a Université
These de doctorat ' -
‘ : ‘ de Limoges

Université de Limoges
Ecole Doctorale Bio-Santé (ED 524)

UMR 7276 Controle de la Réponse Immune B et des Lymphoproliférations

These pour obtenir le grade de
Docteur de I’'Université de Limoges

Onco-hématologie

Présentée et soutenue par
Nicolas Arnaud

Le 15 décembre 2017

Les lymphomes B diffus a grandes cellules de type activé : r6le de
NF-kB et de c-Myc.

These dirigée par le Docteur Nathalie FAUMONT et le Professeur Jean FEUILLARD

JURY :

Présidente du jury
Mme. Danielle TROUTAUD, PU, EA 3842, Université de Limoges

Rapporteurs
Mme. Véronique BAUD, DR INSERM, EA 7324, Université Paris Descartes
Mme. Marie-Hélene DELFAU-LARUE, PU-PH, Hopital Henri Mondor Créteil

Examinateur

M. David RIZZO, MCU-PH, UMR CNRS 7276 CRIBL, CHU Dupuytren, Université de Limoges
Invités

Mme. Nathalie FAUMONT, MCU, UMR CNRS 7276 CRIBL, Université de Limoges

M. Jean FEUILLARD, PU-PH, UMR CNRS 7276 CRIBL, CHU Dupuytren, Université de Limoges



Nicolas Arnaud | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2

(@) 5Y-NC-ND | me|



« There is nothing noble in being superior to your fellow man; true nobility is being superior
to your former self. »

Ernest Hemingway

« And why do we fall, Bruce? So we can learn to pick ourselves up. »

Thomas Wayne
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P-TEF : Positive Transcription Elongation Factor
PTEN : Phosphatase and TENsin homolog

PTPN6 : Protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 6

PTPN11 : Protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 11

PTLD : Post-Transplant Lymphoproliferative
Disorder

PU1 : Purine box factor 1

PUMA: p53 Up-regulated Modulator of
Apoptosis
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RANKL : Receptor Activator of Nuclear Factor -
kB Ligand

Rag : Recombination Activating Gene
RBP-Jk : Recombination-Binding Protein Jkappa
RHD : Rel Homology Domain

RIP: Receptor Interacting serine/thréonine
Protein

RIPA : Radio ImmunoPrecipitation Assay

RPMI: Roswell Park Memorial Institute
medium
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rtTA: reverse tetracycline  dependent
Transactivator
S

SCFFbw7 : Skpl—Cullin-1-F-box complex that
contains FBW7

SCID : Severe Combined Immunodeficiency
SFK : Src Family Kinase
Shh : Sonic hedgehog

SHP-1: src homology region 2 domain-
containing phosphatase-1

SKP2 : S-phase Kinase-associated Protein 2
SOCS : Suppressor of Cytokine Signaling
Sox2 : SRY (sex determining region Y)-box 2
SP1 : Specific Protein 1

STAT : Signal Transducer and Activator of
Transcription

SVF : Sérum de Veau Foetal
T

TAD : Transcriptional Activation Domain

13



TAK1 : TGF-8 Activated Kinase 1

TCF3 : Transcription Factor 3

TdT : Terminal deoxynucleotidyl Transferase
TFIIB : Tanscription Factor Il B

TGFB : Transforming Growth Factor 8
TIP : TAT-Interactive Protein

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNFAIP3 : TNF Alpha Induced Protein 3
TLR : Toll Like Receptor

Tp53 : Tumor Protein P53

TR : Terminal Repeat

TRADD : TNF Receptor-Associated Death
Domain

TRAF : TNFR-Associated Factor

TRAIL-R : Related

Apoptosis Inducing Ligand Receptor

Tumor-necrosis-factor

TRIF : Toll-Like Receptor Adaptor Molecule
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WHO : World Health Organization
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XBP1 : X- Box binding Protein 1

Z
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Avant-propos

Mon travail de thése a consisté en I'étude d’une coopération entre deux voies
oncogéniques dans les lymphomes B agressifs tels que les lymphomes B diffus a grandes

cellules de type activé (ABC-DLBCL) : NF-kB et c-Myc.

Mon document comprendra trois chapitres. Le premier chapitre est une introduction
bibliographique. Dans un premier temps, nous décrirons le facteur de transcription c-Myc en
nous attardant sur la structure du géne, sa régulation et ses fonctions. Ensuite, nous
remettrons c-Myc dans le contexte de divers lymphomes B agressifs et indolents, ainsi que
dans le myélome multiple. Pour finir cette partie traitant de c-Myc, nous ferons une large
revue des différents modeéles murins présentant une surexpression de c-Myc dans les cellules
B. Dans un deuxieme temps, sur le méme principe que la partie traitant de c-Myc, nous
décrirons le facteur de transcription NF-kB. Et pour finir cette introduction bibliographique,

nous définirons les objectifs de la these.

La deuxiéme partie consistera en la description des différents résultats expérimentaux
obtenus durant ma these. Un premier volet sera consacré a la dérégulation de c-Myc dans un
contexte d’activation constitutive de NF-kB via différents inducteurs (virus d’Epstein-Barr, le
TLR9 (toll-like receptor 9) et un signal CD40 dans divers modeles (in vitro et in vivo) (Arnaud et
al., 2017). La derniere partie présentera des résultats préliminaires sur I'effet de la stimulation
du TLR9 sur le microenvironnement des cellules B dans un modele murin présentant une

surexpression de c-Myc dans les cellules B.

Ce manuscrit se terminera par une discussion générale des résultats au regard de la

littérature ainsi que par une conclusion et des perspectives inhérentes a ces travaux.
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Chapitre I. Introduction

I.1. Le facteur de transcription c-Myc.

En 1982, le géne codant I'oncoprotéine c-Myc a pour la premiere fois été décrit comme
un analogue de I'oncogéne v-myc du virus de la myélocytomatose aviaire MC29 (Vennstrom
et al., 1982). La méme année, il a été démontré que, dans le lymphome de Burkitt, le géne c-
myc, situé normalement sur le bras cours « q » (8q24) du chromosome 8, est juxtaposé avec
le locus de la chaine lourde d'immunoglobuline (IGH), situé sur le chromosome 14, provoquant
ainsi sa surexpression (Taub et al., 1982). C-Myc peut également étre surexprimé par
juxtaposition avec les locus des chaines légéres d’'immunoglobuline par les translocations
t(2;8)(p11;924) ou t(8;22)(q24;q11). Le lymphome de Burkitt est une tumeur hautement
proliférative, ces modifications représentent un événement primaire, c’est-a-dire un
évenement a l'origine de la pathologie (pour revue: Klapproth and Wirth, 2010). C-myc est un
puissant oncogene et sa dérégulation, quel qu’en soit le mécanisme, est associée a un
comportement clinique extrémement agressif (Meyer and Penn, 2008; Ott et al., 2013).
Cependant, la translocation t(8; 14)(g24; q32) a également été trouvée a fréquence tres basse
dans le sang et la moelle osseuse d'individus apparemment en bonne santé (Cai et al., 2015),
ce qui suggere que les altérations de c-myc seules ne sont pas suffisantes pour déclencher la

lymphomageneése.

I.1.1. Organisation du géne c-myc.

CTCF NF-«B Blimpl CTCF NF-kB CTCF

j \ ‘|—>P0 P> P2 P3
5 c1G {atc ] 3 ADN

Exon 1 Exon2 .7 Exon 3

,ciMyc1,;if"f Exon 2 ’ Exon 3
[ only | |

ARN

Figure 1 : Représentation schématique du gene c-myc (modifié d’aprés (Ryan and Birnie, 1996)). Les
promoteurs PO, P1, P2 et P3 sont signalés par des fléches noires coudées. Les fleches rouges
représentent les sites de fixation de certains facteurs de transcription.

Le géne c-myc est situé sur le chromosome 8 chez 'Homme, et est constitué de trois
exons, I’exon | non codant et les exons |l et |l codant la protéine c-Myc. Ce gene est régulé par
qguatre promoteurs, PO, P1, P2 et P3. Comme montré sur la Figure 1, PO est situé dans la région
5’ non traduite (5’UTR) du géne, P1 et P2 dans I’exon | et P3 dans 'intron I. Les promoteurs P1
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et P2 sont les points d’initiation majoritaires des transcrits du géne c-myc, avec une répartition
de 75% a 90% pour P2 et 10 a 25% pour P1. Moins de 5% des transcrits sont initiés a partir des
promoteurs PO et P3 (Facchini and Penn, 1998; Ryan and Birnie, 1996; Wierstra and Alves,
2008).

Le géne c-myc possede deux sites de liaison a NF-kB :
- URE (upstream regulatory element) en amont du promoteur P1
- IRE (internal regulatory element) dans I'exon 1.

NF-kB régule c-myc apres avoir été stimulé par diverses voies de signalisation, telles que par
IL-1 (Duyao et al., 1992a), TNF (Tumor necrosis factor) (Kirillova et al., 1999) ou encore par le

CDA40 (Schauer et al., 1996).

D’autres facteurs de transcription se lient au promoteur de c-myc, tel que BLIMP1 (B
lymphocyte-induced maturation protein-1) et CTCF (CCCTC-binding factor). BLIMP1 réprime le
promoteur de c-myc causant I'apoptose des cellules. Il se fixe sur le promoteur et recrute des
HDAC (histone désacétylase). Les HDAC désacétylent les histones H3 associées au promoteur
de c-myc et cela permet la répression du géne (cf1.1.3) (Lin et al., 1997; Yu et al., 2000). CTCF
(cf1.1.3) réprime également c-myc en se fixant aux différents sites présents sur le promoteur.

Cette répression diminue la croissance cellulaire (Filippova et al., 1996).

Il existe un lien étroit entre I'expression de c-Myc et le potentiel prolifératif des
cellules, Kelly et al. ont établi un lien direct entre une stimulation mitogénique des cellules

guiescentes et une rapide induction de '’ARNm de c-Myc (Kelly et al., 1983).

1.1.2. C-Myc : role de facteur de transcription.

C-Myc active divers groupes de génes grace a son association en hétérodimére avec la
protéine Max (Myc Associated factor X). Le domaine basique hélice-boucle-hélice Zipper
(bHLHZ) de c-Myc s’associe a Max, qui possede également un domaine bHLHZ (Blackwood and
Eisenman, 1991). Cet hétérodimere reconnait et se fixe sur une séquence d’ADN spécifique,

E-Box, possédant CACGTG (Blackwell et al., 1990).

Nicolas Arnaud | Thése de doctorat | Université de Limoges | 17

(@) 5Y-NC-ND | me|



| P
CACGTG POL I QXK

Figure 2 : Activités activatrice et inhibitrice de c-Myc. (modifié a partir de (Klapproth and Wirth, 2010)).
A. C-Myc recrute des histones acétyltransférases pour remodeler la chromatine : c-Myc interagit
directement avec p300, et TIP60 (TAT-interactive protein 60) et GCN5 (General Control of amino-acid
synthesis 5) viaTRRAP (Transformation/Transcription domain Associated Protein). La liaison de facteurs
d’élongation de la transcription tels que P-TEFb (Positive-Transcription Elongation Factor b) est un autre
meécanisme d’induction de la transcription des génes cibles.

B. Répression transcriptionnelle par le complexe c-Myc/Max (Myc-Associated factor X). Le complexe c-
Myc/Max interagit avec MIZ-1 (Myc-Interacting Zinc finger protein 1), 'empéchant de se lier a p300.
L’association de c-Myc/Max/MIZ-1 conduit au recrutement d’une ADN méthyltransférase (DNMT3a)
induisant la répression de la transcription.

C-Myc peut étre un activateur ou un répresseur de la transcription (Figure 2). C-Myc
est considérée comme un activateur de la transcription qui agit principalement grace a la
modulation de la structure de la chromatine. Les hétérodimeres c-Myc/Max modulent la
transcription par le recrutement de co-activateurs spécifiques des complexes. C-Myc
augmente |'activité transcriptionnelle de genes cibles par le recrutement d’histones
acétyltransférases qui induisent un remodelage chromatidien. C-Myc interagit directement
avec l'acétyltransférase p300 (CBP : CREB Binding Protein), tandis que la liaison avec TIP60
(TAT-Interactive Protein) ou GCN5 (General Control of amino-acid synthesis 5) nécessite la
présence de TRRAP (Transformation/Transcription Domain-Associated Protein). c-Myc peut

recruter d’autres facteurs pour réguler I'expression des genes, comme P-TEFb (Positive

Transcription Elongation Factor) qui phosphoryle le domaine carboxy-terminal de I’ARN
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polymérase Il (Gargano et al., 2007; Kanazawa et al., 2003), ou l'ubiquitine ligase SKP2 (S-
phase Kinase-associated Protein 2). L'ubiquitine ligase SKP2 permet de stabiliser c-Myc et joue

le réle de co-activateur transcriptionnel (Kim et al., 2003).

Il existe plusieurs mécanismes de répression transcriptionnelle impliquant c-Myc. C-
Myc peut interagir avec les éléments initiateurs de la région promotrice des genes cibles pour
inhiber la transcription (Li et al., 1994). C-Myc peut également interagir avec des facteurs de
transcription, comme par exemple MIZ-1 (Myc Interacting Zinc finger protein). Les
hétérodimeéres c-Myc/Max empéchent l'interaction entre MIZ-1 et p300, et permet le
recrutement d’un co-répresseur, DNMT3a (DNA Demethyl transferase 3a) ce qui a pour effet

d’éteindre les promoteurs cibles de MIZ-1 (Brenner et al., 2005).

