réponse Ac
endogene dans les cancers. Néanmoins, des composants du complément recouvrent des cellules
tumorales, notamment dans les ascites associées a des cancers de I'ovaire (Bjgrge et al., 2005), et la
quantité de molécules C3 et C4 est élevée dans le sang de patients atteints de cancers solides par
rapport a des donneurs sains (Matsutani et al., 1984; Oner et al., 2004). Cependant, il a été prouvé que
le complément jouait un role indispensable dans I'efficacité anti-tumorale du Rituximab, un anti-CD20
utilisé comme immunothérapie dans les lymphomes B. En effet, le Rituximab et son équivalent murin
permettent une régression tumorale de maniere efficace chez la souris, mais cet effet n’est pas
observé dans des souris déficientes en Clq (Gaetano et al., 2003). De plus, I'injection de Rituximab
chez les patients atteints de leucémie est suivie d’'une diminution de CH50, une mesure reflétant la
guantité totale des différentes molécules du complément, suggérant que le complément a été fixé par

les Acs injectés (Kennedy et al., 2004). Enfin, la déplétion des molécules inhibitrices du complément
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chez la souris, CD55 et CD59, permet une meilleure réponse au Rituximab (Macor et al., 2007; Mamidi
et al., 2013). L'importance de Clq, a la fois dans la réponse a des Acs exogénes et dans la réponse
endogene, est également illustrée par le fait qu’un polymorphisme particulier de C1q est associé a une
meilleure réponse au Rituximab chez la souris (Racila et al., 2008), et les différents polymorphismes de
génes du complément seraient associés a des temps de survie différents chez les patients atteints de
lymphome (Charbonneau et al., 2012). Une version du Rituximab transformé en IgA a également été
utilisée in vitro pour déterminer les différences avec les IgG. Ainsi, les IgG recrutent Clqg et activent
ainsi la voie classique du complément, tandis que les IgA sont capables d’activer la voie alternative du
complément, mais recrutent tardivement Clq (Pascal et al., 2012).

Le recrutement de Clg permet la mise en place du complexe d’attaque membranaire, mais
peut également permettre la cytotoxicité (CDCC) ou la phagocytose (CDCP) cellulaire en engageant le
récepteur au Clq des cellules NK et les macrophages, respectivement (Lee et al., 2017). Il est difficile
de distinguer ’ADCC/ADCP de la CDCC/CDCP dans les expériences et in vivo, particulierement car les
sites de liaison aux FcyR et au Clq sur les Acs sont proches, et les mémes Acs peuvent donc lier les
deux types de molécules. Cependant, I'utilisation d’un Ac anti-CD20 modifié a partir du Rituxan pour
se lier uniguement a C1g met en évidence que celui-ci permet I'élimination des tumeurs de maniére
indépendante a la fixation des fragments Fc, alors que le Rituxan non modifié n’induit I'élimination de
la tumeur gu’en présence des FcR, activant donc ’ADCC/ADCP. L'utilisation de tels Acs peut donc
permettre d’étudier séparément les réles de I’ADCC/ADCP et de la CDCC/CDCP dans les tumeurs.

La cytotoxicité dépendante du complément permet donc également de tuer les cellules
tumorales par I'intermédiaire des Acs, mais le r6le du complément dans la surveillance des tumeurs
est peu connu aujourd’hui. Il semble par ailleurs que les cellules tumorales acquierent des mécanismes
de résistance a la lyse par le complément (pour revue (Markiewski and Lambris, 2009)), et que le
complément puisse également jouer un réle pro-tumoral dans certaines circonstances (Mamidi et al.,
2017). Cependant, la CDC semble cruciale a prendre en compte dans les immunothérapies utilisant des

Acs.

En plus de l'induction de la mort des cellules tumorales par le recrutement de cellules
accessoires pour induire ’ADCC/ADCP ou CDCC/CDCP, ou par le recrutement de Clq pour induire la
CDC, les Acs pourraient induire la mort directe des cellules par un mécanisme encore peu compris
(Glennie et al., 2007). Les Acs jouent donc un role important dans |'activation de mécanismes

permettant la mort des cellules tumorales.
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2.3. Présentation croisée des antigenes tumoraux aux lymphocytes T CD8* grace aux

complexes immuns

Les complexes Acs-Ags peuvent également étre internalisés par les CPA exprimant des
récepteurs pour la partie Fc des Ac, afin de faciliter la présentation de ces Ags aux LT (figure 9). Les
CPA telles que les DC et les macrophages sont capables de capter les Ags par pinocytose, endocytose,
ou phagocytose selon leur taille. Cependant, la reconnaissance d’Ags sous la forme de complexes
immuns a IgG par les FcyR entraine une meilleure présentation d’Ag aux LT CD4* en augmentant
I’expression du CMH-II (Hamano et al., 2000; Regnault et al., 1999; Simitsek et al., 1995), permet la
présentation croisée aux LT CD8* et conduit a une activation des LT bien supérieure. En effet, plusieurs
expériences ont permis de mettre en évidence la meilleure capacité des complexes immuns a induire
la présentation croisée d’Ags tumoraux aux LT CD8" par rapport a des Ags solubles. L’activation de DC
par des cellules tumorales apoptotiques recouvertes d’Acs anti-tumoraux conduit a une meilleure
présentation d’Ags que sans Acs, et a la génération de LT CD8* spécifiques de la tumeur dans un modele
murin de myélome (Dhodapkar et al., 2002). Des DC chargées avec des Ags solubles ou avec des
complexes immuns ont été comparées dans un contexte de vaccination anti-tumorale dans un modele
murin de mélanome. Il apparait que les complexes immuns sont significativement plus efficaces que
des Ags solubles pour entrainer leur présentation croisée et I'activation de LT CD8* lors de cette
vaccination. La méme expérience réalisée chez des souris déficientes pour les récepteurs FcyRI et
FcyRIll met en évidence que la présentation d’Ag passe par ces récepteurs (Schuurhuis et al., 2006). Le
role de la réponse anticorps endogene dans le rejet des tumeurs a été montré en implantant des
tumeurs allogéniques chez la souris. Il a été observé dans ce cas que I'activation des LT spécifiques des
Ags tumoraux est induite par des DC ayant capté les Ags tumoraux complexés avec des Acs présents
dans la tumeur (Carmi et al., 2015).

L'internalisation des complexes immuns induit plusieurs phénoménes permettant une
présentation des Ags conduisant a une forte activation, prolifération, et différenciation des LT naifs en
LT effecteurs. Tout d’abord, le récepteur intracellulaire FcRn (récepteur Fc néonatal), permet
I’adressage des Ags vers la machinerie de présentation sur les molécules de CMH et les détourne d’'une
dégradation dans les lysosomes (Qiao et al., 2008). L’engagement de ce récepteur est notamment
indispensable pour permettre la présentation croisée d’Ags par les DC CD8"® chez la souris, qui a
I'inverse des DC CD8" ne sont pas spécialisées dans cette fonction (Baker et al., 2011). Par ailleurs,
I’engagement des FcyR augmente la maturation des DC et ainsi la sécrétion d’IL-12 et I'expression de
molécules de co-stimulation, telle CD86 (Regnault et al., 1999) nécessaires a I’activation des LT. Ainsi,
les souris déficientes pour le FcRn montrent une croissance tumorale plus importante due au fait que

ce récepteur permet a la fois la présentation croisée des Ags internalisés par les FcyR aux LT CD8* et
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I'activation des DC sécrétant alors de I'lL-12 induisant la différenciation des LT CD8" en LT effecteurs
cytotoxiques (Baker et al., 2013).

La reconnaissance de complexes immuns par le récepteur FcyRIIB dont la signalisation dépend
d’un motif ITIM (Immunoreceptor Tyrosin-basef Inhibitory Motif) au contraire inhibe la maturation des
DC ainsi que la présentation croisée de I’Ag induite par I'engagement des autres FcyR, empéchant ainsi
la réponse des LT CD8" (Desai et al., 2007). L’induction de la présentation d’Ags grace aux complexes
immuns dans les tumeurs dépend donc fortement des récepteurs FcyR exprimés par les cellules
immunitaires infiltrant la tumeur. Concernant les IgA et le FcaR, leur liaison peut également activer
certaines populations de DC dont les cDC1 spécialisées dans la présentation croisée des Ags aux LT
CD8* (Hansen et al., 2018). Cet engagement du FcaR entraine la production des cytokines pro-
inflammatoires TNFa et IL-18, alors qu’il diminue la production de la cytokine anti-inflammatoire IL-
10. Cependant, méme si peu de données sont disponibles, I'internalisation des IgA par le FcaR n’induit
qu’une faible présentation des Ags par des DC dérivées de monocytes générées in vitro (Otten et al.,

2006).

Les Acs peuvent donc reconnaitre des Ags et faciliter leur présentation, jouant ainsi un réle
important dans la réponse immunitaire médiée par les LT. Ills peuvent ainsi étre cruciaux dans
I'immunité anti-tumorale en favorisant la présentation croisée d’Ags tumoraux et en activant ainsi les
fonctions cytotoxiques des LT CD8* capables de tuer les cellules tumorales. Cependant, la nature des
Ig présentes dans la tumeur ainsi que le type de FcR exprimé par les CPA infiltrant les tumeurs

conditionnent cette présentation d’Ags.

Les Acs peuvent donc permettre I’élimination des tumeurs par différents moyens : en induisant
directement la mort des cellules, en activant la cytotoxicité et la phagocytose dépendantes de cellules
accessoires ou de I'activation du complément, ou en induisant la présentation d’Ags aux LT CD8*. Il est
également envisageable que les Acs modulent la fonction de leurs protéines cibles dans les cellules

tumorales.
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Figure 9 : Induction de la présentation et de la présentation croisée d’antigénes tumoraux aux LT CD8 par les
I1gG. Les 1gG complexées avec des Ags peuvent étre internalisées par les cellules présentatrices d’Ags suite a
I’engagement des FcyR, puis interagir avec le FcR, qui permet aux Ags d’étre apprétés sur le CMH-I ou le CMH-II
au lieu d’étre dégradés dans des lysosomes. L’engagement des FcyR augmente |’expression de molécules de co-
stimulation par les CPA et la production de cytokines telle I'lL-12, permettant |'activation de LT CD4* et CD8".
Cette présentation d’Ag induite par les complexes immuns permet ainsi I’expansion et la différenciation des LT
CD8* en cellules effectrices cytotoxiques capables de tuer les cellules tumorales. Il semble que les complexes a
IgA soient au contraire des faibles inducteurs de la présentation d’Ags.

3. Mécanismes responsables de |'action pro-tumorale des anticorps

3.1. Inhibition de 'ADCC par les IgA et par les 1gG4

Les IgG et les IgA peuvent induire la mort des cellules tumorales, notamment via des
mécanismes d’ADCC ou d’ADCP, cependant, certaines sous-classes d’lg sont capables d’inhiber cette
voie cytotoxique (figure 7). L’ADCC induite par les IgG est essentiellement une propriété des IgG1 et
des 1gG3 tandis que les IgG4 en sont dépourvues. De maniére intéressante, il a été montré que des
cellules productrices d’'IgG4 peuvent infiltrer les tumeurs, comme décrit dans le mélanome et dans le
cholangio-carcinome (Harada et al., 2012; Karagiannis et al., 2013). Lutilisation de deux Acs dirigés
contre un méme Ag tumoral, mais de sous-classe IgG1l ou IgG4, dans un modeéle de co-culture de
lignées de mélanocytes et de monocytes a montré que les 1gG1 sont capables de tuer les cellules
tumorales par ADCC/ADCP alors que les IgG4 n’activent que trés faiblement cette fonction. De plus, il
est documenté que les IgG4 inhibent la mort induite par les IgG1 en entrant en compétition pour la
fixation de FcyRI sur les monocytes, comme le montrent des expériences de blocage des récepteurs
(Karagiannis et al., 2013). Dans ce cas, I'inhibition par les IgG4 ne semble pas passer par une interaction

avec le FcyRIIB, le Fcy récepteur inhibiteur, car son blocage ne modifie pas l'inhibition observée.
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Cependant, il a été montré que les 1gG4 ont une plus forte affinité pour ce récepteur que les autres Ig,
ce qui pourrait également expliquer sa fonction inhibitrice dans d’autres contextes (Bruhns et al.,
2009). La prise en compte de ce récepteur inhibiteur est importante pour étudier ’ADCC in vivo, mais
aussi pour concevoir des Acs thérapeutiques, qui devraient avoir une faible affinité pour le FcyRIIB
(Clynes et al., 2000).

Les IgA sont également capables d’inhiber I’ADCC dans certains contextes. Une étude dans le
carcinome nasopharingé a également mis en évidence que les IgA issues de sérum de patients
n’induisent pas d’ADCC en présence de lymphocytes, mais également qu’elles inhibent la cytotoxicité
induite par les IgG (Mathew et al., 1981). Dans cette étude, le mécanisme d’inhibition et la population
effectrice inhibée ne sont pas clairement définis. Une autre étude démontre spécifiquement
I'inhibition des cellules NK par les IgA, plus exactement les IgA2 polymériques et les IgA sécrétoires.
L'incubation des cellules NK avec ces IgA conduit a une inhibition de leur fonction cytotoxique. Le
mécanisme précis d’inhibition n’est pas élucidé, mais il semble que les IgA n’empéchent pas
I'interaction des cellules NK avec leur cellule cible, mais entrainent plutot des changements
morphologiques, dont la diminution du nombre de granules cytotoxiques intracellulaires (Komiyama
et al., 1986). Il est montré ici que les IgG et les IgM n’inhibent pas les cellules NK, mais I'action
inhibitrice des IgA sur les IgG n’est pas étudiée. Une comparaison entre |'effet des IgA et des 1gG sur
I'activation de la cytotoxicité des cellules NK a également été conduite en contexte d’infection par HIV.
Il est montré a nouveau que les IgA n’induisent pas d’ADCC et inhibent I’ADCC induite par les IgG, ici

spécifiquement par les cellules NK (Tomaras et al., 2013).

Les sous-classes d’'IgG semblent donc jouer des réles différents dans I'activation de I’ADCC : les
IgG1 I'activent alors que les 1IgG4 sont inhibiteurs. En ce qui concerne les IgA, nous avons pu constater
un role activateur de I’ADCC, principalement en présence de neutrophiles et de monocytes, ou
inhibiteur, en présence de cellules NK. Il semble donc que I'élément important dans cette dualité
fonctionnelle soit la nature des cellules effectrices présentes au contact des cellules tumorales qui
pourrait s’expliquer par une différence d’expression des Fc récepteurs sur les deux types de cellules.
Les cellules NK n’expriment pas le FcaR, ce qui explique que les IgA n’activent pas ’ADCC sur ces
cellules. Le mécanisme exact de l'inhibition par les IgA de I’ADCC induite par les IgG n’est cependant
pas connu, mais elle serait plutot due a une compétition pour I’Ag, étant donné que les récepteurs

sont différents.

3.2. Induction d’une réponse inflammatoire pro-tumorale

Les Ig peuvent induire la mort des cellules tumorales et activer une réponse des LT CD8*

cytotoxiques contre celles-ci. Cependant, la présence d’lg dans le MET peut également conduire a une
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inflammation pro-tumorale. Les Ig ont un réle important dans l'entretien de pathologies auto-
inflammatoires pouvant évoluer en cancer, comme la maladie de Crohn par exemple. Dans ces
pathologies, I'inflammation chronique est a I'origine de la transformation maligne du tissu et il semble
que les Ig puissent participer a ce processus. Dans un modele murin de carcinome épidermoide induit
par I'expression de genes de |'herpesvirus 16 sous le controle du promoteur K14 spécifique des
kératinocytes (K14-HPV16), des IgG se déposent sur la peau tumorale et une déficience en LB abroge
ces dépots et réduit la croissance tumorale (de Visser et al., 2005). Par ailleurs, le transfert répété de
sérum d’une souris porteuse de tumeur a une souris K14-HPV16 sans LB et sans LT induit la
transformation maligne de I'épiderme. Il a été montré que le réle pro-tumoral observé des Ig passe
par le recrutement de granulocytes et de mastocytes, possiblement en produisant des
métalloprotéases matricielles (MMP) favorisant I'angiogenése (de Visser et al., 2005). De plus,
I’engagement des FcyR sur les macrophages résidents et recrutés dans les tumeurs de ce méme
modele augmente leur sécrétion de chimiokines permettant la néoformation de vaisseaux et jouant
ainsi un réle pro-tumoral (Andreu et al., 2010). Par ailleurs, I'interaction entre les 1gG et les FcyR des
macrophages et des neutrophiles conduit a une augmentation des capacités de migration des cellules
tumorales dans différents modeéles murins, suggérant que les Ig promeuvent un phénotype pro-
tumoral de ces populations immunitaires, peut-étre en induisant la production de myéloperoxidase
(Barbera-Guillem et al., 1999).

Les Ig peuvent donc provoquer une inflammation favorisant la croissance tumorale.

3.3. Induction d’un phénotype tolérogéne des cellules présentatrices d’antigenes par les IgA

Les IgA sont principalement connues pour participer au maintien de I’homéostasie dans les
mugqueuses, en particulier dans l'intestin. Si ce réle dépend principalement d’un controle de la flore
commensale, des effets indépendants de la cible antigénique semblent également impliqués. Les IgA
peuvent en effet conférer des fonctions tolérogénes aux cellules immunitaires exprimant des
récepteurs capables de fixer ces IgA.

Les IgA peuvent inhiber les CPA suite a I'engagement du FcaR, exprimé notamment par les DC
et les macrophages. Il a été montré que l'interaction entre les IgA et ce récepteur peut conduire soit a
un signal activateur, soit a un signal inhibiteur en fonction de la nature moléculaire des IgA (Pasquier
et al., 2005). Les IgA existent en effet principalement sous trois formes : monomériques, dimériques,
et sécrétoires. Les IgA monomériques entrainent un signal inhibiteur, alors que les IgA polymériques,
en agrégeant plusieurs récepteurs, induisent un signal activateur, les deux signaux impliquant le motif
ITAM (Immunoreceptor Tyrosin Activating Motif) de la chalne y associée au FcaR. Ainsi, la liaison entre
les IgA et le FcaR peut induire un phénotype tolérogéne des monocytes et des DC dérivées de

monocytes in vitro. Cela se traduit a la fois par une diminution de production de cytokines pro-
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inflammatoires telles le TNFa, I'IL-6, et I'lL-12 (Lecocq et al., 2013; Wolf et al., 1994, 1996), mais aussi
par une augmentation de production de cytokines anti-inflammatoires comme I'IL-10 (Pilette et al.,
2010). D’autres études montrent que la fixation de complexes immuns a IgA par des DC générées ex
vivo entraine la maturation de ces cellules en induisant I'expression du CMH-II et de molécules de co-
stimulation comme CD86, mais conduit a un phénotype tolérogene des DC en favorisant leur sécrétion
d’IL-10 (Geissmann et al., 2001; Pasquier et al., 2004).

Les IgA peuvent également interagir avec des récepteurs dits accessoires, comme le récepteur
DC-SIGN (CD209), qui ne reconnaissent pas le fragment Fc, mais des résidus sur I’Ac (Baumann et al.,
2010). Ce récepteur reconnait par ailleurs des glycans et des résidus mannose sur différentes
protéines, notamment issues de pathogenes. DC-SIGN est principalement exprimé par des cellules
myéloides, dont des DC et des macrophages. Chez la souris, I'engagement de SIGNR1, I'’équivalent
murin de DC-SIGN, par des IgA sécrétoires sur des DC les oriente vers une fonction tolérogéne,
caractérisée par la production d’IL-10 et la capacité a induire des LTreg (Diana et al., 2013). Chez
'Homme, |'engagement de DC-SIGN par des Acs agonistes sur des monocytes lors de leur
différenciation donne naissance a des DCimmatures produisant plus d’IL-10 et moins d’IL12, exprimant
moins de molécules co-stimulatrices, et ayant des capacités moindres a induire des LT CD4*
producteurs d’IFNy (Svajger et al., 2011). L’expression de DC-SIGN a également été observée dans le
stroma de différentes tumeurs solides, en particulier sur les macrophages, et son blocage ex vivo
conduit a une diminution de la production d’IL-10 par les macrophages (Dominguez-Soto et al., 2011).
Ces données suggerent que I'engagement de DC-SIGN oriente les macrophages vers un phénotype
tolérogene de type M2. Cependant, I'impact de DC-SIGN n’est pas d{ ici a un engagement du récepteur
par des IgA, mais par d’autres motifs glycosylés. L’'ensemble de ces données suggére néanmoins qu’une

interaction entre DC-SIGN et les IgA pourrait conduire a un phénotype similaire.

Les IgA peuvent donc exercer un réle immunosuppresseur en conditionnant les CPA a exercer

une fonction tolérogene via I'engagement de récepteurs comme le FcaR ou DC-SIGN.

4. Utiliser les connaissances des rdles pro- et anti-tumoraux des anticorps pour concevoir des

anticorps thérapeutiques plus efficaces

Tout d’abord, des modifications de résidus des chaines constantes des Ig peuvent étre
réalisées pour augmenter leurs capacités a recruter des effecteurs cytotoxiques et activer les voies de
I’ADCC et la CDC simultanément (ldusogie et al., 2001; Moore et al., 2010; Nimmerjahn and Ravetch,
2005). Les 1gG1 et la majorité des FcyR favorisent I'induction de I’ADCC, tandis que les 1gG4 et le FcyRlIlb
I'inhibent. Il en est de méme pour la présentation d’Ags. Les IgA quant a eux peuvent induire ou inhiber

I’ADCC/ADCP en fonction de I'identité des cellules effectrices présentes, et ne semblent pas favoriser
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la présentation d’Ags. Ces connaissances peuvent étre exploitées pour concevoir des Acs
thérapeutiques présentant des parties Fc les plus a méme d’exercer une action anti-tumorale.
Plusieurs stratégies ont déja été explorées. Tout d’abord, le traitement combiné de lignées cellulaires
de tumeur mammaire par des IgG et des IgA dirigées contre des Ags tumoraux, HER2 et EGFR,
permettant 'engagement simultané des FcyR et du FcaRl, augmente la mort des cellules tumorales in
vitro en présence des différents leucocytes du sang, et in vivo (Brandsma et al., 2015). De maniére
intéressante, des Acs tandems capables de lier a la fois FcaR et les FcyR et combinant des fragments
constants 1gG1, IgA2 et éventuellement IgAl permettent de recruter a la fois des neutrophiles, des
cellules NK et des macrophages, et apparaissent plus efficaces que des Acs simples IgA ou IgG pour
tuer les cellules tumorales in vivo. lls permettent en effet de limiter de maniére optimale la croissance
tumorale a la fois dans un modeéle de lymphome non Hodgkinien avec des anti-CD20 (Li et al., 2017),
dans un modele de lymphome avec des anti-HLA (Dechant et al., 2002), et dans un modeéle de cancer
du sein avec des anti-HER2 (Borrok et al., 2015). Le bénéfice d’'un Ac mixte 1gG1/IgG3 pour activer

I’ADCC et la CDC a également été décrit (Natsume et al., 2008).

Les Acs peuvent donc induire a la fois des réponses pro- et anti-tumorales en fonction des
classes et sous-classes d’lg ainsi que de l'identité des cellules infiltrant les tumeurs. La notion
couramment admise que les IgG sont pro-inflammatoires et donc anti-tumorales tandis que les IgA du
fait de leurs propriétés non/anti-inflammatoires exerceraient un réle pro-tumoral est donc a

relativiser.
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Chapitre 3 : Rbles de la présentation d’antigenes et de la production de
cytokines par les lymphocytes B dans les tumeurs

Au-dela de la production d’lg, les LB pourraient également influencer la croissance des tumeurs

par leurs fonctions de présentation d’Ags et de sécrétion de cytokines.

1. Impact de la présentation d’antigénes par les lymphocytes B sur la réponse T anti-tumorale

1.1. Les lymphocytes B comme cellules présentatrices d’antigenes

Les LB sont des cellules présentatrices d’Ags professionnelles exprimant de maniére
constitutive le CMH-II et la machinerie de présentation des Ags, et sont donc capables de présenter
des Ags aux LT CD4* (figure 10). Les LB sont également capables d’effectuer une présentation croisée
des Ags aux LT CD8* sur le CMH-I (Robson et al., 2008). Une particularité des LB est qu’ils peuvent non
seulement capter les Ags de maniére aspécifique par endocytose ou phagocytose comme les autres
CPA, mais ils peuvent également fixer les Ags de maniéere spécifique par leur BCR avec une grande
affinité, permettant une forte accumulation de I’Ag (Lanzavecchia, 1990). Les LB sont donc capables
de capter un Ag et de le présenter sur le CMH afin qu’il soit reconnu par le TCR d’un LT, et cette capture
de I’Ag par le BCR permet notamment la présentation croisée d’Ags au LT CD8" (Wit et al., 2010). Afin
de présenter efficacement I’Ag au LT et d’activer celui-ci, les LB expriment également des molécules
de co-stimulation apres avoir été activés, notamment suite a un engagement des récepteurs de type
TLR (Barr et al., 2007). Les LB peuvent exprimer CD80 et CD86 liant CD28 sur les LT, mais également
CD70 et OX40L (Akiba et al., 1999). Les LB activés, exprimant donc des molécules de co-stimulation,
peuvent activer des LT (Metlay et al., 1989), tandis que les LB naifs ne peuvent pas délivrer de signal
de co-stimulation et induisent ainsi une tolérisation des LT (Fuchs and Matzinger, 1992). Les LB peuvent
également exprimer des molécules de co-inhibition, telle que PD-L1. Ce ligand est notamment exprimé
par les LB du CG chez la souris pour inhiber les LTfh et limiter leur expansion (Crotty, 2014), mais
également par les PC a IgA dans l'intestin ou ils permettent I'induction de LTreg (Doi et al., 2012). Ainsi,
I’équilibre entre I'expression de molécules de co-activation et co-inhibition par les LB, comme les
autres CPA, détermine s'ils vont activer ou inhiber les LT suite a la présentation d’un Ag.

Des différences sont cependant observées entre les LB mémoires capables d’activer les LT en
leur présentant des Ags et les autres CPA telles que les DC. Les LB sont moins efficaces que les DC pour
présenter les Ags aux LT CD4* (Cassel and Schwartz, 1994), et sont souvent considérés comme non-
suffisants pour la primo-activation des LT suite a une infection bactérienne (Epstein et al., 1995) ou
virale (Topham et al., 1996). Les LB sont cependant considérés comme capables de restimuler des LT

mémoires, et des LT différenciés en I'absence de LB et transférés dans une souris héte semblent étre
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incapables d’apporter I'aide nécessaire aux LB pour leur différenciation (Macaulay et al., 1998). Par
ailleurs, la présentation d’Ags par les LB au LT CD4" oriente préférentiellement leur polarisation vers
des LTh2 producteurs d’IL-4 (Macaulay et al., 1997; Stockinger et al., 1996).

Les LB ne seraient donc pas les cellules principalement impliquées dans la primo-activation des
LT, qui serait plutét la fonction des DC, mais les LB peuvent réactiver les LT et influencer leur

polarisation en leur présentant des Ags, ce qui peut jouer un réle important en contexte pathologique.
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Figure 10 : Présentation des antigénes aux lymphocytes T CD4* et CD8* par les lymphocytes B. Les LB peuvent
présenter des Ags a la fois aux LT CD4* et CD8*, et en fonction de leur stade d’activation et des molécules co-
activatrices et co-inhibitrices qu’ils expriment, induire leur activation ou leur inhibition. Les LB mémoires
expriment différentes molécules co-stimulatrices permettant l'activation des LB CD4* et CD8* et leur
différenciation en cellules effectrices, tandis que les LB naifs et les PC a IgA induisent des LTreg et inhibent les
fonctions des LT CD8* cytotoxiques.

1.2. La présentation d’antigénes par les lymphocytes B permet I'induction d’une réponse

anti-tumorale

La fonction des LB en tant que CPA dans la réponse anti-tumorale a été majoritairement
documentée lors de leur utilisation dans des protocoles d'immunothérapie, mais quelques corrélations
ont été établies concernant les LB endogenes. Dans le cancer du poumon, les LB isolés de la plupart
des tumeurs sont capables de présenter des Ags aux LT issus de cette tumeur in vitro, induisant leur
prolifération que ce soit en présence d’Ag d’EBV, de I’Ag XAGE-1b ou de lysat de tumeur (Bruno et al.,
2017). Par ailleurs, deux populations de LB observées dans les tumeurs de poumon sont associées a
des phénotypes de LT intra-tumoraux différents : une forte densité de LB activés CD27*CD21" est
associée a une forte densité de LT CD4* productrice d’IFNy, tandis que les LB épuisés CD27"8CD21"<¢

sont associés a des LTreg Foxp3*. Cela pourrait étre expliqué par une balance différente de molécules
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de co-activation et de co-inhibition sur les LB activés et les LB épuisés. Par ailleurs, les patients ayant
des tumeurs dans lesquelles les LB n’étaient pas capables de présenter les Ags dans un essai ex vivo
présentaient une fréquence plus importante de rechute et une mortalité plus élevée, suggérant que la
présentation d’Ags par les LB est nécessaire a une bonne réponse anti-tumorale dans ce cancer. Les LB
pourraient également jouer un réle important dans la présentation croisée des Ags aux LT CD8*. En
effet, dans le cancer de I'ovaire chez la femme, les LT CD8* et les LB sont co-localisés et souvent en
contact, et I'association de la densité des LT CD8" avec un meilleur pronostic est renforcée par la
présence de LB (Nielsen et al., 2012). De plus, dans un modéle murin de mélanome, une forte densité
de LB exprimant 4-1BBL est associée a une plus forte densité de LT CD8* cytotoxiques sécrétant du
Granzyme B (GrB (Lee-Chang et al., 2014).

Il a été montré dans un modele de glioblastome que I'injection de vecteurs adénoviraux codant
un Ag et la cytokine FLT3L permet d’induire une réponse anti-tumorale et ainsi de diminuer la
croissance tumorale. Cet effet est abrogé en absence de LB, mais pas en absence de PC uniquement,
suggérant que |'activation de la réponse anti-tumorale par les LB ne dépend pas de la sécrétion d’Acs,
mais plutot de la fonction de présentation d’Ag des LB (Candolfi et al., 2011). Par ailleurs, le réle des
LB, en comparaison aux DC, isolés de ganglions ou de rates de souris porteuses de tumeurs a été étudié
en co-injectant un des types de CPA avec des LT issus des mémes souris, dans des souris déficientes en
LT et LB porteuses de tumeurs similaires (Rossetti et al., 2018). Les LB activées par le CD40L permettent
une diminution de la croissance tumorale accompagnée d’une diminution de l'infiltration par les LTreg
en comparaison avec les autres LT CD4*, alors que les DC activées de la méme maniére n’ont pas cet
effet, probablement car elles sont tolérogénes dans ce modele. L'utilisation de LB isolés de rate de
souris non-porteuses de tumeurs ou de DC générées a partir de cellules CD34* de souris, chargées avec
un Ag et injectés dans des souris porteuses de tumeurs met également en évidence un avantage des
LB sur les DC pour présenter les Ags tumoraux aux LT infiltrant la tumeur (Wennhold et al., 2016). En
effet, I'injection de LB activés avec du CD40L et chargés avec le peptide OVA dans des modeles de
mélanome ou de lymphome présentant cet Ag permet une augmentation de la production d’IFNy par
les LT CD8" et une plus faible croissance tumorale, et les LB sont plus efficaces que des DC chargées
avec le méme Ag pour activer et induire la prolifération des LT CD4* et CD8" in vitro. De méme, des LB
isolés de PBMC chez 'Homme et transfectés avec un plasmide codant un Ag conservent I’'expression
du plasmide plus longtemps et sont plus efficaces pour induire I'expansion des LT que des DC. Chez la
souris, des LB traités de la méme maniére sont capables d’induire une réponse anti-tumorale, alors
que les DC n’en sont capables que si elles sont chargées avec un peptide (Colluru and McNeel, 2016).
Cependant, les DC sont capables de présenter I’Ag plus longtemps que les autres CPA (Zehn et al.,

2006).
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1.3. La présentation d’antigenes par les lymphocytes B peut inhiber la réponse T anti-

tumorale

La présentation d’Ags tumoraux par les LB pourrait également inhiber les LT dans la tumeur.
En effet, la présentation d’Ags par les LB naifs induit la différenciation des LT CD4* en LTreg (Fuchs and
Matzinger, 1992; Reichardt et al., 2007), probablement a cause de la faible expression de molécules
co-activatrices. De plus, la présence de LB épuisés dans les tumeurs de poumons est associée a une
forte densité de LTreg (Bruno et al., 2017), possiblement car ces LB expriment plus de molécules co-
inhibitrices. Les LB infiltrant les tumeurs peuvent en effet exprimer PD-L1, ligand inhibiteur. Chez les
patients atteints de cancer du sein, I'expression de PD-L1 par les LB circulants est supérieure a ceux de
donneurs sains, et une forte densité de LB PD-L1* est associée a une plus forte densité de LTreg (Guan
et al., 2016). Dans un modele de tumeurs mammaires murin, les LB infiltrant la tumeur expriment PD-
L1 et la culture de LB naifs purifiés de rate de souris non-porteuses de tumeurs avec des cellules
tumorales induit I’expression de PD-L1 sur ces LB et ces deux populations de LB inhibent la prolifération
des LT CD4" in vitro ainsi que la sécrétion de cytokines des LTh1 (Zhang et al., 2016). De plus, I'injection
de LB naifs exprimant PD-L1 activés ex vivo dans un modéle murin de tumeurs pleurales favorise la
polarisation en LTh17 et la dissémination des cellules tumorales dans les effusions pleurales (Wu et al.,
2018). Ainsi, les LB naifs infiltrant les tumeurs semblent exprimer des ICPi et ainsi empécher la
différenciation des LT en LT effecteurs et favoriser la croissance tumorale. Enfin, PD-L1 est également
exprimé par les PC a IgA infiltrant les tumeurs de la prostate et du foie, et cette expression de PD-L1
induit une diminution de l'infiltration par des LT CD8" et de leurs fonctions cytotoxiques et de sécrétion
d’IFNy (Shalapour et al., 2015, 2017). Cela suggére que les PC sont capables de présenter des Ags aux
LT CD8*. Les PC a IgA et IgM expriment en effet un BCR fonctionnel a leur surface leur permettant
d’internaliser les Ags (Pinto et al., 2013), et il a été montré que les PC peuvent présenter des Ags aux
LTfh CD4* (Pelletier et al., 2010). lIs pourraient donc également étre capables de présenter des Ags aux

LT CD8* en leur délivrant un signal de co-activation ou co-inhibition.

Ainsi, les LB pourraient présenter des avantages en tant que CPA dans les tumeurs bien que
moins efficaces que les DC pour présenter des Ags en contexte physiologique, tout d’abord parce que
les DC sont souvent inhibées ou tolérogenes dans les tumeurs, mais également parce que les LB sont
généralement plus nombreux que les DC dans les tumeurs, ce qui pourrait faciliter leur interaction
avec des LT. De plus, les LB infiltrant la tumeur peuvent étre spécifiques d’Ags tumoraux,
particulierement s’ils sont différenciés localement dans des TLS, leur conférant un avantage pour
capter les Ags tumoraux et les présenter. Cependant, les LB sont moins efficaces que les DC pour

activer des LT naifs et peuvent favoriser la polarisation des LTh2, généralement associés a une réponse
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pro-tumorale. De plus, les DC ont des capacités de migration supérieures et expriment des ligands de

CCR7 leur permettant d’étre co-localisées avec les LT dans les ganglions.

2. Impact des cytokines produites par les lymphocytes B sur la croissance tumorale

2.1. Les cytokines pro-inflammatoires produites par les lymphocytes B pouvant jouer un réle

anti-tumoral

Les LB peuvent produire de nombreuses cytokines dont le role a été décrit principalement dans
les maladies auto-immunes, et qui peuvent tout d’abord influencer la polarisation des LT (figure 11).
En effet, les LTh1 peuvent étre induits par la production d’IL-12 principalement, tandis que les LTh2
sont favorisés par la sécrétion d’IL-4 et les LTh17 par I'IL-6 et le TGFB, cytokines pouvant étre produites
par les LB (Shen and Fillatreau, 2015) qui pourraient donc influencer la balance LTh1/LTh2 et ainsi la
réponse anti-tumorale. Ainsi, dans un modeéele murin de mélanome, les LB sécrétant de I'IFNy,
également identifiés par leur expression de TIM-4 a la membrane, permettent une polarisation des LT
en LTh1 et un rejet des tumeurs lorsqu’ils sont injectés (Ding et al., 2017). Les LB peuvent également
produire des cytokines agissant sur d’autres cellules immunitaires: le GM-CSF permettant
I"accumulation de DC productrices d’IL-12, nécessaire a la différenciation des LT (Shen and Fillatreau,
2015), et le recrutement de neutrophiles (Bao and Cao, 2014), et I'lL-12 pouvant activer les cellules NK
par exemple. Par ailleurs, les LB peuvent exprimer LTalB2 qui permet le maintien des TLS dans les
tumeurs, qui pourraient jouer un role anti-tumoral (McDonald et al., 2005). Enfin, les cytokines
produites par les LB pourraient agir directement sur les cellules tumorales. Chez ’'Homme, des LB isolés
de carcinomes hépatocellulaires seraient capables de tuer des cellules tumorales ex vivo
potentiellement par la production d’IFNy et de GrB et I'expression du ligand de mort TRAIL a leur

surface (Shi et al., 2013).

2.2. Les cytokines pro-tumorales produites par les lymphocytes B : un réle central de I'IL-10

et de I'lL-35

Les cytokines immunorégulatrices produites par les LB, en particulier I'lL-10 (Kalampokis et al.,
2013) et le TGFB (Yang et al., 2013), permettent une amélioration des pathologies auto-immunes, a la
fois chez la souris et chez 'homme, principalement en induisant des LTreg et en inhibant les
polarisations en LTh17 et LTh1. Dans les tumeurs, il a été montré que I'expression de CD40L par les
cellules tumorales induit la sécrétion d’IL-10 par les LB suite a 'engagement du CD40, mettant en
évidence que le MET peut influencer la sécrétion de cytokines par les LB (Inoue et al., 2006). Cette
sécrétion d’IL-10 favorise la croissance tumorale (Tao et al., 2015), en inhibant les fonctions

cytotoxiques de cellules NK et des LT CD8*, ainsi que leur production d’IFNy (Inoue et al., 2006;
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Shalapour et al., 2015, 2017). Dans le mélanome chez la souris, un équilibre existe entre les LB TIM-4*
produisant de I'lFNy et les LB TIM-1* produisant de I'lL-10 : en I'absence de LB TIM-4", la production
d’IL-10 et la croissance tumorale sont augmentées (Ding et al., 2017). Chez 'Homme, des LB
producteurs d’IL-10 sont détectés dans le sang et la tumeur de patients atteints d'un cancer de I'ovaire
métastatique ou d’un cancer rénal et sont associés a une inhibition de la sécrétion d’IFNy par les LT
CD8" ainsi qu’a une augmentation de la densité de LTreg (Cai et al., 2015; Wei et al., 2015).

L’IL-35, une cytokine de la famille IL-12, constituée d’une chaine EBI3 et de la chaine p35 de
I'lL-12, produit par les LB permet également le contréle des pathologies auto-immunes en diminuant
la proportion de LThl et les LTh17 (Shen et al., 2014). Dans un modele murin de cancer du pancréas,
les LB infiltrent les tumeurs deés les stades pré-invasifs et sécretent de I'IL-35 qui augmente la
croissance tumorale en induisant la prolifération des cellules tumorales (Pylayeva-Gupta et al., 2016),
comme cela avait été montré précédemment in vitro (Nicholl et al., 2014). Chez 'Homme, des LB
sécréteurs d’IL-35 sont détectés dans le sang de patients atteints de cancers gastriques et colorectaux
et leur présence est corrélée a la présence de LTreg, de cellules myéloides suppressives, et de
monocytes (Wang et al., 2018a, 2018b).

Par ailleurs, les LB peuvent également sécréter du TGFB et du GrB qui favorise la croissance
tumorale et les métastases, en induisant des LTreg (Olkhanud et al., 2011) ou en empéchant la
prolifération des LT effecteurs (Lindner et al., 2013). Le TGFB promeut également la croissance
tumorale en induisant la prolifération des cellules tumorales ovariennes par lI'augmentation de
I’expression d’IGF1R (Alsina-Sanchis et al., 2016). Des LB en présence du facteur de croissance FGF-2
peuvent eux-mémes sécréter de I'lGF1, ligand d’IGF1R, responsable de la résistance aux thérapies
ciblées dans le mélanome (Somasundaram et al., 2017)

Les cytokines produites par les LB pourraient donc favoriser la croissance tumorale en inhibant
la fonction cytotoxique des LT et en induisant les LTreg, mais également en induisant directement la

prolifération des cellules tumorales.

2.3. Diverses populations de lymphocytes B produisent des cytokines immunorégulatrices

Les LTreg sont une population définie par différents marqueurs comme I'expression du facteur
de transcription Foxp3 et de CD25. Un équivalent a été recherché pour les LB ayant des propriétés
inhibitrices. On pensait tout d’abord que les LBreg étaient les LB dits transitionnels exprimant CD24 et
CD38, décrits initialement comme inhibant la sécrétion d’IFNy et de TNFa par des LT dans le lupus
systémique érythémateux (Blair et al., 2010). Ces LBreg possédent des capacités régulatrices variables
en fonction de leur expression d’IgM, IgD, et CD27 (Iwata et al., 2011; Simon et al., 2016), et les
marqueurs CD25, CD1d et CD5 peuvent également étre utilisés pour les définir (Kessel et al., 2012;

Mehdipour et al., 2015).
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Cependant, de nombreuses observations mettent en évidence que les propriétés régulatrices
des LB ne se réduisent pas a une seule population. Tout d’abord, le stade de différenciation des LB
pourrait également influencer leur production de cytokines. Une étude dans la sclérose en plaque
montre que les cytokines anti-inflammatoires, notamment I'lL-10, sont produites principalement par
les LB naifs, alors que les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa sont sécrétées en majorité
par les LB mémoires (Duddy et al., 2007). D’autre part, les PC sont d’importants producteurs de
cytokines, particulierement immunosuppressives. De maniere intéressante, on observe que les PC sont
les principaux producteurs d’IL-10 et IL-35, a la fois lors d’une infection (Shen et al., 2014), mais
également en contexte tumoral (Cai et al., 2015; Pylayeva-Gupta et al., 2016). Pour I'lL-10, cela pourrait
s’expliquer par le fait que I'expression de cette cytokine et la différenciation en PC dépendent de
I’expression du facteur de transcription IRF4 (Rangaswamy and Speck, 2014). Par ailleurs, un réle
particulier des PC a IgA est décrit pour la sécrétion d’IL-10. Dans le carcinome rénal, une corrélation
entre la densité de PC a IgA et celle de PC producteur d’IL-10 est établie, méme si la production
préférentielle d’IL-10 par les PC a IgA n’est pas clairement démontrée (Cai et al., 2015). De plus, il a été
démontré dans les cancers du foie et de la prostate que I'IL-10 est produite par les PC a IgA (Shalapour
et al., 2015, 2017). Les PC a IgM peuvent également sécréter de I'lL-10 et la chimiokine CCL5, entre
autres (Blanc et al., 2016; Fillatreau, 2015). La sécrétion de cytokines préférentiellement par les PC a
IgA et IgM au sein des PC pourrait s’expliquer par le fait que seules ces deux sous-classes de PC
expriment un BCR fonctionnel en surface et sont capables de présenter les Ags, ce qui pourrait induire
leur production de cytokines. Par ailleurs, les PC sont des cellules ayant une machinerie de sécrétion
tres développée afin de pouvoir sécréter les Acs, ce qui pourrait permettre une production de
cytokines plus efficace que dans les autres cellules.

Différentes populations de LB sont donc capables de sécréter des cytokines
immunosuppressives ou pro-inflammatoires et I'environnement tumoral pourrait conditionner la
balance entre les deux. En effet, le TGFB produit par les myofibroblastes dans les tumeurs de la
prostate et du foie permet la commutation de classe des PC vers IgA et la sécrétion d’IL-10 (Shalapour
et al., 2015, 2017), et le facteur de croissance FGF-2 sécrété dans le mélanome induit la sécrétion

d’IGF1 par les LB, qui peut jouer un réle pro-tumoral (Somasundaram et al., 2017).
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Figure 11 : Roles pro- versus anti-tumoraux des cytokines produites par les lymphocytes B. Les LB peuvent
produire une diversité de cytokines pro- ou anti-inflammatoires permettant I'élimination ou la croissance des
cellules tumorales en agissant directement sur les cellules tumorales ou en modulant les fonctions d’autres
cellules du MET.



Objectifs de la these

De nombreuses démonstrations de l'importance des LB dans le MET existent dans la
littérature, montrant que les LB peuvent jouer un réle pro- ou anti-tumoral a la fois par leurs fonctions
de production d’Acs, de présentation d’Ags, ou de sécrétions de cytokines (figure 12). Cependant, la
diversité des LB dans les tumeurs reste largement méconnue, et il est également nécessaire de mieux
comprendre le réle pro- ou anti-tumoral des LB naifs, des LB mémoires et des PC a I1gG ou a IgA afin de

pouvoir utiliser ces connaissances pour identifier de nouveaux éléments a cibler en thérapie.
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Figure 12 : Les lymphocytes B peuvent jouer des roles pro- et anti-tumoraux a la fois par la production

“‘““"7"""‘"“"’1"‘“‘l'b“'"‘"*;f_“““7"““““““““““‘

d’anticorps, la présentation d’antigenes, ou la sécrétion de cytokines

Les objectifs de ma thése étaient donc i) de caractériser I’hétérogénéité du contingent de LB

infiltrant les tumeurs du sein et de [I'ovaire en terme de sous-populations, de
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structuration fonctionnelle, d’isotypes d’Ac secrétés et d’Ags ciblés par ces Acs ii) d’en définir I'impact
sur la progression tumorale et la survie des patientes ; et iii) d’étudier les mécanismes d’induction
d’une réponse anticorps dans les tumeurs au travers de |'exploration de syndromes neurologiques

paranéoplasiques.