1.1.3. Régulation transcriptionnelle de I'’expression de c-Myc
La régulation des promoteurs de c-myc est régie par de nombreuses voies de

signalisation :

- Cytokines IL-1, IL-6, IFN-y (Interferon gamma) TNF (Tumor Necrosis Factor), et
TGF-B (Transforming Growth Factor beta)

- Facteurs de croissance comme EGF (Epidermal Growth Factor) et PDGF

(Platelet-Derived Growth Factor)
- Hormones : cestrogenes, hormones thyroidiennes, EPO (érythropoiétine)

Ces voies de signalisation induisent des facteurs de transcription qui viennent se fixer
sur les promoteurs de c-myc pour réguler négativement ou positivement sa transcription. Les
facteurs Smad, C/EBPa (CCAAT/Enhancer Binding Protein alpha), BLIMP1 (B lymphocyte
induced maturation protein 1), p53 régulent négativement I'expression de c-myc alors que les
protéines STAT3, FBP (Fuse Binding Protein) ou E2F sont des régulateurs positifs. On retrouve
également des protéines de la famille NF-kB (Nuclear Factor kappa B) possédant a la fois un
effet positif et négatif en fonction des sous-unités impliquées, les diméres RelB/p52, RelA/p50
ou la surexpression de RelA activent le promoteur de c-myc, tandis que I"homodimere

p50/p50 ou la surexpression de p50 le réprime (pour revue : (Wierstra and Alves, 2008)).
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Figure 3: Représentation du mécanisme d’auto-répression du promoteur P2 de c-Myc. L'auto-
répression de c-Myc comprend la liaison de c-Myc/Max a I'Inr, la ligison d’E2F au site E2F et I'interaction
de p107 a la fois avec c-Myc et E2F.

La protéine c-Myc réprime son propre promoteur de maniére dépendante de sa
concentration au niveau de l'initiation de la transcription (Cleveland et al., 1988). C-Myc
réprime principalement le promoteur P2 par un mécanisme impliquant les éléments Inr
(initiator element) et le site de liaison aux protéines de la famille E2F (Facchini et al., 1997). La
répression est complétement perdue si le site E2F et les Inr sont mutés. Etant donné que
I'auto-répression de c-myc est perdue dans les cellules mutées pour p107 (protéine similaire
a la protéine du rétinoblastome pRb), p107 est donc essentielle pour I'auto-répression de c-
Myc. Alors que p107 se lie a la fois a c-Myc et E2F, il est suggéré que l'auto-répression de c-
Myc comprend la liaison de c-Myc/Max a I'Inr, la liaison d’E2F au site E2F et l'interaction de
p107 a la fois avec c-Myc et E2F (Luo et al., 2004) (Figure 3). Cette régulation négative de c-
myc représente un mécanisme global de contréle homéostatique, qui semble étre critique
pour le contréle normal de la croissance cellulaire en tant que «soupape de sécurité». Cette
perte d'autorégulation est un mécanisme qui contribue a l'activation oncogénique de c-myc

(Grignani et al., 1990).
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Figure 4 : Représentation schématique du géne c-myc (modifié a partir de (Wierstra and Alves, 2008)).
MINE : c-myc inhibitor element, BE : Barrier Element, CTCF : CCCTC-binding factor.

La structure du gene de c-myc permet aussi sa régulation. En effet les MARs (Matrix
attachment regions) sont des séquences d’ADN permettant I'ancrage de la chromatine a la
matrice nucléaire, et permettant I'isolement du locus de c-myc des régions voisines. Les MARs,
situées a 50 kb en 5’ et 80 kb en 3’ du locus de c-myc, forment une boucle. Cette boucle permet
de décompacter I’ADN et facilite I'association des régions promotrices avec des facteurs de
transcription.  L'euchromatine  transcriptionnellement  active, caractérisée  par
I'hyperacétylation des histones H3 et H4 et la non méthylation de la lysine (K9) de I'histone
H3, s’étend sur 7 a 7,5 kb et comprend la région promotrice de c-myc et les séquences
transcrites. Cette euchromatine est flanquée par I'hétérochromatine transcriptionnellement
inerte, contenant les histones H3 et H4 hypoacétylées et I'histone H3-K9-méthylée (Gombert
et al.,, 2003). De facon générale, I'hypoacétylation diminue I'expression du gene c-myc et
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I’hyperacétylation augmente son expression (Jenuwein and Allis, 2001). Dans la région en
amont, I'euchromatine et I'nétérochromatine sont séparées par une région située a 2,5 kb en
5’ du site d’initiation de la transcription de c-myc, le MINE (c-myc inhibitor element). Le MINE
fonctionne comme un isolant et est composé d’un élément de barriere (BE) et d’un site de
liaison a CTCF (Gombert et al., 2003). Le MINE présente une activité de blocage des séquences
amplificatrices du gene (enhancers) ainsi qu'une activité de barriere qui permet le
recrutement de HDAC (Dhillon and Kamakaka, 2002). L'activité de blocage des amplificateurs

est médiée par CTCF qui est suffisante pour bloquer I'amplificateur (Bell et al., 1999).

Le profil de méthylation du gene c-myc peut également influencer son expression. En
effet, la perte de I'expression de c-Myc par hyperméthylation médie la différenciation trouvée
dans les cellules K562 traitées par ara-C (cytarabine : analogue nucléosidique de la pyrimidine
utilisé comme anticancéreux, il bloque la synthése d’ADN) (Baker et al., 1994). A I'inverse, une
hypométhylation induit une surexpression du gene c-myc dans les carcinomes
hépatocellulaires et gastriques et joue un réle dans la transformation maligne des cellules
(Tsujiuchi et al., 1999). Il a été aussi montré qu’une hypométhylation de I'exon 3 de c-myc
induit une surexpression de c-Myc dans des lignées cellulaires humaines de myélome. Ce profil
de méthylation n’est pas retrouvé dans les lignées B normales ou de lymphome de Burkitt
(Ohtsuki et al., 1991). De plus, une autre étude portant également sur le profil de méthylation
de I'exon 3 de c-myc a montré que I'hypométylation est peu fréquente dans les tumeurs a
cellules B. Sur les 27 patients étudiés avec soit une leucémie lymphoide chronique (LLC) ou
une leucémie prolymphocytaire, 4 seulement présentent une hypométhylation sur I'exon 3.
L’hypométhylation de I’exon 3 de c-myc peut étre impliqué dans le développement de certains
cas de tumeurs malignes a cellules B (Crossen and Morrison, 1999). De facon générale,
I’hyperméthylation diminue I'expression du géne c-myc et I'hypométhylation augmente son

expression (pour revue : (Wierstra and Alves, 2008)).

1.1.4. Régulation post traductionnelle de c-Myc.
La régulation de I’activité de la protéine c-Myc implique plusieurs mécanismes tels que

la phosphorylation, la glycosylation, I'acétylation ou encore |'ubiquitination.

C-Myc peut étre phosphorylé sur une douzaine de sérines et thréonines : T58, 562, S71,
S82, S164 en N-terminale, sur 5 résidus entre les résidus 240 et 262, et sur les S293, T343,
S344, S347 et S348 en C-terminale. Parmi ces sites, T58 et S62 semblent étre les plus
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fonctionnellement pertinents. Sur la base des études de plusieurs groupes, les stimuli
prolifératifs activent des kinases spécifiques pour phosphoryler S62 et ainsi augmenter la
stabilité de c-Myc. Phospho-562 peut alors servir de plate-forme pour la phosphorylation de
T58 par GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3). Cette phosphorylation induit le recrutement de
Pinl (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase) qui induit un changement de conformation et
permet I'accessibilité de la S62 a la PP2A (Protein Phosphatase 2A) pour déphosphoryler S62.
Ce qui permet au suppresseur de tumeur FBW?7 (F-box and WD repeat domain-containing 7)
de se lier puis recruter le complexe SCFF®W’ (Skp1—Cullin-1-F-box complex that contains FBW?7)
pour permettre I"'ubiquitination de c-Myc et |la dégradation par le protéasome. Le résidu T58
doit étre phosphorylé pour que 'ubiquitination de c-Myc par le facteur FBW?7 se fasse. (Arnold
and Sears, 2008; Meyer and Penn, 2008; Welcker and Clurman, 2008; Yeh et al., 2004). |l est
a noter que deux autres ubiquitines ligases régulent la dégradation de c-Myc : Skp2 et Hect

H9 (Adhikary et al., 2005; Kim et al., 2003).

La protéine c-Myc peut également étre O-glycosylée sur le résidu T58 dans le domaine
TAD. Cette glycosylation augmente I'activité de c-Myc et est associée a une augmentation de
I'activité transformante et de la tumorigénicité (Chou et al., 1995). Des mutations sur la
position T58 de c-Myc sont fréquemment retrouvées dans les lymphomes de Burkitt (Albert

et al., 1994; Chou et al., 1995).

Pour finir, la protéine c-Myc est acétylée sur de multiples résidus lysine par les
cofacteurs transcriptionnels/acétyltransférases, p300/CBP, GCN5 (General Control of amino-
acid synthesis 5) et TIP60 (TAT-interactive protein 60) (Faiola et al., 2005). L’acétylation des
lysines (K143, K157, K275, K317, K323 et K371) de c-Myc médiée par p300 est associée a une
augmentation du renouvellement et de la dégradation de la protéine c-Myc. Ceci contraste
avec le role de l'acétylation par GCN5 et TIP60, qui s'est avéré stabiliser et augmenter
significativement la demi-vie de c-Myc (Faiola et al., 2005; Patel et al., 2004). Il est important
de noter que, puisque de nombreux sites d'acétylation dans c-Myc ont été identifiés par des
études biochimiques in vitro, le role des acétylations dans les fonctions biologiques de c-Myc

reste a déterminer complétement.
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1.1.5. Roles et cibles de c-Myc dans la prolifération cellulaire et I’apoptose.
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Figure 5: Processus cellulaires contrélés par c-Myc dans des conditions normales et lors de la
tumorigenése (Cai et al., 2015).

Des dérégulations de I'expression de c-Myc ont été reportés dans nombres de cancers
humains, parmi ceux-ci on retrouve le cancer du célon, du sein, du col de l'utérus, carcinome
pulmonaire a petites cellules, ostéosarcome, mélanome ou encore leucémie myéloide
(Pelengaris et al., 2002). C-Myc est le facteur maitre de la prolifération cellulaire, et peut étre
impliqué dans de nombreuses autres fonctions biologiques telles que la croissance cellulaire,

I’'apoptose, ou encore I'angiogenése (Vita and Henriksson, 2006).
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1.1.5.1. C-Myc et prolifération cellulaire / croissance cellulaire.
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Figure 6 : Les différentes phases du cycle cellulaire sont contrélées par des complexes protéiques
associant une kinase CDK a une sous-unité régulatrice (cycline). Ces complexes cycline-CDK régissent le
passage des différents points de contréle et la progression dans le cycle. Les étoiles rouges représentent
les points d’action de c-Myc (pour plus de précision cf figure 7).

C-Myc est étroitement lié a la prolifération cellulaire. Les différentes étapes du cycle
cellulaire sont résumées dans la Figure 6. La progression de la phase GO/G1 vers la phase S est
controlée par I'activité des complexes CDK (Cyclin-Dependent Kinase) : cycline D-CDK4 et
cycline E-CDK2. C-Myc induit I'expression de la cycline D2 et de CDK4. Ces deux protéines
séquestrent p27X"1, un inhibiteur de CDK, dans le complexe cycline D2-CDK4. CUL1 (Cullin 1)
et CKS (Cyclin-dependent Kinases regulatory Subunit), deux genes cibles de c-Myc sont
également impliqués dans la dégradation de p27€Pl. L’augmentation de Iactivité des
complexes cyclines/CDK2 et CDK4 permet I'’hyperphosphorylation de pRb (protéine du
rétinoblastome) et ainsi provoque la libération d’E2F. Il existe plusieurs versions de pRb : pRb,
p130, et p107 qui séquestrent différents facteurs de transcription E2F (E2F1, 2, 3, 4, 5). E2F
permet la transcription du géene de la cycline E. De plus, c-Myc contréle I'expression des génes
codant E2F1 et E2F2 (Sears et al., 1997). Le complexe cycline E-CDK2, n’étant plus inhibé par

p27XP1 permet le passage a la phase S. De plus, les inhibiteur de CDK, p15'Nk4B et p21WAFL sont
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inactivés par l'interaction entre I’'hétérodimere c-Myc/Max et MIZ1 (Pelengaris et al., 2002)

(Figure 7).

/ ?
T Cycline E

Phosphorylation

Cycline E
Transcription
: Transition G1/S
_— CDK 2
Gl > S >

Figure 7 : Représentation schématique du contréle de la progression en G1 et du passage en G1/S par

=

c-Myc. C-Myc permet la transcription du géene de la cycline D qui permet la phosphorylation de pRb
aboutissant a la libération du facteur de transcription E2F. E2F permet I'expression de la cycline E et de
CDK2. C-Myc réprime I’activité des inhibiteurs des CDK et favorise la dégradation de p27 par le
protéasome.

La protéine c-Myc a aussi la capacité d’influencer la croissance cellulaire. La croissance
cellulaire est définie par I'augmentation de la taille et de la masse de la cellule (Beier et al.,
2000). En effet, c-Myc est capable d’augmenter I'expression d’elFAE (eukaryotic Initiation
Factor 4 E) et elF2a (eukaryotic Initiation Factor 2 a), qui sont impliqués dans la régulation de
la traduction des ARN. La protéine elF4E est impliquée dans la coiffe en 5’ de ’ARNm et elF2a
fait partie du complexe elF2 responsable de la fixation de I'ARNt initiateur portant la
méthionine (Rosenwald et al., 1993). C-Myc peut aussi réguler la transcription des ARN
polymérase |, permettant la synthése des ARN ribosomaux, et Ill responsable de la synthese
d'ARN courts comme I'ARN de transfert. C-Myc se lie au facteur de transcription TFIIIB
(Transcription Factor for polymerase Il B), spécifique de I’ARN pollll (Gomez-Roman et al.,
2003). Ainsi, par ces mécanismes, il a été montré dans le modéle murin Ep-myc que les cellules
B présentent une augmentation a la fois de la synthése protéique et une augmentation de leur

taille a tous les stades de leur développement (Iritani and Eisenman, 1999).
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1.1.5.2. C-Myc et apoptose.

MNature Reviews | Cancer

Figure 8 : Interaction de c-Myc avec les voies de signalisation apoptotiques.

a. L’activation de la protéine Bax (Bcl-2 Associated X protein) par c-Myc conduit a la perméabilisation
de la membrane mitochondriale et au relargage du cytochrome c qui va alors interagir avec APAF-1
(Apoptotic protease-activating Factor 1) et la procaspase 9. Ce complexe forme I’'apoptosome.

b. Une autre voie impliquant c-Myc conduit également au relargage du cytochrome c: I'activation
directe de p53 par c-Myc via ARF (ADP Ribosylation Factor 1).

c. La liaison de Fas ligand au récepteur Fas permet le recrutement de la protéine adaptatrice FADD (Fas
Associated Death Domain). Cette derniere va alors recruter la procaspase 8 conduisant a son
autoactivation. La caspase 8 peut activer la protéine BID (BH3 Interacting Domain death agonist)
capable de perméabiliser la membrane mitochondriale.

d. c-Myc est également capable de réprimer les signaux de survie initiés par la signalisation via le
récépteur IGF1 (Insulin Growth Factor 1) qui permet la séquestration de Bad (Bcl-XL/Bcl-2 Associated
Death promotor) (Pelengaris et al., 2002).

Akt : AK Transforming ; MOMP : Mitochondrial Outer Membran Permeabilization

L’oncoprotéine c-Myc, qui est un inducteur de la prolifération, a aussi une activité pro-
apoptotique (Askew et al., 1991; Evan et al., 1992; Shi et al., 1992). L’expérience princeps a

consisté en |'étude de la privation en IL-3 dans la lignée cellulaire murine 32D dépendante a
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IL-3 pour sa croissance. La privation a diminué I’expression de c-Myc et induit I'arrét du cycle
en phase GO/G1 et parfois I'apoptose de ces cellules. L'expression forcée de c-Myc dans ces
cellules privées en IL-3 sensibilise et accélére I'apoptose (Askew et al., 1991). Des fibroblastes
exprimant constitutivement c-Myc et privés de sérum arrétent leur croissance cellulaire et
subissent I'apoptose induite par I'expression constitutive de c-Myc (Evan et al., 1992). Dans
un modele murin permettant la délétion de c-myc grace a la recombinase CRE, c-Myc a
également un réle dans la sensibilisation a I'apoptose des lymphocytes B. En effet, les cellules
B primaires déficientes pour c-Myc sont résistantes a I'apoptose induite par le CD95 ou par la
staurosporine. La résistance a la mort cellulaire induite par CD95 est en corrélation avec des
niveaux inférieurs d'expression de surface de CD95 et de CD95L (de Alboran et al., 2004).
L'induction de I'apoptose par c-Myc passe par différentes voies : les voies dépendantes ou
indépendantes de p53, la voie mitochondriale ou encore les récepteurs de mort tels que CD95

(Hoffman and Liebermann, 2008; Pelengaris et al., 2002) (Figure 8).

L'expression de la protéine p53 augmente en réponse au stress. Le niveau de la
protéine p53 est contrdlé par la boucle de régulation ARF-Mdm2-p53. Mdm2 (Murine double
minute 2) est un régulateur négatif de p53, entrainant sa dégradation par le protéasome et
ARF1 (ADP Ribosylation Factor 1) inhibe Mdm2. C-Myc augmente de facon indirecte le
suppresseur de tumeur ARF1 via FoxO (Forkhead box O protein) (Bouchard et al., 2007). ARF1
inhibe alors Mdm2, et entraine sa dégradation par le protéasome. P53, étant activé, induit
I'arrét du cycle cellulaire ou I'apoptose (Zindy et al., 1998). De plus, la prolifération induite par
la surexpression in vivo de c-Myc entraine des dommages a I’ADN, ce qui active la voie ATM
(ataxia-telangiectasia mutated), voie de régulation de la réponse cellulaire aux cassures

double brin de I’ADN. Cette voie active p53 et promeut I'apoptose (Pusapati et al., 2006).

C-Myc peut également sensibiliser les cellules a I'apoptose mitochondriale en activant
les protéines pro-apoptotiques (Bak, Bax, Bim) ou en réprimant les protéines anti-
apoptotiques (Bcl 2, Bcl-XL) (Eischen et al., 2001; Soucie et al., 2001). Le géne de Bax contient
dans son promoteur des séquences E-Box sur lesquelles viennent se fixer des hétérodimeres
c-Myc/Max, entrainant une augmentation de I'expression de Bax (il est a noter que Bax est
aussi un gene cible de p53) (Mitchell et al.,, 2000). Dans des cellules d’adénocarcinomes
pulmonaires et des cellules d’ostéosarcomes stimulées par une drogue cytotoxique, c-Myc

coopére avec la caspase 2 dans l'activation de Bax pour l'intégration a la membrane
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mitochondriale (Cao et al., 2008). Dans les cellules B, la protéine pro-apoptotique Bim est
induite par c-Myc et participe a l'induction de I'apoptose (Egle et al., 2004). C-Myc est
également capable d’inhiber I'expression des protéines Bcl2 et Bcl-XL dans un modeéle de
lymphomagenése Ep-Myc. C-Myc diminue également les niveaux d’ARN et de protéine Bcl-XL

(Eischen et al., 2001).

L’apoptose induite par c-Myc peut également passer par les récepteurs de mort : DISC
(Death-Inducing Signaling Complex), CD95/CD95L, TRAIL/TRAIL-Récepteur (TNF Related

Apoptosis-linducing Ligand). C-Myc agit a plusieurs niveaux :

- Sensibilisation des cellules a I'action de CD95L ou TRAIL (Hoffman and

Liebermann, 2008).

- Répression des voies de survie associées aux récepteurs de mort et a
I'activation de DISC comme la voie NF-kB qui protége de I'apoptose induite par

ces récepteurs (Klefstrom et al., 1997).

- Modification de la signalisation : c-Myc réprime la transcription de c-FLIP
(cellular FLICE-like inhibitory protein) (inhibiteur de la caspase 8) pour induire

I"augmentation de I’activation de la caspase 8 (Ricci et al., 2004).

1.1.6. C-Myc et lymphomagenése B.

L'amplification génique, les translocations, les mutations ponctuelles, les
reprogrammations épigénétiques (modifications des marques épigénétiques telles que le
profil de méthylation), une meilleure traduction et une augmentation de la stabilité protéique
peuvent conduire a une surexpression de I'oncogene c-myc et donc a sa dérégulation dans les
cancers (Rabbitts et al., 1984; Yeh et al., 2004). La dérégulation de c-Myc peut étre trouvée
dans 80% des cancers du sein, 70% des cancers du colon, 90% des cancers gynécologiques,
50% des carcinomes hépatocellulaires, 30% des cancers du poumon et dans un grand nombre

de tumeurs hématologiques (Cai et al., 2015).

1.1.6.1. C-Myc et lymphome de Burkitt.
Le lymphome de Burkitt est composé de cellules B matures avec un index de
prolifération élevé (>95% (Hummel et al., 2006)), tel que mesuré sur coupe

d’immunohistochimie grace au marqueur de prolifération Ki67. Ces cellules B ont un
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immunophénotype de cellule B de centre germinatif. En effet, ces cellules expriment les
antigénes spécifiques du lignage B (CD20, CD79a et PAX5) et les antigenes du centre germinatif
CD10 et BCL6. D’apreés la classification de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le
lymphome de Burkitt est subdivisé en trois variants : 1) endémique (eBL) retrouvé en Afrique,
Amérique du Sud et en Nouvelle Guinée; 2) sporadique (sBL); 3) et lié a une
immunodéficience (iBL). Dans tous les cas, le réarrangement de c-myc au locus des
immunoglobulines est obligatoire et I'activation du géne c-myc est considérée comme la

principale caractéristique pathogénique des lymphomes de Burkitt.

Le variant eBL est fortement associé au virus d’Epstein-Barr (EBV) (>90% des cas). Le
sBL est occasionnellement associé a une infection par I'EBV (10 a 20% des cas). L'EBV
représente 30% a 50% des cas de iBL (Molyneux et al., 2012). La translocation t(8;14)/c-myc-
IgH est I'aberration la plus fréquente impliquant le géne c-myc. Les translocations les moins
courantes mettent en jeu les chaines légéres d’immunoglobulines, t(2;8)/k-myc et
t(8;22)/myc-A (Ott et al., 2013) (Figure 9). Dans I'eBL, le point de cassure de la translocation
se produit habituellement en 5' du géne c-myc. Le gene c-myc est donc intact. Dans les cellules
normales lors de la transcription a partir de P1, I’ARN polymérase |l marque une pause au
niveau du promoteur P2. Cet arrét empéche la transcription a partir de P1 (Figure 10). On
observe un changement de promoteur de P2 a P1, qui serait d( aux régions régulatrices des
génes de la chaine lourde d'immunoglobuline (Polack et al., 1993). On a donc une transcription
préférentielle a partir de P1 (Strobl and Eick, 1992; Strobl et al., 1993). Dans le sBL, le point de
cassure est souvent dans I'exon 1 ou l'intron 1. Les régions codantes des exons 2 et 3 sont
toujours intactes. Dans ces cas, les éléments régulateurs des amplificateurs de geéne
(enhancers) de l'immunoglobuline activent la transcription de c-myc sans interaction avec les
éléments du promoteur de c-myc. La transcription est initiée dans le premier intron de c-myc.

(Pelicci et al., 1986; Shiramizu et al., 1991).
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Figure 9 : Localisation des points de cassure au niveau du géene c-myc et sur le locus IgH lors du
lymphome de Burkitt (LB) (modifié a partir de (Blum et al., 2004). Les points de cassure pour t(8;14)
dans le LB endémique (eBL), le LB sporadique (sBL) et I'immunodéficience BL (HIV BL) sont représentés.
La juxtaposition de I'amplificateur Eu sur le géne IgH du chromosome 14, les amplificateurs Ei et E3
dans le locus k du chromosome 2 et I'amplificateur HUEA dans le locus A du chromosome 22 avec le
géne c-myc sur le chromosome 8 entrainent une surexpression de c-Myc dans les LB avec les
translocations t(8;14), t(2;8), et t(8;22). Dans les sBL, I'amplificateur Eu est éliminé lors de la
translocation, ce qui indique que d'autres éléments tels que I'amplificateur lointain Ea peut étre
responsable de la transcription c-myc (Lieberson et al., 1995).
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Figure 10 : Représentation schématique du changement de promoteur de P2 vers P1 dans les cellules
de lymphomes de Burkitt. (ARN polymérase Il : rond bleu)

Des mutations de c-myc sont retrouvées dans environ 60% des lymphomes de Burkitt
(Bhatia et al., 1993; Giulino-Roth et al., 2012). La plupart de ces mutations ciblent des
domaines fonctionnels qui augmentent le potentiel oncogénique de c-Myc. Une stabilité
accrue de la protéine ou des modifications de la fonction de transcription sont la conséquence
de ces mutations (Arnold and Sears, 2008; Rabbitts et al., 1984; Welcker and Clurman, 2008;
Yeh et al., 2004). Des mutants de c-Myc retrouvés dans les lymphomes de Burkitt ont perdu
la capacité a induire I'expression de la protéine pro-apoptotique Bim, tout en conservant son
pouvoir prolifératif (Hemann et al., 2005). Dans la plupart des cas de lymphome de Burkitt,
ces mutations sont les mutations dans le domaine de transactivation de c-Myc (P57S et T58A)

(Chang et al., 2000)

Des mutations génétiques, dites secondaires, touchant d’autres genes sont également
essentielles pour la lymphomagenése dépendante de c-Myc. Des mutations inactivatrices ou
des délétions de tp53 sont retrouvées dans 40% des cas de lymphome de Burkitt (Dang et al.,
2005; Farrell et al., 1991). Les mutations inactivatrices de tp53 permettent d’inhiber
I'induction de I'apoptose induite par c-Myc et contribuent a I'instabilité génomique (Cai et al.,
2015; Klapproth and Wirth, 2010). La transcription de la protéine PUMA (p53 upregulated
modulator of apoptosis) est diminuée dans 40% des lymphomes de Burkitt grace a un
mécanisme de méthylation de I’ADN. Ainsi la lymphomagenése induite par c-Myc est impulsée

(Garrison et al., 2008). La protéine pro-apoptotique Bim est couramment inactivée dans les
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lymphomes de Burkitt. Cela peut étre due a I’'hyperméthylation du promoteur de bim (Mestre-

Escorihuela et al., 2007).

Des mutations sur la voie de signalisation du BCR (de type IgM) conduisent a un signal
tonique dans le lymphome de Burkitt (Corso et al., 2016; Love et al., 2012; Richter et al., 2012;
Schmitz et al., 2012). Un signal tonique est un signal identique a un signal consécutif a une
activation normale du BCR mais sans la stimulation par un antigene. Le maintien d’un signal
tonique du BCR permet de promouvoir la survie des cellules B via la voie PI3K
(Phosphatidylinositol 3 kinase) indépendamment de la stimulation par un antigéne (Gauld et
al., 2002; Limon and Fruman, 2010). Parmi les mutations sur la voie de signalisation BCR, il est
retrouvé des mutations sur la voie TCF3 (Transcription Factor 3)/1D3 (Inhibitor Of DNA Binding
3). TCF3 est un facteur de transcription exprimé dans les cellules B de la zone sombre du centre
germinatif (Victora et al., 2012). Il permet I'expression de génes impliqués dans la prolifération
cellulaire tels que ccnd3, e2f2. TCF3 induit également ID3 qui est son inhibiteur, et permet un
rétrocontréle négatif (Seitz et al., 2011). TCF3 favorise I'activation de la PI3K, en transactivant
les loci d'immunoglobulines augmentant ainsi I'expression du BCR de surface et en inhibant
I'expression de PTPN6 (Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 6 appelée aussi SHP-1
(src homology region 2 domain-containing phosphatase-1)) qui bloque la signalisation du BCR
(Cornall et al., 1998; Schmitz et al., 2012). Les mutations activatrices de TCF3 et inhibitrices de
ID3 permettent une activation constitutive de la voie de signalisation du BCR. ID3 est mutée
dans 38 a 68% des cas de lymphome de Burkitt tandis que TCF3 dans 11% (Richter et al., 2012).
En favorisant la survie des cellules des lymphomes de Burkitt ces mutations constituent un
mécanisme de coopération avec c-Myc dans cette pathologie. Ces mutations de TCF3 et ID3
ne sont pas retrouvées dans les lymphomes B diffus a grandes cellules et sont spécifiques des
lymphomes de Burkitt, renforcant I'idée qu'ils sont un mécanisme coopérant avec c-Myc pour

développer et maintenir l'identité du Burkitt (Love et al., 2012).