Pour cela, j’ai analysé des prélevements de patiente (sang et tumeurs primaires),
principalement par cytométrie de flux, ELISA, et immunofluorescence. Nous avons également mené
une étude de l'infiltrat immunitaire et en particulier des PC dans des tumeurs ovariennes associées a
des dégénérescences cérébelleuses a Acs anti-Yo, dans le but de déterminer les mécanismes
permettant I'induction d’une réponse immunitaire cellulaire et humorale. Les résultats sont présentés
sous la forme d’'un manuscrit en cours d’écriture intitulé « Heterogeneity and clinical impact of the
plasma cell infiltrate in breast tumors », d’un article publié dans Acta Neuropathologica en 2018
« Genetic alterations and tumor immune attack in Yo paraneoplastic cerebellar degeneration », et

de résultats complémentaires.
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Hétérogénéité des lymphocytes B et de la réponse humorale dans les
tumeurs de sein et d’ovaire

Nous avons caractérisé l'infiltrat en LB et la réponse humorale dans les tumeurs de sein et
d’ovaire afin de mieux comprendre leur réle dans la réponse immunitaire anti-tumorale. Pour cela,
nous avons utilisé des fragments de piéces opératoires, frais ou fixés, de ces deux types de tumeurs,
ainsi que des cohortes rétrospectives de patientes, et combiné des analyses par cytométrie en flux
(CMF), des marquages multiplexes par immunofluorescence (IF), et des techniques biochimiques pour
i) identifier et caractériser les sous-populations de LB infiltrant les tumeurs, ii) étudier la diversité des
Acs produits localement en termes de classes et sous-classes et de cibles antigéniques, et iii)

déterminer I'impact clinique de ces différents éléments.

1. Hétérogénéité et impact clinique des plasmocytes infiltrant les tumeurs de sein
Résumé de I'article

Les démonstrations d’un role important des LB et des Acs dans I'immunité anti-tumorale sont
de plus en plus nombreuses dans la littérature, mais restent assez contradictoires. Dans ce contexte,
une caractérisation fine de la diversité de la réponse humorale et des populations de LB infiltrant les
tumeurs solides chez 'Homme est nécessaire pour mieux comprendre les bases mécanistiques de leur
role pro- versus anti-tumoral. Nous avons caractérisé cet infiltrat dans les tumeurs de sein chez
I'Homme, dans lesquelles les LB et les PC ont précédemment été observés et sont généralement
associés a un meilleur pronostic, particulierement en présence de TLS.

Pour cela, nous avons tout d’abord réalisé des marquages multiparamétriques par CMF sur des
prélevements frais de tumeurs de sein afin d’identifier les différentes sous-populations de LB, ainsi que
les Ig exprimées et produites par les cellules différenciées. Une illustration et une quantification de la
présence de ces cellules et de leur localisation dans les tumeurs ont été réalisées grace a des
marquages IF multiparamétriques analysés grace au logiciel HALO™. Enfin, des études par ELISA et
Western Blot nous ont permis de caractériser les Acs solubles présents dans le MET. Cette étude a été
réalisée sur des carcinomes invasifs de différents sous-types moléculaires et de différents grades afin
d’étudier I'impact des caractéristiques cliniques sur la réponse humorale. Par ailleurs, nous avons
également comparé des carcinomes invasifs avancés et des carcinomes in situ, souvent considérés
comme des tumeurs de sein précoces, afin de déterminer I'impact des différentes populations sur la
progression tumorale.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence la présence de LB a de nombreux stades de

différenciation dans les tumeurs de sein, avec des proportions plus importante de LB mémaoires et
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naifs, mais également un contingent significatif de PC. Ces populations sont parfois accompagnées de
LB du CG et de la présence de TLS, suggérant une possible différenciation locale des LB, mais aussi leur
recrutement a différents stades. Les PC infiltrant dans les tumeurs invasives sécrétent principalement
des IgG, mais également des IgA et des IgM. Les IgA du MET peuvent étre monomériques ou
dimériques, et de sous-classe IgA1 ou IgA2, suggérant la possibilité d’induction de signaux variés par
ces Acs. De maniere intéressante, environ un cinquiéme des carcinomes invasifs présentent un ratio
de PC a IgA par rapport aux PC a IgG élevé, alors que les carcinomes in situ présentant des PC sont
systématiquement infiltrés par une densité plus élevée de PC a IgA que de PC a IgG. Cette différence
souleve la possibilité d’un rdole protecteur des IgA qui préviendraient la progression tumorale,
hypothese renforcée par I'’étude d’une cohorte rétrospective de patients.

La réponse humorale pourrait donc jouer un role important dans la réponse immunitaire anti-

tumorale et la progression des tumeurs de sein.
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Abstract

B cells appear to have an important but still debated role in breast tumors, and a comprehensive
analysis of the B cell infiltrate and local humoral response remains necessary to better apprehend their
pro- or anti-tumor roles. By analyzing different cohorts of breast cancer patients using flow cytometry,
in situ tissue imaging and analysis of locally produced antibodies, we demonstrated that multiple B cell
differentiation stages infiltrate invasive breast tumors, with a dominance of memory B cells, naive B
cells and antibody-producing plasma cells whether or not tertiary lymphoid structures were present.
Importantly, plasma cells not only consisted of IgG-, but also of IgA-, and to a lesser extent IgM-,
producing cells and localized in both the stromal and tumor areas. Locally produced IgA consisted of
both monomeric and dimeric entities and of IgA1l and IgA2 subclasses. Moreover, in situ breast
carcinomas, considered as early tumors, had a plasma cell contingent over-dominated by IgA PC while
invasive carcinomas presented a dramatic shift of local humoral immunity toward IgG production,
except for a minor fraction of patients, suggesting a protective role of IgA PC in tumor progression. This
was indeed strengthened by the association, albeit not statistically significant, of a high density of IgA
PC with a better survival of patients with invasive breast cancer. This data demonstrate a high diversity
of the B cell infiltrate and humoral response in breast tumors and highlight the differential role of IgA

and IgG plasma cells on tumor progression and patient survival.
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Introduction

Breast cancer (BC) is a highly complex disease not only due to the existence of various
histological and molecular subtypes, but also because of complex immune cell networks operating inside
the tumor microenvironment. Tumor subtype identification at diagnosis, based on the differential
expression of estrogen (ER), progesterone (PR) and/or Human Epidermal Growth Factor Receptor-2
(HER2) receptors, has tremendously improve disease management with possibility of targeted
treatment, but it is noteworthy that ER'PR'HER2" triple negative breast tumors remains difficult to treat!
and that current immunotherapy has not proven to be as efficient in BC? as it is in other types of solid
cancers®. This underlies the critical need to improve our understanding of the breast tumor immune
microenvironment. BC patient prognosis strongly relies on the cellular composition, density, local
structuration and function of tumor-infiltrating (Ti) immune cells*. As in many other malignancies, a
high density of cytotoxic CD8" T cells and Thl cells is associated with a favorable clinical outcome in
terms of overall and disease-free patient survival’. Yet, invasive BC harbor a dominant immuno-
suppressive microenvironment, typified by the presence of regulatory T cells, tolerogenic dendritic cells
and suppressive macrophages, which all concur to dampen anti-tumor immunity and are associated with
a poor clinical outcome® ™’ .

In contrast, the role played by B cells in solid cancers, and in BC in particular, remains more
controversial and still poorly understood. Many studies have shown that a high tumor infiltration by
CD20" B cells at the time of diagnosis is associated with an increased overall survival (OS) and disease-

free survival (DFS) of breast cancer patients!®!?

and can even predict pathological complete responses
after neo-adjuvant chemotherapy'>!*. In addition, functional organization of the B and T lymphocytic
infiltrate in so-called tertiary lymphoid structures (TLS) is a predictive factor in breast cancer for both
improved survival'> and response to neo-adjuvant chemotherapy'. In contrast, a recent study revealed
that ductal carcinomas in situ with high numbers of Ti B cells had significant higher tumor size and
shorter DFS'S, In addition, two studies reported that high plasma cell (PC) counts were associated with

worse prognosis in patients with invasive breast cancer!®!’

, while others argues for an exact opposite
clinical impact'®!?. That B cells can exert pro-tumor roles was further revealed in mouse models of
mammary tumors where B cells with regulatory features were shown to promote metastasis, induce
regulatory T cells and suppress CD8" antitumor immunity?*2*, B cells with such a regulatory phenotype
have also been described in human BC?**%, The reason for these controversial observations might rely
on the phenotypic and functional heterogeneity of the B cells and PC infiltrate in breast tumors, which
so far remain poorly documented.

Recent studies have documented that the B cell infiltrate of invasive BC consist of about 80%
of naive and memory B cells in roughly equal proportions, some antibody-producing PC, and minor

26,27

amounts of cells with intermediate stages of differentiation“>’, as was previously shown in other types

of tumors, including non-small cell lung cancer®® and ovarian carcinomas®’2°. Limited information is
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currently available regarding the respective role of naive and memory B cells'®, but CD4" follicular
helper T cells that may promote local B cell differentiation predicts improved breast cancer survival®'.
Tumor infiltration by PC is reminiscent of the early descriptions in cancer patients of serum IgG directed
against tumor-associated antigens (Ags)*, which can be associated either with a good or bad prognosis
depending on the targeted proteins®**. It is also likely that the class and subclass of antibodies (Abs)
produced by Ti plasma cells also critically conditions their local functions. Although, Ti PC were
initially thought to express/produce mostly IgG**%, there is some scarce evidence for IgA and even

36-39

IgG4 producing cells in certain cancers and both IgG and IgA against tumor Ags were recently

t27

reported in breast tumor supernatant>’. These various Ab isotypes strikingly differ for their capacity 1)

to kill tumor cells, either directly or by activation of the complement pathway or cytotoxic cells***, ii)
to promote dendritic cell mediated Ag cross-presentation to CD8" cells*, iii) to activate or suppress Ag

4346 and iv) to trigger local tumor-promoting inflammation®’.

presenting cells
Besides these canonical functions, B cells and PC are also an important source of cytokines and other
immune modulators*® that may affect anti-tumor immunity. They can indeed secrete pro-inflammatory
cytokines such as TNFa, IFNy, GM-CSF, and IL-17, as well immune-suppressive cytokines, with PC
being major producers of IL-10 and IL-35% that both promote tumor development*”~%!, The PD-L1
inhibitory immune checkpoint ligand can also be expressed by B cell subsets and dampen T cell
immunity>?. In this respect, Shalapour et al. have recently identified, in mouse models of prostate cancer
and hepatocellular carcinoma, a suppressive role of IgA PC on CD8" T-cell-mediated anti-tumor
immunity that relies on expression of PD-L1 and production of IL-10%"!,

There is thus increasing evidence that B cells and especially PC are critical actors of the tumor
immune microenvironment but the cellular and molecular basis of their pro- versus anti-tumoral roles
remains incompletely understand. The present study was aimed to disentangle heterogeneity of the B
cell infiltrate in breast tumors and diversity of locally produced antibodies, and their consequences on

patient prognosis.
Material and method

Patient cohorts

For the prospective cohort of patients used for flow cytometry, tissue immunofluorescence and
Ig titration, fresh and fixed tissue specimen were collected from 92 primary breast cancer patients
diagnosed and treated at the Centre Léon Bérard (CLB) between 2012 and 2018. Inclusion criteria
included a size estimated at diagnosis greater than 2.5 cm and an SBR grade (which considers the density
of tubules, nuclear features and mitotic activity) of I-III and included all histological subtypes. The
characteristics of patients are provided in Table 1. All samples were prepared from surgical pieces by a
pathologist and provided by the CLB tissue bank within the frame of a protocol approved by the
Institutional review board and ethics committee (L-06-36 and L-11-26) and following patients' written

informed consent, in accordance with the Declaration of Helsinki. A series of 15 ductal in situ
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carcinomas (FFPE samples) was also used for immunofluorescence analysis and their characteristics are

described in Table 2.
Flow Cytometry ELISA | Tissue multi-IF
1 (%) i (%) 1 (%)
Total 42 (100) 72 (100) 39 (100)
Age (median and range) 63 (35-90) 61,5 (32-91) 57 (39-88)
Histology
Ductal 26 (62) 43 (60) 24 (62)
Lobular 11 (26) 23 (32) 9(23)
Others 5(12) 6 (8) 6(15)
Histological grade (SBR)
1 2(5) 1(1) 1(3)
2 17 (40) 28(39) 13 (33)
3 23 (55) 43 (60) 25 (64)
Size
Tl 2(5) 1(1) 2(5)
T2 28 (66) 45 (63) 28(72)
T3 10 (24) 23 (32) 8(20)
ND 2(5) 3(4) 1(3)
Node status
negative 23 (55) 37(51) 23 (59)
Positive 19 (45) 33 (46) 16 (41)
ND 0(0) 2(3) 0(0)
Metastasis
Yes 5(12) 152D 7(18)
No 37 (88) 57(79) 32(82)
Lymphovascular Embolism
Absent 26 (62) 43 (60) 24(62)
Present 12 (28) 25 (35) 13 (33)
ND 4(10) 4(5) 2(5)
HR
ER- 2(19) 21(29) 13(33)
ER+ 34 (81) S1(71) 26 (67) (%)
PR- 11 (26) 26 (36) 18 (46) Total 15 (100)
PR 3104 46 (64) E2NEL) Histological grade (SBR)
HER2 1 3(20)
HER- 36 (86) 62 (86) 32(82) ) 5 a3
HER+ 4(9) 9(13) 6(15) 3 10(67)
ND 2(5) 1(1) 1(3) .
Triple negative [Size
Yes 7(17) 18 (25) 10 (26) <40mm 10(67)
No 35 (83) 54 (75) 29 (74) >40mm 5G33)
Neoadjuvant treatment [Necrosis
Yes 0(0) 11(15) 4(10) Yes 10 (67)
No 42 (100) 61 (85) 35 (90) No 5(33)
Table 1: Characteristics of the prospective cohorts of Table 2: Characteristics of the in situ
breast cancer patients used for flow cytometry, ELISA, ductal carcinoma samples used for
and tissue multi-IF analysis immunofluorescence studies.

The prognostic study was performed on a retrospective cohort of patients and is ancillary to the
PACSO08 trial®, which, between October 2007 and September 2010, included 592 patients with triple
negative breast cancer (TNBC, negative for ER, PR, and HER2) and 170 patients with ER"PR'HER2"
luminal tumors. This trial, performed with a total 762 patients, was aimed to compare two different
adjuvant chemotherapies but did not reveal major differences between the two arms of the study®. All
tumors were thus considered equally to analyze the prognostic impact of B cells and PC densities

determined by IHC staining of the available Tissue MicroArrays (TMA)*,

Preparation of tumor cell suspensions and supernatants

Tumor pieces were first mechanically dissociated into small fragments, with 1 mL of RPMI
1640 supplemented with antibiotics per 500 mg of tumor, and tissue supernatant was collected, clarified
by centrifugation and 0.22 um filtered to obtain Soluble Tumor Milieu (STM) containing the soluble
factors of the tumor microenvironment. Tumor fragments were then incubated for 45 minutes at 37°C
with collagenase IA (1 ug/mL, Sigma) and DNase I (100 pg/mL, Sigma) in medium with antibiotics

under gentle magnetic shaking. The resulting cell suspensions was filtered over a 70 um cell strainer,
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washed and resuspended in RPMI 1640 medium supplemented with 10% Fetal Calf Serum (FCS) until

use for further analysis.

Flow Cytometry

Single cell suspensions from primary breast tumors were incubated with various combinations
of fluorescently labeled Ab. The Ab panel used to characterize B cell subsets included Ab to human
CD45 (HI30), CD20 (L27), CD19 (HIB19), CD38 (HIT2), IgD (1A6-2,), IgG (G18-145), all from BD
Biosciences (Le Pont de Claix, France), CD27 (0323), CD24 (MLS), [gM (NHM-88), all three from
Biolegend (Saint Quentin, France) and IgA (Southern Biotech, Clinisciences, Nanterre, France). Both a
surface and intra-cytoplasmic staining was performed for IgG, IgA and IgM to ensure detection of both
memory and plasma cell subsets. The T cell panel contained Ab against CD3 (SK7), CD4 (SK3), PD1
(EH12.1), from BD Biosciences, ICOS (REA192), CXCRS5 (REA103), from Miltenyi Biotech (Paris,
France) and Foxp3 (PCH101, eBiosciences, Paris, France). After cell surface staining, cells were fixed
with a fixation/permeabilization kit (eBiosciences) and analyzed within 5 days on a LSR-Fortessa (BD
Biosciences). An intracellular staining was performed for Foxp3, IgG, IgA and IgM using the
fixation/permeabilization kit right before analysis on the flow cytometer. Data were processed using the
FlowJo Software (Tree Star) by first gating on live infiltrating immune cells based on the expression of
CD45 and the absence of the fixable viability marker (Zombie Fixable Viability Dyes, Biolegend). The
density of each immune population (number of cells per mg of tumor) was calculated by multiplying
the total number of viable cells (determined by manual counting using Trypan blue dye exclusion) by
the percentage of each population among total viable cells (determined by Flow cytometry (FCM)) and
dividing by the tumor weight in mg.

IF and IHC staining of FFPE sections

Multiplex immunofluorescence staining. After deparaffinization and antigen retrieval, 4 pum-
thick formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue sections were incubated with various
combinations of 3 primary antibodies (Sup. Table 1) directed against IgG, IgD (Southern Biotech), IgA,
IgM, CD20 (L26), CD3, Pan-cytokeratins (AE1/AE3), IRF4 (MUMI1p), all from DAKO, PNAd (BD
Biosciences), IgJ (Biolegend), and IgA1 (B2506B4) and IgA2 (RM125) from Abcam (Paris, France).
After washing, sections were then incubated with Alexa-Fluor (-488, -555 and -647, ThermoFischer
Scientific, Saint Aubin, France) coupled secondary Abs specific for primary Ab species and/or subclass.
DAPI was then added to stain nuclei and slides were mounted with Prolong Gold Medium
(ThermoFischer Scientific). Most multi-IF staining were performed manually except pan-CK/IgG/IgA
and CD3/CD20/PNAd, which were performed on the Discovery XT autostainer (Roche Ventana,
Meylan, France). All IF stained slides were scanned with the Panoramic Scan II device (3D Histech,

Sysmex, Villepinte, France).
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Analysis of multi-IF staining. Digital images were used to evaluate the presence of TLS and to
quantify various immune cell populations. Based on CD3/CD20/PNAd or CD3/CD20/IgD staining,
tumors were manually scored TLS positive if they contained at least one area harboring dense and
segregated B cell and T cell aggregates. TLS with a B cell area composed of CD20IgD" cells surrounded
by CD20*IgD" naive B cells were considered as harboring a germinal center. IgA and IgG PC were
quantified in the stroma versus the tumor area by using the Halo Image analysis software (Indica labs)
based on the pan-CK/IgG/IgA staining. >10 square regions of 1 mm?, representing about one-tenth of
the entire tissue section, were defined and tissue segmentation was performed according to pan-CK
staining (Sup. Fig. 1A). An algorithm was then set to exclude zones with artifacts, necrosis or fibrous
areas, and to identify IgG and IgA PC based on a strong intracytoplasmic staining. Cells positive for
pan-CK or displaying a membrane IgG or IgA staining were not counted. The number of cells was then

calculated by mm? of tissue.

IHC. Single IHC staining of 4 pm thick plain or TMA (PACS08 cohort) tumor sections was
performed with Ab (Sup. Table 1) to IgA, IgG, and CD20 (DAKO) using a Discovery XT autostainer
(Roche Ventana). Sections were deparaffinized, heated in an antigen retrieval solution, incubated with
the primary antibody for 30 to 60 minutes, and were then revealed with a biotinylated secondary Ab
bound to streptavidin peroxydase conjugate (Ultratech HRP DAB kit, Coulter Immunotech) followed
by DAB substrate. Sections were then counterstained with hematoxylin and mounted. For TMA, a
trained pathologist manually counted the number of positive cells per spot and the mean value of the

three independent spots per patient was calculated.

Quantification and analysis of immunoglobulins

ELISA and multiplex Ab quantification. Ab classes were quantified in STM from breast tumors
with IgA, IgG, and IgM ELISA kits from Invitrogen (ThermoFischer Scientific) according to the
manufacturer’s instructions. The four subclasses of IgG were measured in the same fluids with the Bio-

Plex Pro™ Human Isotyping Panel (Bio-Rad).

Western Blot. Soluble tumor milieu, previously titrated by ELISA for their IgA content, were
loaded at an equivalent IgA quantity on Mini-PROTEAN TGX Precast 4%—15% Gels (Bio-Rad) and
transferred after migration to a Trans-Blot Turbo Mini PVDF membrane (Bio-Rad). IgA were detected
using a goat anti-human IgA (1/5 000, Southern Biotech) and J-Chain with a rabbit anti-human IgJ
(1/125, Atlas Antibodies). The J chain WB was performed in denaturing conditions by addition of -
mercaptoethanol and prior heating of STM samples at 95°C for 5 minutes. Serum IgA and colostrum
IgA (Sigma-Aldrich, I’Isle d’ Abeau, France), and recombinant dimeric IgA (a kind gift of S. Paul, IMAP
Saint Etienne) were used as positive controls. Membranes were then incubated with HRP-coupled
antibodies, respectively a rabbit anti-goat antibody for IgA (1/10 000, DAKO) or a goat anti-rabbit
antibody for Ig-J (1/10 000, Millipore) followed by Luminata™ Crescendo Reagent (Millipore), and
developed on a film with a Curix 60 developer (Agfa).
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Fluorescent ELISPOT. 1gG, IgA, and IgM producing cells were quantified with a three-color
fluorospot kit (Immunospot©, Cellular Technology Limited, Cleveland, USA). Serial 2-fold dilutions
of cells (starting at 4.10° cells per well) prepared from breast tumors were incubated in already coated
ELISPOT plates overnight without any stimulus. The remaining steps were performed according to the

manufacturer’s instructions and spots were counted using the ImmunoSpot® S6 ULTRA-V.
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Results

B cells at different stages of differentiation infiltrate invasive breast tumors

B cells have been extensively shown to infiltrate breast tumors (BT) but their phenotypic and
functional diversity remains so far poorly characterized. To identify the various B cell subpopulations
present within the tumor microenvironment (TME), we analyzed by flow cytometry tumor cell
suspensions prepared by enzymatic digestion of fresh BT samples resected from treatment-naive
patients (n=42). B cells, identified as CD19" cells, were detected in all patients, albeit at highly variable
frequencies among immune cells, with a median value of 5.8% and an interquartile range of 2.6 to
14.18% (Fig.1A), in accordance with other studies™. Interestingly, the number of B cells per mg of
tissue correlated with that of total immune cells (r*=0.74, p<0.0001, data not shown) and of T cells
(Fig.1B). On the basis of surface expression of CD20, CD38, IgD and IgM, 3 major B cell
subpopulations (constituting >95% of B cells) were identified: memory B cells (CD20"CD381gD"),
naive B cells (CD20"CD38IgD"IgM") and PC (CD20"CD38") (Fig.1C), which accounted on average
for about 6.2, 2.7 and 0.9 % of the total immune infiltrate, respectively (Fig.1D). A majority of PC and
memory B cells expressed CD27 (Fig.1C), as expected, but this marker was not used for subset
identification because of its downregulation during enzymatic tumor disaggregation (data not shown).
A minor population of CD20"CD38™ cells was also detected in more than half of the tumors and
consisted of germinal center like B cells (GC, IgDIgM") and IgDIgM" cells, most likely corresponding
to pre-GC B cells and/or transitional (Ti) B cells (Fig.1C). Thus, BT were heterogeneously infiltrated
by B cells at various stages of differentiation including, by decreasing cell densities, memory B cells,
naive B cells, PC, and occasionally Pre-GC/Ti B cells (Fig.1D & E).

Coexistence of both naive and differentiated B cells in the majority of tumors suggests a possible
local B cell differentiation process. We therefore tested for the presence of T follicular helper cells (Tth),
the subset of CD4" T helper cells instrumental for development of antigen-specific B cell immunity. Tth
are usually identified as CD4'PD1MCXCRS" cells, but preliminary experiments on tonsil cell
suspensions revealed that CXCRS5 expression was highly sensitive to enzymatic digestion, and although
it can be recovered to some extend by incubating the cells at 37°C, Tth were best identified as
CD4"PD1MICOS™ cells (Sup. Fig. 2A). Cells with such a phenotype and low surface expression of
CXCRS (Sup. Fig. 2B) were detected in a majority of patients, and, in about half of the tumors, Tth
accounted for about 0.1% or more of the immune infiltrate (Sup. Fig. 2C). No correlation was detected
between the number of GC B cells and the number of Tth (data not shown).

In aggregate, these data indicate that the B cell infiltrate of breast tumors mostly consisted of

memory B cells, naive B cells, and PC and was usually associated with the presence of Tth cells.
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Figure 1. B cells at different stages of differentiation infiltrate invasive breast tumors. (A) lllustration of the flow cytometry
gating strategy to identify total B cells among viable CD45" cells in invasive breast tumor cell suspensions and graphs representing
their frequency among CD45" cells and their number per mg of tissue (n=42 tumors). (B) Graph representing the correlation
between the number of total B cells and T cells (Deming linear regression). (C) Representative FACS scatter-plots allowing to
distinguish the different B cell maturation stages among viable CD45*CD19" cells, e.g. naive B cells (CD381gD*IgM*),
transitional/pre-GC B cells (Ti/Pre-CG, CD38*IgD*), GC B cells (CD38*IgD"), memory B cells (CD38'IgD") and PC (CD38"CD20").
Right histograms depict CD27 and CD24 expression by the different populations and numbers correspond to the mean
fluorescence intensity. (D-E) Percentage among CD45* cells (D) and number/mg (E) of each subset in all analyzed tumors.
Horizontal bars represent the median and the statistical analysis was performed with a Kruskal-Wallis test. Due to the logarithmic
scales, null values were arbitrarily replaced by 0.01 (D) and 0.1 (E).

Naive and memory B cells infiltrate breast tumors with or without tertiary lymphoid structures and
mostly localize in the stroma

Multiplex IF staining of FFPE breast tumor sections with antibodies to CD3, CD20, and PNAd
revealed that B cells mostly localized in the stroma either dispersed in lymphoid aggregates (Fig. 2A
left) or functionally organized with T cells in so-called TLS, consisting of B cell follicles adjacent to T
cell areas usually containing high endothelial venules (HEV) (Fig. 2A right). Staining for CD3, CD20,
and IgD further distinguished TLS without GC (i.e. with follicles containing mostly IgD" naive B cells),
from TLS with GC characterized by a ring of naive B cells surrounding antigen-experienced IgD"¢ B

cells (Fig. 2B). TLS were detected in about two thirds of the patients, in accordance with recent
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published data*®, and harbored at least one GC in 41% of tumors (Fig. 2C). Importantly, naive
(CD20"IgD" cells) and memory (non-follicular CD20"TgD"¢ cells) B cells were found in both TLS* and
TLS™® tumors, often in contact with T cells (Fig. 2D). Indeed, for the 25 tumors with both flow
cytometry and in situ staining data available, there was no significant difference of infiltration by B cell
subpopulations between TLS* and TLS™® tumors, with the noticeable exception of cells harboring a GC-
like phenotype that were found at higher frequencies in tumors with a structured lymphocytic infiltrate
(Fig. 2E). Thus, the B cell infiltrate organize in TLS in the stroma of a major proportion of tumors but
the presence of the various B cell differentiation stages is not conditioned by such functional immune
structuration.
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Figure 2. Naive and memory B cells infiltrate invasive breast tumors with or without tertiary lymphoid structures and
mostly localize in the stroma. (A-B) Multiplex immunofluorescence staining of FFPE sections of invasive breast tumors for CD20
(B cells), CD3 (T cells), DAPI to denote nuclei and either PNAd (HEV, A) or IgD (naive/pre-GC B cells, B). (A) Pictures are
representative of a tumor without TLS (left) and a tumor with TLS (right). (B) Pictures illustrate the localization of naive and memory
B cells in tumors without TLS (left), with TLS and no GC (middle) and with TLS harboring a GC (right). (C) Graph showing the
percentage of each TLS-related phenotype in the 39 analyzed invasive breast tumors. (D) Representative high-magnification
images of the CD20/CD3/IgD IF staining highlighting frequent contacts between T cells and naive B cells (red arrowheads) or
memory B cells (white arrowheads) in tumors with (right) or without (left) TLS. (E) Association of the density of the different B cell
subsets in tumors, determined by FCM, with the presence (n=21) or absence (n=7) of TLS assessed by CD3/CD20 IF staining of
companion tumor sections. Due to the logarithmic scale, null values were arbitrarily replaced by 0.1. Horizontal bars represent the
median and statistical significance was determined by a Mann-Whitney test (*p<0.05).

Tumor-infiltrating memory B cells and plasma cells consist of IgG, IgA, and IgM

expressing/producing cells
To characterize further tumor-infiltrating B cell heterogeneity, IgG, IgA, and IgM expression

was analyzed by flow cytometry on memory B cells and PC after dual membrane and intracytoplasmic
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staining. Memory B cells expressing surface IgG, IgA, or IgM were detected in virtually all tumors,
IgG" and IgM" cells accounting each for about 40% of the total memory B cell pool and IgA™ memory
B cells for the remaining 20% (Fig. 3A). On the contrary, the PC compartment was usually dominated
by IgG" cells (72% of PC on average). Yet IgA" PC and, to a lesser extent, [gM" PC, were present at
significant proportions and numbers in most tumors accounting for up to 10% and 1% of the tumor

infiltrating immune cells, respectively (Fig. 3B).
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Figure 3. Tumor-infiltrating memory B cells and plasma cells not only express IgG but also IgA and IgM. (A-B) lllustration
of the strategy to analyze by flow cytometry expression of IgA, IgG and IgM by tumor-infilirating memory B cells
(CD19*CD20*CD38"¢IgD™?) (A) and PC (CD19*CD20"CD38"iIgD") (B). Due to the low intensity of IgG staining, 1gG-
expressing cells were gated as IgA"IlgM- cells. Graphs in the middle depict the percentage among CD45" cells (middle) and the
number per milligram of tissue (right) of each subtype of memory B cells (A) and PC (B) in the 42 analyzed breast tumors infiltrated
by these populations. Due to the logarithmic scales, null values were arbitrarily replaced and displayed on the x-axis. Pie charts
on the right show the mean proportion of memory B cells (A) and PC (B) expressing IgG, IgA or IgM. (C) Representative image
of a fluorescent ELISPOT assay performed with cells isolated from breast tumors and allowing to visualize 1gG, IgA, and IgM
producing cells as spot-forming cells.

Infiltration of breast tumors by bona fide antibody producing PC was further documented by a
fluorescent ELISPOT assay, which in most instances revealed a dominant population of IgG producing
cells, significant numbers of IgA PC and few to very few IgM secreting cells (Fig. 3C), a distribution
consistent with the FCM analysis (data not shown). Multiplex IF staining of FFPE tumor tissue sections
with combinations of Ab to IgG, IgA and pan-cytokeratins (CK) or IgM and pan-CK further revealed
tumor infiltration by cells with a high intracytoplasmic concentration of IgG or IgA and few IgM" cells
(Fig. 4A). Consistent with these cells being bona fide Ab producing cells, most exhibited an eccentric
nucleus and virtually all cells with high Ig content were positive for IRF4 in the nucleus (Fig. 4B), the
transcription factor that critically controls B cell differentiation into plasmablasts and PC. A diffuse
positive staining for IgG and/or IgA was also observed in a fraction of CK-expressing cells, most likely

revealing Ab deposits in tumor cells (Fig. 4C & Sup. Fig. 1B). Independently of the Ab isotype they
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produce, the majority of PC localized in the stroma in between tumor nests and were only occasionally
excluded in the peri-tumor area, but IgG and IgA PC were also often present in tumor nests in close
contact with tumor cells (Fig. 4A), as confirmed by a quantitative analysis (Fig. 4D). Such PC densities
and diversity were not observed in surrounding healthy mammary tissue, where only a few PC, all
producing IgA, were detected beneath the mono-stratified duct epithelium of (Fig. 4E), strongly
suggesting that the PC detected in tumor tissues were not resident PC but newly recruited immune cells.
Thus, invasive breast tumors are not only infiltrated by IgG PC, but also IgA producing cells, which

localize both in the stroma and inside the tumor area.
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Figure 4. Plasma cells localize both in the stroma and in the tumor areas. (A) Representative images of pan-CK/IgG/IgA and
Pan-CK/IgM IF staining of serial FFPE tissue sections showing tumor infiltration by cells with typical features of plasma, e.g. high
cytoplasmic Ig content and eccentric nucleus and their location relative to CK* tumor cells. High-magnification images show IgA
and IgG PC in the stroma (1 and 2) and in tumor nests (3). (B) Representative immunofluorescence analysis showing that virtually
all IgA" and IgG" express the plasmablast/PC IRF4 transcription factor in the nucleus. (C) Same IF staining as in (A) showing low
IgG and/or IgA staining of CK* tumor cells likely reflecting Ab deposits. (D) Graphs depicting the density of IgG" (left) and IgA"
(right) PC in tumor versus stromal areas in invasive breast tumors (n=15) using the Halo software. **p<0.01 by the Wilcoxon
matched-pairs signed rank test (E) lllustration of a pan-CK/IgG/IgA IF staining of a tumor-distant normal mammary tissue area
showing IgA PC beneath the ductal epithelium.

IgG and both monomeric and dimeric 1gA1 and IgA2 are produced in the tumor microenvironment

IgG, IgA, and IgM were quantified by ELISA in a collection of 69 STM recovered during
mechanical dissociation of fresh tumors. The three classes of Ab were detected in the majority of tumors
and IgG was by far the most represented isotype (Fig. 5A), with a dominance of IgG1, followed by
1gG2, 1gG3, and IgG4 (Fig. 5B). Although ten times less abundant on average, IgA and IgM were also

detected in significant amounts in most patients (Fig. 5A). IgA present in the tumor consisted of both
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IgAl and IgA2, an observation that is in line with tumor infiltration by both IgA1 PC and IgA2 PC
detected by immunofluorescence (Fig. 5C). The mean ratio of IgA1 PC to IgA2 PC was 4, close to the
serum in which the ratio of soluble IgAl to IgA2 is around 6.3°7. IgA exist either as monomers or
polymers (mostly dimers) containing the 15 kDa Ig-joining chain (IgJ) and these different molecular
entities can exert specific, sometimes opposite, functions through engagement of specific or accessory
receptors®. Western blot analysis in non-denaturing conditions of a series of eight STM samples with
high IgA titers revealed the presence of both monomeric and dimeric IgA in roughly equivalent
proportions (Fig. 5D and data not shown). On the contrary, mostly monomeric IgA were detected in the
serum of the two patients for which matched frozen serum was available (Fig.5E). Production of dimeric
IgA in breast tumor microenvironment was further evidenced by the detection of the Ig-J chain in STM
by western blot (Fig. 5D) and Ig-J* IgA plasma cells in tissue sections by multi-IF staining, the latter
accounting for about one third of the total IgA plasma cell pool (Fig. 5F). IgA in BT thus display various

molecular forms that could elicit different responses.
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Figure 5 IgG and both monomeric and dimeric IgA and IgA1 and IgA2 are produced in the tumor microenvironment. (A)
1gG, IgA, and IgM quantification by ELISA in n=72 soluble tumor milieu (STM) obtained during mechanical dissociation of breast
tumors. (B) IgG subclasses quantification by a multiplex electro-chemoluminescence assay in n=51 STM. (C) Representative
image of IgA+/IgA, immunofluorescence staining and ratio IgA-PC/IgA,-PC in n=5 breast tumors. (D-E) Western-bot analysis of
patient STM (D) and serum (E) to distinguish monomeric IgA from dimeric/secretory IgA based on their molecular weight (D-E)
and to reveal the Ig-J chain (D). (F) Immunofluorescence analysis IgA and Ig-J in a representative invasive breast tumor (left) and
graph depicting the ratio of IgJ*IgA™ PC to IgJllgA*™ PC (n=5). For all graphs, horizontal bars correspond to the median.
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In situ breast carcinomas displayed an elevated IgA PC to IgG PC ratio compared to invasive
carcinomas

Because IgG PC and IgA PC may differentially affect tumor progression, we analyzed the ratio
of IgA to IgG PC. Calculation of this ratio from the FCM data revealed a strong domination of IgG PC
over IgA PC (ratio <0.5) in a majority of invasive tumors. However, seven out the 30 tumors (23%) with
a PC contingent were strikingly enriched in IgA PC (ratio > 0.5) (Fig. 6A). Four-color IF staining of
tissue sections confirmed that the quality of the PC infiltrate can differ in-between breast tumors, but
showed a majority of tumors infiltrated by a similar quantity of IgA and IgG PC, while others are
enriched in IgG or in IgA PC (Fig. 6B-C). To get insight into the evolution of the PC compartment
during breast cancer progression, we also analyzed ductal carcinomas in situ (DCIS), an early form of
breast tumor that remains confined to the duct but can evolve into invasive cancer. Analysis of a series
of 15 samples revealed that all tumors but one were infiltrated by PC that localized exclusively in the
periphery of the tumor near other immune cells (Fig. 6D). Interestingly, compared to low grade tumors,
high grade tumors displayed increased infiltration by both IgG and IgA PC, although statistical
significance was only reached for the latter PC population (p=0.0047) (Fig. 6E). Strikingly, in all PC-
containing tumors, whatever the grade, IgA PC density was significantly higher than IgG PC density
leading to IgA/IgG PC ratio ranging from 1.6 to 21.8 with a mean of 9.7 (Fig. 6F). In situ breast

carcinomas are thus enriched in IgA PC compared to more aggressive invasive tumors.
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Figure 6. In situ breast carcinomas displayed an elevated IgA PC to IgG PC ratio compared to invasive carcinomas. (A)
IgA/IgG PC ratios calculated using the percentages of each subset determined by FCM in invasive breast tumors infiltrated by
PC. Due to the logarithmic scale, null values were arbitrarily replaced by 0.01. (B) Representative images of invasive tumors with
a PC contingent dominated by 1gG- (left) versus IgA- (right) producing cells revealed by immunofluorescence tissue analysis of
IgA, IgG and CD20. (C) IgA-PC to IgG-PC ratios determined by quantification of IgG" and IgA" cells on FFPE sections of invasive
ductal carcinomas (n=15) using the HALO™ software. (D) Representative illustrations of pan-CK/IgG/IgA IF staining of low grade
versus high-grade DCIS showing IgA (white arrows) and IgG (red arrow) PC exclusively localized in the peri-tumor stroma next to
cytokeratin* tumor cells. (E) Graphs depicting the number of IgA and IgG PC per mm? of tissue in low grade (n=5) versus high
grade (n=10) DCIS. Statistical significance was determined using a Wilcoxon matched-pairs signed rank test. (F) Graphs
representing the ratio of IgA to IgG PC in all DCIS samples studied. Horizontals bars represent the median.
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Impact of B cells and plasma cell subsets densities on patient prognosis

In order to analyze the impact of the quality of the B cell infiltrate on the prognosis of patients,
we took advantage of the UNICANCER-PACSO08 multi-centric phase-III trial, which included 762
patients with localized triple negative (n=592) or ER'PR'HER2" (n=170) breast cancer. Single IHC
staining of TMA for CD20, IgG and IgA (Fig. 7A) revealed heterogeneous infiltration by B cells and
PC and confirmed, in a large cohort of patients, that [gG PC usually outnumbered IgA PC in invasive
breast cancer (Fig. 7B). Analysis of the relationships with patient clinico-pathological characteristics
indicate that all 3 immune cell subsets were associated with the hormonal status (increased in TNBC),
B cells with age, and B cells and IgG PC with the SBR grade (Sup. Table 2). Patients were stratified
according to their low versus high density of tumor-infiltrating B cells, IgG PC and IgA PC using the
third quartile as the cut-off (Fig.7 C-E) and a Kaplan-Meier analysis was performed to determine the
impact of each individual cell subset on patient survival. Compared to patients with limited B cell
infiltration, CD20" patients had improved disease free survival (DFS) and increased overall survival
(OS), although statistical significance was only reached for DFS (Fig. 7C). Although, no significant
association was detected for PC, it is worth mentioning that IgA™:, but not IgG™, patients displayed a
tendency for an increased DFS and OS, with a clear dissociation of the curves for DFS (Fig. 7D-E).
Since both additive and antagonistic functions have been reported for IgG and IgA, we also stratified
the patients according the high or low density of each PC subsets (IgG"/IgA™ 1gGH/IgAL°, IgGLo/IgAH,
and IgGLo/IgA™). Intriguingly, only the IgG"/IgA™ group had a tendency for a reduced OS (Sup. Fig.
S3). Altogether, these results confirmed the good prognosis value of B cells and revealed that IgA PC

rather that IgG PC may have a positive impact on patient survival.
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Figure 7. Impact of B cells and plasma cell subsets on patient prognosis. (A) lllustration of the staining of CD20* B cells, IgG
PC and IgA PC on TMA of the PACS08 Unicancer cohort using single color IHC. (B) Graphs representing the number of CD20*
B cells, IgG PC and IgA PC per spot (mean of three spots counted manually for each patient). Horizontal bars represent the
median and the third quartile. ****p<0.0001 by the Wilcoxon matched-pairs signed rank test. (C-E) Kaplan-Meier analysis of the
prognostic impact of CD20* B cells (C), IgG PC (D), and IgA PC (E) density on patients OS (left) and DFS (right), comparing the
25% of patients with the highest density of cells (High) to the 75% with the lowest density of cells (Low). Statistical significance

was evaluated by the log-rank test.
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Discussion

B cells and humoral immunity have recently gained renewed interest in breast cancers since it
was demonstrated that the density, quality and structuration of the B cell infiltrate have important
impacts on patient prognosis>. Yet, the so far reported associations between tumor B cell infiltration at
the time of surgery and risk of cancer recurrence and overall patient survival are to some extent
controversial®. One possible explanation lies in the fact that, compared to other immune cells like T
lymphocytes and macrophages, our understanding of B cell phenotypic and functional heterogeneity in
tumors is still rather limited. Here, using multiplex -FCM and -IF tumor tissue imaging, we show that
most breast tumors are infiltrated by virtually all stages of B cell differentiation, with a dominance of
memory B cells, naive B cells and PC, the latter producing not only IgG but also monomeric and dimeric
IgA. Importantly, we reveal that while only a minor proportion of invasive breast tumors has a PC
compartment dominated by IgA producing cells, virtually all in sifu breast carcinomas are highly
enriched in IgA PC, suggesting a differential role of the two PC subsets in anti-tumor immunity.

To our knowledge, the present study is the first to provide a deep and comprehensive analysis
of the heterogeneity of the B cell infiltrate in breast tumors. Our FCM analysis of cell suspension
prepared from more than 40 surgical tumor fragments by mechanical and enzymatic digestion,
combining antibodies to both surface subset markers and four classes of immunoglobulins show that B
cells accounted for about 10% of immune cells. They mostly consisted of memory B cells
(CD19°CD20°CD38™eCD27+IgD™¢ cells), naive B cells (CD19*CD20"CD38™¢IgD*IgM" cells), and
plasma cells (CD19°CD20"eCD38MCD27"IgD"™¢ cells), representing on average 68, 21, and 11% of
total B cells, respectively. These results appear a bit different from those of two recent reports, indicating
presence of naive and memory B cells in equal proportions (about 40-45% of the B cell infiltrate, each)

and minor quantities of PC?*%?’

. This is most likely explained by the use of a more restricted set of
markers in these studies. Memory B cells have been intriguingly reported to harbor an atypical CD27
negative phenotype in high grade ovarian carcinomas®. Although this marker was part of our flow
cytometry Ab panel and was detected to some extend on memory B cells infiltrating breast tumors, we
obtained evidence that its expression was decreased by the enzymes used to prepare single cell
suspensions, preventing any definitive conclusion. Besides these 3 major B cell subsets, which have also
been characterized in non-small cell lung tumors as well?®, breast tumors can also be infiltrated by
Germinal Center B cells and by a population of IgD"IgM"CD38" cells, which could not be further
deconvoluted due their scarcity, but likely corresponded to Ti B cells and/or pre-GC B cells®.

The presence of B cells at virtually all stages of differentiation suggest a local differentiation or
amplification process. This hypothesis is supported by the detection by FCM of CD4" T cells with the
phenotype of Tth (PD1MICOS") and the fact that TLS with segregated T and B cell zones, containing
sometimes GC, were detected on companion FFPE tissues by multiplex IF staining in about two thirds

31,61

of the breast tumors, in accordance with previous studies”°'. Such structuration of the lymphocytic
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infiltrate in breast tumors, resembling that of secondary lymphoid organs, has been previously shown to
be associated to oligoclonal B cell expansion and differentiation®>®*. Although representing a minor
population among B cell subsets, only GC B cell frequency was significantly correlated to the TLS
status of the tumor. /n situ IF staining of tumor tissue sections with antibodies to CD3, CD20 and IgD
further revealed that naive B cells not only localized in aggregates in B cell follicles of TLS positive
tumors but were also found dispersed in the immune stroma, often in contact with T cells - as were
memory B cells - whether or not TLS were present. This, together with the fact that our FCM analysis
revealed that Tth cells can infiltrate tumors with no detectable TLS, could indicate that a T-cell/B-cell
crosstalk favoring induction or amplification of humoral immunity in tumors does not require prior
functional structuration of immune cells in TLS.