1.1.6.2. C-Myc et lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL : diffuse large B-cell
lymphoma).

Les lymphomes B diffus a grandes cellules sont les types les plus fréquents de
lymphome non hodgkinien, représentant 30% a 40% de tous les cas de lymphomes. Cette
maladie survient généralement chez les adultes. Les DLBCL peuvent étre caractérisés par leur

localisation, leur morphologie ou leur profil d’expression génique (Swerdlow et al., 2016). En
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effet les patients peuvent présenter des signes de la maladie dans les ganglions, en extra
ganglionnaire, dans le médiastin ou dans le systéme nerveux central. Les tumeurs consistent
en une prolifération diffuse de lymphocytes atypiques de taille moyenne a grande qui peuvent
ressembler a des cellules centroblastiques, immunoblastiques, ou anaplasiques (cellules ayant
perdues leurs caractéristiques morphologiques et fonctionnelles de leur contrepartie non
tumorale). Les cellules néoplasiques expriment les antigenes des lymphocytes B tels que CD19,

CD20, CD79a et PAX5 et expriment de fagon variable la protéine anti-apoptotique Bcl2.

Une analyse transcriptomique a révélé I'existence de deux sous-types de DLBCL qui
sont probablement le reflet de processus transformant divergents : le sous-type GC-DLBCL
(Germinal Center like) dont le phénotype est proche de celui d’'une cellule B du centre
germinatif, le sous-type ABC-DLBCL (Activated B cell like) de phénotype activé (Alizadeh et al.,
2000; Rosenwald et al., 2003; Savage et al., 2003).

Les altérations de c-myc dans les DLBCL peuvent étre dues a des translocations (5 a
14%), un gain de copie (une a deux copies du gene) (19 a 38%), une amplification (nombre de
copie du gene supérieur a trois) (2%) ou encore a des mutations (32%) (Nowakowski and
Czuczman, 2015; Pasqualucci et al.,, 2001; Stasik et al., 2010; Valera et al., 2013). Les
translocations peuvent étre associées avec les loci de IgH, mais a la différence des lymphomes
de Burkitt, elles sont plus fréquentes avec des loci de /gL (Cai et al., 2015). Les mutations
peuvent induire un changement de promoteur de P2 a P1 comme dans le lymphome de
Burkitt, ou encore modifier le profil de phosphorylation de c-Myc permettant ainsi
d’augmenter la stabilité de la protéine (Pasqualucci et al., 2001). Les altérations de c-myc dans
les DLBCL sont associées a une diminution du taux de survie des patients. On ne sait pas si le
mauvais pronostic est attribuable aux altérations de c-myc seules, ou au fait que 58 a 83% des
translocations de c-myc dans les DLBCL sont associées a une ou deux autres translocations

touchant les génes bcl2 et/ou bcl6 (Ueda et al., 2004; Valera et al., 2013).

Parmi les sous-groupes de DLBCL, les ABC DLBCL ont la plus forte expression de c-Myc.
La stimulation des cellules B normales par une variété de récepteurs de surface cellulaires
augmente l'expression de c-Myc et, en particulier, la voie de signalisation NF-kB peut
augmenter la transcription de c-Myc (Schauer et al.,, 1996). Par conséquent, l'activité

constitutive de la voie NF-kB dans les ABC DLBCL peut contribuer a I'expression élevée de c-
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Myc. Cependant, la régulation transcriptionnelle de c-Myc est complexe et il est peu probable

gue ce soit I'explication complete de I'expression élevée de c-Myc dans ce sous-type de DLBCL.

1.1.6.3. C-Myc et myélome multiple (MM).

Le myélome multiple (MM) est un cancer des plasmocytes avec un phénotype post
centre germinatif proche des plasmocytes normaux a longue durée de vie de la moelle
osseuse. Les plasmocytes a longue durée de vie apparaissent lors de la réponse immunitaire
secondaire apres la commutation de classe des immunoglobulines. Le MM est habituellement
précédé par une phase MGUS (Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance) qui
évolue en MM (Landgren et al., 2009; Weiss et al., 2009). Les MM ont un faible taux de
recirculation des plasmocytes dans les premiers stades. Cependant, cette fraction de cellules
augmente au cours de la progression pour ainsi permettre la dissémination du MM (Affer et

al., 2014).

Il existe maintenant sept partenaires chromosomiques récurrents impliqués dans des
translocations avec le locus IgH (14g32) dans environ 40% des tumeurs MM (Bergsagel et al.,

2013). Il existe trois groupes récurrents de translocation IgH (Kuehl and Bergsagel, 2002) :

- CYCLINE D: 11913 (Cyclin D1), 15% ; 12p13 (Cyclin D2), <1%; 6p21 (Cyclin D3),
2%;

- MAF: 16023 (c-MAF), 5%; 21q12 (MAFB), 2%; 8g24.3 (MAFA), <1%
- MMSET/FGFR3: 4p16 (MMSET), 15%.

Pour le locus IgH les points de rupture de ces translocations se produisent
habituellement a l'intérieur ou a proximité des régions de commutation de classe. Mais ils se
produisent parfois a l'intérieur ou a proximité de séquences VDJ, ce qui suggére que ces
translocations sont médiées par des erreurs dans la recombinaison du locus IgH lors de Ia
commutation de classe ou dans les hypermutations somatiques des régions variables des Ig

médiées par AID (Activation-Induced Deaminase) (Chng et al., 2011).

Les translocations du géne c-myc peuvent impliquer les loci d’'immunoglobuline et
apparaissent comme un événement secondaire (Kuehl and Bergsagel, 2002). En utilisant la
technique FISH pour localiser les genes sur les chromosomes, il a été observé que ces

translocations ne sont presque jamais vues dans les MGUS (3% des cas), mais sont retrouvées
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dans 15% des MM non traités, dans 50% des MM réfractaires et dans plus de 90% des lignées
cellulaires de MM. Ces réarrangements placent c-myc pres d’'une grande variété de « super-
enhancers » comme par exemple les régions régulatrices du locus IgH ou IgA, fortement activé,
ce qui conduit a une cis-dérégulation de c-myc (I'expression de c-Myc sera régulée par une
région régulatrice fortement active) (Chesi and Bergsagel, 2015). Cette surexpression induit
un phénotype de la maladie plus agressif (diminution de la survie globale). Les translocations
classiques t(8;14) et t(8;22) ne correspondent qu’a 10% et 5% des anomalies de caryotypes de
c-myc observées dans le MM (Dib et al., 2008). Au lieu de cela, la plupart des anomalies de
caryotypes impliquant c-myc sont des translocations complexes impliquant souvent trois

chromosomes différents (Dib et al., 2008; Kuehl and Bergsagel, 2002).

Comme énoncé précédemment les translocations qui impliquent le gene c-myc sont
des événements secondaire, elles sont rares ou absentes dans les MGUS, mais se produisent
dans 15% des tumeurs de MM (Avet-Loiseau et al., 2001). Les plasmocytes normaux sont
dépendants du stroma, en effet, I'expression biallélique de c-Myc est stimulée par
I'interleukine 6 (IL-6) et d'autres cytokines présentes dans le microenvironnement lors des
phases précoces de la tumorigenese (Chng et al., 2011). Les réarrangements de ¢c-myc sont
censés représenter un événement de progression trés tardif qui permet aux plasmocytes de
devenir moins dépendants des cellules stromales et/ou plus prolifératives. La dérégulation de
c-Myc pourrait conduire a la progression du MGUS vers le MM. Il a été montré dans une lignée
murine (Vk*Myc) (cf1.1.7.7), que I'activation sporadique (dépendant de I'activité de AID (Chesi
et al., 2008) de c-Myc dans les cellules B du centre germinatif aboutit a des MM dans la

majorité des souris.

1.1.7. Modéles murins de lymphomagenése c-Myc dépendant.
Plusieurs modeéles animaux ont été développés afin de comprendre comment la
dérégulation de c-Myc pouvait contribuer au processus de tumorigenése et ainsi décrypter les

mécanismes et les coopérations mis en jeu lors de la lymphomagenese.
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1.1.7.1. Le modéle Ep-myc.

Ep c-myc

Exon 1 Exon 2 Exon 3

y — 3

Figure 11 : Représentation schématique de la construction du modele murin Eu-myc. (Modifié a partir

de (Adams et al., 1985)). Le géne c-myc composé de ses 3 exons est placé sous le contréle de la région
régulatrice Eu de la chaine lourde de I'immunoglobuline IgH.

Le modele murin Eu-myc a été développé en 1985 (Adams et al., 1985). Ces souris
expriment le transgéne c-myc placé sous le contréle de la région régulatrice Eu de la chaine
lourde de I'immunoglobuline. Le transgéne Ep-myc porte les trois exons de c-myc sous le
contréble de la région régulatrice EL comme dans les lymphomes de Burkitt endémiques (Blum
et al., 2004). Ainsi les auteurs ont voulu mimer la surexpression de c-Myc que I'on retrouve
dans le lymphome de Burkitt. La construction du transgene Ep-myc est injectée dans des
ovules fertilisés puis ces ovules seront insérés dans une femelle pseudo gestante (Figure 11).
Ces souris développent des lymphomes pré-B et des lymphomes B matures aprés 4 a 6 mois.
Tous les lymphomes dans ce modele sont clonaux et donc issus de la méme cellule d’origine

comme ce qui est retrouvé dans le lymphome de Burkitt humain (Klapproth and Wirth, 2010).

Dans le lymphome de Burkitt, la translocation de c-myc est suivie d’événements
oncogéniques secondaires. Pour étudier ces évenements, différentes équipes ont croisé les
souris Eu-myc avec d’autres modeles murins avec dérégulation d’oncogéne. Il a ainsi été
montré que v-H-ras et v-raf sont capables d’accélérer la cinétique d’apparition des tumeurs

dépendante d’Ep-myc (Langdon et al., 1989).

Cependant, c-Myc a aussi un rble pro-apoptotique (Askew et al., 1991; Evan et al.,
1992) et sensibilise a I'apoptose les lymphocytes B (de Albordn et al., 2004). Une des protéines
jouant un réle important contre I'induction de I'apoptose est Bcl2. Bcl2 est une protéine anti-
apoptotique fréquemment dérégulée dans les lymphomes (Gaulard et al., 1992; Schena et al.,
1992; Andreeff et al., 1999). Des modeéles murins double transgénique Ep-myc/bcl-2 obtenu
en croisant le modéle Eu-myc et le modele Ep-bcl-2 (Strasser et al., 1990) ou avec la
construction tet-bcl-2/MMTV-tTA (bcl-2 régulable pas la tétracycline) ont été créés. Ces souris

doubles transgéniques Epu-myc/bcl-2 présentent une lymphomagenése accélérée par rapport
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aux modeles simples transgéniques, ce qui indique la coopération entre ces deux oncogenes
(Letai et al., 2004; Strasser et al., 1990). Un modeéle Epu-myc avec la mutation inactivatrice de
p53 et/ou la mutation de INK4a/ARF (suppression de l'inhibition de p53) conduit a une
tumorigenese plus agressive montrant I'importance de I'inactivation de la voie p53 (Schmitt
et al., 1999). C-Myc coopére avec Bmi-1 (B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog),
un répresseur transcriptionnel d’INK4a/ARF. lls inhibent I'apoptose dépendante de INK4a/ARF

induite par c-Myc, dans le modéle Ep-myc (Jacobs et al., 1999).

On peut également citer d’autres études avec ce modele Ep-myc qui ont montré
I'interaction avec d’autres protéines ou mutations jouant un réle dans la régulation de
I'apoptose qui permettent d’accélérer la lymphomagenése, montrant ainsi I'importance
d’évenements secondaires dans les mécanismes tumoraux de ce modele murin. Sur la
protéine normale c-Myc, la phosphorylation de la Ser62 et la Thr58 permet la fixation de la
peptidyl prolyl-isomérase Pin1, qui favorise la déphosphorylation de la Ser62 et la dégradation
de c-Myc par le protéasome. La délétion de Pinl chez les souris transgéniques Ep-Myc réduit
la lymphomageneése. Cet effet n’est pas dli a son activité connue sur c-Myc ou p53 (régulation
de sa stabilité par des phosphorylations (Wulf et al., 2002)). Dans les cellules déficientes en
Pin-1, la réponse proliférative a 'oncogéne c-Myc est altérée sans aucune altération de
I'apoptose induite par c-Myc ou l'entrée dans le cycle cellulaire. Ce défaut de prolifération
n'est pas attribuable aux altérations de la phosphorylation Ser62 ou de la transcription régulée
par c-Myc. Pinl serait nécessaire pour empécher I'accumulation d'une réponse cytostatique

dépendante de la voie ARF/p53 (D’Artista et al., 2016).

La délétion de c-Rel dans le modele murin Eu-myc a permis de montrer le role
suppresseur de tumeur de c-Rel. Les souris c-rel/- / Eu-Myc développent des tumeurs plus
rapidement que dans les souris Ep-myc simple. Cette effet est expliqué par la régulation de
I’expression de la protéine pro-apoptotique Bach2 (BTB Domain And CNC Homolog 2) (Hunter
et al.,, 2015).