At least part of B cell functions in tumors is thought to be mediated by the antibodies they
produce. Although the capacity of Ab to kill tumor cells strikingly varies depending on the classes and
subclasses of Ab, due to their differential ability to activate the complement pathway and to trigger the
cytotoxic and/or phagocytic potential of accessory cells through Fc receptors, it is worth mentioning
that the diversity of Ab present/produced in the TME is so far poorly appreciated. Studies in ovarian
cancer indicate that TI antigen-experienced memory B cells and plasma cells consisted virtually
exclusively of 1gG expressing cells*>*. In addition, several recent reports indicate that besides IgG
producing, IgA PC can be occasionally detected in the TME of several solid tumors, including
melanomas®, hepatocellular carcinomas®* and prostate cancers®’. Furthermore, TI PC producing 1gG4,
a subclass of IgG known to inhibit ADCC/ADCP, have been described in melanomas*® and cholangio-
carcinomas®. Our FCM data revealed that about 10% of the B cells infiltrating invasive breast tumors
harbored the phenotype of PC and consisted not only of a majority of IgG positive cells, but also of a
significant contingent of IgA, and to a lesser extend of IgM, producing cells. Such a diversity of Ab
expression also applied to memory B cells. Tumor infiltration by bona fide IgG, IgA and IgM producing
cells was further evidenced by an ELISPOT assay on tumor cell suspensions. In addition, using multi-
IF tumor tissue imaging, we showed that cells with a high IgG, IgA or IgM intracytoplasmic content
indeed harbored the typical morphology and features of PC, i.e. an eccentric nucleus, no detectable
expression of surface CD20, but nuclear expression of the IRF4 transcription factor essential for PC
generation®. Importantly, PC were particularly abundant in the immune stroma, but about 15-20% of
IgG and IgA producing cells also localized at the stroma/tumor interface and inside the tumor itself.
This indicates that at least part of the PC likely release their Ab in the close vicinity of tumor cells.
Intriguingly, although IgG and IgA PC generally had no differential distribution and usually coexisted
inside tumors albeit at different relative ratios in-between patients, distinct [gG PC-rich and IgA PC-
rich areas can be detected in some tumors (Sup. Fig. 1C), suggesting the possible existence inside tumors
of discrete niches favoring the specific recruitment, differentiation and/or survival of IgG PC versus IgA
PC. Ab titration of a series of breast tumor supernatants, collected after initial tumor mincing, further

confirmed production in the TME of the different Ab classes, with again a dominance of IgG, over IgA
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and IgM. The four IgG subclasses could be detected in the TME with a dominance of IgG1 and IgG2
over IgG3 and IgG4, a distribution similar to that in serum of healthy individuals. Altogether, these data
in breast tumors highlight for the first time the extreme heterogeneity of the tumor-infiltrating PC
compartment that results in the local production of the four IgG subclasses, IgA and IgM.

IgA are constituted by 2 subclasses in Human, with IgA1 being predominant in serum while
IgA2 is enriched in mucosal tissues®>. They mostly differ by the hinge region linking the two Fab arms,
which is larger in IgA1 and confers an increased potential to bind to bivalent distant epitopes with higher
affinity than IgA2, but also an increased sensitivity to bacterial proteases. In addition, IgA2 display an
increased number of glycosylations in its Fc part and has been reported to display superior capacity to
elicit ADCC by neutrophils via CD89 compared to IgAl and IgG®. In this context, it is worth
mentioning that we could detect both IgA1 PC and IgA2 PC in breast tumors. IgA exist as several
molecular entities, mostly monomers and dimers, which can exert pro- or anti-inflammatory functions
through their capacity to engage distinct receptors®” or to trigger opposite signaling pathways after
binding to the Fca receptor CD89°1:%8, By analyzing a series of breast tumor supernatants by western
blot, we showed that IgA produced in the TME consisted of both monomeric IgA and dimeric IgA in
roughly equal proportions, while IgA in the serum of patients and of healthy donors were mostly
monomeric. Together with the detection of PC co-expressing IgA and the Ig-J chain as well as IgA-
single positive cells, this demonstrates that both mIgA and dIgA are produced in the TME. In aggregate,
our data demonstrate production of both monomeric and dimeric, as well as both IgA1l and IgA2 in
breast tumors and suggest that such strong molecular diversity of the IgA response in the TME should
be considered, in addition to IgG subclasses, to decipher the pro- or anti-tumor role of humoral immunity
in tumors.

PC infiltration has been documented in most cancer types and a high density of PC in tumors at
the time of diagnosis is usually associated with better patient overall and disease-free survival'®, with
the noticeable exception of kidney cancers®. In breast cancer however, the impact of PC infiltration,
measured by IHC staining for CD138 or by expression of a PC gene signature or even the sole Ig kappa
light chain, remains controversial. Indeed, several reports showed a positive association between a high
PC density and OS and DFS'®%, while others revealed the exact opposite association!®!”-7°, One possible
explanation might rely on the heterogeneity of the PC compartment with the potential existence of pro-
and anti-tumor entities, as this is the case for virtually all other immune populations. To determine
whether the class of Ab produced by PC may dictate their function, we first compared the quality of the
PC infiltrate in early versus advanced invasive tumors. Ductal carcinoma in situ is a non-invasive form
of breast cancer characterized by the confinement of proliferating malignant ductal cells by the basement
membrane lining the mammary ducts. Whereas the majority of lesions are thought to remain non-
progressive, others can evolved to invasive carcinoma, justifying quasi-systematic surgery. Compared
to their invasive counterparts, such early tumors usually present with higher densities of immune cells

in the stroma’! and frequent organization of the stromal lymphocytic infiltrate in TLS", known to favor
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Thl and cytotoxic CD8" T cell immunity'>"

, suggesting more efficient immune surveillance of breast
tumors at the in situ stage. This is consistent with the recent study of Gil del Alcazar et al., revealing a
switch to a less active immune environment during in sifu to invasive transition, characterized by
reduced density of activated cytotoxic CD8" T cells’*. Our own series of multi-IF tissue staining
indicated that both types of tumors displayed comparable densities of PC but revealed a striking
predominance of IgA PC over IgG PC in the 15 tested pure DCIS with a mean IgA/IgG ratio around 10.
Such predominance of IgA PC was only observed in less than 20% of patients with invasive breast
cancer. It is most likely that this imbalance in PC populations is the consequence of tumor development
and not the reflect of the persistence of normal mammary tissue resident PC, which mostly consist of
IgA producing cells lining the duct epithelium”. Indeed, IgA PC almost exclusively localized in the
immune stroma surrounding malignant lesions and their density was significantly increased in high-
grade compared to low-grade tumors. Whether such local IgA-biased immunity contribute to efficient
control of early tumors is currently unknown but it is worth mentioning that, despite IgA cannot activate
the conventional complement pathway, they are highly efficient to induce monocyte/macrophage
phagocytosis and tumor cell killing by neutrophils’®”’, which are known to infiltrate DCIS™ (and data
not shown).

We also took advantage of the phase III randomized Unicancer-PACSO08 clinical trial aimed to
compare two adjuvant treatments in more than 750 patients with localized triple negative or ER "PR"¢
breast cancer’® to analyze the respective clinical impact of CD20" B cells, IgG and IgA PC. After
stratifying tumors as High or Low for each of these markers, Kaplan-Meyer curves revealed that patients
with a high B cell infiltrate had increased DFS and OS, in accordance with other reports''¥, although
statistical significance was only reached for DFS. For PC, a tendency toward increased OS and DFS
was only seen for IgA"! tumors, although it did not reach statistical significance. This indicate that IgA,
but not IgG, producing cells might play a prime role in tumor control and could constitute the best
predictor of prognosis within the PC compartment. Analysis of the combined prognostic value of IgG
and IgA PC only revealed a non-significant tendency of IgA°IgG" patients for reduced survival, which
may indicate a deleterious effect of IgG PC when not balanced by IgA PC. A revised statistical analysis
incorporating the recently released cohort clinical update with more than 40 additional events should
determine whether such tendencies can be confirmed. Yet, in face of the heterogeneity of the PC
infiltrate that we have documented, the present study suffers from the important limitation that PC
density was evaluated from TMA and thus needs to be reproduced on a cohort of patients with plain
tissue sections. If confirmed, such a protective role of IgA PC in breast tumors would contrast with their
deleterious role in prostate and liver cancer proposed by Shalapour and colleagues®’>2. They indeed
showed, in mouse models, that TI IgA PC suppress anti-tumor CD8" cytotoxic T cells through
expression of PD-L1 and production of IL-10. It should be mentioned however that although IgA PC

expressing these two suppressive molecules have been documented in human liver and prostate tumors
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whether they negatively affect patient clinical outcome remains to be determined. In addition, the

absence of a high affinity receptor for Fca in mice may mask the potential anti-tumor function of IgA.
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Supplementary figure 1. Ab deposits in tumor cells and strategy to quantify PC in tumor tissue sections. (A) IgG and IgA
single IHC staining of an invasive breast tumor FFPE section showing deposition of IgG or IgA in tumor cells. (B) lllustration of
the strategy used to quantify IgA and IgG PC in invasive breast tumors based on pan-CK/IgG/IgA/DAPI IF staining using the
HALO quantitative digital image analysis software. (C) lllustration of a tumor with distinct IgG-PC-rich and IgA-PC-rich areas.
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Supplementary figure 3. Combined prognostic value of IgG and IgA PC. A Kaplan-Meier analysis was performed to analyze
the combined prognostic values of IgA and IgG PC on patient OS and DFS using the PACS08 cohort. Ig" patients were selected
as the 25% of patients with the highest density of Ig producing cells. Statistical significance was evaluated by the log-rank test.

Antibody Provider Clone Isotype Dilution | Incubation time | IHC/IF Staining method
CD20 DAKO L26 Mouse IgG2a 200 32 mmutes THC Autostamer
CD20 DAKO L26 Mouse IgG2a 400 1 hour IF Autostainer/Manual
CD3 DAKO Polyclonal Rabbit [gG 300 1 hour IF Autostainer/Manual

IgA DAKO Polyclonal Rabbit IeG 1500 1 hour THC Autostainer
IgA DAKO Polyclonal Rabbit IsG 500 1 hour IF Autostainer/Manual
IgAl Abcam B2506B4 | Mouse [gGl 25 1 hour IF Manual
IgA2 Abcam RMI125 Rabbit IgG 100 1 hour IF Manual
IgD Southern Biotech | Polyclonal Goat IgG 200 1 hour IF Autostainer
1eG DAKO Polyclonal Rabbit IgG 20 000 1 hour THC Autostainer
IgG Southern Biotech | Polyclonal Goat IgG 500 1 hour IF Autostainer/Manual
IgJ Biolegend (Atlas) | Polyclonal Rabbit IeG 200 1 hour IF Manual
IsM DAKO Polyclonal Rabbit IgG 300 1 hour IF Autostainer
IRF4 DAKO MUMI1p Mouse IgG1 25 1 hour IF Manual
Pan-Cytokeratins DAKO AE1-AE3 | Mouse IgGl 50 1 hour IF Autostainer
PNAd BD Biosciences MECA-79 Rat IgM 100 1 hour IF Manual

Supplementary table 1:

Antibodies used for in situ staining
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Supplementary table 2: Association of tumor-infiltrating B cells, IgG PC and IgA PC with clinico-pathological parameters
in the PACS08 cohort.

lasma cells IgG plasma cells CD20 B cells
Low (n=309) High (n=93) All (n=402) P-value | Low (n=301) High (n=96) Al (n=397) _ P-value | Low (n=391) High (n=130) All (n=521)  P-value
lAge
Mean (SD) 52.6(10.4) 50.9(9.9) 52.2(10.3) 0.103 52.8(10.2)  52.7(93) 52.8(10.0) 0700 | S3.1(10.1)  497(10.2)  522(10.2) <0001
Median (min; max) 53.8(24; 71) 49.0(32.72) 53.2(24:72) Wilcoxon | 53.8(26.72) 54.5(29:69) 53.9(26:72)  Wilcoxon | 54.2(26:71) 48.9(24:72) 53.0(24:72) _ Wilcoxon
[Tumor size
= 20mm 102-33% 135(33.6%) 0.658 98(32.6%) 36(37.5%)  134(33.8%) 0.373 126(32.2%) 48(36.9%)  174(33.4%) 0.325
> 20mm 207-67% 267(66.4%) Chi-2 203(67.4%)  60(62.5%)  263(66.2%) Chi-2 82(63.1%)  347(66.6%) Chi-2
[Stage pt
1 101(32.7%) 33(35.5%) 134(33.3%) 97(322%)  36(37.5%)  133(33.5%) 124(31.7%)  48(36.9%)  172(33.0%)
2 192(62.1%) 58(62.4%) 250(62.2%) 0.659 100(63.1%)  ST(50.4%)  247(62.2%) 0728 244(62.4%)  T9(60.8%)  323(62.0%) 0.343
3 15(4.9%) 2(2.2%) 17(4.2%)  Fisher Exact | 13(4.3%) 3(3.1%) 16(4.0%)  Fisher Exact | 22(5.6%) 3(2.3%) 25(4.8%)  Fisher Exact
1 1(0.3%) 0(0.0%) 1(0.29%) 1(0.3%) 0(0.0%) 1(0.3%) 1(0.3%) 0(0.0%) 1(0.2%)
[Histological type
Ductal 272(88.0%) 87(93.5%) 359(89.3%) 265(88.0%)  BG(89.6%)  351(88.4%) 117(90.0%)
Lobular 176.3%) 3(3.2%) 20(5.0%) 0.565 2006.6%) 2(2.1%) 22(5.5%) 0.085 4(3.1%) 0.52
Both 5(1.6%) 0(0.0%) 5(1.20)  Fisher Exact |  4(1.3%) 0(0.0%) 4(1.0%)  Fisher Exact | 5(1.3%) 3(2.3%) 2(15%)  Fisher Exact
Other 15(4.9%) 3(3.2%) 18(4.5%) 12(1.0%) 8(8.3%) 20(5.0%) 23(5.9%) 6(1.6%) 29(5.6%)
SBR grade
1 1(1.3%) 1(1.1%) 5(1.3%) 0.167 5(1.7%) 0(0.0%) 5(1.3%) 0.005 5(1.3%) 0(0.0%) 5(1.0%) <0001
2 62(20.2%) 11(11.8%) 73(18.3%)  Fisher Exact | 67(224%)  9(9.1%) 76(19.2%) Fisher Exact | 88(22.6%)  7(5.4%) 95(18.3%) Fisher Exact
3 241(78.5%) 81(87.19%) 322(80.5%) 227(75.9%)  87(90.6%)  314(79.5%) 297(76.2%)  123(94.6%)  420(80.8%)
[In situ component
No 123(39.8%) 48(51.6%) 171(42.5%) 0.075 120(39.9%) 48(50.0%)  168(42.3%) 0.215 168(43.0%) 64(49.2%)  232(44.5%) 0,459
Yes 168(54.4%) 43(46.2%) 211(52.5%) Chi-2 165(54.8%)  44(45.8%)  209(52.6%) Chi-2 202(51.7%)  60(46.2%)  262(50.3%) Chi-2
Unknown 18(5.8%) 2(2.2%) 20(5.0%) 16(5.3%) 4(4.2%) 20(3.0%) 21(5.4%) 6(4.6%) 27(5.2%)
finvolved nodes
Mean (sd) 22(4.1) 23(4.4) 22(42) 0.764 22(3.9) 26(53) 23(4.3) 0.656 22(45) 21(3.9) 22(4.3) 0.048
Median (min; max) 1.0(0: 39) 1.0(0: 27) 1.0(0: 39) Wilcoxon | 1.0(0:29)  1.0(0: 39) 1.0(0:39)  Wileoxon | 1.0(0:39)  1.0(0;27) 1.0(0:39)  Wilcoxon
|Capsular rupture
No 205(66.6%) 71(76.3%) 276(68.8%) 0157 197(65.7%)  T1(74.0%)  268(67.7%) 0.267 267(68.6%)  O0(60.2%)  35T(68.89%) 0.014
Yes 76(24.7%) 18(19.4%) 94(23.4%) Chi-2 76(25.3%)  20(20.8%)  96(24.2%) Chi-2 96(24.7%)  22(16.9%)  118(22.7%) Chi-2
Unknown 27(8.8%) 4(4.3%) 31(7.7%) 27(9.0%) 5(5.2%) 32(8.1%) 26(6.7%) 18(13.8%)  44(8.5%)
Stage pn
0 123(39.9%) 39(41.9%) 162(40.4%) 114(38.0%)  44(45.8%)  158(39.9%) 165(42.3%)  52(10.0%)  217(41.7%)
1 133(43.2%) 38(40.9%) 171(42.6%) 0,957 137(45.7%)  33(344%)  170(42.9%) 0.266 163(41.8%)  58(44.6%)  221(42.5%) 0.955
2 33(10.7%) 11(11.8%) 44(11.0%) Chi-2 31(10.3%)  13(13.5%)  44(11.1%) Chi-2 40(103%)  13(10.0%)  S3(10.2%) Chi-2
3 19(6.2%) 5(5.4%) 24(6.0%) 18(6.0%) 6(6.3%) 24(6.1%) 22(5.6%) 7(5.4%) 29(5.6%)
(Tumor subtype
[ER status
ER- 224(72.5%) 84(90.3%) 308(76.6%) <0.001 212(70.4%) 90(93.8%)  302(76.1%) =0.001 289(73.9%)  121(93.1%) =0.001
FR+ 85(27.5%) 9(9.7%) 94(23 4%) Chi-2 RO(296%)  G(6.3%) 95(23.9%) Chi=2 102(26.1%)  9(6.9%) Chi-2
PR status
PR- 308(99.7%) 93(100.0%) 401(99.8%) 299(99.3%)  96(100.0%) 395(99.5%) 389(99.5%)  130(100.0%)  519(99.6%)
PR+ 1(0.3%) 0(0.0%) 1(0.2%) 2(0.7%) 0(0.00%) 2(0.5%) 2(0.5%) 0(0.0%) 2(0.4%)
ER-PR-HER2-
No §5(27.5%) 9(9.7%) 94(23.4%) <0.001 89(29.6%)  6(6.3%) 05(23.9%)  <0.007 102(26.1%)  9(6.9%)  111(21.3%) <4001
Yes 224(72.5%) 84(90.3%) 308(76.6%) Chi-2 212(70.4%)  90(93.8%)  302(76.1%) Chi-2 289(73.9%)  121(93.1%) _ 410(78.7%) Chi-2

The cut-off used to stratify the cohort into High and Low patients was the third quartile for all parameters. The statistical tests that
were realized for each parameter is indicated in the table. Statistically significant findings are highlighted in bold.
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2. Diversité des lymphocytes B et de la réponse humorale dans les tumeurs d’ovaire

A l'instar de I’étude sur les tumeurs mammaires, nous avons caractérisé les populations de LB
et les Acs produits dans des tumeurs primaires d’ovaire a I'aide d’'une cohorte prospective de 27
patientes atteintes d’un cancer ovarien séreux de haut grade, opérées au Centre Léon Bérard avant
tout traitement ou aprés une chimiothérapie néo adjuvante. Les méthodologies utilisées sont

détaillées dans le manuscrit sur les tumeurs du sein.

2.1. LUinfiltrat B des tumeurs ovariennes est souvent organisé en structures lymphoides

tertiaires et principalement constitué de plasmocytes et de LB a mémoire

Grace a une analyse par CMF, nous avons observé un infiltrat en LB (cellules CD19%) tres
variable suivant les tumeurs et représentant en moyenne 9,6% des cellules d’origine hématopoiétiques
(CD45") (figure 13A). Le nombre de LB par milligramme de tissu est corrélé avec celui des LT (figure
13B). Nous avons également identifié les différentes sous-populations de LB grace aux marqueurs de
surface CD20, CD38, IgD, et IgM (figure 13C) et montré que la quasi-totalité des tumeurs d’ovaire est
majoritairement infiltrées par des PC (CD20°CD38") et des LB mémoires (CD20*CD381gD’) qui
représentent en moyenne 4,9% et 3,3% de l'infiltrat immunitaire total, respectivement (figure 13D et
E). Les 15 % restant de l'infiltrat B sont constitués de LB naifs (CD20*CD38 IgD*IgM*) et, dans une
moindre mesure, de cellules CD20*CD38* correspondant a des LB du CG, des cellules pre-CG et/ou des
LB transitionnels. Ces populations minoritaires ne sont détectées que dans environ deux tiers des
tumeurs. Nous n’avons pas noté d’impact majeur d’un traitement néo-adjuvant sur l'infiltrat en LB ou
en LT, a I'exception d’'une augmentation significative de la proportion de LB mémoires parmi les
cellules CD45" (Figure 13F et données non représentées).

Un marquage multiparamétrique par IF avec des Acs dirigés contre CD3, CD20, et IgD sur des
coupes de 14 tumeurs d’ovaire montre que les LB sont principalement localisés dans le stroma tumoral,
dispersés au voisinage de LT (Figure 14A image TLS’) ou organisés en follicules proches de zone riches
en LT au sein de TLS (Figure 14A, images TLS*). Ce marquage permet également de distinguer les TLS
contenant des follicules primaires constitués uniquement de LB naifs (CD20*IgD*) de ceux avec des
centres germinatifs (comprenant des agrégats de cellules CD20*IgD" ¢ et des LB naifs) (Figure 14A),
observés dans 21% et 43% des tumeurs, respectivement (figure 14B). De maniére intéressante, nous
montrons également que des LB naifs et des LB CD20*IgD"*8 sont retrouvés dans ces tumeurs, méme
en I'absence de TLS (figure 14C). Des cellules LTfh, identifiées sur la base d’une forte expression de PD1
et d’une co-expression d’ICOS comme explicité pour les tumeurs de sein, sont également souvent
détectées et représentent en moyenne 0,86% de linfiltrat immunitaire total (Figure 14D). La

confrontation des données obtenues par IF et par CMF montre une corrélation positive et
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statistiquement significative entre I'existence TLS et I'importance de l'infiltrat immunitaire (Figure
14E). Cette augmentation concerne toutes les sous-populations B, les LT totaux et les LTfh, méme si la
différence n’est statistiquement significative que pour les LB mémoires (p=0,029) et les LT totaux
(p=0,007), possiblement a cause du nombre relativement faible d’échantillons. Les différentes
populations peuvent donc étre recrutées en absence ou en présence de TLS, mais la présence de ces

structures est associée a une quantité d’infiltrat plus importante.

2.2. Diversité des anticorps produits dans le microenvironnement des tumeurs de |'ovaire

Le peu de données existantes sur la nature des Ig exprimées par les LB infiltrant les tumeurs
de I'ovaire indiquent une expression quasi-exclusive d’lgG par les LB mémoires et les PC(Kroeger et al.,
2016; Nielsen et al., 2012). La réalisation de marquages pour IgG, IgA, et IgM, simultanément en
surface et en intracellulaire, montre de maniére contradictoire la présence de LB mémoires a IgG,
représentant la moitié des LB mémoires, et a IgA et IgM en proportion quasi-égale dans la majorité des
tumeurs étudiées (figure 15A). Le contingent plasmocytaire est constitué d’une majorité de cellules
productrices 1gG (représentant 69% en moyenne des PC), mais contient également des PC a IgA et,
dans une moindre mesure, des PC a IgM, qui représentent respectivement 11% et 2% de l'infiltrat
plasmocytaire (figure 15B). L’existence d’une proportion importante de cellules productrices d’IgG,
d’lIgA ou d’IgM dans ces tumeurs est également confirmée par un test ELISPOT et par des marquages
multi-IF sur coupes de tissus (données non présentées). L’analyse du ratio de PC a IgA versus 1gG, a
I"aide des pourcentages déterminés pour chacune des populations par CMF, confirme une tres forte
prédominance des PC a IgG chez la majorité de patients, mais révele également que 15% (3 tumeurs
sur les 20 contenant des PC) présentent un net enrichissement en cellules productrices d’IgA (ratio
IgA/1gG > 0,5) (figure 15C). Cette proportion relative des PC a IgA vs IgG n’est pas affectée par
I"utilisation d’un traitement néo-adjuvant (données non montrées).

Afin de quantifier les Acs produits dans le MET, nous avons réalisé des ELISA sur une collection
de 42 surnageants obtenus lors de la dilacération des tumeurs fraiches. Les trois classes d’lg sont
détectées dans ces surnageants, avec une large prédominance des IgG (figure 15D), en accord avec les
proportions de chacune des populations de PC détectées par CF. Les quatre sous-classes d’lgG sont
détectées, avec par ordre décroissant de concentration 1gG1, 1gG2, 1gG3 et IgG4 (figure 15E). Un
western blot sur huit surnageants de tumeur parmi les plus riches en IgA et révélé avec un Ac anti-IgA
dans des conditions non-dénaturantes a démontré la présence majoritaire d’IgA monomériques dans
la moitié échantillons testés et la coexistence d’IgA sous forme monomérique et dimérique dans I'autre

moitié (figure 15F).
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Figure 13 : Les tumeurs de I'ovaire sont infiltrées par des LB a différents stades de différenciation. (A) Des
suspension cellulaires de tumeurs d’ovaire (n=27), préparées par digestion enzymatique, ont été marquées avec
des Acs fluorescents dirigés contre CD45, CD19, CD20, CD24, CD27, CD38, IgD, IgM, IgG et IgA, et analysées par
CMF. A) lllustration de la stratégie de fenétrage sur les LB totaux viables (cellules CD45*CD19* ViabilityN°8) et
graphiques représentant leur fréquence parmi les cellules CD45* (milieu) et leur nombre par milligramme de
tissu dans toutes les tumeurs analysées (droite). (B) Courbe de corrélation entre le nombre de LB totaux et le
nombre de LT (régression linéaire de Deming). (C) lllustration de la stratégie d’identification des sous-populations
de LB basée sur I'expression de CD20, CD38, IgM et IgD et niveau d’expression de CD24 et CD27 sur les LB naifs
(CD38'1gD*IgM"), transitionnels/pré-CG (Ti/pre-CG, CD38*IgD*), du centre germinatif (CG, CD38*IgD"), mémoires
(memory, CD38IgD’), et les PC (CD38"CD20"). (D-E) Fréquence parmi les cellules CD45* (D) et nombre (E) de
chacune des sous-populations B dans les différentes tumeurs. L’analyse statistique a été réalisée par un test de
Kruskal-Wallis. L’échelle étant logarithmique, les valeurs nulles ont été arbitrairement remplacées par 0.01 (D)
et 0.1 (E). (F) Pourcentage de LB mémoires parmi les cellules immunitaires des tumeurs de patientes ayant regu
(T) ou non (unT) une chimiothérapie néo-adjuvante. Un test de Mann-Whitney a été réalisé. Pour les différents
graphiques, les traits horizontaux correspondent a la médiane.
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Figure 14 : La présence de TLS dans les tumeurs ovariennes est associée a une augmentation de l'infiltrat T et
B. (A) Illustrations de marquages IF de coupes de tumeurs ovariennes FFPE pour CD20 (LB), IgD (LB naifs) et CD3
(LT) permettant de distinguer les tumeurs sans TLS (gauche), avec TLS sans CG (centre), ou avec TLS et CG (droite).
(B) Proportions des tumeurs avec et sans TLS. (C) lllustrations des contacts entre LB naifs (fleches roses) ou LB

mémoires (fleches blanches) et LT a partir du méme marquage. (D) Stratégie d’identification en CMF parmi les
LT CD4 (CD3*CD4*) des LTfh (PD1MICOS*) et des Treg (PD1*Foxp3*). Les graphiques représentent la fréquence de
LTfh dans l'infiltrat immunitaire des tumeurs de I'ovaire (n=27) et leur nombre. (E) Fréquence des différentes
sous-populations de LB et LT déterminée par CMF dans les tumeurs avec (n=9) ou sans (n=5) TLS. Les traits
horizontaux représentent la médiane et un test de Mann Whitney a été réalisé pour I'analyse statistique.
L’échelle étant logarithmique pour les différents graphiques, les valeurs nulles ont été arbitrairement remplacées

par 0.001 et 1 (D et E).
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Figure 15 : Les LB mémoires et les plasmocytes infiltrant les tumeurs d’ovaire expriment/produisent
principalement des IgG, mais également des IgA ou des IgM. (A-B) Stratégie d’identification par CMF de la classe
d’Acs exprimée par les LB mémoires (CD197CD20*CD38'IgD") (A) et les PC (CD19*CD20°CD38"IgD") (B) a I'aide du
panel d’Acs décrit dans la Iégende de la Figure 13A. Du fait de la détection non-optimale du marquage IgG, les
cellules 1IgG* ont été identifiés sur la base d’une non-expression d’IgM et IgA. Les graphiques représentent, pour
I’ensemble des tumeurs analysées (n=27) les fréquences parmi les cellules CD45* et le nombre par milligramme
de tumeur de chacune de ces sous-populations. Les camemberts représentent les pourcentages moyens de
chaque sous-population. (C) Ratio entre fréquences de PC a IgA et de PC a IgG déterminés par CMF pour les
tumeurs présentant un contingent plasmocytaire significatif. (D-E) Concentration des IgG, IgA, 1gM (D) et des
différentes sous-classes d’lIgG (E) déterminées par ELISA (D) ou dosage multiplexe (E) dans des surnageants
obtenus lors de la dilacération des tumeurs (n=42). L’analyse statistique a été réalisée grace a un test de Kruskall-
Wallis. (F) Western blot en conditions non dénaturantes réalisés sur 8 surnageant de tumeur (STM 1-8) et
permettant de distinguer les IgA monomériques des IgA dimériques sur la base de leur poids moléculaire.
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3. Résultats complémentaires

3.1. Certaines populations immunitaires infiltrant les tumeurs expriment CD89 et CD209

La démonstration que des IgA peuvent étre produites dans les tumeurs mammaires et ovariennes nous
a conduit a rechercher les populations de cellules immunitaires dont la fonction pourrait étre modulée
par les IgA via I’'engagement de récepteurs. Pour ce faire, nous avons analysé par CMF I'expression du
récepteur de haute affinité pour la partie Fc des IgA (FcaR ou CD89) et du récepteur accessoire DC-
SIGN (CD209) a I'aide d’un panel d’Acs permettant d’identifier les LB, les LT, les DC conventionnelles
et plasmacytoides, les macrophages/DC inflammatoires (Mo-DC) et les cellules HLA-DR"8CD14"#
(composées notamment de neutrophiles) sur la base de leur expression différentielle de CMH-II (HLA-
DR) et de CD14 (figure 16A). Nous avons tout d’abord observé que le pourcentage de cellules
immunitaires exprimant CD89 (14,2+16,9 dans les tumeurs du sein et 14,2+15,2 dans les tumeurs
d’ovaire, figure 16B) et CD209 (8,8+13,5 dans les tumeurs de sein et 3,4+3,5 dans les tumeurs d’ovaire,
figure 16C) est trés variable d’un prélevement a I'autre. Comme attendu, les LB et LT sont tres
minoritaires parmi les cellules CD89* ou CD209*. Les cellules exprimant CD89 sont majoritairement
constituées de macrophages/Mo-DC et de cellules HLA-DR"™&CD14"¢, vraisemblablement des
granulocytes neutrophiles, connus pour exprimer des niveaux élevés de CD89 (Monteiro and Van De
Winkel, 2003). Une partie des cDC contenues dans le compartiment HLA-DR*CD14", principalement
les DC BDCA1*, expriment également CD89 (données non représentées). L'identité des cellules CD209*
est sensiblement identique a celles des cellules CD89* avec une majorité de macrophages/Mo-DC, des
DC et de cellules HLA-DR™&CD14"&, Les tumeurs avec une fréquence importante de cellules CD89* ou
CD209* correspondent, pour I'essentiel, aux tumeurs présentant un fort infiltrat macrophagique
(données non présentées). L'expression de CD89 et CD209 sur les cellules CD45* est exclusive dans la
majorité des prélévements, mais certaines tumeurs contiennent des macrophages/Mo-DC et des

cellules HLA-DR"™&CD14"°¢ co-exprimant les deux récepteurs aux IgA (non montré).
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Figure 16 : Identification des cellules immunitaires exprimant les récepteurs aux IgA CD89 et CD209 dans les
carcinomes mammaires et ovariens. Des suspensions cellulaires préparées par digestion enzymatique de de
tumeurs du sein (n=15) ou de I'ovaire (n=19) ont été marquées et analysées par CMF a I'aide d’Acs anti-CD45, -
CD3, -CD19, -HLA-DR et -CD14. (A) lIllustration de la stratégie d’identification des LB (CD19*), LT (CD3"),
macrophages/DC inflammatoires (CD3"CD19°'DR*CD14"), monocytes (CD3'CD19°'DR'CD14*), cDC/pDC (CD3CD19
DR*CD14) et cellules CD3'CD19°DR'CD14". (B-C) Les histogrammes illustrent I'expression de CD89 (B) et CD209
(C) comparativement au controle isotypique sur les cellules immunitaires (CD45*) d’'une tumeur mammaire et
d’une tumeur ovarienne représentative. Les graphiques représentent la fréquence de cellules CD89* ou CD209*
parmi l'infiltrat immunitaire total (milieu) et le pourcentage de chaque population parmi les cellules immunitaires
CD89* ou CD209* (droite). Chaque point correspond a une tumeur et les traits horizontaux représentent les
médianes.
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3.2. Les lymphocytes B et les plasmocytes expriment différents ligands de points de contréle

immunitaires

La balance d’expression d’ICP-L inhibiteurs versus activateurs par les CPA conditionne la
différenciation et la fonctionnalité des LT lors de la présentation d’Ag. Nous avons donc étudié
I’expression de certains de ces ligands, PD-L1, CD137L, CD80, et HVEM, sur les sous-populations de LB
infiltrant les tumeurs de sein et d’ovaire Figure 17A). PD-L1 est exprimé par 11,8%, CD137L par 32,2%,
HVEM par 33,4%, et CD80 par 12,8% des LB totaux dans les 11 tumeurs de sein et d’ovaire étudiées
(figure 17B). Les cellules PD-L1* sont majoritairement constituées de PC, tandis que deux tiers des
cellules CD137L* sont composées a part égale de PC et de LB mémoires, tandis que les cellules HVEM*
et CD80* sont composées majoritairement de LB mémoires (figure 17C).

Le motif d’expression des différents ICP-L varie donc entre les LB mémoires et les PC infiltrant
la tumeur, ce qui pourrait influencer leur role inhibiteur ou activateur sur les autres cellules
immunitaires présentes. Le faible nombre tumeur ne nous permet pas pour l'instant d’établir des
différences claires entre les cellules a IgA et a I1gG, mais nous continuerons d’analyser des tumeurs

pour analyser ce parametre.
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Figure 17 : Les LB mémoires et les plasmocytes infiltrant les tumeurs de sein et d’ovaire expriment
préférentiellement différents ligands de points de contréle immunitaire. Des suspensions cellulaires de
tumeurs de sein (n=5) et d’ovaire (n=6) ont été marquées et analysées par CMF pour I'expression de PD-L1, CD80,
CD137L, et HVEM sur les différentes sous-populations de LB. (A) Histogrammes montrant I'expression des
différents ICP-L par les LB totaux infiltrant une tumeur d’ovaire (B) Graphique représentant le pourcentage de LB
totaux et positifs pour les différents ICP-L dans les 11 tumeurs. (C) Camemberts représentant la proportion de
chaque sous-population de LB parmi les LB exprimant les différents ICP-L.
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Diversité des antigenes cibles des IgG et des IgA produits dans les
tumeurs du sein et de 'ovaire

1. Détermination des antigenes reconnus par les immunoglobulines présentes dans la tumeur

Dans le cadre d’une collaboration avec la société Roche, nous avons analysé |la diversité des
cibles antigéniques des Acs produits dans le MET des tumeurs du sein et de I'ovaire. Pour ce faire, une
série de surnageants issus de la dilacération de tumeurs du sein (n=71) et de I'ovaires (n=42) a été
utilisée pour effectuer un profilage des réactivités des IgG, IgA et IgM a I'aide de puces a peptides
chevauchants (peptides de 16 acides aminés avec un recouvrement de 14 acides aminés) et couvrant
I'entiereté du protéome ainsi que les principales mutations décrites dans les cancers. La phase
expérimentale, effectuée par Roche Sequencing Solutions (Madison, USA), a consisté a incuber les
échantillons dilués au 1/500 sur les puces, puis a détecter les Acs fixés aux différents peptides grace a
des Acs secondaires anti-IgG, -IgA et -IgM couplés a des sondes fluorescentes (figure 18A). Pour chaque
échantillon, I'intensité du signal est mesurée pour chaque peptide. Un peptide est considéré comme
cible d’'un Ac sur la base d’un seuil de signal de fluorescence (>12 (log2)) et d’une valeur p<0,005
déterminée par un test de Kolmogorov-Smirnov comparant les signaux de plusieurs peptides
chevauchant avec ceux de peptides sélectionnés de maniére aléatoire (et considérés comme du bruit
de fond) (figure 18B). Plusieurs peptides cibles d’'une méme protéine sont considérés comme
constituant un méme épitope s’ils sont consécutifs, la Figure 18C montrant ainsi la présence de 4
épitopes reconnus dans une protéine chez une patiente d’ovaire (Figure 18C haut). La reconnaissance
de ces peptides par des Acs du surnageant de cette tumeur a été vérifiée grace a un ELISA spécifique
utilisant les peptides déterminer par I'essai pan-protéomique et le surnageant de la tumeur, révélé
avec un anti-lgG humain. Les Acs de ce surnageant se fixent en effet sur les peptides de la protéine

d’intérét, alors que le peptide aléatoire n’est pas reconnu.

2. Plusieurs centaines de cibles parfois partagées entre les patientes sont reconnues par les IgG

et/ou les IgA intra-tumoraux

Les IgG et IgA présents dans les tumeurs reconnaissaient plusieurs centaines de cibles
peptidiques par tumeur en moyenne, que ce soit dans les tumeurs de sein (571,5 pour IgG et 257,3
pour IgA) ou dans les tumeurs d’ovaire (586,8 pour IgG et 423, pour IgA). Ces peptides correspondent
a plusieurs centaines d’épitopes et de protéines (analyses en cours). En revanche, trés peu de cibles
ont été détectées pour les IgM (moins de 5 en moyenne a la fois dans le sein et I'ovaire). Aucune
influence notable d’un traitement préalable des patientes n’est observée, tandis que le nombre de

cibles augmentent avec le grade dans les tumeurs du sein (statistiquement significatif pour les IgA,
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données non présentées). De maniére intrigante, au sein d’une méme tumeur, seule une minorité des
cibles peptidiques identifiées (15% pour le sein et 20% pour I'ovaire) est commune a la fois aux IgG et
aux IgA (figure 18D). 68% et 55% des peptides identifiés respectivement dans les tumeurs de sein et
de I'ovaire sont reconnus uniquement par les IgG tandis que 19 et 25% le sont par les IgA uniquement.

De maniére intéressante, certaines réactivités peptidiques, pour la majorité, spécifiques des
IgG, sont communes a plusieurs patients. Ainsi, plusieurs dizaines de peptides, correspondant a 0.28-
0.30% de la totalité des réactivités identifiées, sont reconnus par les IgG des tumeurs de sein (figure
18E) ou de I'ovaire (figure 18F) chez plus de 15% des patients. Ces peptides partagés ne représentent
que 0,01 et 0,04% des peptides reconnus par les IgA dans les tumeurs du sein et de l'ovaire,
respectivement. Ces 87 et 63 peptides IgG partagés constituent en fait 13 et 20 épitopes correspondant
a 9 et 17 protéines dans les tumeurs de sein et d’ovaire, respectivement. Parmi ces protéines, 6 sont
partagées entre les deux types de cancers, résultant en 21 protéines partagées entre les patients
atteints de cancers de sein et/ou d’ovaire. Une analyse préliminaire de ces protéines ciblées par les
Acs chez plusieurs patients, grace a la base de données GeneCards®, révele qu’elles sont
principalement impliquées dans I'embryogenese ou le développement des tissus et la régulation de
processus relatifs aux acides nucléiques comme la transcription ou la réparation de I’ADN. La majorité
des Ags mis en évidence sont des protéines intracellulaires ou sécrétées, seules 5 sur les 21 sont
exprimées en membrane. Certaines de ces protéines sont exprimées de maniére ubiquitaire en
contexte physiologique, alors que d’autres sont restreintes a certains tissus, présentant ou non un
privilege immun comme le cerveau ou les testicules (données obtenues sur The Human Protein Atlas).

La majorité des protéines ciblées chez plusieurs patients sont décrites comme étant exprimées
dans plusieurs types de cancers dans le TCGA. La forte expression au niveau ARN de sept d’entre elles
est associée a un mauvais pronostic, alors que la forte expression de trois est associée a un bon
pronostic. Des Acs contre une des protéines, EID3, ont déja été décrits dans le sérum des patients

atteints de tumeurs pancréatique neuroendocriniennes (Hontani et al., 2017).

117



Breast tumors

Mincing in
medium
_

Protcome assay

Soluble Tumor Milieu i
i g
I 1510394 =
l z Positive g.
Overlapping peptide Array ? signal &
Loy &
— h
% 2 o 100 200 30 400 00
- e Prabe position
Taatg g
g ELISA
2 ’
g
el
I— Signal (Log2) —» !
=]
Whole proteome Az
1
o
47 17 27 T Irr.
Pepiide position
E
Protein Position Occurrence Protein Position  Occurrence
Ovarian tumors BTN2A3P 495 13 ANP32C 213 7
CFDP1 37 13 BAZIA 1227 3
CREB3L3 93 12 BTN2A3P 495 7
= 1 only CREB3L3 95 1 CLSPN 1069 7
= IgA only FREM1 141 11 CREB3L3 95 7
= Common FREM1 143 12 ELD3 197 10
PPP4R4 481 14 ENTPD3 317 7
PPP4R4 483 12 FREM1 143 7
RASIPI 417 17 LATS2 165 7
RASIPI 419 14 LATS2 167 7
SLCI6A14 3 i P3H4 399 8
STMN4 69 17 PARP1 69 7
TMEMI1 37 11 PPP4R4 481 7
RASIPI 417 9
RASIP1 419 9
RASIPI1 421 8
SEMA6D 153 7
SNX17 459 7
STMN4 69 10
WRPI 281 8

o Ty et Lxpressi sinlogi Expressi C Anti s .
Antigine Type de ocalisation Expres: l(|lll|)l siologique  Expre 51:)].[ cellules Impat.l &.J{rlcf)rp Fonetion
tumeur majoritaire cancéreuses pronostique  déja détecté
CFDP1 Scin Intracellulaire § séerétée Ubiquitire Tous Mauvuis Non Embryogenese / adhésion el prolifération cellulaire
Sein et . Marph &se craniofaciale / C: ication et
FREM1 Sem.e Intracellulaire / séerétéc Lindométre / Lpididyme Colorectal Aucun Non UTPOBENEsE C “)"" aetae .Ummm““ on
ovaire adhésion cellulaire
PPP4R4 Sam_ et Intracellulaire Cerveau / Testicules Plusicurs Aucun Non WIS o (e ¢ H i mege e
avaire phosphalase
o i8¢ /16 i & e de lactivati o
RASIpL | Seinel Intracellulaire Foie / Rein ¢ Placenta Bon Bon Non Angiogenése / régulation négative de lactivation dos
avaire RhoGTPase / Activation des intégriney
Sein et N . 5 2
STMN4 | a::iri Intracellulaire Cervenu ‘ Gliome Aueun Non Formation cytosquelette, développement neuronal
P3H4 Ovaire  Inwacellulaire / sécrétée Ubiquiraire Tous Mauvais Non organisation collagéne ot remodelage des os
Tati 7 Réoulati
LATS2 | Ovaire Intracellulaire Ubiquitaire Plusieurs Mauvais Non s dep s i
l'apoptose et du cycle cellulaire
SEMA6D | Ovwaire Membran: ) Plucenta ¢ Cerveau / Infestin / Plusieurs Bon Non Développement du s.ysle\jm \'Eﬂlﬂh%lli}lfr} el des axones
intracellulaire / séereice Ovaire Migration celtulaire
Devel rdia " Cataboli Tholesterol
SNXI7 | Ovaire Intrucellulaire Ubiguitaire Tous Aucun Non Jevelopp cardiaque/ C du B
endocytose
BTN2A3P if‘,::: Non Liaison de réceptenrs de signalisation dans TCR
y - Membranaire ¢ R o i - o
SLCI6AL 4| Sein intracellulaire Ubiguitaire ‘ Plusicurs Aucun Non Transport de l'acide carboxylique
TMEMI11 Sein Membrane Ubiquiraire Colorectal Aucun Non Orpanisation des mitochondrics
ANP32C | Ovaire ‘ Non Transport nucléocytoplasmigue / proto oneogéne
CREB3L3 Sein et Membranaire ¢ Muscle / Toie / Tniestin Plusieurs Mauvais Non Régulation de lu. lmnt;unpm‘m el de la réponse
ovaire intracellylaire inflammatoire
BAZIA | Owire ImEeeiin (e U i ) Meyvai Non gt dbo iy (rersslptism s ol i
inflammatoire
CLSPN Ovaire Intracellulaire Moclle osseuse ¢ Testicules Tous Bon Non Points de contréle de TADN, déubiquitination
EM3 | Owic ntracellulaire Nombreus tissus ‘ Plusicurs Mavais | Ou Réparation de TADN

Figure 18 : Les anticorps du microenvironnement tumoral sont dirigés contre de nombreuses cibles différant

entre les IgA et les IgG mais parfois partagées par entre les patients.