Le modele Ep-myc n’est pas vraiment un bon modele de lymphome de Burkitt. En effet,
ce modeéle développe également des lymphomes pré-B, ce qui serait di au fait que la région
régulatrice En est aussi active dans les stades pré-B. Ce modéle permet tout de méme de

surexprimer c-myc entrainant ainsi I'apparition de lymphomes agressifs et clonaux. Ce modéle
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a permis I'étude de la synergie avec des événements secondaires, notamment ceux ciblant

I’'apoptose mais aussi les voies d’activation cellulaire.

1.1.7.2. Le modéle Igh-myc.

|gl:hﬂYT:
—o

c-MYC e A-Locus
P HuEAL

. _l*_”‘ B . .—I
2324/71 T T T

HSSO0 HSS1 HSS2 T
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Figure 12 : Représentation schématique de la construction du modéle murin IgA-myc (modifié a partir
de (Kovalchuk et al., 2000)). Les fleches horizontales indiquent les deux promoteurs de c-myc, P1 et P2,
situés dans le premier exon non codant (rectangle ouvert), les deux exons codants sont représentés par
des rectangles pleins. Les fleches verticales indiquent les emplacements des quatre sites DNasel-
hypersensibles (HSS) dans la région de contréle du locus IgA. Le géne c-myc sera ainsi sous le contréle
des éléments régulateurs du locus de la chaine A des immunoglobulines. Le transgéne c-myc ne sera
donc exprimé que dans les cellules B.

En 2000, le modéele murin Igh-myc a été publié par Kovalchuk et al. (Kovalchuk et al.,
2000). Dans ce modele, le géne humain c-myc est sous le controle de la région régulatrice du
locus de la chaine Iégére lambda des immunoglobulines (Figure 12). Le géne c-myc est issu
d’une lignée cellulaire de lymphome de Burkitt humain IARC-BL60. Ce géne est muté dans sa
région 5’ ce qui permet le shift du promoteur P2 vers P1 (Strobl et al., 1993). Le transgéne est
intégré au génome de facon aléatoire dans des ovules fertilisés, et les souris obtenues peuvent
avoir plusieurs copies du transgene. Cependant il a été observé que le nombre de copies
n’influencait pas la lymphomageneése. Ces souris meurent a cause du développement de
tumeurs entre 38 et 216 jours, avec une valeur médiane a environ 125 jours. Ces souris
développent des lymphomes B matures. Les ganglions et les rates de souris porteuses de
tumeurs sont constitués d’'une population clonale de cellules homogenes IgM*CD19*CD5
CD237, un phénotype similaire a celui du lymphome de Burkitt humain. D’un point de vu

histologique, les tumeurs obtenues ont I'aspect de « ciel étoilé » d( a la présence de

macrophages, une des caractéristiques morphologiques du lymphome de Burkitt (Kovalchuk
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et al., 2000). Les tumeurs développées par ces souris sont fréquemment associées a des

mutations de tp53 comme dans les lymphomes de Burkitt (Bieging et al., 2009).

Les lymphomes de Burkitt étant associés a I'EBV, un certain nombre d’études ont porté
sur I'étude de l'association de I'EBV (expression de ses différentes protéines) et de la
dérégulation de c-Myc. Parmi celles-ci, il a été montré dans le modele IgA-myc que la protéine
de 'EBV LMP2A (Latent Membrane Protein 2A), qui mime le BCR (B Cell Receptor), augmente
I'effet oncogene de c-Myc. LMP2A favorise l'effet prolifératif de c-Myc et augmente
I'instabilité du suppresseur de tumeur p27<Pl, En effet LMP2A promeut la dégradation de

p27%PLpar le protéasome (Fish et al., 2014).

Ce modele confirme le pouvoir oncogénique de c-Myc. Il permet d’obtenir un modéle
qui reflete au mieux le mode d’activation de c-Myc dans le contexte de translocation
observées dans les lymphomes de Burkitt. Dans le modéle Ep-myc, décrit précédemment, le
transgéne est activé dans les stades pré-B comme dans les stades B matures (post
recombinaison VDJ). Alors que dans le modele Ig\-myc, c-Myc ne sera activé que dans les
cellules B matures, pour ainsi donner des lymphomes B matures. Le contexte chromosomique

est donc tres important.

1.1.7.3. Le modéle c-myc-3’IgH LCR.

10 kb
< 3

BHI BHI

c-myc-3’LCR transgene 4—0—:}—0 L S 2 J—}

P1-P2 c-myc hssa hs1,2 hs3b hs4 |

6 kb

Figure 13 : Représentation schématique de la construction du modele murin c-myc-3’IgH LCR (modifié
a partir de (Truffinet et al., 2007)). P1 et P2 sont les promoteurs de c-myc. Le géne humain c-myc est
sous le contréle de la région régulatrice 3’ du locus IgH. Le transgéne de c-myc ne sera donc activé que
dans les cellules B du stade pré-B au stade B mature.

Le modéle murin c-myc-3’IgH LCR a été développé dans notre UMR CNRS pour mimer
la dérégulation de c-myc par la région 3’RR, comme dans les lymphomes de Burkitt caucasien
(Figure 9). Dans ce modele, le gene murin c-myc avec ses trois exons est sous le controle de la
région 3’ du locus IgH (contenant les quatre régions régulatrices : hs3a, hs1,2, hs3b et hs4)
(Figure 13). Le transgene est intégré dans le locus IgH par « knock-in » dans les cellules ES. A
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partir de I'age de 12 semaines, les souris transgéniques développent des lymphomes « BL-
like » clonaux ou des lymphomes B diffus anaplasiques avec une incidence globale de 80% en
40 semaines. Les lymphomes « BL-like » sont B220*IgD* IgM* avec 'aspect de "ciel étoilé"
spécifique du lymphome de Burkitt. Cette étude démontre que la région régulatrice 3’ du locus
IgH peut déréguler c-myc et initier le développement de lymphomes Burkitt-like (Truffinet et
al.,, 2007). D’autres études au sein de I'équipe ont montré I'effet de la mutation de cdk4,
rendant cette cycline insensible 3 la régulation par p16'*4, dans ce modéle c-myc-3’IgH LCR.
CDK4 favorise I'effet de c-Myc dans la formation de lymphomes du manteau. En effet,
I’expression d’une protéine CDK4 mutée dans ce modele murin permet la promotion de la
lymphomagenése (Vincent-Fabert et al., 2012). Un signal tonique du BCR (signal indépendant
de I'antigéne), permettant la survie cellulaire, peut moduler la lymphomagenése dépendant
de c-Myc. Ce signal peut étre différent selon l'isotype, IgM (comme dans le lymphome de
Burkitt) ou IgA. Pour tester cette hypothése le modéle c-myc-3’IgH LCR a été croisé avec un
modéle portant la mutation du locus IGH (souris alKl). Cette mutation remplace I'expression
d'lgM/IgD par I'expression prématurée d'IgA. Un signal tonic du BCR de type IgA retardera la
lymphomagenése comparativement a un BCR de type IgM. De plus dans le cas d’un BCR IgA,
les cellules tumorales seront plus avancées dans le stade de développement B, et les tumeurs
sont moins agressives. Ces observations indiquent que la classe d’lg module la progression

tumorale et son phénotype (Amin et al., 2014).

Ce modeéle permet le développement de lymphomes trés divers en association avec
d’autres processus oncogéniques dérégulés. De plus ce modeéle induit une lymphomagenese
dépendant de c-Myc avec seulement les éléments régulateurs de la chaine lourde

d’immunoglobuline en 3’.
1.1.7.4. Le modeéle IgH/c-mycYAC.

, 50 kb

V,, segments
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Figure 14 : Représentation schématique de la construction du modéle murin IgH/c-myc YAC (modifié a
partir de (Biitzler et al., 1997)). Le gene humain de c-myc comportant ses 3 exons contenu dans un
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chromosome artificiel de levure (YAC) est placé a 50kb du régulateur Eu. Le transgéne de c-myc ne sera
donc activé que dans les cellules B du stade pré-B au stade B mature.

En 1997, un modele original de translocation de c-myc a été développé. En effet ce
modeéle murin posséde l'insertion du géne c-myc dérivé d’une lignée cellulaire humaine de
lymphome de Burkitt, Raji (Hamlyn and Rabbitts, 1983) a environ 50 kb de la région régulatrice
d’lgH (Ep). Ce transgene est dans un chromosome artificiel de levure (YAC) contenant une
région de 220 kb du locus de la chaine lourde d'lg humaine (IgH). Une copie unique de ce YAC
est intégrée dans le génome des cellules souches embryonnaires (ES) des souris (Figure 14).
Les souris chimériques dérivées de ces cellules ES développent des lymphomes B
monoclonaux exprimant une IgM a leur surface entre 8 et 16 semaines. La pathologie
observée dans ces souris IgH/c-mycYAC ressemble a celle de cellules B de LAL (leucémie aigue
lymphoblastique). Comme pour les tumeurs qui se développent dans les souris IgH/c-mycYAC,
les LAL sont caractérisées par la présence de grandes cellules B avec une translocation du géne
c-myc. Cette translocation est habituellement dans le locus IgH. Ces cellules peuvent infiltrer
la moelle osseuse et conduire a des tumeurs abdominales. Les souris développent une
splénomégalie, des tumeurs dans 'abdomen, la téte et moins fréquemment dans la poitrine.
Il n’est pas observé de tumeur dans les ganglions, dans les plaques de Peyer ou dans les autres
organes tels que le foie, les reins ou encore les poumons. (Bitzler et al., 1997). Il est a noter
qgue la délétion de la région régulatrice Ep n’influence pas le développement de lymphome B
dans le modéle IgH/c-mycYAC. La lymphomagenése se fait en présence ou en absence d’Ep.
L'expression de c-Myc serait due a d’autres éléments régulateurs présents dans le locus IgH

(Palomo et al., 1999).

Dans ce modele, la technique utilisée permet d’avoir une seule copie de transgene
intégrée dans le génome, ce qui est suffisant pour induire la tumorigenése. Les tumeurs
induites dans ce modéle se sont développées sous forme de masses tumorales a l'intérieur du
crane, dans I'abdomen et / ou dans la poitrine sans implication de ganglions lymphatiques a

la différence des autres modeles présentés.
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1.1.7.5. Le modéle iMyc®®.
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Figure 15 : Représentation schématique de la construction du modeéle murin c-myc. Ca/IgH (modifié a
partir de (Cheung et al., 2004)). Le gene murin c-myc (en rouge) est inséré dans le segqment constant Ca
du locus IgH. Le transgéne de c-myc ne sera donc activé que dans les cellules B du stade pré-B au stade
B mature.

L'insertion par recombinaison homologue de c-myc dans le segment constant Ca au
locus IgH mime la translocation T(12;15) la plus fréquemment observée dans le PCT (Plasma
cell tumor) péritonéal de souris BALB/c placant le géne c-myc sous le contrdle de la région
régulatrice 3’ IgH (Figure 15). Ce modéle iMyc®® a un faible potentiel oncogénique. C'est
pourquoi ce modele a été croisé avec un autre modeéle possédant le transgéne bcl-x/ contrélé
par la région régulatrice 3’ du géne murin Igk (Linden et al., 2004). En effet le géne bcl-x/ est
fréquemment dérégulé dans les tumeurs des plasmocytes humains (PCN : human plasma cell
neoplasms) comme dans le myélome multiple (tumeurs disséminées) et les plasmocytomes
(tumeurs localisées) (Tu et al., 1998). Au bout de 135 jours ces souris développent des tumeurs

des plasmocytes, I'incidence des tumeurs est de 100% (Cheung et al., 2004).

Ce modéle de souris iMyc®® peut étre utile pour élucider le mécanisme de la
collaboration c-Myc/Bcl-XL et pour concevoir de nouvelles approches pour le traitement des

plasmocytomes humains.
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1.1.7.6. Le modéle iMycEH.
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Figure 16 : Représentation schématique de la construction du modéle murin iMyc(Eu) (modifié a partir
de (Park et al., 2005)). Le géne murin c-myc/6his (en rouge) est inséré en amont de I’enhancers Eu (en
bleu) du locus IgH. Le transgene de c-myc ne sera donc activé que dans les cellules B du stade pré-B au
stade B mature.

Le modele iMyc(Eu) présente une insertion du gene c-myc murin, avec 6 histidines en
3’ du géne, dans la région JH du locus IgH. Ces histidines permettent de différencier le produit
issu du transgene par rapport a celui endogene. Cela mime la translocation t(8;14)(q24;q32)
qui est retrouvée dans les lymphomes de Burkitt humain endémiques (Figure 16). A partir de
6 mois, ces souris transgéniques développent des lymphomes « Burkitt-like » a cellules B IgM*,
des lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL) Bcl-6* (type GC) et des plasmocytomes
CD138*, avec une incidence globale de 68% en 21 mois. Les études moléculaires de la
néoplasie la plus répandue « Burkitt like » (50% de toutes les tumeurs), montrent que les
tumeurs sont clonales. Ces tumeurs surexpriment c-Myc (His), et présentent le changement
du promoteur P2 a P1, une caractéristique de la dérégulation de c-Myc dans le lymphome de

Burkitt endémique (Park et al., 2005).

Ce modele transgénique iMyc™ mime le lymphome de Burkitt endémique t(8;14) en
majorité ainsi que des tumeurs de plasmocytes. Le long temps d’apparition des tumeurs des
cellules B et des cellules plasmatiques chez ces souris suggére que des événements

oncogéniques secondaires interviennent dans la lymphomageneéese dépendante de c-Myc.
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1.1.7.7. Le modéle Vk*Myc.
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Figure 17 : Représentation schématique de la construction du modéle murin Vk*Myc (modifié a partir
de (Chesi et al., 2008)). La région Ck de I'exon Vk a été remplacée par une partie du géne de c-myc
humain (exons 2 et 3). La transcription est initiée au promoteur proximal Vk21E (fleche), le géne de c-
myc se termine au signal polyA endogéne (illustré). Dans le panneau gris sont montrées la séquence
nucléotidique et d'acides aminés du premier exon codant du transgéne: l'initiation de la traduction ATG;
le codon muté TCG> TAG est encadré, et la séquence nucléotidique, point chaud pour hypermutation
somatique (HMS), est souligné. Le codon stop stoppe la transcription. La séquence du codon stop étant
un point chaud pour I'activité d’AID (Activation Induced Deaminase : enzyme impliquée dans la HMS),
la séquence sera changée et la transcription du transgéne c-myc pourra se faire.

Le modéle Vk*Myc posséde I'exon V-kappa et I'exon 2 et 3 du géne humain c-myc.
Dans I'exon V-kappa, le 32™¢ codon a été muté en un codon STOP (TCG->TAG) (Figure 17). Dans
cette construction Vk*Myc, la traduction est prématurément arrétée a cause du codon STOP
et la protéine c-Myc n’est pas exprimée. Ce codon STOP est créé par un motif DGYW qui
représente une séquence cible préférentielle connue pour la HMS (hypermutation
somatique). Cela aboutie a des mutations réverses qui lévent ainsi le codon STOP, permettant
I’expression de c-Myc dans le centre germinatif (GC). Ce modéle permet une expression fine
du transgéne a un moment précis du développement B. Les souris Vk*Myc développent toutes
des tumeurs post-GC trés proche d’'un myélome multiple indolent avec des propriétés
biologiques et cliniques tres caractéristiques de la pathologie humaine. Le croisement de ce
modele avec le modéle Ep-bcl2 induit des tumeurs de cellules plasmatiques monoclonales

extra médullaires agressives avec infiltration des ganglions lymphatiques et de la rate (Chesi

et al., 2008). Bien que l'agressivité, la localisation et I'immunophénotype de ces tumeurs
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ressemblent 3 celles des souris iMyc®® /Bcl-XL (Cheung et al., 2004), elles différent car ils ont

toutes une origine post-GC car les cellules tumorales ont subi la HMS.

1.1.7.8. Le modéle tTA/Myc.

HE-tTA (P tTA —

+ Doxycycline ( tTA - Doxycycline

tTA

tetO-myC mmme{ 350J2/0NT | TetQ |~ c-myc |J=— —{ 35J2f1INT = TetQ =~ C-myc |j=——

Figure 18 : Représentation schématique de la construction du modéle murin uE-tTA/tetO-myc (modifié
a partir de (Marinkovic et al., 2004). Le géne codant pour tTA est sous le contréle de UE. En absence de
doxicycline, tTA active le promoteur TetO et permet la transcription de c-myc et de la luciférase.

Le modele tTA/Myc est un modeéle dans lequel c-Myc est conditionnellement exprimé
dans les cellules B et T en utilisant le systeme de régulation des génes contrélé par la
tétracycline (Marinkovic et al., 2004). Chez ces souris, le tTA (tetracycline-transactivator) est
sous le controle de I'élément régulateur UE (spécifique des cellules lymphoides (Annweiler et
al., 1992)) et d'un promoteur minimal (P), et est exprimé spécifiquement dans les lymphocytes
B et T. Ce transactivateur active alors la transcription d'une seconde cassette de transgéne
constituée du proto-oncogene c-Myc humain (exon 2 et 3), un géne rapporteur codant pour
la luciférase et d’un promoteur bidirectionnel (TetO) (Figure 18). En présence de doxycycline,
les expressions de c-Myc et de la luciférase sont abolies. Ces souris tTA/Myc ont une vie
moyenne de 13 semaines. Elles développent des lymphomes T et des lymphomes B dans
respectivement 74,3% et 25,7% des cas. Les souris développant un lymphome T présentent
un élargissement du thymus, de la rate, du foie et parfois des ganglions mésentériques. Quant
aux souris développant un lymphome B, elles présentent un élargissement des ganglions
(inguinaux, cervicaux et brachiaux), de la rate, du foie et parfois du thymus. Les lymphomes B
observés dans ce modele ressemblent aux lymphomes développés par les modeles de
lymphomes de Burkitt (IgM*/CD43*/CD23'°%). Lors du traitement avec de la doxycycline des
souris porteuses de tumeur, les cellules perdent rapidement I'expression de la protéine c-Myc
transgénique, ce qui entraine un arrét de la croissance au stade G1 du cycle cellulaire et

I'induction de I'apoptose. La régression tumorale et I'apoptose sont également apparentes
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chez les souris apres l'inactivation de c-Myc. Ces données démontrent que tous les lymphomes

dépendaient de I'expression continue de c-Myc (Marinkovic et al., 2004).

Sur le méme principe, le modéle EuSR-tTA / tetO-Myc a été développé auparavant
(Felsher and Bishop, 1999). C-Myc est exprimée dans les lignées hématopoiétiques. En
absence de doxycycline, les souris meurent au bout de 5 mois de tumeurs invasives. Les
tumeurs se sont manifestées par un grossissement du thymus, du foie, de la rate et
I'apparition de masses dans la partie gastro-intestinal. L’histologie des tumeurs ressemblent
a un lymphome diffus a grandes cellules, qui effacait I'architecture du thymus, de la rate et de
la moelle osseuse. Les cellules tumorales ont également envahi le sang périphérique, le rein
et le foie. L'invasion gastro-intestinale des ganglions lymphatiques mésentériques était
accompagnée d'une invasion de la lamina propria du petit et du gros intestin. Sur les 16
tumeurs étudiées, 14 sont des lymphomes T de cellules CD4* et CD8* immatures, et 2 des
leucémies myéloides aigues. Lorsque les souris tumorales sont traitées avec de la doxycycline,
90% présentent une régression des tumeurs et 80% une rémission aprés 30 jours (Felsher and

Bishop, 1999).

1.1.7.9. Le modéle Rosa26StopF-MYC.

Des souris transgéniques conditionnelles ont été générées par le ciblage de locus
ROSA26. Ces souris portent une cassette STOP flanquée de séquence LoxP devant I'ADNc du
géne c-myc humain (Figure 19). L'expression du transgene c-myc est contrblée par le
promoteur CAG, permettant une expression forte du transgene. Ces souris ont été croisées
avec des souris Cyl-cre pour permettre le retrait de la cassette STOP spécifiqguement dans les
cellules B dans les centres germinatifs (Sander et al., 2012). Ces souris Rosa265top™-MYC ne
développent pas de tumeurs. Comme dit précédemment, le maintien d’un signal BCR permet
de promouvoir la survie des cellules B via la voie PI3K (¢f 1.1.6.1). Un modéle murin double
transgénique a été obtenu en croisant les souris Rosa26Stopf-MYC avec des souris portant une
cassette STOP flanquée de LoxP devant un ADNc codant pour une forme constitutivement
active de PI3K, appelée P110*. La moelle osseuse de ces souris a été transférée dans des souris
Rag2cg ®. Ces souris présentent une déficience du systéme lymphatique en raison de
I’'absence de la recombinase Rag2 (Shinkai et al., 1992). Macroscopiquement, ces souris avec
de la moelle transférée présentent de grosses tumeurs provenant des plaques de Peyer de

I'intestin gréle (tumeurs 12/21) ou d'autres organes lymphoides (rate, ganglions
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lymphatiques) et infiltrant le foie et d'autres organes non lymphoides a un stade avancé.
L'analyse histologique révele une morphologie caractéristique des lymphomes de Burkitt.
Comme dans le lymphome de Burkitt humain, les tumeurs présentent une morphologie en
«ciel étoilé» en raison de I'envahissement des macrophages tissulaires qui éliminent les
cellules tumorales apoptotiques. De plus le marquage au Ki67 montre un indice prolifératif de
pres de 100% dans les tumeurs. L'analyse des réarrangements des genes de la chaine lourde
d'immunoglobuline (IgH) par Southern blot dans les tumeurs et les organes affectés a montré
qgue les tumeurs sont monoclonales. Le profil d’expression des génes de ces tumeurs

ressemble a celui des lymphomes de Burkitt humain (Sander et al., 2012).
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Figure 19 : Représentation schématique de la construction du modéle murin Rosa26Stop™MYC et
Rosa26Stop™P110* (modifié & partir de (Sander et al.,, 2012). Les cassettes STOP flanquées par des
séquences LoxP sont excisées grdce a la recombinase Cre présente dans le locus Cy1, et ainsi permettre
I’expression de c-myc et P110* (forme constitutivement active de PI3K) spécifiquement dans les cellules

B des centres germinatifs.

1.1.7.10. Conclusions sur les différents modéles murins.

Ces différents modeles murins ont permis de modéliser les différentes translocations
de c-myc retrouvées dans les pathologies humaines associées (Adams et al., 1985; Biitzler et
48
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al., 1997; Chesi et al., 2008; Cheung et al., 2004; Kovalchuk et al., 2000; Park et al., 2005;
Truffinet et al., 2007). Il est intéressant de noter I'importance de j) la temporalité dans
I'expression de c-Myc, ii) la localisation de la translocation et Jjii) I'environnement

chromosomique.

Ces différences conduisent a des lymphomagenéses agressives mais avec des
caractéristiques finales différentes, c’est-a-dire qu’elles vont mimer différents type de

lymphomes.

Certains modeles développent des lymphomes qualifiés de « Burkitt-like » tels que le
modele IgA-c-myc, les tumeurs sont issues de cellules B matures. Les modéles c-myc-3’IgH LCR
et iMycEu font également partie de cette catégorie. Ensuite, nous avons des modéles qui vont
permettre de mimer les lymphomes non-Burkitt tels que le modéle Epu-myc dans lequel c-Myc
est surexprimé au stade pré-B et B mature conduisant a une hétérogénéité dans le
développement des tumeurs. Le modele IgH/c-mycYAC présente des caractéristiques proches
des LAL. Pour finir, les modéles iMycCa, iMycEu et Vk*Myc vont mimer des développements

de myélome.

Ces modeles permettent aussi de montrer que le phénotype des lymphomes de la
lignée B induits par une dérégulation de c-Myc est fortement dépendant de la coopération
entre les éléments régulateurs qui régissent |'expression de l'oncogene. En fonction, des
éléments régulateurs en 5’ ou 3’ du transgéene c-myc, on observe des différences dans la
temporalité de I'expression de c-Myc. C-Myc peut étre exprimée a différents stades du

développement B selon le modele, et entraine une différence dans la nature du lymphome B.

Cependant ces modeéles montrent une surexpression de c-Myc, mais ne miment pas
les mutations de c-myc qui entrainent des gains de fonctions. Par exemple dans les
lymphomes de Burkitt, c-myc peut étre muté augmentant ainsi le potentiel oncogénique de

I'oncoprotéine (Cai et al., 2015; Ott, 2014).

Ces modeles ont également permis de décrire différentes interactions que pouvait
avoir c-Myc avec d’autres oncogénes comme ceux impliqués dans les voies de I'apoptose (p53,
Bcl2, Bcl-xl). Cela permet ainsi une augmentation de la tumorigenese dépendante de c-Myc.
Les différentes voies dans lesquelles c-Myc intervient pour favoriser I'émergence de la

pathologie peuvent alors étre modélisées grace aux différents modeles décrits. (Letai et al.,
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2004; Marin et al., 1995; Palomo et al., 1999; Rouaud et al., 2012; Ueda et al., 2004; Vincent-
Fabert et al., 2012). Ces modeles permettent ainsi une modélisation plus fidele des différentes
pathologies impliquant une translocation et/ou une surexpression de c-Myc. Et permettent

ainsi une meilleure compréhension des mécanismes conduisant aux différentes pathologies.

Pour finir, méme si effectivement ces modeéles développent des néoplasies des cellules
B, elles different des translocations chromosomiques "naturelles" trouvées dans les tumeurs
humaines. Tout d'abord, les translocations naturelles sont des événements géniques
spontanés a l'origine de la tumeur, alors que dans ces modeles ce sont des modifications de
la lignée germinale présente dans toutes les cellules. Seul un modele a une expression précise
dans le centre germinatif (Vk*Myc). Deuxiemement, I'insertion ne reproduit que le produit c-
Myc de la translocation, et non le produit réciproque de la translocation. Troisiemement, dans
le lymphome de Burkitt endémique t(8;14), les points d'arrét sur le chromosome 8 sont
dispersés sur une distance génomique considérable dans le flanc 5 'de c-myc (Joos et al., 1992;
Shiramizu et al., 1991b), ce qui entraine une séparation de c-myc et Eu de plus de 340 kb dans
certains cas (Joos et al., 1992). Alors que dans ces modeéles nous perdons cette notion de
distance. Toutes critiques font que ces modéles ne refletent pas entierement tous les

mécanismes mis en jeu.

I.2. Le facteur de transcription NF-kB.