118



Figure 18 : Les anticorps du microenvironnement tumoral sont dirigés contre de nombreuses cibles différant
entre les IgA et les 1IgG mais parfois partagées par entre les patients. (A) Les surnageants de tumeurs isolés lors
de la dilacération mécanique des tumeurs ont été étudiés grace a un essai pan-protéomique pour déterminer les
protéines ciblées par les Acs du MET. (B) Pour chaque peptide, une intensité de signal considérée comme positive
au-dela de 12 (log2) est attribuée, et une valeur p est déterminée par un test de Kolmogorov-Smirnov comparant
le signal du peptide avec ceux de peptides sélectionnés de maniére aléatoire (et considérés comme du bruit de
fond), afin de déterminer les peptides en effet reconnus par des Acs contenus dans les surnageants de tumeur.
Le graphique représente I'ensemble des valeurs obtenues pour les peptides testés chez un patient. (C) Haut :
exemple de graphique obtenu pour une protéine dans un échantillon d’ovaire permettant de mettre en évidence
les positions de la protéine reconnues par des Acs. L'abscisse représente la position des acides aminés sur la
protéine et I'ordonnée représente l'intensité du signal, la valeur seuil de 12 étant indiquée par la ligne en pointillé
rouge. Bas : valeurs en unités arbitraires obtenues par ELISA pour vérifier la fixation des Acs du surnageant de la
tumeur d’ovaire sur les peptides déterminés au-dessus. (D) Proportion des protéines reconnues par les IgG
uniquement, les IgA uniquement, ou a la fois les IgG et les IgA dans les tumeurs de sein (gauche) et d’ovaire
(droite). (E) Tableaux récapitulatifs des protéines reconnus par les Acs des surnageants de tumeur de plus de
15% des patients atteints de cancer du sein (gauche) ou de I'ovaire (droite). Le nom de la protéine, la position de
I’épitope sur la protéine, ainsi que le nombre de patients chez qui cet épitope est reconnu sont indiqués. (F)
Tableau récapitulant les caractéristiques des protéines partagées entre les patients, dans les tumeurs de sein
et/ou d’ovaire étudiées, indiquant leur localisation cellulaire, les tissus sains et tumoraux dans lesquels ils sont
exprimés, leur valeur pronostique potentielle dans les tumeurs, si des Acs contre cette protéine ont déja été
détectés chez les patients atteints de cancer, et leurs fonctions. Les fonctions surlignées en bleu correspondent
aux protéines impliquées dans le développement tissulaire et les fonctions surlignées en gris correspondent aux
protéines impliquées dans des fonctions dépendantes de I’ADN.
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Exploration des tumeurs associées aux syndromes neurologiques
paranéoplasiques pour I'étude des caractéristiques et des mécanismes
d’induction de la réponse humorale dirigée contre des antigenes
tumoraux

Les DCP sont des syndromes rares qui se manifestent par l'installation subaigué d’un syndrome
cérébelleux sévere affectant des patients présentant principalement des cancers du sein, de I'ovaire
ou du poumon. Il s’agit de pathologies auto-immunitaires rares, satellites du cancer, et déclenchées
par une réponse immunitaire anti-tumorale dirigée contre un (auto-)Ag exprimé a la fois par les cellules
neuronales et les cellules tumorales, appelé Ag onco-neuronaux. Ces pathologies se caractérisent par
la présence dans le sérum et le liquide céphalo-rachidien (LCR) d’auto-anticorps (auto-Ac) spécifiques
de ces Ags, qui sont souvent utilisés pour le diagnostic. Il existe de nombreuses DCP, chacune
caractérisée par l'identité de I’Ag ciblé par les auto-Ac. Des arguments expérimentaux suggerent de
plus que ces tumeurs ont une croissante lente et qu’elles sont contrélées de maniere efficace par le
systeme immunitaire. L'existence d’une réponse immunitaire spécifique d’Ags onco-neuronaux,
capable de détruire les cellules du cervelet chez les patients souffrant de DCP, suggere I'existence chez
ces patients d’'un MET favorable a une levée de tolérance immunitaire vis-a-vis de certains Ags
tumoraux permettant lI'induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale efficace. Les DCP sont
donc un modeéle pathologique unique de réponse immunitaire anti-tumorale pour laquelle les Ag
tumoraux ciblés sont connus. Cette particularité ouvre des perspectives expérimentales
exceptionnelles pour identifier chez 'Homme les caractéristiques et les mécanismes d’induction d’une

réponse immunitaire anti-tumorale efficace.

1. Des altérations génétiques des antigenes onco-neuronaux et une contexture immunitaire anti-
tumorale caractérisent les tumeurs ovariennes associées aux dégénérescences cérébelleuses

a anticorps Yo
Résumé de I'article

Les DCP a Acs Yo (Yo-DCP) sont quasi-systématiquement associées a des tumeurs de sein et
d’ovaire et impliquent les Ags onco-neuronaux CDR2 (Cerebellar Degeneration Related protein 2) et
son paralogue CDR2L (CDR2 like). Dans ces syndromes, des Acs et des LT CD8* cytotoxiques spécifiques
de ces Ag sont détectés dans le sérum et le liquide céphalo-rachidien des patients. Dans le cadre d’une
collaboration avec I'équipe du Pr. J. Honnorat (Institut NeuroMyogene, Lyon), nous avons analysé une
cohorte de 26 patientes souffrant d’Yo-DCP associées a un carcinome ovarien afin de caractériser la

contexture immunitaire des tumeurs et I'expression des Ags onco-neuronaux. Pour ce faire, nous
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avons réalisé des marquages IF sur coupes de tumeurs FFPE afin de caractériser 'infiltrat immunitaire
et le niveau d’expression de CDR2 et CDR2L comparativement a des tumeurs ovariennes controles.
L’acces a une tumeur Yo-DCP fraichement réséquée nous a permis de compléter ces données par une
analyse de l'infiltrat immunitaire en CMF. Par ailleurs, I'existence d’éventuelles altérations génétiques
de ces Ags dans la tumeur a été étudiée par Next Generation Sequencing (NGS) pour déterminer la
variation du nombre de copies et identifier les mutations.

Les tumeurs de I'ovaire associées a des Yo-DCP présentent une contexture immunitaire tres
différente de celle de tumeurs contréles (non associées a un SNP), caractérisée par une densité de
cellules immunitaires bien plus importante avec, en particulier, un contingent de PC produisant
majoritairement des 1gG et pouvant représenter jusqu’a x% de linfiltrat, de nombreux LT CD8*
cytotoxiques au contact de cellules tumorale apoptotiques. Dans ces tumeurs, des DC matures sont
également retrouvées au contact des cellules tumorales, ce qui est extrémement rare dans les tumeurs
controles. Cet environnement immunitaire particulierement riches en cellules effectrices de la réponse
immunitaire humorale et cellulaire est associé a une surexpression de I’Ag CDR2L dans les cellules
tumorales et |'existence systématique d’'une augmentation du nombre de copies des génes CDR2 ou
CDR2L, ou de mutations dans ces genes pouvant créer de potentiels néo-épitopes T. Ces données
démontrent une association entre |'infiltrat massif des tumeurs Yo-DCP par des PC a IgG et des LT CD8*
cytotoxiques activés et des gains et/ou des mutations récurrentes des génes codant pour les Ags onco-
neuronaux, suggérant que ces altérations génétiques dans les cellules tumorales pourraient étre a

I’origine de la rupture de tolérance immunitaire et de I'initiation de la pathologie auto-immunitaire.
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Abstract

Paraneoplastic cerebellar degenerations with anti-Yo antibodies (Yo-PCD) are rare syndromes caused by an auto-immune
response against neuronal antigens (Ags) expressed by tumor cells. However, the mechanisms responsible for such immune
tolerance breakdown are unknown. We characterized 26 ovarian carcinomas associated with Yo-PCD for their tumor immune
contexture and genetic status of the 2 onconeural Yo-Ags, CDR2 and CDR2L. Yo-PCD tumors differed from the 116 control
tumors by more abundant T and B cells infiltration occasionally organized in tertiary lymphoid structures harboring CDR2L
protein deposits. Immune cells are mainly in the vicinity of apoptotic tumor cells, revealing tumor immune attack. Moreover,
contrary to un-selected ovarian carcinomas, 65% of our Yo-PCD tumors presented at least one somatic mutation in Yo-Ags,
with a predominance of missense mutations. Recurrent gains of the CDR2L gene with tumor protein overexpression were
also present in 59% of Yo-PCD patients. Overall, each Yo-PCD ovarian carcinomas carried at least one genetic alteration of
Yo-Ags. These data demonstrate an association between massive infiltration of Yo-PCD tumors by activated immune effector
cells and recurrent gains and/or mutations in autoantigen-encoding genes, suggesting that genetic alterations in tumor cells
trigger immune tolerance breakdown and initiation of the auto-immune disease.
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the most common PNS, is a subacute ataxia caused by an
extensive and selective Purkinje cell death associated with
specific circulating autoantibodies (Abs). The most frequent
PCD is associated with Yo-Abs (Yo-PCD) and ovarian or
breast carcinoma [12]. Yo-Abs are directed against cerebel-
lar-degeneration-related protein 2 (CDR2) and its paralog
CDR2L, two onconeural antigens (Ags) physiologically
expressed by Purkinje cells but also by tumor cells [6, 9, 40].
Yo-PCD is very rare (around 10 diagnosed cases per year
in France) and the pathophysiological hypothesis is a cross-
immune reaction between tumor-Ags and Purkinje cells [43].
However, the exact mechanisms are totally unknown. Sparse
studies performed on a very limited number of cases indicate
that one hallmark of PCD-associated tumors is the presence
of frequent inflammatory infiltrates, usually dominated by T
cells or plasma cells [28, 42]. This, together with the pres-
ence of onconeural-Ag-specific CD8" T cells in the blood of
PCD patients, argues for the existence of naturally-occurring
anti-tumor immunity in these patients [1, 4, 32]. However,
expression of Yo-Ags by tumor cells seems not sufficient to
trigger autoimmunity against Purkinje cells and mechanisms
responsible for immune tolerance breakdown to onconeural
Ags remain unclear [38, 39]. In the present study, we ana-
lyzed the salient features of ovarian tumors associated with
Yo-PCD, namely their histological and immune cell infiltrate
characteristics, their genomic profiles, and the mutational
status of onconeural Ags.

Methods
Clinicopathological cohort

To be included, patients had to meet the following crite-
ria: (1) presence of Yo-Abs in serum or cerebrospinal fluid
detected using immunohistochemistry on rat brain sections
and by dot-blot using commercial tests (RAVO diagnostika
and Euroimmun); (2) histologically proven ovarian cancer
with available tumor sample; (3) PCD diagnosis according
to the international guidelines [14]. With standard protocol
approval and patient consent, we collected 25 formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) samples and one fresh surgical
specimen of tumors sampled before any systemic treatment,
and 19 constitutional DNA of Yo-PCD patients. Detailed
clinical data on cancer and PCD were collected and are
summarized in Table | and detailed in the Supplementary
Table S1 in Online Resource.

Control specimens
Histological data and microarray-based comparative

genomic hybridization (aCGH) profiles were compared
to a control cohort of 116 FFPE ovarian carcinomas,
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Table 1 Clinico-pathological description of the Yo patient cohort

Cohort population, n = 26

Mean age at tumor diagnosis, years (SD) 64.1 (9.8)

Median time between PCD and tumor 1.27[-72.41t011.2]

diagnosis, months [range]
Staging at tumor diagnosis—stage, n (%)

1 3(11.5)

11 4(15.4)

11t 15 (57.7)

v 4(15.4)
Histological subtypes, n (%)

HGSC 24 (92.3)

Other 2(1.7)

SD standard deviation, PCD paraneoplastic cerebellar degeneration,
HGSC high-grade serous carcinoma

studied by the bio-pathology department of the Centre Léon
Bérard (Lyon, France), as part of the ARCAGY-GINECO/
Boehringer Ingelheim AGO-OVAR12 ancillary molecular
study. For immunohistochemical studies, tissue microarrays
(TMAs) were constructed from control tumors with tripli-
cate cores for each case, including immune infiltrates when
present.

Tumor pathological study

Four um-thick FFPE tissue sections were stained with hema-
toxylin—phloxine—saffron (HPS). A referent pathologist (IT)
assessed the histological subtype of ovarian cancer accord-
ing to the WHO classification [20]. HPS-stained whole
slides of Yo-PCD and control tumors were examined at low
magnification and the inflammatory infiltrates were scored
semi-quantitatively as low, moderate, or high.

Immunohistochemical and immunofluorescence
study

Detailed chromogen immunohistochemistry and immuno-
fluorescence protocols and antibodies are described in the
Supplemental methods in Online Resource. Briefly, classical
diagnostic markers and immune cell immunostainings were
obtained by routine automated protocols. CDR2L and CDR2
expressions were assessed using an automated or a manual
IHC protocol, respectively. A staining intensity value from
0 (no staining) to 3 (high staining) was given by manual
quantification with two blinded evaluators. Immunohisto-
chemistry for immune cell populations and CDR2L/CDR2
was performed on TMAs for control tumors and whole tis-
sue sections for Yo-PCD ovarian carcinomas. Manual mul-
tiparametric immunofluorescence staining was performed
to analyze the functional structuration level of intratumoral
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immune cells, to characterize and localize CD8™ T cells,
Ab-producing cells and mature DC-LAMP™ dendritic cells,
and to identify cells expressing CDR2L.

Multiparametric flow cytometry (MFC)

Tumor infiltrating immune cells were analyzed in a freshly
resected Yo-PCD tumor (#26) by MFC as detailed in the
Supplemental methods in Online Resource.

Array CGH

aCGH (accession number in NCBI’s Gene Expression
Omnibus: GSE96039) was performed on 17 Yo-PCD ovar-
ian tumors and compared to the control cohort of 116 ovar-
ian cancers without Yo-PCD. Fragmentation, labeling, co-
hybridization on 4 X 180 K Agilent SurePrint G3 Human
whole-genome oligonucleotide arrays (Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, CA, USA #G4449A), scanning and analy-
sis are fully described in Online Resource.

DNA sequencing

CDR?2 and CDR2L genes were sequenced using the Miseq
next-generation sequencing (NGS) platform (Illumina,
San Diago, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions described in Supplemental methods in Online
Resource. Sequence data generated was aligned using Next-
GENe (Softgenetics, State College, PA, USA) upon human
reference sequences hg38 for CDR2 (NM_001802.1) and
CDR2L (NM_014603.2).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the R software
version 3.1.1 (http://www.r-project.org/). The p values for
demographic data, stages and inflammatory infiltrates com-
parison were obtained using Chi-squared test, two-sample
T test and Fisher’s exact test for count data. Pearson correla-
tion coefficient was used to analyze the association between
histological parameters.

Results

Yo-PCD ovarian tumors are classical high-grade
carcinomas

Twenty-four out of the 26 analyzed Yo-PCD ovarian tumors
were high-grade serous carcinomas (HGSC) and this propor-
tion (92.3%) was similar to that found in the control group
(96/116 HGSC, 82.7%; p = 0.37). The remaining tumors
were a clear cell carcinoma and a carcinosarcoma. Yo-PCD
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ovarian carcinomas expressed the diagnostic markers of their
histological subtype (Table S1 in Online Resource).

Recurrent 17q gains carrying CDR2L gene
and CDR2L overexpression in Yo-PCD tumors

aCGH was performed on 17 ovarian carcinomas (includ-
ing 15 HGSC) associated with Yo-PCD and compared to
the control group of 116 ovarian tumors (96 HGSC). Pen-
etrance plots (sum of copy number imbalances of all aCGH
profiles) were built for each group (Fig. 1a). Despite strong
similarities between the genomic profiles of Yo-PCD and
control tumors, the chromosome 17q gain was significantly
more frequent in Yo-PCD tumors, with a telomeric mini-
mal overlapping region containing the CDR2L gene locus
at 17q25. The CDR2L gene was recurrently gained in 10/17
(58.8%) of Yo-PCD ovarian tumors, with a high-level gain in
29.4% of cases, while it was gained in only 35/116 (30.1%)
control tumors, including a high-level gain only in 6% of
them (p = 0.002). No significant differential copy num-
ber variations were detected for the CDR2 gene locus at
16p12 between the 2 groups of tumors [low-level gain in
5/17 (29%) Yo-PCD ovarian tumors versus 31/116 (26.2%)
control tumors, p = 0.82]. Overall, 70.5% Yo-PCD tumors
(12/17) were found to have gains in at least one Yo-PCD
Ag gene while only 40.5% of control tumors (47/116) did
so (p =0.02).

At the protein level, CDR2L was detected in tumor
cells of all Yo-PCD patients versus 94/116 control patients
(p = 0.04) and the expression level was higher than in
controls (mean + SD intensity score: 1.97+0.44 versus
0.93+0.63 in control tumors, p < 0.0001, Fig. 1b, ¢). A
weak expression of CDR2 was detected in 10/25 Yo-PCD
(Fig. 1d).

Yo-PCD patients frequently harbor tumoral CDR2L
and/or CDR2 mutations

Mutations in CDR2L and CDR2 genes were screened by
targeted NGS in tumors (n = 17) and blood (n = 19) of Yo-
PCD patients, including five matched tumor/blood DNA. As
summarized in Table 2, 11 Yo-PCD tumors (65%) carried
at least one mutation in either CDR2 or CDR2L gene and
4 of them harbored mutations in both genes. Five tumors
presented multiple mutations (up to 5) in the CDR2L gene.
Overall, 19 variants in the CDR2L gene and 7 variants in
the CDR?2 gene were detected. All but two variants (CDR2L
¢.595G>A in patient 6, and CDR2 c.192+5T>TA in patient
1) have not been reported in SNP databases so far. This,
together with the absence of mutations in the matched
constitutional counterpart (available for patients 2 and 10)
and in the blood DNA of 16/17 Yo-PCD patients without
evaluable tumor tissue, indicated that they were somatic
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Fig. 1 Recurrent gain in chromosome 17q and CDR2L overexpres-
sion in Yo-PCD ovarian tumors. a Penetrance plots of Yo-PCD and
control ovarian tumors showing more frequent recurrent gains in
the chromosome 17q carrying CDR2L locus (black arrow) in Yo-
PCD tumors compared to control tumors. No significant recurrent
gains were observed in the CDR2 gene area in the 16p12 locus (blue
arrow). b Representative CDR2L IHC staining of Yo-PCD tumors
(top pictures) versus control ovarian tumors (bottom pictures). The
right histogram indicates the proportion of Yo-PCD tumors versus

mutations. Missense mutations were predominant (13/19 in
CDR2L and 5/7 in CDR2) and might increase the immuno-
genicity of the onconeural Ags. Indeed, for the sole patient
with mutations and for which its MHC genotype could be
determined (patient #2), each of the 4 detected mutations (2
on CDR2 and 2 on CDR2L) was predicted to significantly
increase the affinity of the onconeural Ags for at least 1
MHC-class-I allele (Fig S6). In particular, 2 peptides encom-
passing the mutated residue were predicted as high-affinity
MHC-class-I binders, whereas their wild-type counterpart
had very limited affinity. This was particularly striking for
HLA-A*29:02, where the predicted median inhibitory con-
centration (ICs,) was 19 nM for the mutant (MLQSEHP-
FVY) peptide versus > 20,000 nM for the wild-type pep-
tide (MLQSEHPFVN). Truncating mutations (frameshift,
nonsense), in-frame deletion and intronic variant close to
splicing site were found in seven patients. None of these
mutations was reported among the 841 ovarian carcinomas
studied in the COSMIC and TGCA public somatic muta-
tion databases; only one mutation was reported for CDR2L
that was different to those found herein, and no mutation
for CDR2. Every Yo-PCD patient presented at least one
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control ovarian tumors harboring high, moderate and low CDR2L
IHC staining. ¢ Representative IF staining of Yo-PCD ovarian tumors
with antibodies to cytokeratins (CK, green) and CDR2L (red). Hoe-
chst was used to visualize nuclei (blue) and pictures in the left cor-
respond to individual channels. d Representative CDR2 IHC staining
of Yo-PCD ovarian tumors showing a weak expression by tumor cells
(top pictures) or no expression at all (bottom pictures). Scale bars:
100 um

abnormality in CDR2 or CDR2L (gene CNV, protein over-
expression or gene mutation), but the patients with gains in
CDR2L gene and protein overexpression were not always
the same patients as those with CDR2L or CDR2 mutations.
Indeed, four patients (no. 7, 13, 20, 25) presented CDR2L
gene gains and protein overexpression but did not display Yo
gene mutations (see Table S2 in Online Resource).

Yo-PCD ovarian tumors are highly infiltrated by T
and B cells that can organize in tertiary lymphoid
structures

Yo-PCD tumors differed from control tumors by a more fre-
quent and a higher immune cell infiltration. Indeed, 72% of
Yo-PCD tumors (18/25) displayed moderate to high inflam-
matory infiltrates (score of 2 or 3), versus only 10% of con-
trol tumors (12/116, p < 0.0001; Fig. 2a). Such high inflam-
matory infiltrates were detected both in tumors diagnosed
before (3.5-72.4 months, n = 12) or after (1.2—11.2 months,
n = 13) the onset of PCD. Tumors preceding PCD were
significantly less infiltrated than those diagnosed after the
onset of PCD (p < 0.05), but in both cases the immune
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Table 2 Genetic alterations and immune infiltrates in Yo ovarian tumors

Patient no. PCD- Histo- CDR2L CNV CDR2L mutations, CDR2 CNV CDR?2 mutations, amino TILs score
cancer delay, logical amino acid changes acid changes
months subtype
1.4 HGSC Gain c.487G>C-p.E163Q Diploid c.1924+5T>TA +++
1.6 HGSC Diploid ¢.394C>T-p.Q132X Diploid c.805A>T—p.N269Y +++2
¢.628C>T—p.R210W ¢.263A>C—p.D8BA
¢.1180C>T-p.R394W
4 11.2 HGSC High-level gain WT Gain WT ++
6 2.5 HGSC Diploid p.-VI99M-¢c.595G>A  Diploid WT ++42
7 5.1 HGSC High-level gain WT Gain WT ++
8 2.5 HGSC Gain WT Heterozygous deletion c¢.1342_1343delinsAA—  +++*
p-R448 K
9 1.6 HGSC Diploid c.242C>T-p.A81V Diploid WT ++
c.11C>T-p.A4V
10 1.2 HGSC High-level gain ¢.235C>T-p.Q79X Diploid WT +
11 2.6 HGSC High-level gain WT Gain c.1280A>G-p.K427R  ++
13 5.6 HGSC Diploid WT Gain WT ++
14 -84 HGSC High-level gain ¢.1140_1154delAGT Diploid ¢.1218_1219insC—p. ++
GCGGCACGC S407delinsLCfs
CGG-p.V381_
G385del
¢.862C>T—p.P288S
¢.1370C>T-p.T4571
16 - 5438 HGSC Diploid c.341+1G>AG Diploid WT 0
¢.388C>T-p.Q130X
¢.506G>A—p.R169Q
¢.733C>T-p.Q245X
c.934G>A-p.V312M
18 -16.3 HGSC Gain ¢.796G>A-p.G266S Diploid ¢.325C>GC-p.Q109EQ ++
c.772A>T-p.K258X
20 - 284 HGSC Gain WT Diploid WT ++*
21 - 724 CCC Diploid c.1253T>A-p.L.418Q  Diploid WT 0
24 -35 CC Diploid WT Gain WT +
25 —-25.6 HGSC Gain WT Diploid WT +

CNV copy number variation, T/Ls tumor infiltrating lymphocytes, HGSC high-grade serous carcinoma, CCC clear cell carcinoma, CC carcino-
sarcoma, WT wild-type sequence

“Presence of tertiary lymphoid structures (TLS)

infiltration was higher than in control samples (Fig. S1 in
Online Resource). In Yo-PCD tumors, the density of inflam-
matory infiltrates is almost significantly correlated with the
intensity of CDR2L expression (Pearson’s correlation coef-
ficient: r = 0.49, p = 0.06).

IHC and IF revealed that 92% (23/25) of these immune
infiltrates contained moderate to very high densities of
T cells, and B cells in 84% (21/25) of the cases (Fig. 2b,
Figs. S2 and S3 in Online Resource). Four patients har-
bored tertiary lymphoid structures (TLS) defined by
segregated T and B cell zones and high endothelial ven-
ules (Fig. 2b). Mature dendritic cells (DC) identified by
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DC-LAMP expression, which are an essential component
of TLS [8, 24], were more frequently observed in Yo-PCD
tumors than in control ovarian tumors (76 versus 4.1%,
p <0.001). They were detected at moderate to high densi-
ties in a substantial fraction of Yo tumors without TLS and
often localized close to tumor cells (Fig. 2¢). High CDR2L
expression was detected in germinal centers of all tumors
with TLS, but not in surrounding normal lymphoid struc-
tures (Fig. 2d), suggesting existence of immune-complex
deposits and an ongoing humoral immune response against
CDR2L.
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Fig.2 Characterization of the immune contexture of Yo-PCD ovar-
ian tumors. a Representative HPS staining of Yo-PCD ovarian tumors
with no (score 0), weak (score 1+), moderate (score 2+) or high
(score 3+) immune cell infiltration, and comparison of immune cell
infiltrates between Yo-PCD (n = 25) and control (n = 116) ovarian
tumors. b Representative IF staining for CD3 (red), CD20 (white) and
MECA-79 (green) of Yo-PCD ovarian tumors showing samples with
no tumor infiltrating lymphocytes (no TILs), only T cells (T alone),
un-structured B and T cells (T and B) or with tertiary lymphoid struc-
ture (TLS) harboring segregated T and B cell clusters (T and B in
TLS) and high endothelial venules, based on MECA79 staining. The
upper right histogram represents the semi-quantitative analysis of
the nature and structuration of TILs among the 25 analyzed tumors.

Yo-PCD ovarian tumors display signs of immune
attack borne by IgG-producing cells and cytotoxic
CD8* T cells

Twenty-three out of the 25 Yo-PCD tumors were infiltrated
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¢ Representative DC-LAMP IHC staining (brown) of Yo-PCD ovar-
ian tumors with (TLS™) or without (TLS™) tertiary lymphoid struc-
tures. The bottom left histogram represents the DC-LAMP scoring of
the entire patient cohort (0: no infiltration, 1+: weak, 2+: moderate,
3+: high). The bottom right picture at high magnification shows the
frequent localization of DC-LAMP? cells close to tumor islets (Tu,
circled). d Representative IF staining for CDR2L (red), DC-LAMP
(white) and CK (green) of a germinal center of a Yo-PCD tumor area
harboring TLS (Tumor TLS) and of a lymphoid structure in the nor-
mal omentum from the same patient. Hoechst was used to visualize
nuclei (blue). Scale bars 100 um. The frontier between the tumor area
(Tu) and the stroma is indicated by a dotted line

by effector cells, including Ab-producing cells and CD8™*
T cells (Fig. 3a). Plasma cells (PC) were present at high to
very high densities in 80% of tumors (Fig. 3b). Interestingly,
IgG producing CD138 IRF4* plasma blasts (PB) always
outnumbered mature CD138*IRF4* PC, suggesting local
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Fig.3 Massive infiltration of Yo-PCD ovarian tumors by cytotoxic
CD8™ T cells and Ab-producing cells. a Graph representing the scor-
ing of PC (based on CD138 staining) and CD8" T cell (based on CD8
staining) infiltration in ovarian tumors of the entire cohort of Yo-PCD
patients (n = 25). b Representative CD138 IHC (top) and IgG/CK IF
(bottom) staining of Yo-PCD ovarian tumors showing a weak (score
1+) or high (score 3+) infiltration by PC (CD138") and IgG produc-
ing cells. Scale bars 100 um. The frontier between the tumor area
(Tu) and the stroma is indicated by a dotted line. ¢ IF staining of Yo-
PCD ovarian tumor sections with antibodies against IgG and CD138
or IgG and IRF4. DNA was stained with Hoechst. Right inserts cor-
respond to individual channels. Scale bars 10 pm. d IHC detection of

differentiation (Fig. 3c). Flow cytometry analysis of the only
available fresh Yo-PCD ovarian tumor confirmed a massive
infiltration by IgG-producing cells compared to control ovar-
ian tumors and revealed that the remaining tumor infiltrating
B cells essentially consisted of memory B cells (Figs. S4 and
S5 in Online Resource). CD8™ T cells were found both in the
stroma and the tumor nests of 23/25 Yo-PCD carcinomas.
Their cytotoxic potential was revealed by Granzyme B and
Cytotoxic Granule-Associated RNA-Binding Protein TIA-1
expression (Fig. 3d). FCM data further indicated that a major
proportion of CD8 T cells produced Granzyme B and that
some expressed activation markers (OX40, 4-1BB, or the
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CD8+ T cells
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CDS8 in Yo-PCD ovarian tumor sections containing either few (score
1+) or very abundant (score 3+) CD8" cells. Representative IF stain-
ing of CD8 and Ki67, CD8 and GzB, CD8 and TIA-1 and CDS, 1gG
and cleaved Caspase 3. DNA was stained with Hoechst. Arrows high-
light CD8™ T cells expressing, respectively, Ki67, GzB, TIA-1 or in
contact with tumor cells expressing activated caspase 3. Scale bars
100 pm (upper raw) or 10 um (lower raw). e FCM analysis of cell
suspensions obtained by enzymatic digestion of a fresh Yo-PCD ovar-
ian tumor. Dot plots show the staining with Ab to Granzyme B, Ki67,
0OX40 and 4-1BB on viable CD8"' T cells (CD45TCD3*CDS8" cells).
Numbers indicate percentages of positive cells in each quadrant

nuclear proliferation Ag Ki67; Fig. 3e). Furthermore, CD8*
T cells can be found in contact with apoptotic tumor cells
positive for cleaved caspase 3, revealing, at least focally, an
anti-tumor immune attack (Fig. 3d).

Discussion
Mechanisms leading to immune tolerance breakdown and
autoimmunity in paraneoplastic diseases remain poorly

understood. We demonstrate herein that ovarian carcinomas
associated with Yo-PCD strikingly differ from conventional
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tumors, not by histological subtype, but by genetic altera-
tions of onconeural Ags and high level of cytotoxic CD8% T
and IgG plasma cell infiltration [23]. Tumor cells from all
analyzed Yo-PCD patients indeed exhibit mutations and/or
gains in CDR2 and/or CDR2L genes. These very high rates
of genetic alterations are original and specific to Yo-PCD
tumors as they have not been previously reported in more
than 800 other ovarian carcinomas.

Somatic Yo-Ag mutations in Yo-PCD tumor cells were
detected herein in two-thirds of patients. These mutations
might increase the immunogenicity of onconeural proteins
by creating neoepitopes, which are now recognized as an
important component of human tumor immunogenicity
and have been associated with the therapeutic efficacy of
inhibitory immune checkpoint (ICP) blockers [21, 41]. For
the sole patient with mutations and available MHC geno-
type, each of the 4 non-synonymous mutations were indeed
predicted to generate CD8 T cell neoepitopes with high-
affinity binding properties to at least 1 MHC-class-I allele.
Induction of neoepitope-specific effector T cells could limit
tumor growth, but also trigger the auto-immune reaction by
cross-recognition of un-mutated epitopes on neuronal cells.
Such a hypothesis is consistent with a recent report in para-
neoplastic scleroderma with anti-RCP1 autoantibodies in
which patients harbored a missense mutation in the Ab tar-
geted POLR3A gene and T cells reactive to the neoepitopes
[16]. Frameshift or nonsense mutations leading to protein
truncation in 5 of the tumors analyzed in the present study
could also contribute to the breakdown of tolerance against
onconeural Ags. Indeed, it has been recently shown that
truncating mutations in self-antigens can simultaneously
generate autoimmunity and anti-tumor immunity against
normally silent epitopes [10, 18]. Several active mechanisms
normally limit the production of truncated proteins, via non-
sense-mediated mRNA decay (NMD) and degradation of
abnormal proteins through the ubiquitin—proteasome system
[11, 17]. Since these pathways enhance tumor immunity, it
would therefore be interesting to analyze if Yo-PCD tumors
harbor deficient NMD or proteasome function [27].

Tumor amplification of Yo-Ags is also clearly an impor-
tant clue, as gains in CDR2, CDR2L or both genes were
observed in 12 out of the 17 tumors. Interestingly, gene
amplification has been previously suggested as a mechanism
of paraneoplastic disease in membranous nephropathy [15].
Intriguingly, besides Yo-Ags, the recurrent telomeric and
segmentary gains observed in Yo-PCD ovarian carcinomas
in the 17q region also concerns TOP2A, RPTOR, SOX9,
NME]1 and PPM1D genes, which are all involved in ovar-
ian oncogenesis [22, 29, 31]. Moreover, the chromosome
17q also carries ERB2, the gene coding for the human epi-
dermal growth factor receptor 2 (Her2). A previous work
has revealed an original overexpression of Her2 in Yo-PCD
breast cancers [30], which could be linked to ERB2 gene
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amplification. Deciphering the potential roles of these genes
in PCD will require further dedicated studies.”

If CDR2 is commonly expressed in ovarian carcinoma-
tous cells [5], we demonstrated that CDR2L is overexpressed
in the majority of Yo-PCD ovarian carcinomas, including
those without gene copy number variations, suggesting
that additional mechanisms besides gene amplification
might account for high tumor protein expression. Protein
overexpression seems to play a major role to elicit an auto-
immune response since 6 tumors out of 12 with CDR?2 or
CDR2L gene amplification had no mutation. Mechanisms of
immune tolerance breakdown may be different from patient
to patient since all patients do not necessarily present similar
individual or combination of abnormalities in CDR2 and/or
CDR2L. However, every Yo-PCD patient presented at least
Yo gene amplification/protein overexpression or Yo gene
mutation, suggesting that each of these alterations might be
sufficient per se to break tolerance and trigger Yo disorders.

These tumor genetic alterations more often targeted
CDR2L than CDR?2 and only CDR2L was found overex-
pressed in tumor cells of most Yo-PCD patients, suggest-
ing that CDR2L could be the major antigen in Yo-PCD, as
already suggested elsewhere [34]. In addition, CDR2L was
systematically detected in germinal centers of all tumors
with TLS, revealing an ongoing local immune response
against this onconeural Ag. The two proteins share 45%
sequence identity and the identified mutations are dissemi-
nated in the respective sequences without evident focus in
a localized and common domain (data not shown). Further
studies are needed to assess whether the MHC-restricted-T
cell responses in Yo-PCD patients discriminate between the
mutant and the WT versions of Yo antigens.

As other authors have done [28, 35, 37, 42], we
observed a massive infiltration of Yo-PCD tumors by
immune cells. We further revealed that the immune infil-
trate mostly consisted of both T and B cells, which occa-
sionally organized in TLS. These immune infiltrates are
present long before the onset of Yo-PCD when cancer
antedates the neurological syndrome and increase with
PCD development, suggesting a tumor-dependent trigger-
ing of this immune response. Most tumors are highly infil-
trated by IgG-producing plasma cells and plasmablasts,
and to a lesser extent by memory B cells. The presence of
B cells at different stages of differentiation, including a
dominant contingent of antibody producing cells, together
with the presence of TLS with CDR2L deposits in germi-
nal centers strongly suggest that these tumors constitute an
active site of initiation or amplification of humoral immu-
nity to onconeural Ags. In this context, treatments aimed
to deplete plasma cells or their precursors (B cells) could
provide some clinical benefit in Yo-PCD. The important
contingent of CD8" T cells expressing cytolytic markers,
in the vicinity of activated caspase 3" apoptotic tumor
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cells, also indicates a potential efficient ongoing cellular
anti-tumor immunity. High densities of intra-epithelial
CDS8* T cells have been extensively shown to be associ-
ated with improved survival of ovarian cancer patients [33,
36, 44], but recent studies revealed that their prognostic
value is restrained to the presence of other TILs, especially
B cell [26] and PC [19]. The high infiltration of Yo-PCD
ovarian tumors by CD8* T, B and IgG-producing cells
might thus account for the tumor control that is thought
to occur in PCD patients [2, 13]. Another particular fea-
ture is the frequent infiltration by mature DC, which are
present at high densities even in tumors with no detect-
able TLS. Even more intriguingly, mature DC-LAMP* DC
were often located in contact with tumor cells, while they
are usually located at distance from tumor nests in cancer
patients without PCD [3]. Accumulation of mature DC
clustered with tumor cells may trigger local expansion of
Ag-specific memory cytotoxic CD8" T cells as reported in
melanoma patients [25]. The characterization of such DC
and whether they contribute to presentation of onconeural
Ags remain to be determined.

These new data add credence to the idea that genetic
alteration of onconeural Ags, including gains and muta-
tions, play a major role in the induction of the immune
response associated to PCD. Besides offering novel
insights into the pathogenesis of PCD, this study high-
lights that they constitute an exceptional model to decipher
the mechanisms of tumor immune surveillance.
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2. Caractérisation de [linfiltrat immunitaire d’'une tumeur ovarienne associée a une

dégénérescence cérébelleuse paranéoplasique avec une nouvelle spécificité antigénigue

En 2015, I'équipe du Pr. J. Honnorat a pris en charge une patiente atteinte d’'une ataxie
cérébelleuse associée a un cancer ovarien et présentant le tableau clinique classique d’une DCP a Acs
anti-Yo. Néanmoins, un test de fixation sur des coupes de cerveau de rat des Acs contenus dans le
liguide céphalo-rachidien de cette patiente a révélé un profil de marquage bien différent de celui
attendu pour des Acs Yo. Ainsi, un faible signal a la fois dans I’hippocampe et dans les cellules de
Purkinje a été observé, alors que les Acs Yo marquent uniquement et fortement les cellules de Purkinje
(figure 19A). Un test d’'immuno-précipitation a I'aide d’un Acs anti-IgG humaines d’un broyat du
cerveau de rat préalablement incubé avec les Acs du LCR de cette patiente, suivi d’une analyse par
spectrophotométrie de masse a par la suite révélé que I’Ag ciblé chez cette patiente n’est ni CDR2 ni
CDR2L, mais ARHGAPS5 (Rho GTPase-activating protein 5). Cette protéine, exprimée dans le cytosol,

régule négativement les Rho GTPases (figure 19B).
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Figure 19 : Identification d’ARHGAP5 comme nouvel Ag associé a une dégénérescence cérébelleuse
paranéoplasique. (A) lllustration du marquage observé apres fixation des IgG du liquide céphalo-rachidien d’une
patiente DCP non-Yo sur des sections de cerveau de rat et incubation avec un Acs secondaire fluorescent anti-
1gG humaines. Un marquage faible est observé dans I’hippocampe et le cervelet. (B) Identification de la protéine
reconnue par les Acs du liquide céphalo-rachidien de cette patiente par immuno-précipitation des IgG fixés sur
les protéines d’un broyat de cerveau de rat, puis analyse par spectrométrie de masse.
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Cette patiente a été opérée au Centre Léon Bérard et nous avons pu avoir accés a des
fragments de tumeur fraiche ou fixés afin de caractériser l'infiltrat immunitaire et les Acs produits dans
le MET. Un marquage par CMF a I'aide d’Ac dirigés contre CD45, CD19, CD20, CD27, CD38, IgD, IgM,
IgG et IgA montre que les LB CD19" représentent 10% de l'infiltrat immunitaire de cette tumeur et sont
constitués en grande majorité (83%) de PC (CD20°CD38") (figure 20A). Une telle prédominance de PC
n’est que trés exceptionnellement observée dans les tumeurs ovariennes contréles (figure 20B). Les
LB non plasmocytaires sont constitués en majorité de LB mémoires (80%) exprimant principalement
IgG et de LB naifs (figure 20A). Trois quarts des PC infiltrant cette tumeur sont des cellules productrices
d’lgG, ce qui a également été vérifié grace a un test ELISPOT (figure 20C). L’analyse par CMF des LT, qui
constituent 44% de l'infiltrat immunitaire, montre i) que la majorité des LT CD8*sont PD1", suggérant
qu’ils sont activés et ii) que les LT CD4 sont constitués pour 19% de LTreg exprimant Foxp3 et de 42%
de cellules PD1" correspondant probablement a des LTfh (figure 20D).

La réalisation de marquages multi-IF sur coupes FFPE a permis de montrer I'existence de
nombreuses TLS en périphérie de la tumeur, avec des zones T et B ségrégées et la présence d’HEV
(PNAd?), en accord avec la détection d’une proportion importante de LTfh par CMF (figure 20E haut).
Un marquage CD20/1gG/IgA confirme la présence d’un contingent important de PC, présentant une
dominance de cellules productrice d’lgG (figure 20E bas). Ces cellules se distribuent a la fois dans le
stroma et dans la zone tumorale et sont également fréquemment retrouvées a proximité des follicules

B des TLS, suggérant une différenciation locale.
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Figure 20 : La tumeur ovarienne associée a une DCP ARHGAP5 présente une contexture immunitaire similaire
aux tumeurs Yo et caractérisée par un infiltrat dense en plasmocytes. (A) Analyse par CMF d’une suspension
cellulaire préparée par digestion enzymatique de la tumeur permettant d’identifier parmi les cellules
immunitaires viables CD45* les LB totaux (CD197), les LB naifs (CD38 IgD*IgM*), les LB mémoires (CD38IgD") et les
plasmocytes (PC, CD38"CD20"), et déterminer la classe d’lg exprimée/produite par les LB mémoires et PC. Les
cellules IgA'IlgM" sont considérées comme exprimant IgG. (B) Graphique mettant en évidence la proportion de PC
parmi les LB totaux dans la tumeur ARHGAPS (en rouge), une tumeur Yo-DCP (en bleu), et des tumeurs de I'ovaire
non associées a des DCP (en noir). (C) Quantification par ELISPOT fluorescent des cellules productrices d’IgG, IgA,
et IgM présentes dans la tumeur. (D) Illustration de I'expression de PD1, ICOS et Foxp3 sur les les LT CD4
(CD3*CD4"), CD8 (CD3*CD4’) permettant de distinguer les LTfh (CD3*CD4*PD1"), les Treg (CD3*CD4*PD1*Foxp3*)
et les LT CD8 activés (CD3*CD4"8PD1*), analysée par CMF. (E) Marquages multiparamétriques par IF sur coupes
FFPE mettant en évidence en haut les LB (CD20), les LT (CD3), et les vaisseaux HEV (PNAd), et en bas les PC a I1gG,
aIgA, et les LB (CD20).
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Un dosage des Ig dans le surnageant obtenu lors de la dilacération de la tumeur a révélé des
concentrations de 314 pg/mL d’IgG, 37 pg/mL d’IgA et 15 pg/mL d’IgM, en accord avec la forte
infiltration de la tumeur par des PC a IgG. Cet échantillon était inclus dans la série de surnageants de
tumeur d’ovaire testés sur puces a peptides couvrant le protéome, ce qui a permis de déterminer la
présence d’Acs dirigés contre ARHGAPS et les Ags Yo. Parmi les centaines de réactivités détectées, un
épitope 1gG composé de trois peptides contigus a été identifié dans ARHGAPS5, alors qu’aucune
réactivité n’est observée contre CDR2 et CDR2L (figure 21A). Aucune réactivité des IgG contre
ARHGAPS n’est détectée chez les 41 autres tumeurs ovariennes. Un ELISA réalisé a 'aide d’un peptide
biotinylé (figure 21B) a permis de confirmer |'existence d’IgG dans la tumeur de la patiente et de
révéler ce méme type de réactivité dans le liquide céphalo-rachidien et le sérum, la différence
d’intensité de signal étant a modérer par la dilution cent fois supérieure du sérum (1/1000) par rapport

aux autres fluides (1/10) (figure 21C).
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Figure 21: Des IgG dirigées contre le nouvel Ag onco-neuronal ARHGAP5 sont produits dans le
microenvironnement tumoral et détectés dans le liquide céphalo-rachidien. (A) Profil de réactivité des 1gG
présents dans le surnageant de la tumeur d’ovaire contre ARHGAP5, CDR2 et CDR2L déterminé par I'utilisation
de puce a peptides chevauchants (Roche Sequencing Solutions). (B-C) Illustration de la technique ELISA (A)
permettant de mesurer la présence d’lgG dirigée contre un peptide ARHGAPS versus un peptide controle (lIrr.)
dans le surnageant de la tumeur, le sérum et liquide céphalo-rachidien (CSF) de la patiente (B). Le surnageant de
tumeur et le liquide céphalo-rachidien ont été testés a une dilution de 1/10, alors que le sérum a été testé a une
dilution de 1/1000. Les graphiques de droite représentent la densité optique obtenue pour chaque fluide et
chaque peptide.
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Discussion et perspectives

1. Des lymphocytes B a différents stades de différenciation infiltrent les tumeurs du sein et de

I’ovaire : reflet d’une induction et/ou amplification locale de la réponse humorale ?