En 1986, NF-kB (Nuclear Factor kappa B) a été décrit biochimiquement pour la
premiére fois comme un facteur nucléaire capable de se lier a |la région régulatrice de la chaine
légere k des immunoglobulines dans les lymphocytes B (Sen and Baltimore, 1986).
L’association entre le facteur de transcription NF-kB et I’ADN se fait sur des séquences
consensus kB : 5-GGGRNWYYCC-3’ (OUR=Aou G, W=AouT,Y=CouTetN=A, T, Cou G) (Zhang
et al., 2017). Initialement décrit dans les lymphocytes B matures, le facteur de transcription
NF-kB est ubiquitaire. Il est impliqué dans la régulation d’un grand nombre de processus
cellulaires, comme la réponse immunitaire, la croissance cellulaire et I'apoptose. NF-kB est
constitutivement actif dans plusieurs pathologies, y compris les cancers, la polyarthrite
rhumatoide, I'asthme et des maladies neurodégénératives (maladie d’Alzheimer, sclérose

latérale amyotrophique) (Courtois and Gilmore, 2006).
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1.2.1. Les sous-unités NF-kB
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Figure 20 : Les membres de la famille NF-kB et des protéines IkB (Krappmann and Vincendeau, 2016).
Le domaine d'homologie Rel (RHD) responsable de la dimérisation, la liaison ADN et I'inhibition par les
protéines IkB est la caractéristique commune pour les protéines NF-kB. Le RHD contient une séquence
de localisation nucléaire (NLS). Des domaines d'activation de la transcription (TAD) se trouvent dans
I'extrémité carboxy-terminale de RelA, c-RelB et RelB. p50 et p52 sont générés lors du clivage des
précurseurs p105 et p100. NF-kB1/p105 et NFk-B2/p100 appartiennent a la famille des protéines IkB,
qui partage un domaine de répétition ankyrine (ARD) constitué de 5 a 7 répétitions ankyrine. L'’ARD
médie l'interaction au RHD de NF-kB. Tous principalement cytosolique IkB (p105, p100, IkBa, IkB8, IkBe)
contiennent un motif sérine (SS), qui est phosphorylé par IkB kinases (IKK) pour déclencher leur
dégradation par le protéasome. Un domaine de mort (DD) en carboxy-terminal est retrouvé sur p105
et p100.

Les premiéres protéines REL clonées ont été la protéine virale aviaire v-Rel et son
homologue cellulaire c-Rel (Chen et al., 1983; Stephens et al., 1983). Méme si a I'époque on
ne savait pas que REL et NF-kB appartenaient a la méme famille, la découverte du pouvoir
oncogénique de v-Rel in vitro et in vivo, rétrospectivement, a été la premiere indication qu’une
dérégulation de NF-kB pouvait contribuer a la tumorigenése (Barth et al., 1990; Gélinas and
Temin, 1988). En 1990, la protéine p50 a été clonée pour la premiere fois. L'analyse de sa

séquence a montré une homologie de plus de 300 acides aminés avec la partie N-terminale
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de v-Rel et c-Rel. Cela a été I'une des premieres preuves que p50 était un membre de la méme
famille de protéine que v-Rel et c-Rel (Ghosh et al., 1990; Kieran et al., 1990). Les clonages
ultérieurs des autres sous-unités de NF-kB ont démontré la présence du méme domaine REL

(Bours et al., 1990, 1992; Ryseck et al., 1992; Schmid et al., 1991).

Il a été décrit cing membres de la famille NF-kB: p50 et son précurseur p105 (NF-kB1),
p52 et son précurseur p100 (NF-kB2), RelA (p65), RelB et c-Rel (Figure 20). Ces sous-unités
sont caractérisées par la présence d’'un domaine hautement conservé, le domaine RHD (Rel
Homology Domain) responsable de la dimérisation et de la liaison a ’ADN (Verma et al., 1995).
Les sous-unités RelA, RelB et c-Rel présentent également un domaine de transactivation dans
la partie carboxy-terminale : TAD (TransActivation Domain). Les protéines p52 et p50 ne
possedent pas de domaine de transactivation. La régulation de la transcription est permise
par la liaison avec les autres sous-unités. Leur précurseur p100 et p105 se distingue par la
présence de plusieurs répétitions ankyrines dans la partie carboxy-terminale. Ces domaines
ankyrines sont responsables de la localisation cytoplasmique de p100 et p105 car ils masquent
la séquence du signal de localisation nucléaire (NLS). Les protéines p52 et p50 sont générées
suite a une maturation protéolytique de leurs précurseurs respectifs p100 et p105 (Silverman
and Maniatis, 2001). Les protéines p52 et p50, sous forme d’homodimeéres, peuvent
également réprimer la transcription en se fixant au niveau des sites kB, par compétition avec
les autres dimeéres de NF-kB (Lernbecher et al., 1993; May and Ghosh, 1997; Plaksin et al.,
1993).

1.2.2. Les inhibiteurs IkB.

L'activité de NF-kB est régie par |'interaction avec les protéines inhibitrices IkB. Il existe
plusieurs protéines : les inhibiteurs « classiques » (IkBa, kBB, IkBe), les précurseurs p100
(IkBS) et p105 (IkBy) et les inhibiteurs « atypiques » (BCL3 (B cell CLL/lymphoma 3), kBT, et
IKBNS). L'interaction des inhibiteurs classiques et des précurseurs p100 et p105 avec les
protéines NF-kB empéche leur transport vers le noyau grace au masquage de leur séquence
NLS (May and Ghosh, 1997). Les protéines IkB ont une structure similaire avec des répétitions
ankyrines, des sites de phosphorylation et d’ubiquitination permettant leur dégradation par
le protéasome (Figure 20). Les membres de la famille IkB sont régulés par phosphorylation et
protéolyse. IkB est phosphorylé au niveau des sérines S32 et S36 pour IkBa, S19 et S23 pour

IKBB et S18 et S22 pour IkBg, puis ubiquitiné K48, permettant leur prise en charge par le
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protéasome (Ghosh et al., 1998; Karin and Ben-Neriah, 2000). Les protéines IkB ont des
différences d’affinités pour les sous-unités NF-kB. En effet, IkBa et IkBB se lient
préférentiellement aux hétérodimeres RelA/p50 (Karin and Ben-Neriah, 2000; Weil et al.,
1997). IkBe se lie préférentiellement aux complexes RelA/RelA et c-Rel/RelA (Whiteside et al.,
1997). IkBT (Yamamoto et al., 2004) et IkBNS (Hirotani et al., 2005) interagissent tous deux

avec la sous-unité p50. De plus, RelA est lié préférentiellement a p105 alors que RelB a p100.

BCL3 est différente des autres protéines IkB car BCL3 ne séquestre pas les complexes
NF-kB dans le cytoplasme. Au lieu de cela, BCL3 est principalement une protéine nucléaire et
possede un domaine de transactivation TAD. L’association entre BCL3 et les homodimeéres p50

et p52 permet I'activation des génes grace au TAD de BCL3 (Nolan et al., 1993).

1.2.3. Les voies d’activation de NF-kB.
On distingue 2 voies d’activation de NF-kB : la voie dite classique impliquant les sous-

unités RelA, c-Rel et la voie dite alternative impliquant RelB.

1.2.3.1. La voie d’activation classique.

La voie d’activation classique de NF-kB est induite par un certain nombre de récepteurs
comme celui du TNF-a (Tumor necrosis factor alpha) (Israél et al., 1989), de I'IL-1 (Interleukine
1), le BCR (B cell receptor) suite a la stimulation antigénique, ou les TLR (Toll-like receptor) en
réponse a des stimuli bactériens et viraux (Krappmann and Vincendeau, 2016; Oeckinghaus
and Ghosh, 2009). Selon la nature du récepteur impliqué, I'activation de la voie NF-kB implique
différentes protéines (Figure 21). Cette voie d’activation s’applique majoritairement aux

complexes RelA/RelA, RelA/p50 et c-Rel/p50 (Zhang et al., 2017).
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Figure 21 : La voie de signalisation classique de NF-kB. La signalisation de la voie classique de NF-kB est
induite lors de I'activation des récepteurs de cytokines (par exemple TNFR, IL-1R), des récepteurs de
I'immunité innée (TLR) ou des récepteurs d'antigénes (BCR ou TCR) et utilise une variété d'adaptateurs
différents pour engager le complexe IKK constitué des sous-unités régulatrices NEMO et les sous-unités
catalytiques IKKa et IKK8. La phosphorylation par IKK de résidus sérine dans les inhibiteurs cytosoliques
IkB (IkBa, IkBB et IkBe) et des précurseurs (p105 et p100) déclenche leur ubiquitination et leur
dégradation par le protéasome. Les dimeres de la voie classique de NF-kB comme p50/RelA et p50/c-
Rel sont libérés et entrent dans le noyau pour induire la transcription de leurs génes cibles. La voie
classique de NF-kB Induit une réponse rapide, mais transitoire de la transcription (modifié a partir
de :(Krappmann and Vincendeau, 2016).

La voie d’activation classique de NF-kB est impliquée dans les réponses rapides et
réversibles telles que [I'inflammation. L'activation des diméres NF-kB implique
I’activation/inhibition de plusieurs protéines de la signalisation. Ces régulations font intervenir
des modifications post-traductionnelles telles que des phosphorylations et des
ubiquitinations. En général, le systéeme de conjugaison d'ubiquitine attache les chaines de
polyubiquitine aux protéines afin de réguler leurs fonctions. Le type de chaine d'ubiquitine
détermine le mode de régulation des protéines. Les chaines de polyubiquitine sont générées

par les actions répétées de trois classes d'enzymes: les enzymes activant I'ubiquitine (E1), les

enzymes de conjugaison de l'ubiquitine (E2) et les ubiquitines ligases (E3). Comme évoqué ci-
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dessus, I'ajout d’une chaine d’ubiquitines K48 sur une protéine entraine sa prise en charge et
sa dégradation par le protéasome (comme pour IkBa). A I'inverse, la fixation d’une chaine
d’ubiquitines sur la position K63 conduit a I'activation du substrat. Il existe un autre mode
d’ubiquitination faisant intervenir le complexe LUBAC. LUBAC permet une polyubiquitination

linéaire de la protéine (pour revue : (Komander and Rape, 2012)).

L’activation de NF-kB nécessite I'activation préalable du complexe protéique IKK
appelé «signalosome». Ce complexe multiprotéique de 700 a 900 kDa est composé des
protéines kinases IKK1 (IKKa), IKK2 (IKKB) et la protéine régulatrice IKKy aussi appelée NEMO
(NF-kB Essential MOdulator) (DiDonato et al., 1997; Yamaoka et al., 1998). IKKa et IKKB sont
des sérines/thréonines kinases de 85 et 87 kDa. IKKa, IKKB contiennent un domaine basique
« hélice-boucle hélice » qui module I'activité kinase et un motif « Leucine Zipper » impliqué
dans les interactions protéines-protéines. NEMO possede un motif « Leucine Zipper » un motif
UBAN (ubiquitin binding in ABIN and NEMO proteins) et des domaines « coiled-coil » mais ne
possede pas d’activité kinase intrinseque (Figure 22) (pour revue : (Israél, 2010)). Le domaine
d'interaction entre les sous-unités kinase et NEMO est une séquence dans la partie carboxy-

terminal (NBD : NEMO binding domain) de IKKa et IKKB (May et al., 2000).

Domaine kinase NBD

IKKa — —{—Z— HBH {1

Domaine kinase NBD

IKKp ~— ——Z— HBH ]
CC1 CcC2 ZF

Ky ————— 2 —

Figure 22 : Représentation schématique des sous-unités du complexe IKK (IkB kinase). Les kinases IKKa
et IKKB interagissent avec le premier domaine coiled-coil (CC1) de NEMO (NF-«kB Essential Modulator)
grdce a leur domaine NBD (Nemo Binding Domain). NEMO contient également un deuxiéme domaine
coiled-coil (CC2), un domaine LZ (Leucine Zipper) et un domaine ZF (Zinc Finger). HBH : Hélice-bloucle-
Hélice.

L'activation du complexe IKK nécessite I'ubiquitination K63 et linéaire de NEMO. Ces
deux types d’ubiquitination de la sous-unité régulatrice NEMO sont réalisés par
respectivement une E3-ligase et le complexe LUBAC (Linear Ubiquitin Chain Assembly
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Complex). Ces deux modes d’ubiquitination cooperent dans I'activation de la voie classique de
NF-kB (Hadian et al., 2011). Ces deux systémes enzymatiques sont recrutés par le récepteur
TNFR1 par exemple (Figure 23) (Haas et al., 2009; Lo et al., 2009; Rahighi et al., 2009). Lors de
la liaison du TNF-a, le TNFR1 se trimérise favorisant ainsi le recrutement de TRADD (Tumor
Necrosis Factor Receptor Type 1 Associated Death Domain Protein). Avec TRADD, il y a
recrutement de RIP1 (receptor-interacting 1), BIRC2 et 3 (Baculoviral IAP Repeat Containing 3)
(c-IAP1 et 2) et TRAF2 et 5 (TNF receptor associated factor). RIP1 est rapidement ubiquitinée
K63 par TRAF2 et 5 et par BIRC2 et 3, et recrute alors NEMO. Les protéines TAB2 et 3 (TGF-
beta activated kinase 1) du complexe kinase TAK1 (Transforming growth factor beta-activated
kinase 1) se lient a la chaine d’ubiquitines de RIP1, et permet ainsi le recrutement de TAK1.
Cette oligomérisation permettent I'activation de TAK1 par autophosphorylation (pour revue :
(Wertz and Dixit, 2010)). NEMO ubiquitiné permet le recrutement des sous-unités catalytiques
IKKa et IKKB. Suite a ce recrutement, IKKa et IKKB contenant des sites spécifiques, dont la
phosphorylation induit un changement conformationnel permettant leur activation, sont

phosphorylées par TAK1 (Johnson et al., 1996).

Le complexe IKK, alors activé, phosphoryle alors la protéine inhibitrice IkBa sur les
sérines 32 et 36. Ces phosphorylations entrainent alors une ubiquitination K48 et Ia
dégradation par le protéasome (Karin and Ben-Neriah, 2000). Les complexes NF-kB n’étant
plus retenus dans le cytoplasme peuvent jouer leur role de facteurs de transcription dans le

noyau.
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Figure 23 : Représentation schématique de la voies de signalisation TNFR1. Les chaines d'ubiquitine
liées a Lys-48 sont représentées en rouge, et les chaines d'ubiquitine liées a Lys-63 sont représentées
en vert (modifiée a partir de (Wertz and Dixit, 2010)).