1.1. Diversité des lymphocytes B présents dans les tumeurs de sein et d’ovaire

Nous mettons ici en évidence la présence de LB a des pourcentages similaires dans les tumeurs
de sein et d’ovaire, mais avec un nombre de cellules par milligramme de tissu bien supérieur dans ces
dernieres, démontrant un infiltrat plus dense dans les tumeurs d’ovaire que dans les tumeurs de sein.
L'expression différentielle de CD20, CD38, CD27, IgD et IgM par CMF nous a permis de démontrer a la
fois la présence majoritaire de LB mémoires et d’une proportion importante de LB naifs dans les
tumeurs de sein, et une majorité de LB mémoires et de PC dans les tumeurs d’ovaire, mais aussi, a une
beaucoup plus faible fréquence, de LB du CG et des LB transitionnels/pré-CG. Globalement, ces
données sont similaires a ce qui a été démontré dans les tumeurs du poumon grace aux marqueurs
CD38 et IgD (Germain et al., 2014), mais different légerement des rapports récents pour les tumeurs
de sein, qui montrent une proportion égale de LB mémoires et naifs, représentant chacun environ 40-
45% de l'infiltrat en LB (Buisseret et al., 2017; Garaud et al., 2018). Les LB CD38*CD24", correspondant
aux LB transitionnels, ont été décrits comme ayant des propriétés suppressives via la production d’IL10
(Blair et al., 2010) et contiennent différentes sous-populations distinguables en fonction de
I’expression d’IgD, IgM et CD27 et possédant des profils régulateurs spécifiques (Simon et al., 2016).
Ces marqueurs sont exprimés de maniére différentielle par les LB transitionnels infiltrant les tumeurs
de sein et d’ovaire analysées, suggérant la présence de différentes populations de LB possédant des
propriétés régulatrices. Il serait intéressant d’identifier les cytokines secrétées par ces populations et
de les trier pour analyser leurs fonctions suppressives sur les LT ex vivo, mais cela est difficile a cause
de leur rareté. Nous observons également des LB mémoires, sur lesquels le marqueur CD27 n’est que
faiblement détecté, comme il a été montré précédemment dans les tumeurs de 'ovaire et du foie
(Nielsen et al., 2012; Shi et al., 2013). Cependant, a la fois dans les études publiées et la notre, les
suspensions cellulaires de tumeurs sont obtenues par une dissociation mécanique combinée a
I'utilisation d’enzymes, et nous avons démontré que cette procédure de digestion diminue la détection
du CD27, ce qui pourrait expliquer ce phénotype atypique. Avec le développement de I'IF
multiparamétrique permettant de combiner jusqu’a 9 marqueurs, nous pourrions essayer de
déterminer I'expression de CD27 par les LB mémoires (CD20*IgD’) infiltrant les tumeurs, et, si des
cellules CD27* et CD27"® sont observées, explorer la différence de phénotype et de fonctions entre

ces deux types de cellules.
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1.2. Les structures lymphoides tertiaires pourraient permettre une induction et/ou une

amplification locale de la réponse humorale

La détection par CMF de LB a tous les stades de différenciation, y compris dans certaines
tumeurs de LB du CG, suggére une possible différenciation locale des LB. Cela est renforcé par la
présence de TLS dans deux tiers des tumeurs, localisées majoritairement en périphérie de la tumeur a
la frontiére avec le tissu sain, ou parfois dans le stroma entre les nids tumoraux, et contenant dans la
moitié des cas des centres germinatifs objectivés par la présence dans les follicules de LB IgD"®. Nous
observons en effet une corrélation entre la densité de LB du CG mesurée par CMF et la présence de
TLS déterminée par IF. Cependant, la proportion de CG détectée sur coupes de tissus semble élevée
par rapport a la quantité de LB du CG mesurée par CMF, ce qui pourrait étre d{ a la propension de ces
cellules a mourir trés rapidement apres isolement et a une difficulté d’observer les marqueurs
spécifiques de cette population par CMF. Nous souhaitons par la suite caractériser plus précisément
ces cellules sur coupes de tissus grace aux marqueurs utilisés par Germain et collaborateurs,
permettant de mettre en évidence leur état prolifératif (Ki67) et activé (CD23), et I'expression du
facteur de transcription Bcl6 et de I'enzyme AID nécessaires aux hypermutations somatiques et a la
commutation de classe des Ac (Germain et al., 2014). Ces centres germinatifs contiennent également
des LT, probablement des LTfh, que nous observons également par CMF. Ces cellules jouent un role
essentiel pour la différenciation des LB et sont associées a un bon pronostic dans les cancers du sein
(Gu-Trantien et al., 2013), suggérant I'importance de la différenciation locale des LB dépendante des
LT dans la réponse anti-tumorale. Nous observons également, dans une partie des tumeurs contenant
des TLS, des vaisseaux sanguins de type HEV, connus pour permettre le recrutement de cellules
immunitaires, grace a leur paroi favorisant I'extravasation des cellules dans le tissu (Girard and
Springer, 1995). La non-détection de ces HEV dans certaines tumeurs ayant des TLS pourrait s’expliquer
par I'hétérogénéité de I'’environnement tumoral et I'absence d’HEV spécifiquement dans la coupe
sélectionnée pour I'analyse par IF, ou pourrait signifier que la structuration des LB et des LT peut se
mettre en place avant la différenciation des HEV, du fait que le signal nécessaire a cette différenciation
peut étre fourni par les composants des TLS (Martinet et al., 2013; McDonald et al., 2005). Nous
analyserons par la suite la présence des molécules nécessaires a I'établissement de TLS et a la
différenciation des HEV en quantifiant la lymphotoxine, CXCL13, CCL19, et CCL21 dans les surnageants
de tumeurs avec et sans TLS. Pour compléter cette étude, nous analyserons la présence de cellules
dendritiques folliculaires nécessaires a la présentation des Ags sous forme natives aux LB dans les CG,
grace a I'expression de CD21, ainsi que de cellules dendritiques matures DC-LAMP* dans les zones T
des TLS, dont la densité est fortement associée a un bon pronostic des patients dans les cancers du

poumon (Goc et al., 2013). La différenciation locale de ces LB pourrait favoriser la génération de LB
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mémoires et de PC exprimant/produisant des Ac dirigés contre des Ags tumoraux, comme cela a été
suggéré dans les cancers du sein médullaires (Coronella et al., 2001) et du poumon (Germain et al.,
2014). Cependant, nous n’observons pas de différence majeure d’infiltration par les différentes
populations de LB entre tumeurs TLS* et TLS’, suggérant que les LB peuvent se différencier de maniere
extra-folliculaire dans les tumeurs et/ou étre recrutés directement dans la tumeur a différents stades
de leur différenciation. De maniére intéressante, nous avons observé de fréquents contacts entre les
LB naifs ou les LB mémoires et les LT. Méme si trés peu de données sont disponibles quant a I'impact
clinique respectif de ces deux populations de LB (Gentles et al., 2015), il est vraisemblable qu’elles
exercent des roles différents voir opposés dans le MET. Les LB naifs expriment moins de molécules co-
stimulatrices et sécretent moins de cytokines pro-inflammatoires que les LB mémoires, conduisant a
I'induction de LTreg (Reichardt et al., 2007) alors que les LB mémoires peuvent permettre d’induire ou
d’amplifier des réponses T effectrices (Chesnut et al., 1982). Méme si nous n’observons pas de lien
entre les densités de LB naifs et de LTreg mesurées par CMF, il serait intéressant d’étudier d’autres
éléments immuno-régulateurs du MET en fonction du ratio de LB naifs et de LB mémaoires.

Si la valeur pronostique des TLS est désormais établie dans la plupart des cancers, leur lien
avec I'immunogénicité des tumeurs et la qualité de la réponse immunitaire dans les cancers du sein
restent a établir. Pour ce faire, nous envisageons d’utiliser une cohorte de tumeurs du sein triple
négatives, qui comptent parmi les tumeurs du sein les plus hautement infiltrées par les cellules
immunitaires, afin de mesurer |'association entre I'existence d’une organisation en TLS, la charge
mutationnelle et I'expression de rétro-éléments, le nombre de néo-épitopes T potentiels, ainsi que la
qualité des réponses T, B et plasmocytaire. Enfin, nous déterminerons I'impact de la présence de TLS
i) sur la survie des patientes grace a cette cohorte rétrospective disposant de plus de 5 ans de recul
clinique (n=150) et ii) sur la réponse aux immunothérapies bloquant I'axe PD-1/PD-L1 grace a des

cohortes de patientes atteintes d’un cancer du sein ou de |'ovaire (recrutement en cours).

2. Diversité et spécificité des anticorps produits dans le microenvironnement tumoral

2.1. Hétérogénéité des classes d’anticorps exprimés par les lymphocytes B mémoires et les

plasmocytes infiltrant les tumeurs du sein et de |'ovaire

Nous montrons que les tumeurs du sein et de I'ovaire sont infiltrées par des LB mémaoires et
par des PC producteurs non seulement d’IgG (qui sont majoritaires), mais également d’IgA et d’IgM, et
que ces Acs sont produits dans le MET comme démontré par des analyses en CMF, IF, ELISA et ELISPOT.
Cette démonstration de I’hétérogénéité du compartiment plasmocytaire compléte d’anciennes études
sur un nombre tres limité de tumeurs du sein de sous-type médullaire, connues pour présenter un fort

infiltrat lympho-plasmocytaire (Coronella et al., 2001; Ito et al., 1986), méme si les IgG semblent étre
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majoritaires dans les tumeurs non-médullaires (Wang et al., 2007). Nos résultats sur le cancer de
I’ovaire sont par contre discordants avec deux études d’'un méme laboratoire montrant que les LB
mémoires et les PC expriment quasi-exclusivement des IgG (Kroeger et al., 2016; Nielsen et al., 2012).
Ceci pourrait étre di au fait que, dans ces études, seul un marquage IgG a été réalisé par CMF et que
nous avons montré que ce marquage est difficile a interpréter en I'absence de I'analyse des autres
classes d’lg pouvant conduire a sous-estimer la fréquence de cellules IgG".

La présence de LB mémoires et de PC a IgM, cellules pouvant étre différenciées de maniére
extra-folliculaire et précoce, pourrait permettre une réponse anti-tumorale rapide. Par ailleurs, les LB
mémoires a IgM sont souvent comparés aux LB de la zone marginale chez la souris (Weller et al., 2004),
mais présentent des mutations du BCR, contrairement a leur équivalent murin. L’expression de CD27
(Weietal., 2007), d’'IgD, et d’autres marqueurs comme CD21 ou CD23 peuvent permettre de distinguer
les cellules mémoires a IgM et les cellules dites de la zone marginale. Une caractérisation plus
approfondie des cellules IgM* et I'étude de leur répertoire de BCR en comparaison avec les cellules
ayant subi la commutation isotypique vers IgG ou IgA pourraient nous permettre de mieux comprendre
si elles jouent un réle particulier, possiblement en permettant une réponse plus précoce dans la
tumeur. De plus, afin de savoir si les IgM peuvent étre produites localement de maniere précoce, des
marquages IF seront réalisés pour détecter les PC a IgM dans les CCIS comparativement aux tumeurs
invasives.

Le tissu ovarien sain n’étant pas infiltré par des PC, et le sein normal ne contenant que des PC
a IgA spécifiqguement localisés sous la lame basale des canaux galactophores, nous pouvons conclure
que les PC détectés dans les zones stromales et tumorales sont majoritairement des cellules recrutées
ou différenciées localement au cours du processus de tumorigenése. Les proportions de PCa IgG et a
IgA dans les tumeurs sont trés variables, avec un ratio de PC a IgA par rapport aux IgG élevé
uniquement observé dans une proportion mineure des tumeurs invasives. Les tumeurs d’ovaires
présentent en moyenne des proportions plus élevées de PC avec au contraire une prédominance de
cellules productrices d’IgG accrue par rapport aux carcinomes mammaires. Cet enrichissement en PC
a IgA dans certaines tumeurs pourrait étre lié a la présence locale de cytokines favorisant la
commutation isotypique soit vers IgA, comme le TGFB (Cerutti, 2008), pouvant étre produit par des
LTreg (Palomares et al., 2014), LBreg (Olkhanud et al., 2011) et/ou des cellules stromales du MET
(Shalapour et al., 2015), soit vers 1gG, comme I'IL-4, I'IL-10, I'lL-21, et I'IFNy (Vercelli and Geha, 1992).
Alternativement, des chimiokines et des cytokines spécifiquement impliquées dans le recrutement et
la survie des PC a IgG versus a IgA pourraient expliquer ces différences dans la composition du
compartiment plasmocytaire entre différents patients voire entre différentes zones d’une méme

tumeur.
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Le dosage des Ig dans les surnageants de tumeur révélent des quantités d’Ac similaires dans le
MET des tumeurs de sein et d’ovaire, alors que la fréquence de PC est souvent bien supérieure dans
ces dernieres. Par ailleurs, la concentration d’IgA solubles semble faible par rapport a celle des IgG
lorsque I'on considére la proportion relative de PC producteurs de chacun de ces isotypes. Cela
pourrait étre lié a une contamination des surnageants par les Ac du sang, ol la concentration en IgG
est pres de 10 fois supérieure a celle des IgA, mais ceci est peu probable du fait que des IgA
polymériques constituent prés de 50% des IgA dans les surnageants de tumeurs de sein, alors qu’elles
sont quasi indétectables dans le sérum. Ces résultats discordants pourraient aussi s’expliquer par des
capacités sécrétoires différentes par les PCa IgG et a IgA, ou par la rétention préférentielle d’'une classe
d’Acs dans le tissu tumoral. Cette derniere hypothése est compatible avec la détection de dépots d’Ac,
préférentiellement d’IgA, dans les cellules tumorales, que nous avons observés dans les tumeurs de

sein en accord avec les données de la littérature (Welinder et al., 2013).

2.2. Différentes formes moléculaires d’IgA sont produites dans les tumeurs

Des western blots réalisés a I'aide de surnageants de tumeurs, ainsi que des analyses par IF de
I’expression de la chaine Ig-J par les PC a IgA, ont permis de démontrer qu’a la fois des IgA
monomériques (mlgA) et des IgA dimériques (dIgA) étaient produites dans le MET des tumeurs de sein.
Par ailleurs, les deux sous-classes d’IgA (IgA1 et IgA2) sont détectées, avec néanmoins une dominance
d’IgAl dans la plupart des tumeurs. Cette diversité moléculaire est vraisemblablement a prendre en
compte pour mieux cerner le réle potentiel des IgA dans le cancer. En effet, I'engagement du FcaR par
les dIgA et les migA engendre respectivement des signaux inhibiteurs et activateurs (Pasquier et al.,
2005). De plus, en se fixant au récepteur aux Ig polymériques (plgR), exprimé par les cellules
épithéliales mammaires normales ou transformées (Hunziker and Kraehenbuhl, 1998), les IgA
dimériques pourraient pénétrer dans les cellules tumorales et interagir avec des Ags intracellulaires.
Par ailleurs, les IgAl fixent majoritairement les Ags protéiques, tandis que les IgA2 interagissent plus
fortement avec les polysaccharides (Brown and Mestecky, 1985; Ladjeva et al., 1989), et les IgA2
sécrétoires sont capables d’effectuer la transcytose inverse impliquant le récepteur Dectinl, pour
franchir les cellules M de l'intestin de I'extérieur vers I'intérieur de I'organisme, alors que les IgAl ne
le font pas (Rochereau et al., 2013). Enfin, les IgA2 ont des capacités supérieures aux IgA1 pour activer

I’ADCC par les neutrophiles en engageant le FcaR (Dechant et al., 2007).

2.3. Les IgG et les IgA du microenvironnement tumoral ciblent majoritairement des antigeénes
différents
Afin d’identifier les Ags ciblés par les Ig du MET, nous avons analysé une série de 113

surnageants de tumeur grace a des puces a peptides chevauchants couvrant tout le protéome. Bien
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que limitée a l'analyse d’épitopes linéaires de petite taille, cette stratégie a révélé I'existence de
plusieurs centaines de cibles en moyenne pour les IgG et les IgA de chaque patient. A I'inverse, trés
peu de cibles ont été mises en évidence pour les IgM, ce qui pourrait s’expliquer par la faible
concentration d’IgM dans les surnageants, une faible affinité des IgM pour leurs Ags, ou la
reconnaissance préférentielle d’épitopes conformationnels par les IgM. De maniére intéressante, une
cinquantaine de cibles IgG est partagée par plus de 15 % des patients et certaines d’entre elles sont
communes aux cancers du sein et de I'ovaire, alors que les épitopes IgA partagés sont tres peu

nombreux. Il sera important de déterminer si ces réactivités sont spécifiques des patients cancéreux

(I'analyse de sérum de donneurs sains est en cours). Si tel était le cas, cela mettrait en évidence des
Ags pouvant déclencher une réponse Acs dans des environnements indépendants, suggérant qu’ils
sont fortement immunogéenes et pourraient jouer un réle important dans la réponse anti-tumorale.
Une analyse préliminaire des caractéristiques des protéines ciblées par la réponse IgG chez plusieurs
patients (a I'aide de la base de données GeneCards®) indique majoritairement des fonctions en relation
soit avec I'embryogenese et le développement des tissus, soit avec la régulation de la transcription et
des dommages a I’ADN. Une autre étape consistera a déterminer si ces protéines sont exprimées par
les cellules tumorales. Ces fonctions étant importantes pour la croissance tumorale, la fixation des Acs
sur ces protéines pourrait modifier leur fonction et jouer un réle délétere pour la cellule tumorale. De
maniere surprenante, pour les tumeurs de sein présentant une surexpression de HER2, aucun Acs
dirigé contre HER2 n’a été détecté, et de la méme maniere, aucune réactivité contre la MUC1 n’est
mesurée dans les différentes tumeurs de sein, possiblement parce que les épitopes normalement
reconnus dans HER2 ou MUC1 sont conformationnels. Cependant, de nombreuses tumeurs présentent
des Acs contre les protéines MUC16 et MUC12 de la méme famille. Aucune des protéines identifiées
comme communément ciblées dans notre analyse ne fait partie du panel utilisé dans I’étude récente
dans le cancer du sein (Garaud et al., 2018), ne nous permettant pas de confronter directement
I’ensemble des données. Concernant les réactivités mises en évidence dans le sérum de patients
atteints de cancer de I'ovaire, les Ags les plus souvent observés dans cette étude ne correspondent pas
aux Ags partagés par les surnageants de tumeur des patients de notre cohorte (Gnjatic et al., 2010). A
I'inverse, nous n"avons pas observé de réactivités partagées chez plus de 15 % des patients de notre
cohorte contre les protéines mises en évidence dans ces deux études, ce qui pourrait a nouveau étre
d{ au fait que seule une faible fraction des patients de notre cohorte présente ces réactivités ou que
les épitopes reconnus dans les études publiées sont majoritairement conformationnels. Nous
regarderons par la suite si ces protéines sont des cibles des Acs intra-tumoraux chez certains patients
gue nous avons étudiés.

La plupart des réactivités identifiées concernent des Ags intracellulaires (cytoplasmiques ou

nucléaires), en accord avec de nombreuses autres études de profilage de la réactivité des IgG sériques
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des patients (Jaras and Anderson, 2011). Ces Acs pourraient reconnaitre ce type d’Ags lors de la mort
des cellules tumorales, rendant les protéines intracellulaires accessibles, et favoriser la présentation
de ces Ags aux LT aprés capture des complexes immuns par les DC. A I'inverse, un réle de ces Ac pour
induire ’ADCC/ADCP ou la CDCC/CDCP est difficilement envisageable. Cependant, il a été montré que
certaines protéines sont externalisées a la surface des cellules tumorales, soit lorsque les cellules
recoivent un signal de danger comme un stress oncogénique, soit quand elles entrent en apoptose.
Ainsi, I'actine et la calréticuline peuvent étre externalisées lorsque les cellules entrent en apoptose et
des réponses Acs contre ces protéines sont détectées dans les patients atteints de cancer du sein
(Hansen et al., 2001) et gastro-intestinaux (Pekarikova et al., 2010), respectivement. D’autres
protéines sont externalisées indépendamment de 'apoptose, comme gp75 dans le mélanome (Takechi
et al., 1996), PRL3 dans de nombreux cancers (Thura et al.), ainsi que HSP70, HSP09, GRP78, ER-a6 et
FAPP dans différents cancers (Weidle et al.,, 2011). Une analyse par microscopie confocale de
I’expression et de la localisation des protéines dans les tumeurs étudiées nous permettrait de savoir si
elles sont exprimées et externalisées chez les patients avec une réponse Ac contre ces protéines. Pour
cela, nous souhaitons nous concentrer sur les réactivités partagées par un grand nombre de patients,
et pour lesquelles I’Ac n’est observé que dans la tumeur de patients atteints de cancer, et non pas dans
le sérum de patients ou de donneurs sains. Les Acs pourraient également étre capables de modifier la
fonction de protéines intracellulaires en pénétrant dans les cellules tumorales, comme cela a été décrit
dans le lupus systémique érythémateux (Vlahakos et al., 1992). Les IgA dimériques, qui sont présentes
dans le MET des cancers du sein comme démontré dans notre étude, ont, a la différence des IgG, la
capacité de pénétrer dans les cellules épithéliales polarisées par un phénomene de transcytose, apres
fixation au récepteur des Ig polymériques (plgR) du pble baso-latéral, ce qui pourrait leur permettre
d’entrer dans les cellules tumorales.

Un autre élément surprenant issu de cette analyse est que les IgA et les IgG reconnaissent en
majorité des cibles exclusives, puisque seuls 15 a 20 % des épitopes en moyenne sont reconnus a la
fois par des IgG et des IgA. Récemment, une association a été identifiée entre I'existence dans les MET
des carcinomes mammaires d’IgA spécifiques d’Ags tumoraux et la présence de LB du CG et de TLS
(Garaud et al., 2018). Cela suggere que les PC a IgA pourraient étre générés de maniére préférentielle
lorsque l'infiltrat immunitaire est organisé en TLS possiblement au travers d’'un environnement
cytokinique favorisant une commutation isotypique préférentielle vers IgA. Ce scénario, dans lequel
une fraction majeure des PC a IgA serait issue d’une différenciation locale alors que les PC a IgG
seraient recrutés une fois générés en dehors de la tumeur, pourrait expliquer que les PC a IgA
pourraient étre dirigés plus souvent contre des Ags tumoraux. Une étude de I'expression dans la
tumeur des cibles reconnues par les IgA et les I1gG pourra permettre de tester cette hypothése. Dans

notre étude, nous n’observons pas de lien entre la présence de TLS et la densité de PC a IgA, mais une
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analyse quantitative des TLS (nombre, surface occupée par les agrégats de LB CD20*, densité de DC
matures) est en cours pour tirer un enseignement définitif.

Pour compléter et valoriser ces résultats, nous comparons actuellement les réactivités
détectées dans le MET versus le sérum des patients et celles présentes chez des donneurs sains, afin
d’identifier les protéines a l'origine d’une réponse humorale spécifiquement chez les patients
cancéreux et déterminer si cette réponse est systémique ou principalement restreinte au MET. De
plus, nous déterminerons si les Ags reconnus sont spécifiguement exprimés par les cellules tumorales
en étudiant I'expression des Ag au niveau ARN dans les cancers de sein ou d’ovaire comparativement
au tissu sain correspondant et d’autres tissus, grace a I'analyse de banque de données (TCGA). Nous
confirmerons également une partie des réactivités antigéniques identifiées par un test ELISA, comme
nous l'avons déja fait pour des peptides localisés dans ARHGAP5 et Makorin3 pour une tumeur de
I’ovaire d’une patiente atteinte d’une dégénérescence cérébelleuse paranéoplasique. Pour cela, nous
nous concentrerons sur une dizaine de protéines sélectionnées sur la base de i) la présence d’Acs
contre cet Ag uniguement dans la tumeur, ii) I'existence d’un signal positif pour au moins 2 peptides

contigus révélés lors du microarray et iii) d’'une réactivité 1gG/IgA différentielle.

3. Un réle différentiel des plasmocytes a IgG et des plasmocytes a IgA dans les tumeurs ?

Le ratio de PC a IgA par rapport au PC a IgG est beaucoup plus élevé dans les carcinomes
canalaires in situ que dans les tumeurs invasives, avec des PC a IgA bien plus nombreux que les PC a
IgG dans toutes les tumeurs CCIS analysées (ratio IgA/IgG=10), ce qui est rare dans les tumeurs
invasives. Les CCIS étant des tumeurs mammaires précoces généralement de bon pronostic et avec un
faible taux de rechute, cette observation suggere que les PC a IgA pourraient jouer un réle protecteur
lors de la progression tumorale. Dans ce sens, I'analyse d’une cohorte rétrospective de 762 tumeurs
du sein (cohorte Unicancer PACS08, (Campone et al., 2018)) tend a montrer un impact positif sur la
survie des patientes d’une forte densité de PC a IgA, bien que la différence ne soit pas significative.
L'analyse de l'infiltrat plasmocytaire ayant été réalisée a I'aide TMA (Tissue Microarray) qui ne
représentent qu’une surface mineure de la tumeur, une étude sur lames entieres est indispensable
pour consolider ces données. Cette étude sera réalisée grace a des marquages multi-IF pour IgG, IgA
et CD20 sur des lames entieres et sera restreinte au cancer triple négatif, le sous-type tumoral le plus
fréquemment et fortement infiltré par des PC, comme nous I’'avons mis en évidence lors de I'étude de
la cohorte Unicancer PACS08. Par ailleurs, nous étudierons I'impact des deux populations de PC sur la
réponse aux immunothérapies bloquant I’axe PD1/PD-L1 dans les cancers du sein ou de 'ovaire, grace
a différentes cohortes de patientes sous traitement en cours de constitution.

Les IgA peuvent tuer les cellules tumorales en activant I’ADCC par les neutrophiles grace a

I’engagement du FcaR, de maniére plus efficace que les IgG (Brandsma et al., 2015; Otten et al., 2005).
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Les neutrophiles sont des cellules de I'immunité innée recrutées rapidement sur les sites anormaux et
infiltrant les tumeurs dés les stades précoces, comme le démontrent des données non publiées de
I’équipe sur les CCIS. La concomitance des neutrophiles et des IgA pourrait alors conférer a ces derniers
des capacités a tuer les cellules tumorales, permettant une élimination efficace des tumeurs précoces.
De plus, les IgA étant des Acs principalement non-inflammatoires, leur présence pourrait permettre
d’activer ’ADCC sur des cellules effectrices et ainsi tuer les cellules tumorales, sans activer la sécrétion
de cytokines inflammatoires pro-tumorales par les granulocytes et les mastocytes par exemple, a
I'inverse des IgG, qui certes peuvent induire la mort des cellules tumorales, mais aussi favoriser la
croissance tumorale par leur activité pro-inflammatoire comme démontré dans des modeles murins
de cancer cutanés (Andreu et al., 2010; de Visser et al., 2005).

Les IgA pourraient cependant également avoir un réle pro-tumoral, notamment en
augmentant la production de cytokines anti-inflammatoires, comme [I'IL-10, et en diminuant la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, comme I'lL-12 et le TNFa, par les cellules myéloides, lors
de I'engagement des récepteurs FcaR ou DC-SIGN (Diana et al., 2013; Pasquier et al., 2005). Les
macrophages infiltrant les tumeurs de sein et d’ovaire sont majoritairement des cellules tolérogénes
avec un phénotype de type M2 (Tariq et al., 2017), et nos résultats démontrent qu’une partie de ces
macrophages expriment FcaR et/ou DC-SIGN, confirmant des données publiées (Monteiro and Van De
Winkel, 2003), dont I'engagement par les IgA produites dans le MET pourrait contribuer a induire ou
maintenir la fonction tolérogene des macrophages. Au cours de cette thése, j'ai essayé de déterminer
si les IgA influencaient la différenciation des monocytes en cellules dendritiques et en macrophages a
I"aide d’'un modele in vitro de culture. J’ai pu observer que les dIgA et dans une moindre mesure les
mlgA orientaient la différenciation vers des M2 au détriment des M1, mais ces effets se sont avérés
largement dus a la présence d’endotoxines dans la plupart des préparations d’IgA commerciales ou
obtenues au travers de collaborations. Ce type d’expériences mériterait d’étre reproduit avec des IgA
purifiées des tumeurs comparativement a des IgG.

Les LB et notamment les PC pourraient également influencer la réponse anti-tumorale par la
sécrétion de cytokines ou I'expression de molécules immuno-régulatrices a leur surface, comme décrit
pour les PC a IgA qui participent a 'homéostasie intestinale par la sécrétion de TNFa et I'expression
d’iNOS (Fritz et al., 2011) ainsi que par I'expression de PD-L1 favorisant la génération de LTreg (Doi et
al., 2012). Dans les tumeurs de la prostate et du foie, des PC a IgA sécrétant de I'lL-10 et exprimant PD-
L1 inhibent les fonctions cytotoxiques des LT CD8* et favorisent la présence de LTreg (Shalapour et al.,
2015, 2017). Cependant, ces résultats ont été obtenus chez la souris, qui, au contraire de ’'Homme,
n’exprime pas le récepteur de haute affinité pour la partie Fc des IgA FcaR, suggérant que ce modeéle
pourrait minimiser I'effet potentiel des IgA produit par les PC. Dans les cancers de 'ovaire chez

I'Homme, des LB produisant de I'lL-10 capables d’inhiber la production d’IFNy par des LT CD8" ex vivo
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sont détectés dans les ascites associées a des tumeurs d’ovaire (Wei et al., 2015). Nos propres données
montrent que PD-L1 est, en effet, exprimé par les PC dans certaines tumeurs, plus faiblement que par
les macrophages et a des niveaux similaires par les PC a IgG et les PC a IgA dans la majorité des cas. De
plus, nous observons également une expression de certains ligands d’ICP activateurs sur les PC, en
particulier 4-1BBL, dont I'expression sur les LB a été associée a I'induction de LT CD8* cytotoxiques
capables de tuer des cellules tumorales (Lee-Chang et al.,, 2014). Via I'expression d’ICP-L et la
production de cytokines, les PC pourraient ainsi modifier I'activation d’autres cellules immunitaires
infiltrant les tumeurs avec lesquelles ils sont en contact. Afin d’identifier de maniere non biaisée
d’éventuelles capacités immuno-modulatrices différentes entre les PC a IgG, a IgA et a IgM, ces
différentes populations seront purifiées par tri en CMF a partir de suspensions cellulaires de tumeur
et un séquencage d’ARN sera réalisé afin de déterminer les génes exprimés de maniére différentielle

et les grandes voies fonctionnelles spécifiques de chacune des populations.

4. Un apercu des mécanismes responsables d’une réponse anticorps anti-tumorale grace a

I’étude des syndromes paranéoplasiques

4.1. Les tumeurs de l'ovaire associées a des syndromes neurologiques paranéoplasiques

présentent une contexture immunitaire particuliere

L'étude de 26 tumeurs de I'ovaire associées a des dégénérescences cérébelleuses
paranéoplasiques a démontré que ces tumeurs présentent un infiltrat massif concomitant de PC a IgG
et de LT CD8" cytotoxiques exprimant des molécules cytotoxiques, souvent localisés au contact de
cellules tumorales apoptotiques, suggérant I'existence d’un microenvironnement immunitaire tourné
vers I'élimination des cellules tumorales. Dans les tumeurs de 'ovaire en général, c’est la présence des
LT CD8* au contact des cellules tumorales qui est associée a un bon pronostic, renforgant le fait que
ces LT jouent un role anti-tumoral efficace. Dans les tumeurs associées a un SNP, ces LT CD8* sont non
seulement au contact des cellules tumorales, mais également plus nombreux et plus actifs avec une
sécrétion massive de molécules cytotoxiques que dans les tumeurs controles. Un infiltrat similaire a
été également observé dans une tumeur de |'ovaire associée a la dégénérescence cérébelleuse
associée a un nouvel Ag (ARHGAP5), montrant que cette contexture immunitaire n’est pas dépendante
d’un Ag unique. Une telle densité de PC et de LT cytotoxiques est extrémement rarement observée
dans les tumeurs non associées a des SNP, montrant que cet infiltrat immunitaire est associé a la
présence d’un tel syndrome. Par ailleurs, les DC matures infiltrant les tumeurs associées a une Yo-DCP
sont également plus fréquemment en contact avec la zone tumorale que dans les tumeurs contréles,
suggérant qu’elles pourraient participer a la capture d’Ags tumoraux et a leur présentation aux LT.

L’étude de la tumeur associée a ARHGAPS démontre que des IgG dirigées contre cette protéine sont
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présents dans le MET, montrant I’existence d’une réponse humorale dirigée contre I’Ag onco-neuronal
dans la tumeur. Une forte densité de PC a IgG serait associée a une réponse anti-tumorale efficace
dans ces tumeurs, alors que notre étude dans les tumeurs de sein et de I'ovaire non-associées a des
SNP suggere plutdt un réle anti-tumoral des IgA. Cependant, les IgG pourraient également jouer des
roles anti-tumoraux, particulierement lorsqu’ils sont associés a d’autres cellules immunitaires infiltrant
la tumeur avec lesquels ils pourraient agir en synergie, ici des LT CD8". La concomitance d’une réponse
T CD8" et d’une réponse Acs pourrait permettre une meilleure élimination des cellules tumorales en
agissant en synergie, par exemple via la formation de complexes immuns a IgG qui favorisent la
présentation croisée d’Ags au LT CD8* par les DC (Schuurhuis et al., 2002; Simitsek et al., 1995), ou car

les PC a IgG pourraient sécréter des cytokines permettant d’activer ces LT.

4.2. Des altérations des genes des antigenes onco-neuronaux pourraient induire la rupture

de tolérance contre ces antigénes

La pathologie auto-immune est induite par une rupture de tolérance immunitaire contre I'Ag
onco-neuronal, mais les mécanismes sous-jacents restent en grande partie méconnus, mais sont liés
au développement de la tumeur. Dans ce contexte, nous avons étudié au niveau génique et protéique
les Ags dans la tumeur pour comprendre ce qui leur confere une immunogénicité particuliere. Les
génes des Ags onco-neuronaux CDR2 et CDR2L sont amplifiés et/ou mutés dans toutes les tumeurs
associées a une Yo-DCP étudiées, avec des mutations non-synonymes, des insertions/délétions de
bases, ou des mutations tronquantes. Certaines de ces mutations non-synonymes conduisent a des
peptides mutés, dont I'affinité prédite pour les molécules du CMH-I est fortement augmentée par
rapport a celle du peptide natif et est compatible avec celle d’un néo-épitope CD8. De plus, I’Ag CDR2L
est surexprimé dans les tumeurs. Ces différentes altérations des Ags onco-neuronaux dans la tumeur,
a la fois au niveau génique et protéique, pourraient donc conduire a la rupture de tolérance contre ces

Ags, a I'apparition de la pathologie auto-immune, mais également au contréle de la tumeur.

5. Conclusion générale

L'ensemble de ce travail démontre donc une diversité et une hétérogénéité de la réponse
humorale dans les tumeurs de sein et d’ovaire, avec a la fois des IgA présentes sous formes
monomérique et dimérique et des IgG pouvant jouer des réles différentiels dans la progression
tumorale, les IgA semblant avoir un réle protecteur dans les tumeurs de sein. Cependant, une
concomitance de PC a IgG et de LT CD8" cytotoxiques semble également permettre une réponse anti-
tumorale efficace, comme démontré dans les tumeurs associées a un SNP dont I'analyse met en
évidence que cette réponse immunitaire pourrait étre initiée par des modifications génétiques des Ags

exprimés dans la tumeur. D’autres aspects restent a explorer : les Acs présents dans les tumeurs
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pourraient également permettre la présentation croisée des Ags tumoraux, mais aussi avoir des
fonctions inhibitrices, notamment sur les CPA. Une meilleure compréhension des différents réles de la
réponse humorale dans la réponse anti-tumorale pourrait ainsi permettre d’identifier de nouvelles

voies a cibler en immunothérapie.
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Mouse and Human Liver Contain Immunoglobulin A-Secreting
Cells Originating From Peyer’s Patches and Directed Against
Intestinal Antigens
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BACKGROUND & AIMS: The liver receives blood from the
gastrointestinal tract through the portal vein, and thereby is
exposed continuously to dietary antigens and commensal bac-
teria. Alcoholic liver disease (ALD) is associated with intestinal
dysbiosis, increased intestinal permeability, release of microbes
into the portal circulation, and increased serum levels and liver
deposits of IgA. We characterized B-cell production of IgA in
livers of mice at homeostasis, after oral immunization, in a
mouse model of ALD and in human liver samples. METHODS:
We performed studies with Balb/c and C57BL/6-Ly5.1 mice, as
well as transgenic mice (quasimonoclonal, activation-induced
[cytidine] deaminase-Cre-tamoxifen-dependent estrogen re-
ceptor 2 [ERT2], Blimp-1-green fluorescent protein [GFP]).
C57BL/6-Ly5.1 mice were fed chronic plus binge ethanol to
create a model of ALD. Some mice also were given repeated
injections of FTY720, which prevents egress of IgA-secreting
cells from Peyer’s patches. We obtained nontumor liver tis-
sues from patients with colorectal carcinoma undergoing sur-
gery for liver metastases or hepatocellular carcinoma. B cells
were isolated from mouse and human liver tissues and
analyzed by flow cytometry and enzyme-linked ImmunoSpot
(ELISpot). In wild-type and transgenic mice, we traced newly
generated IgA-secreting cells at steady state and after oral
immunization with 4-hydroxy-3-nitrophenylacetyl (NP)-Ficoll
or cholera toxin. IgA responses were also evaluated in our
model of ALD. RESULTS: Livers of control mice contained
proliferative plasmablasts that originated from Peyer’s patches
and produced IgAs reactive to commensal bacteria. After oral
immunization with cholera toxin or a thymus-independent
antigen, a substantial number of antigen-specific IgA-secreting
cells was found in the liver. Mice fed ethanol had features of
hepatitis and increased numbers of IgA-secreting cells in liver,
compared with mice given control diets, as well as higher levels
of serum IgA and IgA deposits in liver sinusoids. Injection of
FTY720 during ethanol feeding reduced liver and serum levels
of IgA and IgA deposits in liver and prevented liver injury.
Human liver tissues contained a significant proportion of IgA-
producing plasma cells that shared phenotypic and functional
attributes with those from mouse liver, including reactivity to
commensal bacteria. CONCLUSIONS: Based on studies of mice
and human liver tissues, we found the liver to be a site of IgA
production by B cells, derived from gut-associated lymphoid

tissues. These IgAs react with commensal bacteria and oral171

antigens. Livers from mice with ethanol-induced injury contain

increased numbers of IgA-secreting cells and have IgA deposits
in sinusoids. IgAs in the liver could mediate clearance of gut-
derived antigens that arrive through portal circulation at ho-
meostasis and protect these organs from pathogens.

Keywords: Microbiota; Humoral Response; S1PR1; Hepatic.

B ecause of its unique vasculature system and
anatomic localization, the liver receives the majority
of blood supply from the gastrointestinal tract through the
portal vein, and thus faces continuous exposure to dietary
antigens and bacterial components. Besides its essential
metabolic functions, the liver prevents systemic dissemina-
tion of gut-derived endotoxins and also appears essential for
immune tolerance to intestinal antigens,'® a role long
attributed solely to gut-associated lymphoid tissues (GALT).
Thus, the gut and the liver share a microenvironment prone
to tolerance and theoretically also to induction of IgA
response owing to the presence of IgA-prone cytokines and
tolerogenic antigen-presenting cells.* However, whether the
liver indeed contributes to the intestinal IgA response re-
mains unclear. Moreover, although the biology of most he-
patic immune cell subsets has been amply documented, not
much is know regarding liver B-cell distribution and biology.”

Intestinal IgAs limit bacterial translocation and systemic
dissemination, neutralize pathogenic microorganisms and

SAuthors share co-senior authorship.

Abbreviations used in this paper: AID, activation-induced (cytidine)
deaminase; ALD, alcoholic liver disease; BM, bone marrow; BrdU, bro-
modeoxyuridine; CCR, CC family chemokine receptors; CSR, class-switch
recombination; CT, cholera toxin; CXCR, CXC family chemokine re-
ceptors; EYFP, enhanced yellow fluorescent protein; GALT, gut-associ-
ated lymphoid tissue; LNPC, liver nonparenchymal cell; LP, lamina propria;
MHC, major histocompatibility compex; mLN, mesenteric lymph node; PB,
plasmablast; PBS, phosphate-buffered saline; PC, plasma cell; PP, Peyer’s
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lamina propria; TD, T-cell dependent; Tl, T-cell independent.
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associated toxins, and maintain diversity of the gut com-
mensals.® Gut IgA plasma cells (PCs) originate from B cells
activated in GALT in response to T-cell dependent (TD) or
T-cell independent (TI) intestinal antigens. B cells massively
expand in Peyer’s patches (PP), undergo IgA class-switch
recombination (CSR) and somatic hypermutation under
the control of activation-induced (cytidine) deaminase (AID)
and differentiate into plasmablasts (PBs), producing high-
affinity (TD antigen) or low-affinity “natural” (TI antigen)
IgA.” PBs then transit to mesenteric lymph nodes (mLNs),
where they further differentiate and receive signals to home
to the intestinal lamina propria (LP), and to a lesser extent
in spleen and bone marrow (BM), where they further
mature into antibody-producing PCs.

The first link between the liver and intestinal humoral
immunity was illustrated by the hepatobiliary transport of
IgA, which clears free IgAs and IgA immune complexes from
blood, and fuels the duodenum with functional polymeric
IgAs via the bile® That a significant part of biliary IgAs
might originate from liver was suggested by the presence of
immunoglobulin-secreting cells in rat liver parenchyma’
and human biliary epithelium.'® Moreover, circulating IgAs
were proposed to contribute to endotoxin clearance in the
liver, mediated by Kupffer cells.'' Interestingly, alcoholic
liver disease (ALD), characterized by dysbiosis and
increased intestinal permeability leading to abnormal bac-
terial translocation in portal circulation,'? is associated with
increased serum IgA levels and liver IgA deposits."® How-
ever, the origin of these IgA disorders and whether IgA
could participate in liver damage remains poorly
understood.

In this study, we show that the liver constitutes an
effector site for IgA responses because it hosts PBs/PCs
originating from PP and secreting IgAs against gut
commensal bacteria and orally delivered antigens. More-
over, we document in a model of ALD that accumulation of
IgA PBs in the liver is linked to IgA disorders, and that liver
injury is prevented by a drug blocking PP-derived IgA PB
migration to the liver.

Materials and Methods

Mice

Balb/c and C57BL/6-Ly5.1 mice were purchased from
Charles River Laboratories (L’Arbresle, France). Quasimono-
clonal (QM) mice'* were kindly provided by M. Cascalho (Ann
Arbor, MI). AID-Cre-ERT2 transgenic mice'®> were obtained
from C.A. Reynaud (Paris, France) and were crossed with
ROSA26-loxP-enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) mice
(Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME). Their progeny received
10 mg tamoxifen (Sigma Aldrich, St Louis, MO) orally on 2
consecutive days. Blimp-1-GFP mice'® were kindly provided by
S. Nutt (Victoria, Australia). In some experiments, mice received
daily intraperitoneal injections of 25 ug FTY720 (Sigma
Aldrich). Except Balb/c mice, all mice were bred under specific
pathogen-free conditions in the Plateau de Biologie Expér-
imentale de la Souris (Ecole Normale Supérieure, Lyon, France)
and were used at 10-16 weeks of age. All mouse studies were

approved by the local ethics committee (CECCAPP Lyon,17
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registered by the French National Ethics Committee of Animal
Experimentation under no. 15) in accordance with European
guidelines for animal experiments. Except when indicated,
Balb/c mice were used.

Human Biological Samples

Macroscopically and histologically healthy portions of hu-
man liver were obtained from patients with colorectal carci-
noma undergoing liver metastasis resection at the Centre Léon
Bérard and Centre Hospitalier Lyon-Sud (Lyon, France). Non-
tumoral tissue from resected liver of hepatocellular carcinoma
patients was obtained from Croix-Rousse Hospital (Lyon,
France). All patients provided informed consent and protocols
were approved by the hospital ethics committee. Normal sera
were obtained from healthy donors at the Etablissement
Frangais du Sang Rhone-Alpes Auvergne.

Liver Nonparenchymal Cell Preparation

Mouse liver nonparenchymal cells (LNPCs) were obtained
by mechanical dissociation using GentleMACS (Miltenyi Biotec,
Paris, France) of cold PBS-perfused liver, followed by 40%/
80% Percoll density gradient centrifugation (GE Healthcare,
Aulnay-Sous-Bois, France). Human LNPCs were obtained from
perfused liver fragments by a 30- to 40-minute enzymatic
digestion with 0.1 mg/mL DNAse I and 1 mg/mL collagenase IV
(Worthington, Lakewood, NJ), followed by a Percoll gradient.

Oral Immunization and Antigen-Specific B Cell
In Vivo Tracking

Mice were immunized orally by gavage with 5 mg NP,,-
AECM-FICOLL (NP-Ficoll) (Biosearch Technologies, Novato, CA)
and/or 10 ug cholera toxin (CT) (List Biological Laboratories,
Campbell, CA) in NaHCO3; 0.2 mol/L, pH 8.3. For adoptive
transfer experiments, spleen cells from QM mice (Ly5.2) were
stained with CellTrace Violet (Life Technologies, Carlsbad, CA)
and injected intravenously (107) into C57BL/6-Ly5.1 recipients
just before oral immunization.

Mouse Model of Chronic Alcohol Consumption

We used the recently described chronic-binge ethanol
feeding model.?* Briefly, after 5 days of acclimatization to
feeding tubes and the Lieber-DeCarli liquid diet (Bio-Serv,
FrenchTown, NJ), C57BL/6-Ly5.1 mice were pair-fed for 10
days with either control diet or 5% ethanol-containing liquid
diet. At day 10, mice received a single binge of ethanol (5 g/kg)
or isocaloric dextrin-maltose and were killed 9 hours later.
Serum aspartate aminotransferase and alanine aminotrans-
ferase were measured with an Abbott Architect c16000
chemistry analyzer (Rungis, France).

Analysis of IgA Coating of Fecal Bacteria
by Flow Cytometry

Mouse fecal bacteria were isolated as described else-
where?® and were incubated for 1 hour on ice with sera,
intestinal washes, or LNPC culture supernatant diluted in
phosphate-buffered saline (PBS) + protease inhibitor (cOm-
plete protease inhibitor, Roche, Meylan, France) to reach a
concentration of 1 ug/mL of IgAs. After washings, bacteria were
éncubated with anti-IgA-biotin (Southern Biotech, Birmingham,
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AL) followed by streptavidin-APC (BD Pharmingen, Pont de
Claix, France). Alternatively, ATCC strains of Escherichia coli
(#8739), Enterococcus faecalis (#29212), Enterobacter cloacae
(#13047) and Bacteroides vulgatus (#8482) were incubated
(2.5 x 107 bacteria) for 1 hour on ice with serial dilutions of
human sera or human LNPC culture SN diluted in PBS + pro-
tease inhibitor, washed, and further incubated with anti-human
IgA-FITC (Southern Biotech). Bacterial suspensions then were
fixed in 4% paraformaldehyde (PFA), washed, and suspended
in PBS containing 2.5 ug/mL DAPI (Sigma Aldrich). Thirty
thousand events were analyzed with the BD LSRII cytometer at
a flow rate of 500-1500 events/s. Events that were DAPI-
positive were considered as bacteria.

Statistics

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism
software (La Jolla, CA). An unpaired t test was used for
experimental groups containing 10 or more points, whereas
the Mann-Whitney U nonparametric test was preferred
for experimental groups containing 4 < n < 10 points. His-
togram data are shown as means + SEM and results were
considered statistically significant when the P value was less
than .05.

Results

Mouse Liver Shelters a Significant Population
of IgA-Secreting Cells

Flow cytometry analyses have shown that mouse LNPCs
contained roughly 20% of CD19"CD138" B cells (Figure 14),
comprising primarily B2207CD11b" B2 cells and a minor
subset of B220*CD11b" B1 cells, normally enriched in the
peritoneal cavity (Figure 1B, left panel). Liver B2 cells
included a majority of follicular (CD23"8"CD21'°") B cells
(>80%), some transitional (CD23°CD217) B cells, and
virtually no (CD23'°“CD21™&") marginal zone-type B cells
(Figure 1C). Most hepatic B cells were naive IgD"IgM* B
cells, whereas less than 1% were switched IgA* or IgG1" B
cells with a CD80TCD73™" memory phenotype'® (Figure 1B,
right panel, and Supplementary Figure 1). This contrasted
with PPs where 5%-10% of IgA* B cells harbored a GL7™"
germinal center phenotype (Supplementary Figure 1).

The liver also hosted a significant contingent of PCs
(CD19'°¥CD138™), accounting for 0.6%-1.0% of LNPCs
(Figure 14), 70% of which were expressing IgA, and the
remaining comprising almost equal proportions of IgG
and IgM PCs (Figure 1D and E). These liver IgA PCs co-
expressed surface and cytoplasmic IgA, and showed a
classic plasmacytoid morphology (Figure 1F). Impor-
tantly, liver IgAtCD138" cells did not contain much
apoptotic cells (Supplementary Figure 2). Finally,
although the liver IgA PC contingent was far less impor-
tant in number and proportion than that of the small
intestinal lamina propria (SI LP), it nevertheless contained
approximately 50,000 cells on average and was quanti-
tatively similar to the BM IgA PC pool (Figure 1F). Thus,
mouse liver contains a major population of naive B cells,
some memory B cells, and a significant contingent of IgA-
producing cells.

Liver and Intestinal IgA Responses 313

Mouse Liver IgATCD138" Cells Are Plasmablasts
and Harbor a Unique Phenotype

In mice, B-cell differentiation into PCs is driven by
Blimp-1 up-regulation,’®*® and is characterized by loss of
CD19 and B220 and acquisition of CD138*" and Ly6C.**
Liver IgA"CD138" cells were CD197/'°B2207'° and,
despite high expression of CD138, expressed low levels of
Blimp-1 and Ly6C (Figure 2A and Supplementary
Figure 3A4). Their PB phenotype was indicated further by
homogenous expression of the proliferation marker Ki67,
contrasting with the resting status of terminally differen-
tiated IgA PCs in SI LP and BM (Figure 2B). This prolifer-
ative potential of hepatic IgA PCs was shown further by
their capacity to divide upon in vitro culture (Figure 2C).
Moreover, an in vivo bromodeoxyuridine (BrdU) pulse-
chase experiment showed that almost all liver
IgA"CD138" cells had incorporated BrdU within 6 days.
The staining then was lost rapidly after BrdU withdrawal
(Figure 2D), indicating that liver IgA PBs were recently
generated and renewed rapidly.

Analysis of the intensity of cytoplasmic IgA staining of
IgA*CD138™ cells, IgA spot size, and amount of IgA pro-
duced in vitro showed that although BM PCs appeared to be
the most efficient IgA-producing cells, hepatic and splenic
IgA-secreting cells produce more IgA on a per-cell basis than
their SI LP counterpart (Figure 2E). The higher secretory
capacity of liver IgA PBs is unlikely because of the use of
different isolation protocols for liver and SI LP
(Supplementary Figure 3C). Therefore, despite their imma-
ture phenotype, liver IgA PBs show substantial IgA secretion
capacities.

In addition, although the majority of liver IgA PBs
expressed the mucosal integrin «4(37, they differed from SI
LP IgA PCs by lower expression of CCR9 and lack of CCR10,
similarly to splenic IgA-secreting cells (Figure 2F). Finally,
analysis of major histocompatibility complexes (MHCs) and
co-stimulatory/-inhibitory molecules showed subtle differ-
ences between IgA PCs from liver and SI LP, including
reduced expression of MHC-II, CD80, and inducible T-cell
costimulator ligand (ICOS-L) but increased levels of PD-L1
and PD-L2 by gut PC (Supplementary Figure 3D). This
suggests that SI LP IgA PCs, but not liver IgA PBs, may exert
immunosuppressive functions.

The Liver Is an Alternative IgA Effector Site

To decipher whether an IgA response can be initiated in
the liver after mucosal immunization, mice were immunized
orally with both the TD antigen CT and the TI antigen NP-
Ficoll, and IgA responses were assessed in various organs.
After the first immunization, CT-specific IgA spot-forming
cells (SFCs) appeared in the liver in numbers exceeding
those in the SI LP, but were hardly detected in BM and
spleen (Figure 34, prime, and Supplementary Figure 4A4).
The frequency of CT-specific IgA SFC increased dramatically
after the booster immunization in the SI LP, but not in the
liver (Figure 34, boost). In addition, NP-specific IgA SFCs
were detected in similar frequencies in liver and SI LP, but
not in spleen and BM (Figure 3B). These data indicate that
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Figure 1. Mouse liver contains a significant population of naive B cells and IgA-secreting cells. (A) Identification of B cells
(CD197CD138") and PCs (CD1387CD19'°%) by FCM among CD45% LNPCs (n = 15, means + SD). (B) Identification of B1
(CD11b"B220%") and B2 (CD11b"B220") cells in B cells from the peritoneal cavity (Perit. Cav.) and liver (left panel); frequency
of naive (IgM"lgD™) and isotype-switched cells in liver B cells (right panel). (C) Identification of follicular (CD217CD23™) and
marginal zone (CD21'°"CD23™) B cells in liver and spleen. (D) Frequency of IgA-, IgG-, and IgM-secreting cells determined by
FCM (contour plot and left graph) among CD45"CD138"CD19"°" LNPCs and by enzyme-linked ImmunoSpot (ELISpot) on
total liver CD45™ cells (right graph) (n = 6). (E) Expression of intracytoplasmic IgA (iclgA) and surface IgA on CD138* LNPCs by
FCM (left dot plots) and May-Griinwald Giemsa staining (right) of fluorescence-activated cell sorted liver sigAtCD138" cells.
(F) Absolute number (left graph) and frequency (right graph) of IgATCD138" cells among CD45™ cells from various organs
(n = 6). Bone marrow IgA PCs numbers were calculated by considering that a femur contained 12.7% of total BM CD45™" cells,
as previously described. ns: P > .05, *P < .05, *P < .01 and *™™P < .001.

the liver constitutes an IgA effector site after oral immuni-
zation with both TD and TI antigens.

To investigate whether the orally induced IgA-producing
cells differentiated in situ in the liver, or derived from
B cells primed elsewhere, we adoptively transferred trans-
genic NP-specific (QM) B cells’* into CD45.1 congenic B6
mice, and tracked their proliferation and IgA expression in
various organs after oral immunization with NP-Ficoll

174

(Supplementary Figure 4B). At day 3 after immunization,
IgA-expressing B cells, corresponding to the more divided
cells, were detected only in PPs and accounted for up to
10% of QM B cells (Figure 3C), indicating that IgA CSR
occurred in PPs but neither in the SI-LP nor the liver. At day
6, IgAint switched B cells were still present in PPs and a
minor population of highly divided IgA™ B cells appeared in
PPs, mLN, and liver, suggesting that CD19"IgA* PBs
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Figure 2. Characterization
of mouse liver gA"CD138"
cells. (A) Expression of
B220, CD19, CD138, Ly6C,
and Blimp-1 on IgA PCs
(gated as shown in
Supplementary Figure 3A)
from SI LP (orange lines),
BM (green lines), spleen
(Spl; blue lines), and liver
(Liv.; red lines). Grey histo-
grams represent staining
with isotype control anti-
body, black histograms
represent expression on
splenic naive B cells
(CD19"B220"IgD"), and
dotted line shows the limit
between low and high
Blimp-1-GFP  expression.
(B) Expression of Ki67 by
IgA PCs from indicated or-
gans (n = 4). (C) Ex vivo
proliferation test. LNPCs
and BM leukocytes were
stained with CellTrace Vio-
let and cultured for 48
hours. CellTrace Violet
dilution in IgATCD138"
cells was assessed by FCM
(n = 4). (D) Kinetics of BrdU
incorporation in IgA PCs
in vivo (n = 4). (E) Compar-
ison of the IgA secretion
capacity of IgA PCs from
various organs as
measured by the MFI of
intracytoplasmic IgA (iclgA)
in PCs by FCM, the IgA
spot size by ELISpot and
IgA secretion per IgA PC
by ELISA. Each point
corresponds to an
individual mouse and
horizontal bars represent
the mean. (F) FCM analysis
of homing molecules on
IgA PCs and B cells
(CD197B220*CD3e’IgA") in
indicated organs. «4p7
expression could not be
studied in S| LP because
of its alteration by enzymes
used to isolate SI LP
leukocytes. Data are
representative of (C—F) 2 or
(A and B) more than 2
experiments. ctrl, control.
ns: P > .05 *P < .05,
*P < .01 and **P < .001.
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Figure 3. Liver IgA plasmablasts induced by oral immunization originate from B cells that have undergone IgA CSR in PP.
(A and B) Mice were immunized orally once with NP-Ficoll or twice 14 days apart with CT. Frequencies of (A) CT-specific and
(B) NP-specific IgA SFC were determined by ELISpot in the liver, SI LP, bone marrow, and spleen 1 week after each immu-
nization (n = 5). (C-E) C57BL/6xLy5.1 mice were adoptively transferred with spleen QM cells stained with CellTrace Violet
(CTV), and immunized orally with NP-Ficoll and CT. (C) FCM analysis of CTV dilution and surface IgA expression in donor QM B
cells (CD45.27CD45.1°CD19™) in indicated organs 3 days (left panel) and 6 days (right panel) after oral immunization. Bottom
histograms show the mean frequency of surface IgA™ cells in NP-specific B cells (n = 5). (D) Identification (dot plots) and
frequencies (n = 5, graph) of Ag-specific IgA-producing cells (intracytoplasmic IgA [iclgA]*"CD197) among donor cells
(CD45.1°CD45.2%) in indicated organs 6 days after oral immunization. (E) MFI of iclgA, CD138, Ly6C, and CD19 staining on
iclgA*CD19 cells from liver, Sl LP, and iclgA™CD19" from PPs. Data are representative of 1 of 3 experiments. ns: P > .05,

*P < .05, P < .01 and *™P < 001

generated in PPs can migrate to the liver. Furthermore, at
day 6, NP-specific IgA PBs (iclgA*CD19°CD138%) were
found in the SI LP as expected, but also in the liver, but not
spleen (Figure 3D). The expression level of CD138, Ly6C,
and CD19 confirmed that these liver iclgA™ cells were bona
fide IgA PBs (Figure 3E). Altogether, these data indicate that
after oral immunization with a TI antigen, IgA PBs generated
in PPs migrate to both intestinal LP and liver.

Liver IgA Plasmablasts Derive From Recently
Switched PP IgA B Cells at Steady State

To determine if liver IgA PBs also originate from
PPs at steady state, AID-Cre-eYFP reporter mice'® were
treated with tamoxifen to track recently switched B cells.

Twenty-four hours after tamoxifen treatment, AID-eYFP was
expressed exclusively in PP IgA B cells (Figure 4A4), and
gradually increased with time only in PPs (Figure 4B). In
contrast, AID-eYFP"IgA"™ PBs were found not only in PPs
but also in liver, where they accounted for up to 5% of total
IgA PBs, and to a far lesser extent in SI LP and spleen.
Interestingly, the kinetics of appearance of AID-eYFP"IgA™
PBs in the liver paralleled that of AID-eYFPIgA" B cells in
PPs (Figure 4B). In addition, repeated injection of FTY720,
which interferes with sphingosine-1-phosphate receptor 1
(S1P1) and blocks IgA PB egress from PPs,*® did not affect
IgA"B220" B cells in PPs but increased total IgA"B220" PBs
(Figure 4C). Furthermore, among AID-eYFP'IgA™ cells, only

7ng (CD138%B2207) were increased (Figure 4C and D),
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Figure 4. Liver IgA plasmablasts at steady state originate from recently switched PP B cells. (A) Representative histograms of
AID-eYFP™ cells in gated IgA™ B cells (IgA*B220"CD138", upper panel) and IgA-secreting cells (IgA*B220"CD138", lower
panel) in various organs at day 5 after tamoxifen treatment. (8) Kinetic analysis of AID-eYFP™" cells in IgA*B220"CD138" (left
graph) and IgA*B220"CD138™ (right graph) cells (n = 6 per group). Day 0 corresponds to controls without tamoxifen treatment.
(C and D) FTY720 was administered intraperitoneally daily starting 1 day before tamoxifen treatment and AID-eYFP expression
was analyzed at day 5. (C) Representative dot plots showing expression of AID-eYFP in PP surface IgA+8220+/' cells
according to that of CD138, allowing distinction of AID-eYFP*CD138" B cells from AID-eYFPTCD138" PBs. (D) Frequency of
AID-eYFP'IgA* B cells (IgA*B220"CD1387) and AID-eYFP'IgA" PBs (IgA*B220°CD138%) among PP CD45" cells in
tamoxifen-treated (open symbols) vs tamoxifen+FTY720-treated (filled symbols) mice. Each symbol represents a pool of 2-3
PPs from the same mouse and horizontal bars correspond to the mean (n = 4). (E) Mean frequency (n = 4) of
AID-eYFPIgA™B220"CD138"Ly6C™ cells among total leukocytes in PPs, Sl LP, and liver of mice treated with tamoxifen alone
(white bars) or together with FTY720 (solid bars). Data are representative of 2 independent experiments. ns: P > .05, **P < .01
and P < .001.

confirming that FTY720 induced the retention of IgA PBs in  counterpart was barely affected (Figure 4E). These data
PPs. After FTY720 treatment, virtually no AID-eYFPTIgA™ show that IgA PBs differentiated in PPs constantly and
PBs were detected in the liver, whereas their SI LP rapidly seed the liver at steady state.
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IgA Produced by Liver Plasmablasts
Recognize Gut Commensal Bacteria

Ten percent to 30% of fecal bacteria in both mice and
humans'®** are coated with IgAs, showing that IgAs pro-
duced in the SI LP recognize certain commensal bacterial
species. To determine whether liver IgAs show a similar
reactivity, we used flow cytometry to measure IgA binding
to commensal bacteria (Supplementary Figure 54). As ex-
pected, coating by endogenous IgAs was found in approxi-
mately 30% of fecal bacteria isolated from wild-type, but
not Rag”", mice (Figure 5A). Interestingly, IgAs from
cultured LNPCs or intestinal fluid bound similarly to
roughly 20% of Rag”” fecal bacteria, although much less
could be coated by serum IgAs (Figure 5B and C). Although
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Figure 5.1gAs produced by liver plasmablasts react with
commensal bacteria. (A) FCM detection of IgAs on fecal
bacteria from wild-type (WT) C57BL/6 mice and Rag™" mice.
(B) Representative histograms of IgA staining of fecal bacteria
from Fx’ag'/' mice after incubation with intestinal fluid, serum, or
liver LNPCs culture SN. (C) Proportion and MFI of IgA coating
of fecal bacteria from Rag™” mice. Each symbol represents an
individual mouse and horizontal bars correspond to the mean
(pool of 4 experiments with 3 mice in each). ns: P > .05,
*P < .05, *P < .01 and **P < .001.
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the relative avidity of liver-derived IgAs for fecal bacteria, as
determined by the mean fluorescence intensity (MFI), was
slightly lower as compared with gut-derived IgAs, it was
much higher than that of serum IgAs (Figure 5C). It is un-
likely that the high level of IgGs in serum blocked binding of
serum IgAs to bacteria because adding serum to intestinal
washes (as a source of anticommensal IgAs) neither modi-
fied the frequency of IgA-coated bacteria nor the intensity of
IgA staining (Supplementary Figure 5C). These data support
that at least a fraction of IgAs produced in the liver is
directed against commensal flora components.

Increase in Hepatic IgA Plasmablasts in
Alcohol-Induced Hepatitis Parallels Increase
of Serum IgAs and IgA Liver Deposits

We finally used a model that mimics acute-on-chronic
ALD in human beings'’ to investigate whether liver injury
affects liver IgA PBs. Chronic-binge ethanol feeding resulted
in significant body weight loss (Figure 64), increase of he-
patic transaminase levels, and development of micro-
steatosis (Figure 6B). Alcohol consumption induced a
dramatic reduction of intestinal IgA PCs, whereas liver IgA
PBs were increased by roughly 2-fold (Figure 6C and D).
IgA-secreting cells were not altered significantly in PPs,
spleen, and BM (Figure 6D). As described in human
ALD,?>>?° ethanol feeding resulted in an increase of serum
[gA (Figure 6E) and IgA deposits in liver sinusoids
(Figure 6F). Serum IgG levels were not modified
(Supplementary Figure 6). Treatment of mice with FTY720
during the 10 days of pair-feeding resulted in a selective
increase of IgA "B220'°¥CD138" PBs in PPs, associated with
a nearly complete disappearance of these cells from the liver
(Figure 6C and D), without affecting their frequency at other
sites. Importantly, FTY720 treatment prevented both the
increase of serum IgA (Figure 6E) and sinusoidal IgA de-
posits (Figure 6F), and ameliorated the clinical (Figure 64),
macroscopic, and biological (Figure 6B) signs of the disease.
Thus, ethanol-induced liver injury was associated with a
selective increase of hepatic IgA PBs, likely accounting for
increased circulating IgA levels and IgA deposits in liver
sinusoids.

Human Liver Hosts a Significant Population
of IgA Plasma Cells That Display Reactivity to
Commensal Bacteria and Primarily Localizes
in Portal Tracts

To determine to what extent these observations also
hold true in human beings, we characterized B-cell sub-
populations in normal human liver tissue from metastatic
colorectal cancer patients. CD19™" cells accounted for 3%-
4% of CD45" LNPCs and contained 60%-70% of PCs
(CD19%CD207) (Figure 74). Further phenotyping confirmed
that CD197CD20" cells corresponded to CD24°CD27"CD38M

PBs/PCs, and showed that CD197CD20" B cells
contained comparable proportions of mature naive
(CD27°CD38°CD24IgM"IgD") and memory B cells

7éCDZ7+CD38'CD24+IgM+/'IgD'), accounting for 16%-18%
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Figure 6. Alcohol-induced hepatitis is associated with an increase of serum IgAs, increased hepatic IgA plasmablasts and IgA
deposits in liver sinusoids, and is prevented by FTY720 treatment. C57BL/6-Ly5.1 mice were pair-fed for 10 days with control
or 5% ethanol liquid diet. A group of ethanol-treated mice also received FTY720 daily during pair-feeding. On day 10, mice
received a single binge of ethanol or isocaloric dextrin-maltose and were killed 9 hours later. (A) Body weight change at various
times after ethanol feeding. (B) Serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels 9 hours
after the ethanol binge and liver steatosis (Oil Red O staining of liver section; scale bar: 50 um). (C) Representative FCM dot
plots of iclgATB220'°" cells among CD45™ cells in liver and SI LP and (D) mean frequency of IgA*B220'°“CD138" cells in
various organs (n = 4). (E) Serum IgAs on days 0 and 10. (F) IgA (red) and DAPI (blue) staining of liver frozen sections (scale bar:
50 um). Data are representative of 2 independent experiments. ns: P > .05, *P < .05, **P < .01 and ***P < .001.

of total liver B cells (Figure 7A). Liver memory B cells
contained equal proportions of surface IgA- and surface
IgM-expressing cells (roughly 40% each), the rest being
composed of surface IgG" cells (Supplementary Figure 74).
Importantly, although IgA-producing cells represented
approximately 20% of PCs in tonsils, they accounted for
nearly half of the total liver PC pool, with about two-thirds
producing IgA1 (Figure 7B and C).

Human liver IgA PCs expressed CXCR4, «4(7, and

CCR10, but low to undetectable levels of CCR9 (Figure 7D),1

indicating that they showed systemic and mucosal homing
potentials as in the mouse, and no differences were
observed between IgAl and IgA2 PCs (data not shown).
Interestingly, virtually no human IgA PCs expressed the
proliferative Ki67 marker, whether they came from non-
tumoral liver of colorectal cancer patients (Figure 7D)
or hepatocellular carcinoma patients (Supplementary
Figure 7A4), which did or did not received prior chemo-
therapy, respectively. This indicates that human IgA-

7groducing cells are mature and represent bona fide PCs.
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Figure 7.IgA plasma cells are enriched in human liver and localize in portal tracts. (A) FCM identification of B cells
(CD197CD20%) and PCs (CD197CD20") among viable CD45™ cells (means + SD) from human liver (n = 12). Frequency of
naive (CD27°CD38", orange), memory (CD27"™CD38", blue), transitional/germinal center (CD27°CD38™, red) B cells and
PBs/PCs (CD27+tCD38" ", purple) among liver B cells (CD19") (means + SD), and extensive phenotype of liver B-cell
subsets (multicolor contour plots). (B) lllustrative FCM contour plots and pie charts showing the frequency of cells
expressing IgM, IgD, IgG, IgA, IgA1, or IgA2 among CD197CD20°CD27"*CD38"" PCs in liver (n = 12) and tonsil (h = 3).
(C) Fluorescent ELISpot analysis of the frequency of IgG-, IgA-, and IgM-producing cells in total LNPCs (left; n = 10), and
the proportion of IgA1 vs IgA2 in IgA SFC (right; n = 10). (D) FCM analysis of «487, CCR9, CCR10, CXCR4, and Ki67
expression by IgA PCs (iclgA*"CD19"CD20°CD27""CD38"") and naive B cells (CD19*CD207CD24°IgD") from human
liver (n = 3). (E) FCM analysis of the capacity of IgAs from human liver and serum to bind to Bacteroides vulgatus.
Representative contour plots and graph showing means + SEM (n = 3). (F) CD20, Ig « chain, and IgA staining of paraffin-
embedded tissue sections of human liver. Arrows indicate positive cells and dotted lines delineate portal tracts from
parenchyma (scale bars: 100 um). ns: P > .05, *P < .05 and **P < .01.

Importantly, analysis of IgA binding against a few bacterial these data indicate that human liver contains naive and
strains representative of the commensal flora showed that memory B cells, as well as a substantial fraction of IgA-
IgAs produced in the liver recognized B vulgatus and E coli, producing PCs, some of which are directed against intesti-
whereas virtually no/poor reactivity was detected for nal commensal bacteria.

serum IgAs at similar concentrations (Figure 7E and . .

Supplementary Figure 7C). Finally, contrary to CD20% Discussion

B cells that resided both near portal tracts and within the The concept of a gut-liver axis, which refers to the
liver sinusoids, IgA PCs mostly concentrated in the con- complex functional interplay between the 2 organs, was
nective tissue around portal tracts (Figure 7F). Altogether,18 (i)nitially introduced after the description in cirrhotic patients
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of increased serum IgAs directed against intestinal bacteria
and food antigens,”” and further supported by numerous
observations in both mouse models and patients.”® This
functional link is based largely on the fact that important
quantities of intestinal antigens permanently reach the liver
via the portal vein. Our study adds a new mechanistic piece
in this axis by showing that a fraction of the IgA-producing
cells generated in the GALT against intestinal antigens and
commensals home to the liver, which thus appears as an
alternative IgA effector site.

We show that mouse liver contains at steady state an
important pool of naive B cells and sparse switched memory
B cells, but also features a major enrichment in IgA-
producing cells as compared with most lymphoid organs,
including BM. Thorough characterization of mouse liver IgA-
producing cells showed a PB phenotype, characterized by a
highly proliferative state, high levels of MHC II and CD80,
and intermediate levels of the master PC transcription factor
Blimp-1. However, these cells showed a significant IgA
secretion capacity, comparable with or even higher than
that of IgA PCs from the SI LP. Importantly, we identified
that besides the intestinal mucosa, the liver constitutes an
effector site for antigen-specific IgA responses after oral
immunization with either TD or TI antigens, a finding in line
with old studies proposing that the liver could constitute a
site for antibody production,” especially IgA.***° Co-
existence of naive B cells and IgA PBs in the mouse liver
raised the issue as to whether the liver constituted a po-
tential site of B-cell activation. In the experimental condi-
tions analyzed, it is highly unlikely that IgA CSR occurs in
the liver because neither recently switched mblgA™ B cells
nor AID transcripts (data not shown) were detectable at this
site. Moreover, transgenic mouse models allowing for
tracking of antigen-specific B cells after oral immunization
and recently switched B cells at steady state showed that
IgA CSR takes place exclusively in PPs and not in the liver. In
pathologic situations such as liver autoimmunity or infec-
tion, however, it is not excluded that liver naive B cells may
locally expand and differentiate into PCs in so-called
lymphoid-like structures.”’ More importantly, kinetics
analysis and blocking PBs egress from PPs showed that,
similarly to their intestinal counterpart, liver IgA-producing
cells originate from PPs both at steady state and after oral
immunization. After transit in mLN, IgA PBs originating
from PPs thus follow 2 distinct pathways to either seed the
gut LP or the liver, but whether this differential migration
relies on a stochastic process or on the existence of gut- and
liver-tropic PB subsets is questionable. Although expression
of the integrin «4(7 and the chemokine receptors CCR9 and
CCR10 dictate intestinal homing of IgA PBs,*? CXCR4 pro-
motes homing and survival of PCs to BM.>* Liver IgA PBs
lack CXCR®6, involved in natural killer T cells homing to the
liver,>* express low levels of CXCR4 and can be distin-
guished from their intestinal counterparts by lower
expression of CCRY, lack of CCR10, but expression of a4(7.
Because a4(37 interaction with MadCAM-1 promotes T-cell
recruitment to portal tracts,®” this integrin also may con-
dition IgA PB migration to the liver. Whether liver homing of

IgA PCs solely relies on their reduced expression of CCR91
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and CCR10 or additionally involves a dedicated chemokine
receptor remains to be determined.

An important issue concerns the putative role of an in
situ IgA response in the liver. We observed that specific
[gA-producing cells first appeared in higher numbers in the
liver than in the intestinal LP upon oral immunization with
the TD antigen CT. This suggests that IgA released in the
liver microenvironment or the duodenum via the bile may
provide a first line of protection against infectious agents
penetrating in the digestive tract. In addition, IgAs pro-
duced by liver PBs poised near the portal tracts have,
similarly to intestinal IgAs, a strong reactivity with
commensal bacteria, suggesting that hepatic IgA-producing
cells may control liver homeostasis facing continuous
encounter with microbiota-derived antigens entering the
portal circulation. Indeed, lipopolysaccharide capture by
liver IgAs could reduce its direct proinflammatory effects
on hepatocytes and other Toll-like receptor 4-expressing
liver cells, and also favor its detoxification by Kupffer cells
via binding to IgA Fc fragment receptor I (FcaRI), as shown
for circulating IgAs."! Because liver IgAs appear to be more
reactive to commensal components than serum IgAs, we
propose that hepatic IgAs may have a prime role in endo-
toxin clearance from the portal circulation. These functions
may be favored by direct sensing of bacterial antigens
because we found that mouse and human liver IgA-
secreting cells express a surface B-cell receptor, which
presumably is functional as documented for BM IgA PCs,*®
and may enhance their survival and antibody production.
Besides interacting with target antigen, liver IgAs also could
contribute to immune tolerance by conditioning local den-
dritic cells (DCs) to exert tolerogenic functions after
engaging Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion
molecule-3-Grabbing Non-Integrin (DC-SIGN), as recently
described for BM-DCs in vitro.*’

ALD is characterized by an abnormal penetration of in-
testinal bacterial products in portal circulation,'**® which
significantly contributes to hepatic inflammation and
fibrosis,*”*° and is associated with increased serum IgA and
IgA deposits in liver sinusoids."®> We observed similar IgA
disorders in a mouse model of ALD induced by chronic plus
binge ethanol feeding. Interestingly, this was correlated with
a selective increase of liver IgA-producing cells. Blocking IgA
PBs egress from PP using FTY720 led to complete disap-
pearance of IgA PBs from the liver and prevented the in-
crease in serum IgAs and liver IgA deposits, resulting in
major improvement of liver injury as assessed by steatosis
and serum transaminase levels. This adds to the previously
documented beneficial action of FTY720 on nonalcoholic
hepatitis.*"** These observations indicate that the enhanced
IgA production in the liver after alcohol consumption most
likely is responsible for the observed IgA disorders.
Whether such pathologic increase of liver IgA-producing
cells plays a role in liver injury or merely results from an
inoperative endotoxin clearance mechanism remains to be
determined. In any case, our study suggests that FTY720
could exert beneficial effects on ALD and prevent compli-
cations, such as secondary IgA nephropathy, by blocking IgA
%’Bs trafficking from GALT to the liver.
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Importantly, a substantial contingent of IgA PCs also
colonizes human liver and accounts for approximately 30%
of the B-cell infiltrate. These cells were bona fide antibody-
producing cells and contained roughly two thirds of IgA1l
PCs and one third of IgA2 PCs, reminiscent to the IgAl/
[gA2 PC ratio in the duodenum and jejunum, but different
from that in the colon where IgA2 dominates.” Intriguingly,
hepatic B-cell subset composition varied between mice and
human beings, particularly with increased numbers of
antigen-experienced IgG-expressing memory B cells and
PCs in human beings. This most likely reflects inherent
differences of the B-cell compartments between the 2
species*® and multiple exposures of human beings to
pathogens and other antigenic triggers vs pathogen-free
housing of mice. The presence of IgG PCs in the liver may
contribute to neutralization of blood-borne antigens/
pathogens. We found that human liver IgA PCs express the
mucosal homing receptors a487 and CCR10, similarly to
IgA PCs*** in blood and mucosal tissue. Intringuingly,
human liver IgA PCs are CCR9/'™CCR10%, whereas their
mouse counterparts express the reverse phenotype, indi-
cating a subsequent homing potential to the small intestine
for the latter cells vs large intestine and other mucosal
tissues’” for human liver IgA PCs. Most importantly, liver
IgA PCs in both mouse and human beings produce anti-
bodies recognizing commensal bacterial species. These
data strongly suggest that they share a similar origin,
migratory pathways, and functions. It is noteworthy that
mouse liver essentially hosts proliferative PBs whereas
more mature resting PCs are observed in human beings.
Whether this reflects different behavior of IgA PCs in hu-
man beings and mice or that human liver harbors a real PC
niche allowing lower cell turnover remains to be explored.
Nevertheless, because normal liver tissues came from
cancer patients, a confounding effect of the disease cannot
be formally excluded.

In conclusion, our study shows that the liver constitute, in
both mouse and human beings, an alternative effector site for
IgA responses, which may contribute to maintenance of local
homeostasis and protection against infection. It also paves
the way for integrating the presence of hepatic IgA PCs in the
conception of novel therapeutic approaches of gastrointes-
tinal and liver diseases associated with IgA disorders.

Supplementary Material

Note: To access the supplementary material accompanying
this article, visit the online version of Gastroenterology at
www.gastrojournal.org, and at http://dx.doi.org/10.1053/
j-gastro.2016.04.014.
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Chapter 5

Cancer-Associated Tertiary Lymphoid
Structures, from Basic Knowledge Toward
Therapeutic Target in Clinic

Bertrand Dubois, Hélene Kaplon, Coline Couillault, Christophe Caux,
and Marie-Caroline Dieu-Nosjean

Abstract The tumor growth is under the control of the immune system, and this
represents a significant challenge for the development of new therapeutic strategies.
It is now recognized that not only the density, but also the organization of tumor-
infiltrating immune cells is critical for the shaping of the tumor microenvironment.
In human cancers, several levels of structuration of lymphoid aggregates have been
observed, including Tertiary Lymphoid Structures (TLS) displaying strong similari-
ties with secondary lymphoid organs. In this review, we discuss about the role of
immune cells homing selectively in the T-cell or B-cell zone of TLS with putative
consequences on the initiation of efficient cellular and humoral immune responses
against tumor, and ultimately on the clinical outcome of cancer patients. However,
immunoregulatory cells may also infiltrate TLS and it is thus crucial to determine
the circumstances in which TLS might be a site for the development of a suppres-
sive and detrimental immune responses. We also discuss how TLS could be a useful
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marker of efficient immunotherapy, and raise the question of the capacity of
immune-based vaccinations along with immune checkpoint blockade to induce TLS
neogenesis. As TLS may represent the best place to induce or amplify protective
immunity targeting neoantigens, TLS may be a promising target in order to boost
anti-tumoral immunity in cancer patients.

Keywords Tumor microenvironment ¢ Tertiary lymphoid structure ® Dendritic cell
* T cell » Antibody ® Immune checkpoint ¢ Biomarker ¢ Immunointervention ¢ High
endothelial venule ¢ Neoantigen

Abbreviations

Ab Antibody

ADCC Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity
Ag Antigen

AID Activation-Induced cytidine Deaminase
APC Antigen-Presenting Cell

BCR B-Cell Receptor

ccRCC Clear cell Renal Cell Carcinoma

CDC Complement-Dependent Cytotoxicity
CIN Cervical Intraepithelial Neoplasia

CRC Colorectal Cancer

CSR Class Switch Recombination

CTL Cytotoxic T lymphocyte

DC Dendritic Cell

FcR Fc Receptor

FcRn Neonatal Fc Receptor

GALT Gut-Associated Lymphoid Tissue

GC Germinal Center

G-VAX GM-CSF transfected tumor cell vaccine
GM-CSF  Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor

HCV Hepatitis C Virus

HEV High Endothelial Venule

HPV Human Papilloma Virus

ICP Immune CheckPoint

Ig Immunoglobulin

LN Lymph Node

MHC Major Histocompatibility Complex
NK Natural Killer cell

NSCLC  Non-Small Cell Lung Cancer
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PAP Prostate Acid Phosphatase
PB Plasmablast

PC Plasma Cell

PDAC Pancreatic Ductal Adenocarcinoma
RCC Renal Cell Carcinoma

SCC Squamous Cell Carcinoma
SHM Somatic HyperMutation
SLO Secondary Lymphoid Organ
TAA Tumor-Associated Antigen
Teum Central-Memory T cell
TCR T-Cell Receptor

Teum Effector-memory T cell

Teu Follicular Helper T cell

TLS Tertiary Lymphoid Structure
Treg Regulatory T cell

5.1 Introduction

During the evolution of animal species, the adaptive immune system has evolved
from ectopic lymphoid organization with the presence of Gut-Associated
Lymphoid Tissues (GALT) since lower vertebrates to a highly sophisticated sys-
tem with the appearance of fully dedicated organs like lymph nodes (LN) in
mammals and rare birds. Thus, many different lymphoid organizations exist in
the body (i.e., spleen, LN, Peyer’s patches, cryptopatches, isolated lymphoid
follicles, tonsils, adenoids, tertiary lymphoid structures (TLS), and milky spots
in the omentum), which differ in their anatomical localization, duration (consti-
tutive versus transient), cellular composition, time of appearance (during
embryogenesis or later on) and, as a consequence of all these characteristics, by
their immune function. The role of canonical secondary lymphoid organs (SLO)
in the development of antigen (Ag)-specific immunity has been extensively stud-
ied. Yet, it is now clearly established that adaptive immune responses can be
induced independently of SLO [1, 2]. Thus, many efforts have been concentrated
on TLS in different physiopathological disorders among which cancers. TLS are
ectopic lymphoid structures that can arise in every inflamed tissue and then turn
off after resorption of the inflammation. Initially described in autoimmune dis-
eases, TLS have been reported to have a deleterious effect in autoimmunity and
transplantation, whereas they have been associated with a beneficial effect in
infectious diseases [3, 4].

This review will highlight recent data from the literature on tumor-associated
TLS with a particular focus on their local impact on T- and B-cell immune responses
and ultimately on patient’s outcome. We will also discuss how TLS could represent
a putative target in the next generation of immunotherapies and/or could be used as
biomarkers of therapeutic efficacy of current cancer treatments.
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Fig. 5.1 Colocalization between TLS and HEV. Triple immunofluorescent stainings on breast
cancer-associated TLS. (a) Presence of PNAd* HEV (green) within TLS segregated into two dis-
tinct areas, a CD3* T-cell rich zone (red) adjacent to a CD20* B-cell follicle (grey) in the tumor
stroma. (b) Higher magnification of insert in (a). Original magnification: (a), x10; (b), x20

5.2 Relationship Between Tumor-Associated TLS and T Cell
Infiltrate

5.2.1 From Rudimental Lymphoid Aggregates to Fully
Organized TLS

Different levels of organization of infiltrating immune cells have been reported
in cancer, ranging from rudimental clusters of lymphocytes, dense T and/or B
cell aggregates to fully organized LN-like structures containing High Endothelial
Venules (HEV) (Fig. 5.1) [5-7]. The presence of such lymphoid organizations is
highly heterogeneous from one tumor to another, even if they are of the same
histologic type. For instance, in infiltrated breast carcinoma, lymphocyte organi-
zation varied from simple aggregates in some tumors [8] to fully organized ecto-
pic lymphoid structures, which exhibit strong analogy with LN [6, 9]. Using a
retrospective cohort of 290 breast cancer patients, Figenschau et al. reported that
TLS negative tumors were mainly estrogen and progesterone receptors positive
and HER?2 negative [10]. These data indicate that the tumor microenvironment
along with the tumor cell itself may dictate permissiveness for TLS neogenesis.
In Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC), melanoma or colorectal carcinoma
(CRC), most of lymphoid organizations are TLS with the selective homing of
mature dendritic cells (DC), the presence of proliferating lymphocytes and reac-
tive germinal centers (GC) [5, 11-13]. The situation is much more complex in
Renal Cell Carcinoma (RCC) where mature DC can also be detected outside
TLS [14]. This raises the possibility of a differential function and behavior of
these antigen-presenting cells (APC) depending on their localization inside ver-
sus outside TLS.
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5.2.2 Cellular Composition of the TLS T-Cell Rich Areas

As in LN, tumor-associated TLS are composed of infiltrating T and B cells, which
segregate into two distinct areas, a T-cell rich zone adjacent to a B-cell follicle. The
B-cell zone will be described below. Like in SLO, the T-cell zone mainly consists of
T cells and, to a lesser extend, of mature DC and few B cells (Fig. 5.2) [5, 15, 16].
However, no NK cells (based on the expression of NKp46) were observed in lung
tumor-associated TLS in contrast to LN [17]. Interestingly, NK cells have not been
reported so far in TLS whatever the pathology concerned (other cancers, transplan-
tation, infectious or autoimmune diseases) indicating that it is a common character-
istic of TLS. As for mature DC, naive and central-memory T cells (T¢y), CD62L
and the CCL19/CCL21 axis are critical for the extravasation of circulating NK cells
through HEV and their migration to the T-cell zone of LN. As the expression of
CD62L and lymphoid chemokines have been reported in TLS of many cancers, the
absence of TLS NK cells could rather be a consequence of an inappropriate expres-
sion of chemokine receptors (i.e., CCR7) by NK cells and/or the presence of distinct
subsets of NK cells infiltrating the tumor compared to the canonical SLO.
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Fig. 5.2 Characterization of tumor-associated TLS. (a) Characterization of TLS (dashed line) in
lung tumor section counterstained with hematoxylin. TLS are composed of a T-cell rich areas which
comprised DC-Lamp* mature DC (red) and CD3* T cells (blue), and a CD20* B cell follicle (red)
characterized by the presence of a network of CD21* follicular DC (blue). Original magnification:
(a), x200; (b), (c), x400. Abbreviations: TLS, Tertiary Lymphoid Structure; Tu, tumor cells
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Fig. 5.3 Shaping of the cellular immune response by cancer-associated TLS. TLS may represent a
privileged site for the priming and activation of naive specific T cells by mature DC. This encounter
will give rise to an active proliferation and differentiation of cells into either Tgy or Tey. Ty can
migrate to tumor cells in order to exert their cytotoxic function whereas Ty can migrate to the drain-
ing LN in order to develop a systemic anti-tumoral immunity at the primary and metastatic sites via
new Ty differentiation. TLS may be also a major site for the reactivation and differentiation of
TAA-specific Tqy cells into Tgy which can then kill tumor cells present in the microenvironment.
Abbreviations: B, B cell; LN, Lymph Node; mDC, mature Dendritic Cell; HEV, High Endothelial
Venule; T, T cell; TAA, Tumor-Associated Antigen; Ty, central-memory T cell; Tgy, effector-mem-
ory T cell; Try, follicular helper T cell; TLS, Tertiary Lymphoid Structure; Tu, tumor cell

The presence of HEV and expression of lymphoid chemokines in both TLS and
LN strongly suggests that HEV may represent a major gateway for tumor entrance
by immune cells. This hypothesis is supported by two major observations. First,
HEV are positive for PNAd and its receptor, CD62L is exclusively expressed by
TLS-T and B cells (except GC-B cells), as previously described in LN [6, 18].
Secondly, the density of HEV in tumors positively correlates with the lymphocyte
infiltrate in human melanoma [12, 19], breast cancer [6], CRC [7] as well as in a
mouse model of methylcholanthrene-induced fibrosarcoma [20]. This privileged
access of immune cells from the blood stream to TLS can present many advantages,
starting with the direct extravasation of circulating cells into TLS prone to the
induction or amplification of a protective immunity (Fig. 5.3). In other words,
myeloid and lymphoid cells infiltrating the tumor do not need to traffic into the
immunosuppressive tumor microenvironment before reaching TLS. This may
explain why HEV are the unique entity among whole blood vessels that are associ-
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ated with a favorable clinical outcome in cancer patients [6]. It is known that naive
and Ty enter LN through HEV. In NSCLC, rare naive T cells infiltrate the tumor
but all of them home in TLS [18]. T¢y are also present in TLS whereas the majority
of effector-memory T cells (Tgy) are detected in the stroma (except for TLS) and
tumor nests. The selective homing of the different T cell subsets is in accordance
with the expression of CCR7 by only naive and Ty, and the secretion of its two
lymphoid ligands CCL19 and CCL21 in TLS. Regulatory T cells (T,,) expressing
CCR7 and CCR4 can migrate in response to their ligands (CCL19/CCL21 and
CCL17/CCL22, respectively) produced in TLS [8, 18, 21, 22] indicating that puta-
tive suppressive mechanisms can operate in TLS (see below).

5.2.3 Impact of Tumor-Associated TLS on the Local Immune
Microenvironment

Tumor infiltration by T cells—especially Th1l, memory and cytotoxic T cells—has
been correlated to a positive clinical outcome of patients in many solid cancers [23].
Nevertheless, whether the activation and differentiation of tumor-specific T cells
takes place in the draining LN or in the tumor site still remains enigmatic. Thus, it
is becoming critical to address this question in the context of tumor-associated
TLS. One limitation for this kind of investigation is the limited relevance of cur-
rently used animal models in face of the complexity and heterogeneity of human
tumors. However, some indirect responses and arguments came from human stud-
ies. In NSCLC, the presence of TLS-mature DC was strongly correlated with a
specific gene signature related to Thl polarization, T-cell activation and cytotoxic
effector functions [24, 25], as well as to the density of intra-tumoral T-bet* Thl
cells, some of which being in contact with tumor cells [5]. In addition, all these
genes co-regulate together indicating that a coordination of the immune response
occurs in tumors. By contrast, the huge density of mature DC was not associated
with immune genes related to Th2 orientation, immunosuppression, inflammation,
or angiogenesis. The correlation between a high expression level of cytotoxic genes
and presence of TLS has also been reported in CRC and breast carcinoma [9, 21].
Thus, the presence of TLS seems to influence the shaping of the intra-tumoral
immune microenvironment by inducing a bias toward a Th1 orientation, T-cell acti-
vation and cytotoxic effector functions, in at least NSCLC and CRC. This is consis-
tent with several mouse studies demonstrating that circulating naive CD8* T cells
can migrate through HEV in the tumor, and undergo activation, proliferation and
differentiation into effector cells to promote tumor eradication [26], even in the
absence of any SLO [27, 28]. The same demonstration has been published in infec-
tious diseases [1] indicating that initiation of specific immunity can occur indepen-
dently of canonical lymphoid organs. It is tempting to postulate that the presence of
TLS mature DC may be a prerequisite for optimal processing and presentation of
tumor-associated antigens (TAA)—emerging as a consequence of somatic muta-
tions in tumor cells—and coordination of local adaptive immune response (Fig. 5.3).
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Thus, TLS could play a key role in anti-tumoral immunity by allowing activation of
naive T cells and their differentiation into anti-tumor effector cells and/or reactiva-
tion of tumor-specific memory T cells at the tumor site.

In LN, many cross-talks have been reported between NK cells and other immune
cells including DC and T cell subsets. Therefore, the absence of NK cells in TLS
may have functional consequences on the local shaping of both innate and adaptive
immune responses such as deficient IFN-y production, incomplete T and dendritic
cell activation and biased T-cell polarization towards a non-Thl pathway. Several
studies also demonstrated that tumor-infiltrating NK cells display a profound func-
tional defect and an altered phenotype characterized by the downregulation of acti-
vation receptors and upregulation of inhibitory receptors [17]. Thus, the absence of
functionally impaired NK cells in intra-tumoral TLS may favor an optimal T cell
activation. It remains to be determined whether there is a causal link between the
preferential localization of NK cells outside TLS and their dysfunction in situ.

In conclusion, TLS represent a privileged site for T cell recruitment, differentia-
tion and activation in tumors, and support a key role of these lymphoid structures in
the shaping of a local anti-tumor immunity.

5.2.4 Prognostic Value of Cells Homing in the TLS
T Cell-Areas

During the last decade, the association between the presence of immune infiltrate
and the clinical outcome of cancer patients has been extensively documented, but
this is only recently that the organization of immune cells is taken into account.
Indeed, the prognostic value of cancer-associated TLS has been considered through
different approaches including immunohistochemistry and gene expression
(Table 5.1). Whatever the strategy used, results are consistent meaning that either
strategy can be used for retrospective and prospective studies depending on the
biological material available.

Among the first studies, Miyagawa et al. reported that high infiltration of CD83*
cells, which supposedly correspond to mature DC, is associated with long-term sur-
vival of patients with colorectal liver metastasis [29] (Table 5.1). Yet, it is of note
that CD83 does not solely identify mature DC but also some activated B and T cells.
DC-Lamp appears as a better specific marker of human mature DC whatever the DC
lineage considered (except in lung, where this molecule is also expressed by type II
pneumocytes which can however be distinguished from DC by their distinct cellular
morphology). Two studies showed that a high DC-Lamp* mature DC density cor-
relates with a favorable clinical outcome of patients with primary melanoma [30] or
NSCLC [5], the last study achieved a complete cellular characterization of
TLS. Since this pioneer work, many other publications showed that a high fre-
quency of TLS (detection of lymphoid aggregates, mature DC, T, and B cells, and/
or HEV) has a good prognostic value in primary breast, colorectal and lung
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carcinomas, gastric cancers, melanomas as well as in metastatic CRC (Table 5.1).
Despite the fact that DC-Lamp expression is considered as a hallmark of TLS in at
least NSCLC, high mature DC infiltrate was unexpectedly shown to correlate with
short-term survival in RCC [31]. Further analysis revealed that TLS DC-Lamp*
cells are associated with a favorable clinical outcome whereas non-TLS DC-Lamp*
cells are correlated with poor prognosis in ccRCC patients [14].

High density of tumor-infiltrating CD8* T cells positively influences the outcome
of NSCLC patients [24, 32-34]. Interestingly, Goc et al. showed that the presence
of TLS conditions the prognostic value of intra-tumoral CD8* T cells [24]. Indeed,
among NSCLC patients with high density of CD8* T cells and overall favorable
clinical outcome, those having a low density of mature DC have the worst prognosis
(comparable to patients having low CD8" T cell infiltrate) indicating that TLS
mature DC are required to license the positive prognostic value of infiltrating CD8*
T cells (Fig. 5.3). The mechanism underlying the imprinting of CD8" T cell function
remains to be elucidated.

Altogether, it is tempting to speculate that TLS could potentiate anti-tumor
immunity mediated by CD8* T cells through different mechanisms. Firstly, infil-
trating immature DC could take up and process TAA and migrate to TLS in order
to present processed tumor peptides to specific T cells (Fig. 5.3). This could
favor the continuous differentiation of tumor-specific T cells through the activa-
tion of naive T cells and/or reactivation of specific memory T cells. Such local
immune responses initiated in TLS could be more adaptable to the shift of tumor
antigen expression occurring during tumor progression. Secondly, CD4* T cells
are enriched in TLS and may exert a key helper function on CD8* T cells by
promoting the recruitment, activation, and differentiation of naive cells into
effector cells, as demonstrated in a model of pancreatic tumors [35]. This is con-
sistent with the strongly coordinated expression of genes related to Thl, activa-
tion and cytotoxicity, and their association with high density of mature DC
reported in NSCLC [24]. Thirdly, because their prognostic impact is always
observed after resection of the tumor, TLS might allow the establishment of sys-
temic immunity against the tumors i.e., through the recirculation of anti-tumor
memory T cells (Tcy and/or Tgy) previously generated in TLS.

5.3 Relationship Between TLS and B Cell Infiltrate

The existence of intra-tumor lymphoid-like structures with segregated T and B
cell zones argues for the existence of a local Ag-driven humoral immune
response and suggests potential roles of antibodies (Ab) and B cell subsets in
anti-tumor immunity.

195



110 B. Dubois et al.

5.3.1 TLS as Sites for Development of Tumor Specific
Humoral Immunity

Intra-tumor TLS have a LN-like organization with the presence of typical B cell
follicles containing naive B cells and GC, and more dispersed plasmablasts (PB)/
plasma cells (PC) [5, 9, 16, 21, 36, 37]. As in SLO, GC contain highly proliferating
B cells expressing AID —an enzyme involved in somatic hypermutation and Ig class
switching—as well as mesenchymal follicular DC and follicular helper T cells (Tgy)
(Fig. 5.2), a specialized subset of T helper cells critical for GC formation and devel-
opment of high-affinity Ab, memory B cells and PC. TLS also contain cells produc-
ing the chemokine CXCL13, which governs the recruitment of circulating CXCRS
expressing B and T cells and structuration of B cell follicles. Importantly, this che-
mokine appears as one of the best predictive marker for prognosis in breast [9] and
colon [21] cancers (Table 5.1), further pointing to an essential role of TLS in anti-
tumor immunity. Studies in BC and NSCLC revealed that highly infiltrated tumors
contained nearly all stages of B cell differentiation [11] (Couillault et al., unpub-
lished data) arguing for an in situ Ag-driven humoral immune response resulting in
the formation of memory B cells and Ab-producing PC (Fig. 5.4). Through a com-
prehensive molecular profiling of tumor-infiltrating CD4* T cells, Gu-Trantien et al.
recently revealed that the presence of a Ty signature robustly predicts breast cancer
patient survival and response to chemotherapy, suggesting that local Tgy-driven B
cell differentiation is essential for anti-tumor immunity [9].

Evidence of an in situ Ag-driven humoral response in intra-tumor TLS has been
revealed by a restricted immunoglobulin (Ig) variable gene usage by tumor-infiltrat-
ing B cells, isotype switching and somatic hypermutation (SHM) in various cancers
including breast medullary carcinoma [38—42], breast ductal carcinoma [16, 36, 40]
and metastatic melanoma [12]. More recently, using the Cancer Genome Atlas
mRNA-seq data, Iglesia et al. identified, in a subset of tumors from basal like breast
cancers, specific BCR segments, which expression correlates with better patient
survival, supporting that the presence of a productive and potentially restricted anti-
tumor B cell response may directly impact patient clinical outcome [43].

TLS thus exhibit many features of an ongoing T-cell-dependent humoral response
to protein Ag and analysis of the specificity of Ab produced in the tumor microen-
vironment provides evidence that TLS may be elicited by TAA [16] or autoAg [39,
44]. More recently, Germain et al. demonstrated that about half of the TLS rich
NSCLC tumors contained cells producting Ab directed against one or several shared
lung TAA, such as LAGE-1, MAGEA1, MAGEA2, TP53 and NY-ESO-1, known to
elicit spontaneous immune responses in cancer patients [11]. Whether the Ab pro-
duced by tumor specific PC infiltrating the tumor versus those localized in periph-
eral tissues target similar Ag is so far poorly understood and remains an important
issue to address in order to better appreciate the still obscure role of humoral immu-
nity in cancer. In this respect, besides the shared TAA analyzed so far, it will be
important to study Ab reactivity to patient specific neoantigens emerging as a result
of mutations in tumor cells, as this is now being done for T cells [45].
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Fig. 5.4 Opposing functions of IgG and IgG produced/expressed in the tumor microenvironment.
TLS allow expansion of naive B cells, activation of CSR and SHM machineries, and differentiation
into memory B cells and plasma cells producing IgG or IgA, depending on the nature of the cyto-
kines produced by Try and other immune infiltrating cells. IgG released in the tumor microenviron-
ment may contribute to the elimination of tumor cells by CDC and ADCC, while IgA may
antagonize these processes by competition. Opsonisation of tumor cells by IgG favors the transfer
of tumor Ag to dendritic cells through engagement of the FcyR for cross-presentation to CD8* T
cells and induction of anti-tumor cytotoxic T cells. After capture of TAA through their membrane
Ig and accommodation into MHC molecules, memory B cells can also impact anti-tumor T cell
immunity. IgA PC can express IL10 and PDLI and impair anti-tumor T cell immunity.
Abbreviations: ADCC, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity; B, B cell; CDC,
complement-dependent cytotoxicity; CSR; Class Switch Recombination; CTL, Cytotoxic T
Lymphocyte; DC, Dendritic Cell; HEV, High Endothelial Venule; mem B, memory B cell; PC,
Plasma Cell; SHM: Somatic HyperMutation; T, T cell; TAA, Tumor-Associated Antigen; Tpy,
follicular helper T cell; TLS, Tertiary Lymphoid Structure; Tu, tumor cell

5.3.2 The Various Ways TLS B Cells May Impact Anti-tumor
Immunity

5.3.2.1 By the Production of Ab

In many cancers, tumor-infiltrating B cells have been shown to produce class-
switched affinity-matured anti-tumor Ab [46], most often IgG, and some anti-tumor
effects of these Ab have been demonstrated [47—49]. This is in accordance with the
fact that the presence of PC or IgG in the tumor is associated with a better prognosis
in breast cancer, NSCLC, CRC, and metastatic melanoma [43, 50-53]. Anti-TAA
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IgG may contribute to the elimination of tumor cells, either directly after fixation of
complement or indirectly by activating accessory cells expressing FcyR to exert
cytotoxic function (i.e., antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC).
Tumor mouse models have indeed revealed that administration of anti-TAA IgG2
Ab can induce ADCC and prevent tumor metastasis by a process involving FcyR
[54], but there is so far no formal proof in humans that a naturally occurring anti-
tumor IgG response can exert such a role. Besides these effector roles, Ab can also
contribute to the efficient priming of anti-tumor immunity (Fig. 5.4), which requires
the capture of TAA and their presentation in association with MHC-class-I mole-
cules to CD8* T cells. This process, known as Ag cross-presentation, is greatly
enhanced in the case of Ag/Ab immune complexes, which can engage FcyR on
multiple DC subsets to shuttle exogenous Ag into the cross-presentation pathway
[55]. IgG deposition on tumor cells has been documented in several cancers and two
recent studies in mouse models point to an essential role of Ab/TAA immune com-
plexes for priming anti-tumor CD8* T cells through DC [56, 57]. This is reminiscent
to a previous observation in a mouse model of CRC showing that administration of
anti-TAA IgG potentiates the efficacy of anti-cancer drugs and results in enhanced
anti-tumor CD8* T cell response [58].

The function of Ab inside the tumor microenvironment likely varies with the
class of Ig, which is known to dictate its effector functions. In this respect, one
should distinguish pro-inflammatory complement fixing and ADCC-prone Ab
(IgG1-3) from non-inflammatory IgG, and IgA, which emerge in situations of
chronic antigen exposure, have poor ability to bind complement and Fc receptors
and to activate effector cells, and can actively contribute to immune tolerance. B cell
isotype switching to IgA and [gG4 are induced by TGF-3 and IL 10, two suppressive
cytokines that are often expressed in the tumor microenvironment, and there is now
some evidence that these two classes of Ig may contribute to immune suppression
in cancer patients. By analyzing rearranged immunoglobulin genes from micro-
dissected TLS B cells, Cipponi et al. recently revealed that IgA and IgG isotype
switching occurred nearly at a similar frequency in TLS of metastatic melanoma
patients, indicating that TLS may favor differentiation of IgA producing PC [12] in
addition to IgG* PC. Indeed, serum anti-TAA IgA or tumor-infiltrating IgA* PC can
be detected in a proportion of tumor patients [11, 16, 59-64]. Importantly, tumor-
infiltrating IgA PC were recently shown to strongly dampen anti-tumor CTL
responses induced by immunogenic chemotherapy in mouse models of prostate
cancer [65]. This suggests that IgG PC and IgA PC may exert opposite functions in
anti-tumor immunity [66] (Fig. 5.4). IgA* PC were also detected in human prostate
tumors near lymphoid-like structures and patients with a high density of IgA* PC
displayed lower CD8/B cell ratios suggesting that, also in humans, the presence of
IgA* PC within the tumor microenvironment may be associated with tumor immune
evasion [65]. Regarding IgG, a differential role of subclasses in anti-tumor immu-
nity has been recently highlighted in melanoma. PC-producing tumor reactive IgG4
were detected in melanoma tumors and elevated serum IgG4 levels inversely cor-
related with patient survival [67]. Mechanistically, IgG4 antibodies were ineffective
in triggering effector cell-mediated tumor killing and even blocked IgG1-mediated

198



5 Cancer-Associated Tertiary Lymphoid Structures, from Basic Knowledge Toward... 113

tumoricidal functions through reduction of FcyRI activation. IgG4 PC have also
been reported in extra-hepatic cholangiosarcoma and their presence was associated
with a lower survival rate and positively and negatively correlated with tumor infil-
tration by FoxP3* T,., and CD8* T cells, respectively [68]. This indicates that IgG4
responses promoted by Th2-biased inflammation may restrict effector cell function
and contribute to immune escape.

Altogether, these recent important advances have revealed some of the so far
neglected essential roles of Ab in modulating anti-tumor immunity within the
tumor microenvironment (Fig. 5.4). These include induction or modulation of
tumor cell death (via ADCC and/or CDC), modulation of the biology of targeted
tumor molecules, induction of anti-tumor immunity by facilitating DC-mediated
TAA presentation to T cells and modulation of DC functions by engagement of
FcR or C-type lectins [69]. The anti- versus pro-tumoral functions of Ab depends
on several factors including the isotype of Ab and IgG subclasses, their degree of
syalilation [70], the targeted Ag and the nature of infiltrating immune cells and
pattern of expression of Ig receptors.

5.3.2.2 By Presenting TAA to T Cells

As sites of Ag-driven oligoclonal B cell expansion, TLS are most likely enriched
in TAA specific B cells, which may become the dominant APC within tumors with
the capacity to efficiently capture tumor Ag through their BCR. Compatible with
such a role, TLS B cells and activated T cells were found in close contacts in mela-
noma and the presence of both cell types correlates with a better survival of patients
[71]. B cell antigen presentation to T cells is critical for the establishment and
recall of antigen-specific memory CD4* T cells [72]. Not only memory B cells,
which can express costimulatory molecules, but also IgM* and IgA* PC, which
retain surface expression of Ig [73] and are able to exert Ag-presenting functions
towards CD4* T cells [74], could present TAA inside tumor-associated TLS. B
cells and PC may thus, through their APC function, modulate T cell fates within
the tumor microenvironment.

5.3.2.3 By Producing Molecules Modulating the T Cell Response

It is noteworthy that the beneficial impact of TLS B cells or Tgy in cancer is often
associated with increased Th1 and/or CDS8 responses [9], suggesting that B cells
may support anti-tumoral T cell responses and/or Th1-Tgy- dominant immunity.
It is indeed noteworthy that tumor infiltration by both CD20* B cells and Th1/
CD8* T cells often shows the best survival benefit is several cancer types, as
compared to infiltration by either population alone [37, 75-77]. At the same line,
it was recently demonstrated in NSCLC that a high density of TLS B cells was
associated with increased clonality of tumor-infiltrating CD4* and CD8* T cells
[78]. Besides their already discussed capacity to promote TAA presentation
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though Ab production, B cells could shape T cell differentiation and functions by
releasing immuno-modulatory type 1 (IL12, IFN-y), type 2 (IL4, IL13), and sup-
pressive (IL10, TGF-p, IL35) cytokines [79]. As for example, tumor-infiltrating
B cells have been shown to produce IFN-y and IL12 in hepatocellular carcinoma
[76], suggesting their potential involvement in inducing or amplifying cellular
immunity. On the opposite, so-called regulatory B cells producing IL10, TGF-f3
or Granzyme B have been shown to dampen anti-tumor immunity and/or expand
T, and to promote tumor progression [80-82]. Likewise, B cells and PC can
express PD1 ligands at high levels [83, 84] and tumor-infiltrating PDLI1-
expressing IgA* PC were recently shown to dampen CD8" T cell-mediated
immunity [65] (Fig. 5.4). Altogether, through their capacity to produce Th cell
polarizing cytokines, such as IFN-y, IL12, IL4 or IL13 or immunosuppressive
cytokines like IL10 and TGFp [85] and express of ligands for stimulatory or
inhibitory immune check points (ICP), tumor-infiltrating B cells can modulate T
cell functions and increase or dampen anti-tumor immunity.

5.3.3 Regulation of TLS Immune Function

Although TLS have been associated with a better clinical outcome in most types
of cancers (Table 5.1), their exact role remains debated and it is not excluded
that particular types of TLS might be detrimental and favor immune suppres-
sion. Such notion of “immunosuppressive TLS” came from the field of trans-
plantation, where TLS have been observed in tolerated lung or kidney grafts
[86, 87]. Indeed, long-term lung graft acceptance is associated with induction of
bronchus-associated lymphoid tissues, where FoxP3* T,,, accumulate and con-
trol the anti-donor immune response [87]. Such TLS have not been described so
far in cancer. Nevertheless, in similarly, Gobert et al. have shown in breast can-
cer that patients with a high density of T,, in lymphoid aggregates have a worse
prognosis [8]. Others have shown in mice that the transgenic expression of the
TLS-inducing cytokine LTap in hepatocytes leads to recruitment and activation
of immune cells and development of hepatocellular carcinoma [88]. In likewise,
LTap expression in B cells drives the rapid re-emergence of prostate cancer fol-
lowing androgen deprivation [89]. Just as LN, TLS may thus act by amplifying
the prevailing immune response in tumor-bearing patients, should it be a sup-
pressive and detrimental immune response or an anti-tumoral Tc1/Thl benefi-
cial immune response. What differentiates these two putative types of TLS is so
far poorly understood, but might rely in the functional properties of their B
cells, including the nature of the cytokines and the class of Ig they produce, the
pattern of expressed ICP ligands and the presence of immunosuppressive cells
such as T,,.
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5.4 Immunotherapies and TLS Development

5.4.1 TLS Neogenesis

The mechanism of lymphoid organogenesis are now quite well known and involved
many molecules including lymphotoxin (LT)-a and LT-f. TNF-a the lymphoid
chemokines CCL19, CCL21, CZCL13, and RANK-L (for more details, see review
by [90]). Since the growing interest in the field of TLS in autoimmunity, infectious
diseases and cancers, many laboratories studied whether the neogenesis of TLS
can occur via the same set of molecules involved in lymphoid organogenesis.
Strikingly, the answer is yes, meaning that there is no apparent specificity within
the two developmental programs (reviewed by [4]). In particular, the concomitant
expression of the lymphoid chemokines is (i) mandatory for the completion of
lymphoid neogenesis program, and (ii) critical for the maintenance of lymphoid
organization via a self-amplification loop.

The knowledge on TLS is very recent compared to LN but it is worth noting
that during the evolution of vertebrates, TLS and other lymphoid organizations
like Gut-associated lymphoid tissues (GALT), emerged since lower vertebrates
whereas LN appeared very recently in mammals (also in few birds). This indi-
cates that LN organogenesis has evolved through the recapitulation of the TLS
neogenesis, and thus can explain the redundancy of the molecules implicated in
each of their formation.

Nonetheless, it is important to underline that one major difference exists
between LN and TLS formations. During fetal development, LN organogenesis
is initiated by interactions between lymphoid tissue inducer (LTi) cells and stro-
mal organizer cells, and this key cellular cross-talk is LTa1f2 (membrane form
of LTP)-LTP dependent. Several studies have shown that TLS can be induced
upon inflammatory stimuli in mice devoid of any LTi cells (i.e., RORy™~ and
1d2-~ mice [91]), suggesting that other inducer cells can trigger TLS neogenesis
[92, 93]. By using different mouse models, several immune cell types have been
shown to promote TLS induction, along with the presence of DC that seems to
play a central role. In breast cancer, mature DC are the major source of the mem-
brane-bound LTf [94] and thus this immune population play a key role in the
differentiation and maintenance of mature HEV, which are essential for the
extravasation of peripheral blood immune cells into TLS [94]. In a model of
ectopic expression of CCL21 in the thyroid, DC-CD4* T cell interaction initiates
the formation of HEV in a CCR7- and LTBR-dependent mechanism, and ulti-
mately TLS neogenesis [92]. In addition, the presence of DC has been shown to
be essential for the maintenance of TLS in the lung after virus infection (influ-
enza virus) [95] and modified vaccinia virus Ankara [96]. Interestingly, a pro-
active role for neutrophils in TLS neogenesis has been recently highlighted in
mice in a model of acute LPS instillations [97]. Finally, TLS formation can also
be negatively regulated. Indeed, regulatory T cells (Tregs) can interfere with this
lymphoid neogenesis program by dampening the neutrophilic inflammation induced
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by acute LPS exposure [97]. Very recently, Joshi et al. have shown that depletion
of Tregs results in an increase number of cancer-associated TLS and the promo-
tion of anti-tumor immunity in established lung adenocarcinoma [98].

Altogether, the mechanisms of LN and TLS formation share many similarities
with the particularity that several LTi-like cells can promote TLS development at
the inflammatory site.

5.4.2 Vaccination

The vaccination was discovered in 1796 by Edward Jenner who first inoculated
cowpox pus, an agent of mild disease infecting cows, and then injected the small-
pox to James Phipps. This pioneering experiment opened a field of intense inves-
tigation on strategies to manipulate the immune system to protect the host [99].
Thereby, anti-infectious vaccination has permitted to eradicate or at least to
greatly reduce morbidity of many pathologies, notably poliomyelitis, smallpox,
measles, and mumps. In the field of cancer, vaccination against human papilloma
virus (HPV) serotypes 16 and 18 (Cervarix®, Gardasil®) prevents 70 % of cervical
cancer [100]. Despite the recent introduction of these preventative HPV vaccines,
the frequency of high-grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN) in women
remains too high worldwide. In this setting, Maldonado et al. investigated the
immune infiltrate of lesional mucosa after therapeutic vaccination against HPV16
[101]. In post-vaccination, a huge modification of the immune microenvironment
is observed with a marked increase of T cell infiltrate with an activated effector
memory phenotype and oligoclonal expansion. In contrast to unvaccinated sub-
jects, the immune infiltrate is organized in TLS adjacent to HEV in target lesions
of treated patients indicating that TLS are a marker of efficient immunotherapy.
CIN-associated TLS have features of an ongoing immune response, and their
presence correlates with increased Thl responses and immune cell activation-
related genes, as previously observed in some primary tumors such as
NSCLC. Thus, we can speculate that TLS may provide a local niche for the dif-
ferentiation and maintenance of memory cells and consequently, may participate
in the generation of a long-term protection against HPV.

Several immune-based cancer therapies aim to target DC subsets to induce anti-
tumor immunity. The two main strategies of DC-based therapies were to pulse
ex vivo generated DC with TAA and to reinject them to cancer patients or to directly
mobilize endogenous DC using cytokines like Flt3 ligand or GM-CSF. Despite the
limited adverse effects, the objective responses using either approach were quite
disappointing with regards to the central role of DC as bridges between the innate
and adaptive immunity. It is of note nowadays that only two anti-tumor vaccines,
both targeting GM-CSF, have been approved by the US Food and Drug
Administration: GVAX for pancreatic cancer and Sipuleucel-T for treatment of
metastatic castrate-resistant prostate cancer [102]. GVAX is an allogeneic GM-CSF
gene-transfected tumor cell vaccine designed to elicit T cell immunity to cancer
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antigens including mesothelin. Recently, Lutz et al. observed TLS neogenesis in
most pancreatic tumors following G-VAX vaccination [103]. TLS-T cells exhibit
signs of activation and effector functions, and a Th17 orientation. Importantly, even
in the presence of T, and expression of inhibitory ICPs i.e., PD1/PD-L1 in TLS,
the effector T cells/T,, ratio is highly in favor of an anti-tumor response in vacci-
nated patients and the enhanced Th1/Th17 axis in TLS correlates with decreased
T, density and long-term survival after vaccine therapy. Thus, these studies showed
that immune-based vaccinations, which were initially designed to boost the adap-
tive immunity, are able to reprogram the tumor microenvironment from an unfavor-
able to a favorable milieu for TLS neogenesis.

It is of note that Sipuleucel-T is a GM-CSF-prostate acid phosphatase (PAP, a
tumor antigen) fusion molecule contraindicated in patients with history of meta-
static castrate-resistant prostate cancer. In this context, it will be interesting to evalu-
ate the shaping of the local immune microenvironment post-vaccination, and to
correlate the putative presence of TLS with the objective response to the treatment.

Altogether, it will be interesting to reanalyze data from previous vaccine clinical
trials, according to TLS stratification, density of tumor-infiltrating effector T cells
and outcome of vaccinated cancer patients in order to characterize therapies that
best promote de novo formation of TLS with anti-tumoral activity.

5.4.3 Immune Checkpoints

The undeniable success of ICP inhibitors with anti-CTLA-4 (Ipilimumab) and
anti-PD1 (Pembrolizumab and Nivolumab) antibodies is considered as a revolu-
tionary therapeutic advance in cancer [104—108]. First introduced in unresect-
able or metastatic melanoma and now in chemo-resistant NSCLC, anti-PD1/
PD-L1 therapies remarkably enhanced the survival of a fraction of patients.
Recently, it has been demonstrated that the mutational landscape of tumor cells
could predict response to anti-PD1 treatment in NSCLC patients [109]. Numerous
somatic mutations are indeed found in smokers compared to never-smokers,
leading to an increased number of neoantigens and promote the efficacy of anti-
PD1 treatment. In many human cancers, PD1 and its ligands have been shown to
be expressed by tumor-infiltrating immune cells among which T cells [110-112]
and TLS-T cells [9]. Thus, it will be very interesting to correlate the presence of
TLS with response to ICP inhibitory antibodies in order to evaluate the putative
impact of these immunotherapies in patients with an already well organized
immune microenvironment.

Taking into account the role of TLS in the shaping of the local immune micro-
environment, we can speculate that immunotherapies based on ICP blockade
may act as a powerful booster of immune responses initiated in TLS already
present in the tumor, TLS being the best place to induce or amplify protective
immunity targeting neoantigens.
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5.5 Conclusions

The recent discovery of tumor-associated TLS adds a new variable to be integrated into
the current efforts to better understand the role played by the immune system in human
cancers and identify efficient immunotherapies aimed to harness anti-tumor immunity.
That tumor TLS display many similarities with canonical SLO and most often corre-
late with long-term survival of patients, argue for a protective role of TLS in cancer.
These structures, which are enriched in DC and organized in T and B cell zones, may
indeed constitute preferential sites for the presentation of TAA allowing the priming of
tumor-reactive naive T cells and/or the reactivation of specific memory T cells. In addi-
tion, thanks to the presence of Try and GC, TLS are also sites for initiation and/or
amplification of humoral responses, which role in cancer just start to be appreciated.
From a therapeutic point of view, pre-existing intra-tumor TLS may constitute a very
useful biomarker for selecting patients who could best beneficiate of immunotherapy
aimed to reactivate tumor-specific T cells. In addition, neo-induction of TLS might be
beneficial in cancer patients to generate efficient anti-tumor immunity, as suggested in
animal models. Yet, several critical questions need to be addressed before exploiting
TLS in therapy. One of these concerns the possible existence of detrimental TLS favor-
ing tumor progression and the identification of the key factors that distinguish good
TLS from bad TLS. Another important issue is to identify the mechanisms allowing
TLS neogenesis in the tumor milieu in order to define strategies that could be used in
patients. Finally, determining how TLS-based strategies could best be combined with
currently used targeted- or immunotherapies is of utmost importance. In particular,
combining inhibitory ICP blockade and TLS induction may represent a promising
strategy to promote efficient cellular and humoral immune responses against tumor.
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Chapter 12

Identification of Tertiary Lymphoid Structure-Associated
Follicular Helper T Cells in Human Tumors and Tissues

Coline Couillault, Claire Germain, Bertrand Dubois, and Hélene Kaplon

Abstract

Follicular helper T (Tth) cells are major components of the humoral immune response due to their pivotal
role in germinal center formation and antibody affinity maturation following B-cell isotype switching. This
CD4* T-cell subtype is mainly found in the B-cell zone of secondary lymphoid organs as well as in tertiary
lymphoid structures (TLS), which are highly organized structures composed of T and B cells, occasionally
found at the invasive margin in the tumor microenvironment.

We describe here how to perform immunofluorescence staining of tumor tissue sections and multi-
color flow cytometry on tumor cell suspensions to identify and visualize these TLS-associated Tth cells
within the tumor microenvironment of various human cancers. These assays take advantage of combina-
tions of markers and molecules involved in Tth differentiation and function.

Key words Tumor, Paraffin-embedded tissue, Follicular helper T cell, Tertiary lymphoid structure,
Immunofluorescence, Flow cytometry, Multiplex, PD-1, CXCR5, Bcl-6

Abbreviations

Bcl-6 B-cell lymphoma 6
CXCL13 C-X-C motif chemokine 13
CXCR5  C-X-C chemokine receptor type 5

FBS Fetal bovine serum

FDC Follicular dendritic cell

FFPE Formalin-fixed paraffin-embedded
GC Germinal center

HCC Hepatocellular carcinoma

HS Human serum

1COS Inducible costimulator

IF Immunofluorescence

LN Lymph node

mDC Mature dendritic cell

NSCLC  Non-small cell lung cancer

Marie-Caroline Dieu-Nosjean (ed.), Tertiary Lymphoid Structures: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 1845,
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-8709-2_12, © Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2018

205
213



206 Coline Couillault et al.

PBS Phosphate-buffered saline
PC Plasma cell

PD-1 Programmed death-1

RT Room temperature

SLO Secondary lymphoid organ
Tth Follicular helper T cell

TLS Tertiary lymphoid structure
1 Introduction

Follicular helper T (Tth) cells constitute a CD4* T-cell subset dedi-
cated to provide T-cell help to B cells and mainly found within
germinal centers (GC) of B-cell follicles. Tth cells support GC
reactions and provide critical signals to B cells allowing antibody
isotype switching, antibody affinity maturation, and B-cell differ-
entiation into memory B cells and plasma cells (PC) [1]. GC Tth
cells are characterized by high surface expression of CXCR5
(C-X-C chemokine receptor type 5), PD-1 (programmed death-
1), and inducible costimulator (ICOS); expression of the transcrip-
tion factor Bcl-6 (B-cell lymphoma 6) in the nucleus; and secretion
of IL-21, IL-4, and CXCL13 (C-X-C motif chemokine 13). The
expression of CXCR5 by Tth cells allows their homing to the B-cell
tollicle in response to gradients of CXCL13.

In solid tumors, Tth cells are detected in lymph node-like
structures with segregated T- and B-cell zones, called tertiary lym-
phoid structures (‘TLS) [2, 4]. The presence of these cells in tumor-
associated TLS may suggest an ongoing local B-cell activation
process leading to the differentiation of specific memory B cells
and PC, whose presence predicts better patient survival in many
solid cancer types [2-5]. Recent studies highlighted that the pres-
ence of a Tth gene signature was associated with better clinical
outcome in several cancer types, including breast cancer [6],
colorectal cancer [7], and non-small cell lung cancer (NSCLC)
[8]. Consistently, a higher risk of relapse has been observed in
patients with CXCL13 deletion in colorectal cancer, probably due
to lower densities of Tth cells and B cells [7]. These findings
strongly suggest that B-cell differentiation supported by tumor-
infiltrating Tth cells is a critical component of efficient antitumor
immunity.

If the presence of TLS has been clearly correlated with a better
prognosis in terms of survival in many solid tumors [9], the mech-
anisms of TLS neogenesis however are still unclear. Several factors
seem to regulate their formation such as TNF family members
(lymphotoxin [10, 11], LIGHT [12], BAFF [13]), cytokines (IL-
17 [14], IL-6 [15], 1L-22 [16]), and chemokines (CCL19/
CCL21 [17, 18], CXCLI13 [19, 20]). In this context, Tth cells
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may participate in TLS formation and maintenance through their
capacity to secrete CXCL13, sustaining a local microenvironment
controlling tumor growth [21, 22].

In this chapter, we describe complementary multiplex meth-

ods, i.e., two methods of immunofluorescence (IF) tissue staining
(three- and five-color) on formalin-fixed paraffin-embedded
(FFPE) tissue sections, and one method of flow cytometry analysis
of cell suspensions prepared from fresh tumor samples, to effi-
ciently detect in situ TLS-associated Tth using NSCLC and hepa-
tocellular carcinoma (HCC) as examples.

2 Materials

2.1 Samples

2.2 Buffers

2.2.1 Visualization

of TLS-Associated Tfh

on FFPE Tumor Tissue

by Triple-CD20/CD3/PD-1
Immunofiuorescence
Staining

2.2.2 Detection

of TLS-Associated Tfh
on FFPE Tumor Sections
by Multiplex CD3/CD4/
CD20/Bcl6 IF Staining

2.2.3 Tth Identification
by Multiparametric Flow
Cytometry from Fresh
Tumor Tissue

[N N N S R

)}

. Five-pm-thick FFPE TLS-associated NSCLC tumor and lymph

node (LN) sections.

. Fresh HCC tumor samples.

. 100% Xylene or Clearene (Leica).

. 100% Absolute ethanol.

. Distilled water.

. Ethanol solutions at 90, 70, and 50%.

. 10x TBS: 47.4 g Trizma® hydrochloride + 263 g sodium chlo-

ride, in 3 L of distilled water; pH adjusted to 7.4.

. Ix TBS: 1 Volume of 10x TBS + 9 volumes of distilled water.
. TBS-T: 1x TBS + 0.04% Tween 20.
. Phosphate-buffered saline (PBS).

. 10x EZ Prep (deparaffinization solution) (Ventana): Needs to

be reconstituted in type 2 pure water.

. Pre-diluted Cell Conditioner #1 (CC1) solution: Tris—-EDTA

buffer pH 8.5 for antigen retrieval (Ventana).

. 10x Reaction Buffer (Ventana): Needs to be reconstituted in

type 2 pure water.

. Discovery Inhibitor (Ventana): Peroxidase blocking solution

containing hydrogen peroxide between 1 and 5%.

. 10x TBS: 47 .4 g Trizma® hydrochloride + 263 g sodium chlo-

ride in 3 L distilled water; pH adjusted at 7.4.

. 1x TBS: 1 Volume of 10x TBS + 9 volumes of distilled water.

. Complete RPMI: RPMI medium supplemented with 1% L-

glutamine, 1% penicillin-streptomycin, and 10% heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS).
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2.3 Reagents

2.3.1 Visualization

of TLS-Associated Tfh

on FFPE Tumor Tissue

by Triple-CD20/CD3/PD-1
Immunofiuorescence
Staining

2.3.2 Detection

of TLS-Associated Tfh
on FFPE Tumor Sections
by Multiplex CD3/CD4/
CD20/Bcl6 IF Staining

2.3.3 Trh ldentification
by Multiparametric Flow
Cytometry from Fresh
Tumor Tissue

2.

Complete RPMI medium without FBS: RPMI medium sup-
plemented with 1% r-glutamine and 1% penicillin-
streptomycin.

. Phosphate-buffered saline (PBS).

4. Staining buffer: PBS supplemented with 5 mM EDTA.

. Antigen retrieval solution: Target Retrieval Solution pH 6

(TRS, Dako, 10x; 1 volume + 9 volumes of distilled water, pH
adjusted to 06).

2. 5% HS: 5% Decomplemented human serum diluted in PBS.

o

. Antibody diluent (Dako REAL™ Dako).
. Primary antibodies: Mouse anti-human CD20 (clone 1.26),

rabbit anti-human CD3 (polyclonal IgG), and mouse anti-
human PD-1 (clone NAT105) antibodies (see Table 1).

. Secondary antibodies: Goat anti-mouse 1gG2a-FITC, donkey

anti-rabbit IgG-Cy3 (F(ab’),), and goat anti-mouse IgGl-
biotin (F(ab’),) antibodies (see Table 1).

. Streptavidin-AF647.
. Mounting Medium with DAPI (ProLong® Gold Antifade

Reagent with DAPI, Life Technologies).

. Primary antibodies: Mouse anti-human Bcl6 (clone GI191E/

A8), rabbit anti-human CD4 (clone SP35), rabbit anti-human
CD3 (clone 2GV6), mouse anti-human CD20 (clone 1.26)
antibodies (see Table 1).

. Secondary antibodies: OmniMap goat anti-rabbit coupled to

HRP (ready to use) and OmniMap goat anti-mouse coupled
to HRP (ready to use) (see Table 1).

. Antibody diluent (Dako REAL™ Dako).
. 9% Hydrogen peroxide.
. Tyramide-fluorophore conjugates: Alexa Fluor AF546 tyra-

mide reagent (Thermo Fisher), Alexa Fluor AF594 tyramide
reagent (Thermo Fisher), Alexa Fluor AF647 tyramide reagent
(Thermo Fisher), Alexa Fluor AF488 tyramide reagent
(Thermo Fisher) (see Table 1).

. DAPI solution (initial concentration 1 mg/ml, Thermo

Fisher).

. ProLong® Mounting medium without DAPI (Thermo Fisher).

. Enzymes: Collagenase TA (Sigma Aldrich) and DNase I (Sigma

Aldrich) endotoxin-free.

2. Tirk’s solution (EMD Millipore).

. Zombie Yellow viability marker (BioLegend).
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Table 1
List of reagents used to detect Tfh by immunofluorescence and flow cytometry

Antibody or Working
reagent Conjugate Host Clone Source Reference dilution
IHC/IF
CD20 UucC Mouse IgG2a L26 Agilent/Dako MO0755 1,250
CD3 UucC Rabbit IgG Polyclonal Agilent/Dako A0452 1/80
PD-1 ucC Mouse IgG1 NAT105 Roche 760-4895 Ready to
use
Mouse IgG2a FITC Goat IgG Polyclonal JIR 115-545-  1/100
206
Rabbit IgG Cy3 Donkey IgG Polyclonal JIR 711-165- 1/100
152
Mouse IgGl  Biotin Goat IgG Polyclonal JIR 115-065- 1/100
205
Streptavidin =~ AF647 NA NA JIR 016-600- 1,100
084
Multiplex
Bcl6 ucC Mouse I1gG1 GI191E/ Ventana 760-4241 Ready to
A8 use
CD3 ucC Rabbit IgG 2GVo6 Ventana 790-4341 Ready to
use
CDh4 ucC Rabbit SP35 Ventana 790-4423 Ready to
use
CD20 UucC Mouse 1gG2a 126 Agilent/Dako MO0755 1/250
OmniMap HRP Goat NA Ventana 760-4311 Ready to
rabbit use
OmniMap HRP Goat NA Ventana 760-4310 Ready to
mouse use
Tyramide AF546 NA NA Thermo Fisher B40954 1,/100
Tyramide AF594 NA NA Thermo Fisher B40957 1/100
Tyramide AF647 NA NA Thermo Fisher B40958 1,/100
Tyramide AF488 NA NA Thermo Fisher B40953 1/100
Flow cytometry
CD45 AF700 Mouse IgG1 HI30 BD 1/25
Biosciences
CD3 APC-H7  Mouse IgGl SK7 BD 1/25
Biosciences
CD4 FITC Mouse IgG1 RPA-T4  BS Biosciences 1/25

(continued)
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Table 1
(continued)
Antibody or Working
reagent Conjugate Host Clone Source Reference dilution
D1 BV605 Mouse IgG1 EH12.1 BD 1/25
Biosciences
CXCR5 PE-Vio615 Recombinant REA103  Miltenyi 1/10
human IgG Biotech
1COS VioBLUE Recombinant REAI1192 Miltenyi 1/10
human IgG Biotech
Bclo PE Mouse IgG1 H11291 BD 1/10
Biosciences
Mouse IgGl  BV605 Mouse IgG1 X40 BD 1/25
Biosciences
Rea Control ~ PE-Vio615 Recombinant REA293  Miltenyi 1/10
human IgG Biotech
Rea Control ~ VioBlue Recombinant REA293  Miltenyi 1/10
human IgG Biotech
Mouse IgGl  PE Mouse IgG1 MOPC-21 BD Bioscience 1/25

The first two parts are dedicated to immunofluorescence. The last part described the characteristics of the primary anti-
bodies used for flow cytometry. Abbreviations: UC unconjugated and NA not available

2.4 Specific
Equipment

2.4.1 Visualization

of TLS-Associated Tfh

on FFPE Tumor Tissue

by Triple-CD20/CD3/PD-1
Immunofiuorescence
Staining

4

. Foxp3/transcription factor staining buffer kit: Fixation/
permeabilization  buffer and permeabilization  buffer
(eBioscience).

. Primary antibodies: Anti-human CD45-Alexa Fluor 700 (BD
Biosciences), anti-human CD3-APC-H7 (BD Biosciences),
anti-human CD4-FITC (BD Biosciences), anti-human
PD1-BV605 (BD Biosciences), CXCR5-PE-Vio615 (Miltenyi
Biotec), ICOS-VioBlue (Miltenyi Biotec), anti-human Bcl6-PE
(BD Biosciences), mouse IgG1-BV605 (BD Biosciences), Rea
Control-PE-Vio615 (Miltenyi Biotec), Rea Control-VioBlue
(Miltenyi Biotec), mouse IgG1-PE (BD Biosciences) antibod-
ies (see Table 1).

. Drying oven.

. Laboratory fume hood.

. Glass containers for slides.

. Plastic containers for slides.
. Water bath.

. Absorbent papers.

. Humidified chamber.
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8. Glass coverslips.
9. Slide scanner: Axio Scan.Z1 fluorescence slide scanner, driven
by Zen 2012 (blue edition) (Zeiss), or equivalent.
2.4.2  Detection 1. Drying oven.
of TLS-Associated Tih 2. Plastic containers for slides.
on FFPE Tumor Sections 3 bath
by Multiplex CD3/CD4/ - Water bath.
CD20/Bl6 IF Staining 4. Glass coverslips.
5. Ventana Discovery XT autostainer.
6. Confocal microscope LSM710 (Zeiss).
2.4.3 Tfh Identification 1. Sterile jars.
by Multiparametric Flow 2. 50 mL Falcon tubes.
Cytometry from Fresh L
Tumor Tissue 3. 10 mm Petri dishes.
4. Forceps.
5. Water bath.
6. 70 pm Cell strainers.
7. Magnetic stirrer.
8. Nonsterile V-bottom 96-well plates.
9. 1.2 mL Tubes (Micronic).
10. LSR Fortessa analyzer (BD Biosciences).
11. FlowJo® software (Tree Star).
3 Methods
3.1 Visualization 1. Dry the slides for a minimum of 30 min (or overnight) in a
of TLS-Associated Tfh drying oven at 37 °C.
on F F PE Tumor Tissue 2. Deparaffinize the slides: Under a laboratory fume hood,
by Triple-CD20/CD3/ immerse the slides in three successive baths of 100% xylene (or
PD-1 Immuno- Clearene), for 5 min each, then in one bath of absolute etha-
fluorescence Staining nol for 5 min, one bath of 90% ethanol for 5 min, one bath of
70% ethanol for 5 min, one bath of 50% ethanol for 5 min, and
one bath of distilled water for 5 min (use glass containers for
slides) at room temperature (RT).
3. Retrieval of antigens: Immerse the slides in a bath of pre-
warmed antigen retrieval solution (TRS, pH 6) for 30 min at
97 °C (in a water bath; use a plastic container for slides).
4. Take out the plastic container from the water bath and let it
cool for 30 min at RT, on the bench.
5. Wash the slides in 1 TBS for 5 min under gentle agitation at

RT (use a glass container for slides) (see Note 1).
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3.2 Detection

of TLS-Associated Tfh
on FFPE Tumor
Sections by Multiplex
CD3/CD4/CD20/Bcl6 IF
Staining

10.

11.

12.
13.

14.
15.
16.

17.

18.
19.

20.

21.

22.

. Dry the slides with absorbent papers (see Note 2).
. Place the slides in a humidified chamber.

. Cover the tissue with 5% HS, for 30 min at RT (for saturation

of the receptors for the Fc portion of immunoglobulins). In
general, 100-300 pL/tissue section is sufficient.

. Simply remove the excess of HS (do not wash) and dry the

slides with absorbent papers.

Cover the tissue with diluted primary antibodies: mouse anti-
human CD20 (clone 1L26) + rabbit anti-human CD3 (poly-
clonal IgG) in the mouse anti-human PD-1 (clone NAT105);
100-300 pL /tissue section is sufficient (see Table 1). Incubate
for 1.5 h at RT.

Wash the slides twice in TBS-T for 5 min under gentle
agitation.
Dry the slides with absorbent papers.

Cover the tissue with diluted secondary antibodies: goat anti-
mouse [gG2a-FITC + donkey anti-rabbit 1gG-Cy3 + goat
anti-mouse IgGl-biotin in TBS (see Table 1). Incubate for
30 min at RT.

Wash the slides twice in TBS-T for 5 min under agitation.
Dry the slides with absorbent papers.

Cover the tissue with streptavidin-AF647 in TBS, and incubate
for 30 min at room temperature (see Table 1).

Wash the slides twice in TBS-T for 5 min under gentle
agitation.

Wash the slides in 1x TBS for 5 min under gentle agitation.
Wash the slides in distilled water for 5 min under gentle agita-
tion (se¢ Note 3).

Mount the slides with glass coverslips using ProLong® with
DAPI.

Let dry the slides at RT in the dark for a maximum of 1 h.
Store the slides at 4 °C in the dark until scanning (or at =20 °C
for a longer period of time).

Scan the slides with a fluorescence slide scanner (Axio Scan.
Z1/Zen 2012, blue edition/Zeiss, or equivalent) (Fig. 1) (see
Notes 4 and 5).

. Prior to the staining process, dry the slides for a minimum of

30 min (or overnight) in a drying oven at 37 °C.

. In Ventana Discovery XT autostainer (see Notes 6 and 7),

select deparatfinization step, in EZ prep buffer 75 °C, 8 min.

. Choose cell conditioning using Cell Conditioner #1 (CC1) for

antigen retrieval step at 95 °C for 44 min (see Note 8).
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Fig. 1 Triple-IF stainings of FFPE sections from NSCLC-derived LN (a—d) or NSCLC tumor tissue (e—h) using
antibodies against human CD20 (panels a-b, d, e-f, h), CD3 (panels a, c-d, e, g-h), PD-1 (panels b—d,
f-h), and DAPI (panels ¢ and g). (e—h) Focus on a TLS within NSCLC tissue. Yellow and white arrows (b, f)
indicate PD-1%9" cells and PD-1+4™ cells, respectively. Magnification: x200
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4.

10.

11.

12.
13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.
22.

23.

Select blocking step to block endogenous peroxidases with one
drop of Discovery Inhibitor, at RT for 8 min.

. Select “primary antibody” to cover the tissue with 100 pL of

ready-to-use mouse anti-human Bcl6 (clone GI191E/A8) for
32 min at 37 °C.

. Select “multimer” to incubate the slides with 100 pL of ready-

to-use secondary antibody (OmniMap mouse Ventana coupled
to HRP) for 12 min.

. Remove the slides from the Ventana autostainer and wash the

slides extensively using a solution containing detergent.

. Rinse for 2 min, three times.

. Prepare hydrogen peroxide solution at 0.15% by diluting the

stock 9% H,O, in distilled water (solution A).

Dilute both tyramide component coupled to Alexa Fluor 546
(100x) and Solution A at 1,/100 in 1x TBS to prepare Solution
B (see Note 9).

Incubate each slide with 200 pL of Solution B at RT for
10 min.

Wash the slides twice in cold distilled water.
Put the slides in the Ventana autostainer.

Select dual sequence and apply antibody denaturation at 90 °C
during 12 min (see Note 10).

Select “primary antibody” to cover the tissue with 100 pL of
ready-to-use mouse anti-human CD3 (clone 2GV6) for 40 min
at 37 °C.

As previously, select “multimer” to incubate the slides with
100 pL of ready-to-use OmniMap goat anti-rabbit coupled to
HRP for 12 min.

Repeat steps 7-9.

Dilute both tyramide component coupled to Alexa Fluor 594
(100x) and Solution A at 1,/100 in 1x TBS to prepare Solution
C (see Note 9).

Incubate ecach slide with 200 pL of Solution C at RT for
10 min.

Wash the slides twice in cold distilled water.
Put the slides in the Ventana autostainer.

Select dual sequence and apply antibody denaturation at 90 °C
during 12 min.

Select “primary antibody” to cover the tissue with 100 pL of
ready-to-use mouse anti-human CD4 (clone SP35) at 37 °C
for 12 min.
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31.
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33.

34.

35.
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41.
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Select “multimer” to incubate the slides with 100 pL of ready-
to-use OmniMap goat anti-rabbit coupled to HRP, at 37 °C
for 16 min.

Repeat steps 7-9.

Dilute both tyramide component coupled to Alexa Fluor 647
(100x) and Solution A at 1,/100 in 1x TBS to prepare Solution
D (see Note 9).

Incubate each slide with 200 pL of Solution D at RT for
10 min.

Wash the slides twice in cold distilled water.
Put the slides in the Ventana Discovery XT autostainer.

Select dual sequence and apply antibody denaturation at 90 °C
during 12 min.

Apply manually 100 pL of mouse anti-human CD20 (clone
126, diluted at 1/250 in antibody diluent) in the Ventana
Discovery XT, at 37 °C for 60 min.

Apply secondary antibody: ready-to-use OmniMap goat anti-
mouse coupled to HRP, at 37 °C for 12 min.

Repeat steps 7-9.

Dilute both tyramide component coupled to Alexa Fluor 488
(100x) and Solution A at 1 /100 in TBS 1x to prepare Solution
E (see Note 9).

Incubate cach slide with 200 pL of Solution E at RT for
10 min.

Wash the slides twice in cold distilled water.

Apply 200 pL of DAPI solution (at 1 pg/mL in TBS 1x) for
nucleus staining. Incubate at RT for 12 min (se¢ Note 11).

Wash the slides twice in cold distilled water.

Mount the slides with glass coverslips using ProLong® Gold
mounting medium without DAPI.

Scan some fields in the slides using a confocal microscope
(LSM710 Zeiss or equivalent).

View digital images using the Zen (black) imaging software
(Fig. 2) (see Notes 12—-14).

. Place the tissue in a petri dish using forceps.

2. Dilacerate the tumor tissue in pieces of up to 2 mm using a

scalpel in complete RPMI medium without FBS (about 1 mL
for 500 mg of tissue).

. Transfer the tissue pieces with the medium into a sterile jar.

. Add collagenase 1A and DNase I to reach a final concentra-

tion of 1.25 mg/mL and 100 pg/mL, respectively, in a final
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7,18 ym 7,18 ym

q 7,18 pm

Fig. 2 Confocal imaging of a FFPE NSCLC tumor section using multiplex immu-
nofluorescence. (a) Numerous CD3* (green) CD4+ (red) T cells can be identified
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volume of 10 mL of complete RPMI without FBS (see Notes
15 and 16).

. Proceed to enzymatic digestion by incubating tissue pieces for

45 min at 37 °C under magnetic agitation in a cell incubator
with 5% CO, (see Note 17).

. Transfer the digested material in a 50 mL Falcon tube and

centrifuge for 8 min at 350 4.

Remove the supernatant and resuspend the pellet in 10 mL of
complete RPMI medium.

. Filter the cell suspension through a 70 pm cell strainer and use

a 10 mL syringe plunger to crush the remaining tumor
fragments.

. Rinse the cell strainer and complete with RPMI medium up to

50 mL.
Centrifuge for 8 min at 350 g at RT.

Resuspend the pellet in 1-10 mL of complete RPMI medium
depending on pellet size.

Dilute 10 pL of cells in 90 pL of Tiirk’s solution which destroys
red blood cells to count them with a FastRead slide or
equivalent.

Resuspend 6 x 10° of cells per tissue of interest in 5 mL of
complete RPMI medium.

Incubate cells for a minimum of 1 h at 37 °C in a water bath to
allow re-expression of CXCR5 on the cell surface (see Note 18).

Prepare the antibody mix and the corresponding isotype con-
trols (see Table 1 and Note 19).

Centrifuge the cells for 8 min at 350 g at +4 °C.

Discard the supernatant and resuspend the cells in 150 pL of
the viability marker solution (Zombie Yellow diluted in 1x
PBS at 1,/400).

Transfer 50 pL of the cell suspension in 96-well plate wells
containing either antibody mix, isotype controls, or staining
buffer only.

Incubate for 30 min at +4 °C.

<
<

Fig. 2 (continued) (in yellow) within the CD20* B-cell zone (purple) of TLS. (b—e) Visualization of Tth cells
within TLS. A higher magnification of Panel (@) enables the visualization of (b) CD3* (green) and (c) CD4~ (red)
cells. (d) Merge of (b)—(c) shows that some CD3* CD4+ T cells (yellow) express Bcl6 (white), a master regula-
tor of Tth differentiation. (e) These Bcl6* cells (white) are visualized within the CD20+* B-cell zone of TLS
(purple), but do not express the B-cell marker CD20
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20. Wash the cells with 100 pL of PBS in each well and centrifuge
for 5 min at 400 g at +4 °C.

21. Discard the supernatant and resuspend the cells in 50 pL of
fixation/permeabilization buffer per well.

22. Incubate for 10 min at +4 °C.

23. Centrifuge for 5 min at 400 4 at +4 °C.

24. Remove the supernatant. Proceed to intranuclear staining by
incubating the cells with antibody mix or isotype controls pre-
viously prepared in 50 pL of permeabilization buffer (Table 1).

25. Incubate for 20 min at 4 °C in the dark.

26. Wash the cells twice with 100 pL of permeabilization buffer at
400 g tor 5 min.

27. Discard the supernatant.

28. Resuspend the cells with 150 pL staining buffer and transfer
into Micronic tubes.

29. Rinse the tubes with 150 pL staining buffer and transfer into
the same Micronic tubes.

30. Flow cytometry data are acquired with a Fortessa flow cytom-
eter (BD Biosciences) within 2 days after staining and ana-
lyzed using the FlowJo software (Tree Star).

4 Notes

1. After antigen retrieval, it is possible to let the slides in a bath
of 1x TBS overnight at RT before continuing the
experiment.

2. When drying the slides with absorbent papers, pay attention
to the tissue. Also, treat the slides one by one: do not let the
slides dry for more than 2 min before adding the following
reagent.

3. To better control DAPI intensity, it is possible (after step 19)
to incubate the slides with a DAPI solution (working concen-
tration: 50 pg/mL in 1x TBS, Life Technologies), for 2 min
(or less) at RT, and then to perform step 20 using a mounting
medium without DAPI (ProLong® Gold Antifade Reagent,
Life Technologies).

4. Tth cells correspond to PD-1ht cells within CD20* B-cell
follicles of LN and TLS from NSCLC patients (Fig. 1b, f, yel-
low arrows). However, some PD-1+/4m cells can also be
observed outside of the GC (Fig. 1b, f, white arrows).

5. Depending on the tissue, a lot of autofluorescence (collagen
fibers) can be observed, especially in the FITC, and to a lesser
extent in the Cy3, channel (Fig. le-h). For this reason, it is
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advised to associate easily recognizable CD20* B-cell follicles
and CD3* T cells with FITC and Cy3 channels, respectively,
and to associate PD-1 with the AF647 channel.

. Protocol can be performed on all Ventana machines (Ultra,

Benchmark). However, optimizations may be necessary.

. Multiplexing IF could be replaced by multiplexed immunohis-

tochemistry with appropriate tyramide components. By IHC,
the washing of the slides has to be completed with one bath of
50% ethanol followed by one bath of 70% ethanol, then one
bath of 90% ethanol, one bath of absolute ethanol, and finally
two baths of 100% xylene. This step is really important to
remove residual paraffin which could interfere with staining
analysis. Then, mount the slides with Cytoseal 60 toluene-
based medium (Richard-Allan Scientific).

. All antibodies work with Cell Conditioner #1 (CCl) in this

case, but it is possible to perform another antigen retrieval step
with CC2 (pH 6 citrate bufter).

. Reconstitute prior to use tyramide coupled to Alexa Fluor

reagent with 50 pL of DMSO (100x stock solution) according
to the manufacturer’s protocol.

The denaturation step is crucial to strip the preceding primary
and secondary antibodies. Tyramides bind covalently to the
tissue, so the denaturation step does not remove the signal.

Avoid using the ProLong® mounting medium with DAPT to
get a better nucleus staining.

It is important to perform single staining for each fluoro-
chrome to record reference emission spectra (library) in order
to carry out spectra deconvolution. During image analysis, it is
important to find an area with all stainings to avoid poor
deconvolution.

Control tissues with expected positive staining for all markers
must be included for each experiment. Human tonsil or LN is
recommended to detect GC zones and Tth cells, as a positive
control of the staining.

The combination of CD3 and CD4 markers is essential to
detect Tth cells, as CD4* cells could also represent macro-
phages or dendritic cells.

Steps 1-3 in Subheading 3.3 have to be carried out in RPMI
without FBS to avoid the inhibition of enzyme action.

Collagenase 1A can be used to digest the extracellular matrix
of different tissue with addition of DNase I to eliminate DNA
of dead cells during the digestion. Timing and concentration
might have to be adjusted depending on the tissue. The proto-
col described here works for breast, ovarian, hepatic, and
NSCLC tumors.
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Gated on Gated on Gated on CD3°
~ CDA45" cells CD3°CD4' T cells CD4* PDIMCXCRS? chlls
1 1 ; 1
= 1 3%

i ¢ 1 9 ]
cp3” CXCRS

ICOS

0:
PDI1

r—y - ——

Bcl6
Fig. 3 Gating strategy for Tfh cell detection in hepatocellular carcinoma. After excluding debris and cell dou-
blets, dead (Zombie Yellow*) cells were gated out. Then, on the CD45* immune cell population, Tfh cells were

identified as CD3*CD4*PD1"CXCR5* T cells (blue gate). Tth cell phenotype was confirmed with Bcl6 and ICOS
expression. PD1" cells were used as a negative internal control for Bcl6 and ICOS expression

Dilaceration Dilaceration + digestion with Collagenase IA/DNase |

No culture No culture | hour culture 2.5 hours culture

PDI

; i =29

CXCRS3 CXCRS3 CXCRS - CXCRS5
Fig. 4 Enzymatic digestion hampers surface CXCR5 detection by flow cytometry. Cells obtained by enzymatic
digestion of tonsils were incubated at 37 °C in a water bath for 1 h and 2.5 h or were kept at 4 °C, and were
then stained with the antibody mix (Table 1). Culture of cells prepared by enzymatic tissue digestion restores
surface expression of CXR5 and allows identification of bona fide PD1"CXCR5" Tth by flow cytometry at a

frequency similar to that observed after mechanical dissociation alone (or in the absence of enzymatic
digestion)

17. Use of a water bath is preferable to maintain, over a short
period, a constant temperature in the tube.

18. Tissue digestion with Collagenase IA leads to the shaving of
CXCR5 which is one of the main markers allowing Tth iden-
tification (Fig. 3). Re-expression of surface CXCRS5 is optimally
obtained after 2.5 h of incubation at 37 °C, but 1 h is enough
to identify Tth cells (see Fig. 4).

19. A negative control tube contains all the antibodies with the
exception of antibodies directed against PD-1, CXCR5, ICOS,
and Bcl6 that are replaced by matched isotype controls.
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Abstract

close contact to the neuroglial tissue.

Encephalitis with anti-NMDAR antibodies (NMDAR-E) is a severe autoimmune neurological disorder, defined by a
clinical presentation of encephalitis and the presence of IgG targeting the GluN1 subunit of NMDA receptors in the
CSF. An underlying ovarian teratoma is commonly associated with this autoimmune disease suggesting a role of
the tumor in immunopathogenesis. In this study, we characterized the salient histopathological features of 27
ovarian teratomas associated with NMDAR-E (3 immature and 24 mature teratomas) and 40 controls without
associated encephalitis. All but one NMDAR-E-associated teratomas contained a nervous tissue component, while
less than 40% of control teratomas did (p < 0.001). GIuNT expression by teratomatous nervous tissue seemed to be
more often glial in NMDAR-E teratomas than in control teratomas (73% vs. 29%, p < 0.05). Strikingly, 3 out of 24
NMDAR-E-associated mature teratomas contained neuroglial tissue exhibiting histopathological features of central
nervous system neuroglial tumor, while such glioma-like features are exceptionally described in the literature on
ovarian teratomas. Moreover, NMDAR-E associated teratomas differed from sporadic ovarian teratomas by
consistent and prominent infiltration of the nervous tissue component by immune cells, comprised of T- and B-cells
and mature dendritic cells organized in tertiary lymphoid structures, with IgG and IgA deposits and plasma cells in

These data demonstrate an association between massive infiltration of NMDAR-E-associated teratomas by immune
cells and particular glial features of its neuroglial component, suggesting that this glial tissue might be involved in
triggering or sustaining the anti-tumor response associated with the auto-immune neurological disease.

Keywords: Ovarian teratoma, Anti-NMDAR encephalitis, Autoimmunity

Introduction

Encephalitis (E) with anti-NMDA receptor (NMDAR)
antibodies (NMDAR-E) is a recently described severe
autoimmune neurological disorder, defined by a clinical
presentation of encephalitis and presence of IgG target-
ing the GIuN1 subunit of the NMDAR in patients’ cere-
brospinal fluid (CSF) [7]. An underlying neoplasm is
found in 25 to 40% of patients, primarily in young fe-
males, and this associated tumor is an ovarian teratoma
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in 90% of the cases [2, 8, 29]. This strong association
suggests a role of the tumor in the immunopathogenesis
of the autoimmune disease. Histopathological studies
reporting presence of neuroglial tissue expressing
NMDAR in ovarian teratoma associated with NMDAR-E
[7, 14, 27, 30] raised the hypothesis that immunization
against the NMDAR might be triggered by NMDAR ex-
pression by teratoma neuroglial elements. However, later
studies including sporadic teratomas without associated
NMDAR-E showed that presence of an ovarian teratoma
with neuroglial tissue expressing NMDAR is not suffi-
cient to induce anti-NMDAR auto-immune response
[14, 20, 27], suggesting tumor specificities in NMDAR-E
patients. Moreover tumor-like features of the teratomatous
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neuroglial component have been reported in the recent lit-
erature [9, 14]. Furthermore, a marked intratumoral lymph-
oid infiltrate colocalizing with mature neuroglial elements is
reported in a few patients with NMDAR-E but is yet to be
fully characterized [6, 9, 14, 19, 27, 30]. In the present study,
we compared ovarian teratomas associated with NMDAR-E
to those in patients with sporadic teratomas in order to de-
scribe histological features characterizing these tumors.

Methods

Patient samples

To be included, patients had to meet the recognized cri-
teria for NMDAR-E associated with the presence of IgG
directed against NMDAR in the CSF [7, 29]. Cases of
NMDAR-E referred to the French Reference Center for
Autoimmune Encephalitis between September 2007 and
November 2018 were identified, and among these those
with associated ovarian teratoma and for whom
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples of the
resected ovarian teratomas were available were included
in the present study. Control cases (sporadic, without as-
sociated NMDAR-E) were all ovarian teratomas resected
in 2013 at the gynecology department of the Hipital
Femme-Meére-Enfant (Lyon, France), which is the largest
center in the region, and analyzed by the Service dAna-
tomo-pathologie (Hospices Civils de Lyon, Groupement
Hospitalier Est, Lyon). The control cases were not tested for
the presence of anti-NMDAR antibodies in CSF or serum.
However, these patients have not developed neurological
symptoms evoking auto-immune encephalitis since 2013.

Tumor pathology

Four um-thick FFPE tissue sections were stained with
hematoxylin-phloxine-saffron (HPS). A referent patholo-
gist (IT) assessed the histological features of ovarian
teratomas, identified their various mixed germ cell com-
ponents, and analyzed the maturity of neuroglial ele-
ments when present. When an immature tissue with
neural differentiation was present, grading of immature
teratomas was performed according to the World Health
Organization (WHO) classification [16]. All available slides
of each tumor were examined at low magnification by IT
and VD and the inflammatory infiltrates in contact or inside
the nervous component were assessed semi-quantitatively
as absent (0), low (+), moderate (++), or high (+++). Cases
containing nervous tissue elements presenting the patho-
logical features of neuroglial tumors were further examined
by neuropathologists (KM, AV, DM) and were described
using World Health Organization terminology for neuroglial
tumors [18].

Immunohistochemical investigation
Immunohistochemistry, developed with diaminobenzine,
and counterstained with hematoxylin, was performed on
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serial sections using automated staining systems (Dis-
covery XT and Benchmark XT; Roche, Meylan, France)
detailed in the Additional file 1, except for the GluN1
subunit of NMDAR that was immunostained following a
manual protocol (detailed in the Additional file 1). In-
flammatory cells were characterized by performing im-
munostaining specific for B-cells (CD20+), T-cells (CD3
+), and mature dendritic cells (DC-Lamp+). Neural ele-
ments within teratomas were analyzed using neuronal
markers (neurofilament — NF, chromogranin A — Chro-
moA) and glial markers (GFAP, Olig2), completed by
routine immunomarkers dedicated to glial tumor pheno-
typing (PS100, EMA, ATRX, IDH1, INA, and CD34).
Manual multiparametric immunofluorescence staining
was performed to detect IgG and IgA -producing cells in
the GFAP+ glial component. Antibodies used and con-
centrations are detailed in the Additional file 1: Table S1
in Online Resource.

DNA sequencing

Next-generation sequencing (NGS) was performed on the
nervous component of one paraffin-embedded teratoma
sample (case#5) as described in the Additional file 1. The
following 10 genes were sequenced: ATRX, BRAF
CDKN2A, HIST1H3B/C, H3F3A IDH1I, IDH2, TERT, and
TP53. Chromosomic deletions on 7q, 7p, 9p 10p, and 10q,
as well as 1p/19q co-deletion were also investigated.

Statistical analysis

Statistical analysis were performed using the R software
version R-3.4.1 (https://cran.r-project.org/). P-values for
nervous tissue components, GIluN1 expression, and
presence of inflammatory comparisons were obtained
using the Fisher’s exact test for contingency tables with
Bonferroni correction for multiple testing. Inter-rater
agreement was quantified by the Kappa (k) statistic.

Results

Histological characteristics of NMDAR-E associated teratomas
During the study period, a total of 286 cases of NMDAR-E
were identified, among whom 57 (19.9%) had an associated
ovarian teratoma; 27/57 (47.4%) formalin-fixed paraffin-em-
bedded (FFPE) samples were available and included in the
present study. A total of 40 control ovarian teratomas were
also included, all were mature and multitissular. Among
NMDAR-E ovarian teratomas, 24/27 were mature multitis-
sular teratomas; the 3 others contained foci of immature
neural tissues (neuroepithelial tubules and neural blastema)
and were thus diagnosed as immature ovarian teratoma (two
grade 2 and one grade 1; Table 1).

Neural differentiation in NMDAR-E associated teratomas
Nervous tissue was present in all but one NMDAR-E as-
sociated teratomas (26/27, 96%) while only 15/40 (38%)
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of control teratomas included nervous tissue (p < 0.001).
In the one NMDAR-E teratoma in which we did not ob-
serve a nervous tissue component, only half of the 2-cm
tumor was embedded in paraffin. As expected, when
present, the nervous component always contained a cen-
tral nervous tissue-like differentiation (Fig. 1). Central
nervous tissue appeared as a well demarcated solid mass
(in 19/26 [73%] NMDAR-E and 9/15 [60%] control tera-
tomas) or lining the inner wall of a cystic cavity (in 17/
26 [65%] NMDAR-E and 12/15 [80%] control terato-
mas). Choroid plexuses were commonly observed in the
central nervous tissue of NMDAR-E (12/26, 46%) and
control teratomas (5/15, 33%). Peripheral and enteric
nervous tissue could be also present (nerves and ganglia
in 9/26 [34%] NMDAR-E-associated teratoma and 7/15
[46%] control teratomas; myenteric plexuses in 6/26
[23%] and 1/15 [6%]). When nervous tissue was present,
there was no significant difference in the frequencies of
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central, peripheral, or enteric neural differentiation be-
tween NMDAR-E and sporadic ovarian teratomas
(Table 2). These neuroglial elements were composed of
glial cells that expressed GFAP or Olig2 (100% of cases),
and neurons that expressed ChromoA (10/17 [59%]
NMDAR-E and 6/12 [50%] control teratomas) or neuro-
filament F (7/17 [41%] NMDAR-E and 7/13 [54%] con-
trol teratomas; Table 3).

Neuroglial NMIDAR expression in NMDAR-E associated
teratomas

By immunostaining, NMDAR expression was detected
in the nervous tissue of 18/22 (82%) teratomas associ-
ated with NMDAR-E and 11/14 (79%) control teratomas
(Table 3). GIuN1 was expressed by neurons (Fig. 2a-b) in
respectively 12/22 (55%) NMDAR-E and 9/14 (64%)
control tumors (Table 3), and by glial cells of astrocytic
morphology both in NMDAR-E associated and control

Table 1 Histological features of NMDAR-E associated ovarian teratomas

Case # Teratoma Grading CNT Cystic/Solid PNT /ENT Inflammatory infiltrates in contact with CNT TLS in contact with CNT
1 Immature (Grade 1) Yes/Yes No/Yes ++ 0
2 Immature (Grade 2) Yes/Yes Yes/No +++ 0
3 Immature (Grade 2) No/Yes Yes/Yes + 0
4% Mature Yes/Yes No/No + 0
5% Mature No/Yes Yes/No + 1
6% Mature Yes/Yes No/No + 1
7 Mature Yes/No No/No + 0
8 Mature Yes/Yes No/No ++ 0
9 Mature Yes/No No/No ++ 0
10 Mature No/Yes No/No ++ 1
11 Mature Yes/Yes Yes/Yes ++ 0
12 Mature No/No No/No NA NA
13 Mature Yes/Yes No/No ++ 0
14 Mature Yes/Yes No/No +++ 1
15 Mature Yes/No Yes/No ++ 0
16 Mature Yes/No Yes/Yes ++ 0
17 Mature No/Yes No/No + 0
18 Mature Yes/Yes No/Yes ++ 1
19 Mature Yes/Yes Yes/No +++ 1
20 Mature Yes/Yes Yes/No + 1
21 Mature No/Yes Yes/No +++ 1
22 Mature No/Yes No/No ++ 1
23 Mature No/Yes No/No ++ 1
24 Mature Yes/No No/No ++ 1
25 Mature Yes/No No/No +++ 0
26 Mature No/Yes No/Yes + 1
27 Mature No/Yes No/Yes +++ 1

NMDAR-E: Encephalitis with anti-NMDAR antibodies; CNT: central nervous system-like teratomatous tissue; PNT: peripheral nervous tissue; ENT: Enteric nervous
tissue. * Cases presenting histological features resembling glioma; TLS: Tertiary Lymphoid Structures; NA: not applicable
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Fig. 1 Central nervous tissue in NMDAR-E-associated and control ovarian teratomas. (a-b) Representative hematoxylin-phloxine-saffron (HPS) gross
structure of NMDAR-E mature ovarian teratomas. In case (a), a strip of central nervous tissue (outlined, black-dotted lines) lined the inner wall of a
cystic cavity. In case (b), the central nervous tissue (outlined, black-dotted lines) formed a solid mass between connective and adipose tissues(c-d)
Representative HPS structure of immature ovarian teratomas associated with NMDAR-E. In (c), note the strip of central nervous tissue (outlined,
black dotted lines) and the immature foci (arrowheads) with increased cellular density and neuroepithelial tubules. In case (d), the immature
nervous contingent formed a solid mass lined with ependymal wall; note the choroid plexuses (arrowhead). e-f Representative HPS structure of
control mature teratomas. The case (e) contained a strip of mature nervous tissue lining the wall of a cystic cavity (outlined, black dotted line). In
the case (f), the solid mature nervous tissue was surrounded by connective and adipose tissue. Scale bar: 100 um

Table 2 Comparison between NMDAR-E-associated and control teratomas with nervous tissue

NMDAR-E teratomas (n = 27) Control teratomas (n = 40) p-value
Nervous tissue, n (%) 26 (96) 15 (38) 5107
Central 26/26 (100) 15/15 (100) 1
Solid 19/26 (73) 9/15 (60) 049
Cystic 17/26 (65) 12/15 (80) 047
Choroid plexus 12/26 (46) 5/15 (33) 051
Peripheral 9/26 (34) 7/15 (46) 0.51
Enteric 6/26 (23) 1/15 (6) 0.23
Teratomas displaying histological features 3/26 (12) 0/15 (0) 0.54
of gliomas, n (%)
Inflammatory infiltrates in contact to central nervous tissue, n (%) 26/26 (100) 2/15 (13) 5. 1079
Tertiary lymphoid structures 13/26 (50) 1/15 (6) 0.006

***: significant after Bonferroni correction for multiple comparisons, p < 0.001
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Table 3 Cell markers expressed by nervous tissue and inflammatory infiltrates in NMDAR-E-associated and control teratomas

NMDAR-E teratomas (n=27)  Control teratomas (n=40)  p-value
Neuronal markers expression by neural elements when present, n (%)° 10/17 (58) 9/13 (69) 0.70
ChromoA+ 10/17 (59) 6/12 (50) 071
NF+ 7/17 (41) 7/13 (54) 0.71
GIuNT1 expression by neural element when present, n (%)° 18/22 (82) 11/14 (79) 1
Neuronal 12/22 (55) 9/14 (64) 0.73
Glial 16/22 (73) 4/14 (29) 0.015
Inflammatory infiltrates in contact to neural element when present, n (%) 26/26 (100) 2/15 (13) 5. 10 e
B-cells (CD20+) 19/23 (83) - -
T-cells (CD3+) 22/23 (96) - -
Mature dendritic cells (DC-Lamp+) 11/24 (46) - -

“Percentages are calculated on the number of assessable cases. NF: neurofilament.

*##: significant after Bonferroni correction for multiple comparisons, p<0.001

teratomas (Fig. 2c-d). Co-immunostaining with GluN1
and GFAP antibodies demonstrated that both proteins
were co-expressed by astrocytes in NMDAR-E associated
teratomas (Fig. 2e-g) and in control teratomas (Fig. 2h-j).
This glial expression of GluN1 seemed to be more com-
mon in the nervous tissue of NMDAR-E associated ovar-
ian teratomas (16/22 (72%) vs. 4/14 (28%); Table 3).

Glioma-like features in NMDAR-E teratomas
Tumor-like areas with histopathological features of central
nervous system (CNS) neuroglial tumor was observed in 3

ChromoA: chromogranin A

cases of mature ovarian teratoma with NMDAR-E (patients
#4, #5, and #6). The histopathological phenotypes of
tumor-like nervous tissues of these 3 cases were respectively
suggestive of an oligodendroglioma, a ganglioglioma, and a
malignant glioma. Detailed examination of the nervous tis-
sue from the teratoma resected from case #4 found a prolif-
eration of monotonous cells with round and uniform nuclei
surrounded by a perinuclear cytoplasmic halo mixed with a
vascular network of short, geometrically-arranged, capillary
segments, consistent with an oligodendroglioma not other-
wise specified (NOS) (Fig. 3a). Tumor cells were positive for

Fig. 2 GIuN1 expression by neuronal and glial cells in NMDAR-E associated and control ovarian teratomas. a Representative neuronal GIuN1
immunostaining of ovarian teratomas associated with NMDAR-E. Neuronal expression of NMDAR subunit is detected in large ganglion cells (see
cytoplasmic and weak nuclear staining on magnification). b Representative neuronal GIuNT immunostaining in the nervous tissue of a sporadic
ovarian teratoma. Note the cerebellar-like organization with Purkinje-like cells expressing GIuN1 (on magnification). ¢ Representative glial GIuN1
immunostaining of ovarian teratomas associated with NMDAR-E. GIuN1 expression by astrocytic cells is cytoplasmic but also sometimes nuclear
(on magnification). d Representative GIUNT immunostaining of sporadic mature ovarian teratomas with a nervous component. NMDAR subunit
was expressed by neuropil, cell bodies of ganglion cells (arrows) and glial cells (on magnification). e-g Representative co-immunofluorescence
stainings for GFAP (green) and GIuN1 (red) in the central nervous tissue of NMDAR-E teratomas. h-j Representative co-immunofluorescence
stainings for GFAP (green) and GIuN1 (red) in the central nervous tissue of control teratomas. Scale bar: 50 um
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Fig. 3 Histopathological phenotypes of NMDAR-E associated teratoma presenting histological features of gliomas. a-c Case #4. Hematoxylin-
phloxine-saffron (HPS) staining (a) of the solid nervous tissue containing monotonous cells surrounded by perinuclear cytoplasmic halos (“fried-
egg” oligodendrocytes-like cells) mixed with a vascular network consisting of short geometrically-arranged capillary segments, consistent with the
histopathological observations of an oligodendroglioma. Some tumor cells showed positivity for Olig2 expression (b) but low Ki-67 proliferation
index (c). d-f Case #5. HPS staining (d) of the neuroglial tissue showing increased cellular density, clusters of ganglion cells and aligned
oligodendrocytes-like cells, consistent with the histological features of a ganglioglioma. Some tumor cells were found to be positive for Olig2
expression (e) and the Ki-67 proliferation index was increased in the perivascular area (f). g-i Case #6. HPS staining (g) of the nervous tissue with
highly elevated cellular density and pleiomorphic or poorly differentiated cells, consistent with the histopathological aspect of a malignant
glioma. Some tumor cells show positivity for Olig2 expression (h) and elevated Ki-67 proliferation index (i). Scale bar: 100 um

Olig2 (Fig. 3b), PS100 and ATRX, and negative for cells and alignments of oligo-like cells, evoking the histo-
R132H-IDH1. Ki-67 proliferation index was <5% (Fig. 3c).  logical features of a ganglioglioma (Fig. 3d). No bush-like
Histological investigation of the nervous tissue component  astrocyte was detected with CD34 immunohistochemistry.
from case #5 found elevated cellular density with presence In case #6, the nervous tissue component presented highly
of clusters of ChromoA-positive CD34-negative ganglion elevated cellular density and abundant pleomorphic cells
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(Fig. 3g), which were sometimes positive for Olig2 (Fig. 3h),
PS100 or EMA. Ki-67 proliferation index was focally ele-
vated at 8% (Fig. 3i). Necrosis, mitosis and microvascular
proliferation were absent. In these 3 cases, no immature
neural tissue was found. The genetic alterations commonly
associated with gliomas were searched for using NGS ana-
lysis of the nervous component for case #5 (it was not pos-
sible for the 2 other cases because of technical failure); no
mutation commonly associated with gliomagenesis was
found. Medical NMDAR-E history and outcome of these 3
cases of NMDAR-E were classical and further described in
the Additional file 1. There was no teratoma relapse, as ex-
pected in the case of mature teratoma.

Characteristics of inflammatory infiltrates in NMDAR-E
associated teratomas

An immune cell infiltration closely adjacent to the neuro-
glial tissue was found in all 26 cases of NMDAR-E while
only in 2/15 control teratomas (p<0.001). Among
NMDAR-E teratomas, 65% (18/26) displayed moderate to
high inflammatory infiltrates (score of 2 or 3; Fig. 4;
inter-rater agreement k = 1). There was no relationship be-
tween these immune cell infiltrates and the phenotype of
the nervous tissue component (central, peripheral or en-
teric). These inflammatory infiltrates were composed of
CD3+ T-cells and CD20+ B-cells (Fig. 5). In 50% of
NMDAR-E associated cases, immune cell infiltrates in the
nervous tissue component were organized in Tertiary
Lymphoid Structures (TLS) with segregated T and B cell
zones (13/26 (50%) vs. 1/15 (6%) control teratomas, p =
0.006; Fig. 5). Mature dendritic cells (DC-LAMP+), an
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essential component of TLS [13], were detected in
T-cell-rich areas in 46% of cases with NMDAR-E associ-
ated ovarian teratoma (12/26; Fig. 5j). Multiplex immuno-
fluorescence staining revealed the presence of diffuse IgG
and IgA deposits and individualized IgG+ or IgA+ plasma
cells in contact with the neuroglial tissue of 17/19 (89%)
of NMDAR-E associate teratomas while only 3/15 (20%)
control teratomas exhibited some weak IgG or IgA de-
posits without individualized stained cells (Fig. 6).

Discussion
This histopathological study emphasizes the specificities
characterizing ovarian teratomas associated with NMDAR-E.
Notably, all but one NMDAR-E associated ovarian teratomas
contained a nervous tissue component, while only just over a
third of control ovarian teratomas did so. Furthermore, ex-
pression of the NMDAR GIluN1 subunit by the teratomatous
nervous tissue was significantly more often glial in
NMDAR-E teratomas than in control teratomas. Another
striking particularity was that among these 27 mature terato-
mas, 3 contained neuroglial tissue exhibiting histopatho-
logical features of CNS neuroglial tumor, while it was
exceptionally reported in the literature on sporadic ovarian
teratomas ([1, 3, 10, 15, 24, 25, 31-34] the histological classi-
fication of these 20 cases is summarized in Additional file 1:
Table S2 in Online Resource). We also confirmed the par-
ticular immune environment of the nervous tissue of these
teratomas that exhibited massive inflammatory infiltrates.
Although the frequency of immature teratomas among
NMDAR-E associated cases herein is lower than that re-
ported in the previously published case series [6, 9, 30],

Fig. 4 Inflammatory infiltrates in contact with nervous tissue in NMDAR-E-associated and control ovarian teratomas. Representative hematoxylin-
phloxine-saffron (HPS) staining of teratoma nervous tissue with no (score 0), weak (score 1+), moderate (score 2+) or high (score 3+) immune cell
infiltration (dotted). Scale bars: 50 umn. Comparison of the semi-quantitative analysis of immune cell infiltrates between NMDAR-E associated (n = 26)
and control (n = 15) ovarian teratomas with nervous tissue. Scale bar: 50 um
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Fig. 5 Characterization of the immune environment of the nervous tissue of NMDAR-E-associated ovarian teratomas. Representative nervous tissue of
NMDAR-E teratoma infiltrated by immune cells and stained by hematoxylin-phloxine-saffron (a, f, k) or immunolabeled with the neuronal marker NF (b, g, I,
the CD3 T-cell marker (¢, h, m), the CD20 B-cell marker (d, i, n), or the mature dendritic cell marker DC-LAMP (e, j, 0). a-e Diffuse inflammatory infiltrate closely
adjacent to neural tissue (a, dotted area) containing NF-stained neurons (b) and composed of T-cells (c) and B-cells (d), with some mature dendritic cells (e,
see higher magnification in the upper right corner). (fj) Tertiary Lymphoid Structure (TLS) next to a focus of neuroglial tissue (f, dotted area) containing some
NF positive neurites (g), with segregated B- and T-cells (h, i) and mature dendritic cells (j, see higher magnification in the upper right corner). k-o Lymphoid
infiltrates close to a foci of neuroglial tissue (k, dotted area) without NF expression (I) and composed of segregated T-cells (m) and B-cells (n). Note the
absence of mature dendritic cells (o, see higher magnification in the upper right corner). Scale bars: 50 um

14% of all reported cases (including those herein) are
immature which is much greater than sporadic ovarian
teratomas; only 3% of the latter are diagnosed as imma-
ture, mostly on the presence of immature neural tissue.
[4, 22]. This difference could be related to ovarian tera-
tomas of NMDAR-E patients more frequently containing
neural tissues that have de facto the potential to be im-
mature; neural tissue was found in all but one ovarian
teratoma from patients with NMDAR-E but only just
over a third of controls herein, and 30% of mature ovar-
ian teratomas described in the literature [4, 21]. This
suggests that the presence of nervous tissue may be es-
sential to trigger the breaking of immune tolerance
against NMDAR associated with encephalitis. Interest-
ingly, the expression of this receptor in the nervous
component of NMDAR-E teratoma has been detected in
some cases by immunofluorescence using patient serum
IgG [30] or immunohistochemistry against the GluN1
subunit [14, 27] and the GluN2B subunit of NMDAR
[27]. Furthermore, using a commercial antibody we con-
firmed herein the positivity of teratoma nervous tissues

for the GluN1 subunit of NMDAR in more than 80% of
NMDAR-E teratomas of this large cohort. We also, how-
ever, report GluN1 expression in the same proportion of
control teratomas with a neural differentiation, confirm-
ing that the mere ectopic expression of GIuN1 is not per
se sufficient to trigger the cross-immune reaction lead-
ing to neurological symptoms. This is supported by the
report of GluN1 and GIluN2B expression in epithelial
ovarian carcinoma without occurrence of paraneoplastic
NMDAR-E [23]. A possible explanation could be related to
the NMDAR subunit composition profile or the cellular
phenotype of cells expressing NMDAR. Herein, GIuN1 was
expressed both by neuronal and glial cells composing the
nervous component of ovarian teratomas associated or not
with NMDAR-E; neuronal expression is expected but glial
expression is noteworthy, even if NMDAR expression by
human astrocytes has been described [5, 17]. This glial
GluN1 expression was more frequent in NMDAR-E associ-
ated teratoma than in sporadic cases, which might suggest
that type of neural cells expressing the antigen NMDAR
could be involved in the outbreak of NMDAR-E.
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Fig. 6 IgG and IgA deposits and producing cells in NMDAR-E associated teratomas. a Representative GFAP/IgG/IgA immunofluorescence (IF)
staining of a NMDAR-E associated teratoma showing IgG (in red) and IgA (in white) deposits along a GFAP+ strip of neuroglial tissue (in green).
Hoechst was used to visualize nuclei (blue) and pictures on the right correspond to individual channels. b Representative GFAP/IgG/IgA IF
staining of a control teratoma without IgG nor IgA deposits in contact with GFAP+ neuroglial tissue. ¢ GFAP/IgG/IgA IF staining of a NMDAR-E
associated teratoma focused on GFAP+ neuroglial islands surrounded by immune cells and diffuse IgA deposits (white) and some isolated IgG+
cells (red). Hoechst was used to visualize nuclei (blue) and pictures on the right correspond to individual channels. d GFAP/IgG/IgA IF staining of

associated teratoma. Scale bars: 50 um

a NMDAR-E teratoma showing individualized IgA+ cells (white) and IgG+ (red) in contact with GFAP+ neural elements (green) in a NMDAR-E

The present study establishes that other neuroglial fea-
tures also distinguish NMDAR-E teratomas from spor-
adic ovarian teratomas. For instance, in three patients
the mature nervous component presented tumor-like
areas characterized by histological features of CNS tu-
mors [18]. Such foci of nervous tissue forming a histo-
logical pattern reminiscent of glioblastoma can be
observed in ovarian teratoma [28]. However, less than 25
cases of mature ovarian teratoma with nervous tissue
exhibiting histological features of glioma (mostly glio-
blastoma and oligodendroglioma) have been described
since 1960 [1, 3, 10, 15, 24, 25, 31-34], making these ex-
tremely rare events. The presence of a singular neuronal
component in NMDAR-E teratomas has been previously
suggested by the report of “abnormal neuronal elements”
in 3 cases of mature ovarian teratomas [9]. Consistently,
Iemura et al. have recently reported an “abnormal mon-
otonous appearance” of the mature neuroglial tissue of 4
NMDAR-E teratomas with densely aggregated small
neurons [14]. Herein, we precisely characterized these
previously reported histological phenotypes that were
consistent with neuroglial tumors; we observed obvious
neuroglial changes that were not limited to the presence
of “dysplastic or monotonous neurons”, but which also
included gliomatous features, characterized by in-
creased glial cell cellularity and glial marker expression,
and clearly distinct from reactive abnormalities often
observed in teratomas [9]. In one case, we further

investigated the molecular phenotype of this
glioma-like component. No gliomatous mutations were
detected in this ganglioglioma-like proliferation, sug-
gesting that adult CNS gliomagenesis pathways might
not be involved in the glioma-like phenotype of the ter-
atomatous tissue.

Besides these tumoral specificities, NMDAR-E-associated
ovarian teratoma were also characterized by a massive and
systematic infiltration of immune cells in close contact with
nervous tissue component. Dense inflammatory infiltrates
around neural tissue have been previously shown in
NMDAR-E teratomas [6, 9, 14, 19, 27]. These lymphoid ag-
gregates are composed of segregated B- and T-cells and
sometimes organized in reactive tertiary lymphoid struc-
tures [6, 19]. We further revealed that immune infiltrates in
NMDAR-E associated teratoma frequently contained ma-
ture dendritic cells in the vicinity of nervous tissue. These
features are characteristics of tertiary lymphoid organs, that
have already been reported in other tumors [13] and are
believed to be generated as a result of local antigen pres-
entation in a context of chronic inflammation and to per-
petuate adaptive immune responses providing local source
for antibody production [12]. Herein, we observed im-
munoglobulin deposits and immunoglobulin secreting
cells in direct contact with the nervous tissue of
NMDAR-teratomas, while previous studies had already
detected plasma cells in NMDAR-teratomas [19, 32]. The
presence of the B-cell response effectors in the tumor
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associated with B-mediated immunity supported the idea
that in young females with NMDAR-E and ovarian tera-
toma, the tumor triggers the anti-NMDAR immune reac-
tion. In particular, the detection of intra-tumoral IgA is
consistent with the existing correlation between the pres-
ence of an associated teratoma and anti-NMDAR IgA in
the CSF of patients with NMDAR-E [11]. All these data
strongly suggest a link between the tumor immune envir-
onment and the CNS humoral auto-immunity directed
against the onconeural antigen NMDAR. Recently,
Makuch et al. demonstrated this link by showing that
NMDAR ovarian teratoma tissue contained B cells which
can produced IgG directed against GIuN1 in culture [19].
We previously reported that genetic alteration of onco-
neural antigens, including gains and mutations, can play a
major role in the induction of the immune response asso-
ciated with paraneoplastic neurological syndromes [26].
Neoantigen production due to such genetic alterations in
NMDAR coding genes might be also a potential mechan-
ism leading to this singular anti-tumor immune response
characterized by the intratumoral presence of B- and
T-cell response effectors of the auto-immune disease.

Further molecular characterization of the expressed
NMDAR antigens and gene expression profiling of tumor
infiltrating immune cells in NMDAR-E teratoma are
needed. This will require microdissection to improve the
sampling of nervous tissue and infiltrates, and the pro-
spective collection of fresh resected tumors to obtain a
better quality of extracted DNA/RNA and to allow flow
cytometry analysis of infiltrating immune cell population,
as previously done in the cystic aspirate from one
NMDAR-E teratoma by Makuch et al. [19].

In conclusion, the present study finds that the particular
immune environment of the neuroglial tissue in NMDAR-E
teratomas is associated with teratoma specificities. These
histological features are unlikely to be sufficient per se to in-
crease the immunogenicity of this ectopic nervous tissue;
further investigation of teratoma genetic alterations is re-
quired to identify the molecular triggers of the immune tol-
erance breakdown leading to the auto-immune disease.

Additional file
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study. DNA sequencing. Supplemental Results: Clinical description of
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