Parmi les récepteurs activateurs de la voie classiqgue de NF-kB, deux sont importants
dans les lymphomes B, les TLRs et le BCR. La stimulation des TLRs permet le recrutement de
MYD88 et favorise I'assemblage d'un complexe de signalisation comprenant IRAK1 et 4
(Interleukin-1 Receptor Associated Kinase) etTRAF6. TRAF6 est polyubiquitiné K63. IRAK4
phosphoryle IRAK1, qui favorise la dissociation d’IRAK1 et sa liaison a TRAF6. Le complexe
IRAK1/TRAF6 s'associe ensuite avec le complexe TAK1/TAB2/3, via la liaison TAB2/3 aux
chaines de polyubiquitination K63 de TRAF6. S’en suit I'activation de TAK1 (pour revue : (Wertz
and Dixit, 2010). Parmi la famille des TLRs, un seul n’utilise pas MYD88 pour sa signalisation,
le TLR3. Le TLR3 recrute la protéine TRIF (Toll-Like Receptor Adaptor Molecule) (Yamamoto et

al., 2003). L'activation de NF-kB par TRIF est initiée par deux régions distinctes. TRIF se lie
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directement a TRAF6 via des motifs de liaison a TRAF6 dans sa région N-terminale (Jiang et al.,
2004; Sato et al., 2003). TRIF se lie également a RIP1 sur sa partie C-terminale (Meylan et al.,
2004). RIP1 est polyubiquiné pour former un complexe avec TRAF6 et TAK1, entrainant une
activation NF-kB d'une maniere similaire a celle dans la voie dépendante de MYD88 (Sato et

al., 2005).

L'agrégation du BCR induite par I'antigene conduit a la phosphorylation des motifs
ITAM (Immune Tyrosine Activating Motif) de CD79A et B par LYN. Cette phosphorylation crée
des sites d'accueil pour des protéines tyrosines kinases telles que SYK (spleen tyrosine kinase)
et le recrutement de plus de LYN. BTK (Bruton tyrosine kinase) est recrutée au récepteur et
avec SYK, ils activent PKCB (Protein kinase C 8). PKCB active a son tour le complexe CBM
composé de CARD11 ou (CARMA1) (Caspase Recruitment Domain-containing protein 11),
BCL10 et MALT1 (Mucosa Associated Lymphoid Tissue Lymphoma Translocation 1). MALT1
recrute TRAF6 qui polyubiquitine NEMO et permet le recrutement de TAK1 pour phosphoryler
IKKB (Lin and Wang, 2004; Seda and Mraz, 2015). Il est a noter que CARD11 est également
capable d’activer la voie JNK. En effet, CARD11 régule I'activation de JNK2 grace a BCL10
(Blonska and Lin, 2009).

1.2.3.2. La voie d’activation alterne.

La voie d’activation alternative est induite par différents membres de la superfamille
du TNF comme le CD40 ligand, le facteur BAFF (B cell Activating Factor) et la lymphotoxine
Béta (LTB) (Claudio et al., 2002; Saito et al., 2003; Senftleben et al., 2001) (Figure 24). En
prenant comme modele CD40, la kinase NIK est associée aux protéines TRAF3, TRAF2 et aux
protéines BIRC2 et 3 dans le cytoplasme. La signalisation de la voie alternative de NF-kB est
régulée par NIK (NF-kB Inducing Kinase). La protéine NIK est une kinase en amont du
signalosome. NIK a d’abord été identifiée par son association a TRAF2 (Malinin et al., 1997) et
sa capacité a activer NF-kB quand elle est surexprimée (Ling et al., 1998; Malinin et al., 1997).
NIK est constamment dégradée dans les cellules au repos par un complexe E3 ligase composé
de TRAF 2 et 3 et les ligases E3 BIRC2 et 3. En réponse a l'activation du CD40, TRAF3 sert
d'adaptateur pour recruter au récepteur NIK, TRAF2 et BIRC2 et 3. TRAF2 modifie alors BIRC2
et 3 avec une polyubiquitination K63, améliorant ainsi la capacité de BIRC2 et 3 a catalyser la
polyubiquitination K48 de TRAF3. La dégradation TRAF3 par le protéasome dissocie NIK de

BIRC2 et 3, permettant ainsi I'accumulation de NIK (pour revue : (Wertz and Dixit, 2010)).
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L’augmentation du niveau de NIK catalyse la phosphorylation de IKKa sur la sérine 176, qui
phosphoryle a son tour RelB/p100 (Ling et al., 1998; Woronicz et al., 1997). La protéine p100
est alors ubiquitinée K48 sur sa partie C-terminale pour la marquer comme cible du
protéasome. La libération du dimere RelB/p52 permet sa translocation vers le noyau. La
signalisation de la voie alternative de NF-kB est lente et induit une réponse transcriptionnelle

soutenue (pour revue : (Zhang et al., 2017)).

Voie alternative

CD40 LTBR BAFFR

Figure 24 : La voie de signalisation alternative de NF-kB. La signalisation de la voie alternative de NFkB
est régulée par NIK, qui est constamment dégradée dans les cellules au repos par un complexe E3 ligase
composé de TRAF3/TRAF2 et les ligases E3 c-IAP1/2. L'activation d'un certain sous-type de la famille
des TNFR comme LT8R, CD40 et BAFFR conduit a la stabilisation de NIK par I'inactivation du complexe
TRAF/c-IAP. Le niveau de NIK augmentée catalyse la phosphorylation de IKKa, qui phosphoryle a son
tour NF-kB2/p100 pour le marquer comme cible du protéasome. La libération du dimére p52/RelB
permet sa translocation vers le noyau. La signalisation de la voie alternative de NF-kB est lente et induit
une réponse transcriptionnelle soutenue (modifié a partir de :(Krappmann and Vincendeau, 2016).
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1.2.3.3. L’activation de NF-kB par LMP1.

LMP1
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Figure 25 : Les voies d'activation classique et alterne de NF-kB médiées par LMP1. Les domaines CTAR1
et CTAR2 recrutent des protéines adaptatrices. CTAR1 séquestre TRAF3 suffisamment loin de BIRC2/3
afin d’éviter la polyubiquitination K48 de NIK et sa dégradation. CTAR2 recrute TRADD et RIP1 pour
permettre liaison a TRAF6. TRAF6 s’auto-ubiquine K63 pour permettre le recrutement de TAB2/3 / TAK1
(Wang et al., 2017).

La protéine LMP1 (Latent Membrane Protein 1) du virus d’Epstein-Barr (EBV) est
exprimée dans les lymphomes B associés a une immunosuppression (cf 1.2.6.1.1). LMP1 est
considérée comme la protéine transformante de I'EBV. LMP1, agrégée dans les radeaux
lipidiques, induit des voies de prolifération, de survie, de migration et d'évasion immunitaire.
Les domaines transmembranaires induisent le regroupement de plusieurs LMP1 pour activer

la signalisation. Cette activation se fait a partir de la partie C-terminale cytoplasmique. Deux

domaines C-terminaux permettent I’activation de la signalisation, CTAR (C-terminal Activation
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Region) 1 et 2 (Figure 25). Ces deux régions permettent de mimer un signal CD40, un membre
de la famille des récepteurs TNF et un récepteur clé de co-stimulation de la cellule B (cf1.2.3.2)
(Gires et al., 1997; Mosialos et al., 1995). Un modele murin exprimant une protéine
chimérique CD40-LMP1 permet ainsi un signal LMP1. Ce signal est induit par le CD40L (ligand).
Dans ce modele, la signalisation LMP1 remplace compléetement la signalisation CD40 dans les
cellules B, ce qui conduit a un développement normal des cellules B, a une activation, a une
réponse immunitaire, a la formation de centres germinatifs et a I'hypermutation somatique in
vivo. La seule différence entre les souris sauvages et ces souris exprimant CD40-LMP1 est une
augmentation d'environ 2 fois des pourcentages de cellules B des centres germinatifs et de
cellules plasmatiques ainsi qu’une quantité élevée d'lg aprés immunisation. In vitro, la
protéine chimérique induit la commutation de classe vers IgG1 de facon indépendante des

cytokines (Rastelli et al., 2008).

La voie d’activation classique de NF-kB est induite par le domaine CTAR2 de LMP1. Ce
domaine recrute les protéines TRADD et RIP1 (lzumi and Kieff, 1997). La liaison avec ces
protéines adaptatrices permet le recrutement des molécules TRAF6 (Wu et al., 2006). L'auto
ubiquitination K63 de TRAF6 permet le recrutement de TAK1 et de NEMO. Ainsi TAK1

phosphoryle IKKB (pour revue :(Ersing et al., 2013)).

LMP1 active aussi la voie alterne de NF-kB par un mécanisme incomplétement compris.
Pour initier la signalisation, LMP1 recrute les protéines TRAF1, 2 3 et 5 via son domaine CTAR1
(Devergne et al., 1996). Cependant, contrairement a la signalisation par le récepteur CD40,
CTAR1 n'a pas été observé pour déclencher la dégradation de TRAF3 (Brown et al., 2001; Xie
et al., 2004). LMP1 séquestrerait suffisamment TRAF3 loin du complexe TRAF2/BIRC2/3 pour
permettre a NIK d'échapper a la dégradation (de Jong et al., 2013). En ce sens, les données du
laboratoire suggerent que I'activation de RelB par LMP1 est bien moins forte que par le CD40

(Chanut et al., 2014).

1.2.4. Points de rétrocontrole négatif.

1.2.4.1. p100, p105, et les protéines IkBs.
Parmi les cibles de NF-kB, on peut retrouver différents génes codant des protéines

impliquées dans la régulation de cette voie. Parmi ceux-ci nous pouvons trouver :

- le géne NFKBIA codant IkBa (Haskill et al., 1991; Sun et al., 1993)
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- le géne NFKBIE codant IkBe (Tian et al., 2005)
- le géne NFKB1 codant p105 (Ten et al., 1992)
- le géne NFKB2 codant p100 (Lombardi et al., 1995)

Ainsi, NF-kB, en contrdlant I'expression de ses propres protéines inhibitrices, crée sa

propre boucle de rétrocontrole négatif.

1.2.4.2. La protéine A20.

La protéine A20 est une protéine cytoplasmique contenant des domaines a doigt de
zinc codée par le géne tnfaip3 (tumor necrosis factor alpha induced protein 3) (Dixit et al.,
1990). Cette protéine a été initialement identifiée comme un régulateur clé des voies de
signalisation de l'inflammation puis un régulateur négatif de NF-kB (Opipari et al., 1992;
Tewari et al., 1995). Dans la plupart des cellules, I'expression basale d’A20 est tres faible, mais
sa transcription est rapidement induite lors de I'activation NF-kB. Une fois exprimée, A20
fonctionne comme un régulateur de rétroaction négative de I'activation NF-kB (pour revue :

(Coornaert et al., 2009)).

Le mécanisme moléculaire responsable de la fonction inhibitrice de NF-kB a été clarifié
par I'élucidation du réle d’A20. A20 possede deux fonctions: une activité d'enzyme
désubiquitinante médiée par son domaine N-terminal OTU (Ovarian Tumor) et une activité
d'ubiquitine ligase E3 médiée par sa structure en doigt de zinc (ZF) en C-terminal (Wertz et al.,
2004). A20 permet le retrait des chaines de polyubiquitine K63 de protéines de la signalisation
NF-kB. Parmi elles, on retrouve des protéines de la famille TRAF, de la famille RIP ou encore
de la sous-unité régulatrice de complexe IKK : NEMO. La désubiquitination K63 de RIP1 et
TRAF6 permet 'inhibition de la voie NF-kB. L’activité ubiquitine ligase E3 d’A20 entraine la
polyubiquitination K48 de la protéine adaptatrice RIP1 conduisant a sa dégradation par le

protéasome (Bertrand et al., 2008; Newton et al., 2008; Wertz et al., 2004).

A20 inhibe aussi de facon non catalytique la signalisation NF-kB induite par TNF et
LUBAC en se liant a des chaines linéaires de polyubiquitine via un de ses motifs ZF, ce qui
empéche l'interaction induite par le TNF entre LUBAC et NEMO. Ce blocage est suffisant pour
bloquer la phosphorylation de d’IKK par sa kinase TAK1 (Skaug et al., 2011; Verhelst et al.,
2012).
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1.2.4.3. La protéine CYLD.

La protéine CYLD (Cylindromatosis) est un suppresseur de tumeur fréquemment mutée
dans la cylindromatose (maladie cutanée rare caractérisée par des tumeurs sur les glandes
salivaires, dans le cuir chevelu ou encore sous cutanées). La suppression ou la mutation de
CYLD favorise le développement tumoral (carcinome hépatocellulaire, cancer de la prostate)
(Mathis et al., 2015). La déficience de CYLD conduit a une activation constitutive de NF-kB
entralnant une expression génétique pro-inflammatoire (Brummelkamp et al., 2003;
Kovalenko et al., 2003; Trompouki et al., 2003). La partie N-terminale de CYLD comprend trois
domaines riches en glycine associés au cytosquelette (CAP-Gly). Les deux premiers liés aux
microtubules, tandis que le troisieme domaine se lie a NEMO. CYLD contient en outre deux
motifs conservés riches en proline (PR), qui peuvent interagir avec les domaines SH3 dans
d'autres protéines, et un motif de liaison au TRAF2. La partie C-terminale de CYLD contient un

domaine catalytique de désubiquitination (Ritorto et al., 2014; Saito et al., 2004).

CYLD inhibe IKK et NF-kB en éliminant les chaines de polyubiquitine liées a K63 de
TRAF2, TRAF6 et NEMO (Kovalenko et al., 2003; Trompouki et al., 2003). CYLD peut également
se lier a et désubiquitiner BCL3, empéchant ainsi I'accumulation nucléaire de BCL3. Cela
empéche I'activation des homodiméres p50/p50 ou p52/p52 par BCL3 (Massoumi et al.,
2006).

1.2.5. Fonctions biologiques de NF-kB.
NF-kB induit une grande variété de génes qui sont impliqués dans de nombreuses

fonctions cellulaires.

NF-kB intervient notamment dans la prolifération, en régulant I'expression de génes
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire tels que les cyclines D1 (Guttridge et al., 1999)
et D2 et CDK6 (lwanaga et al., 2008). NF-kB induit I’expression du proto-oncogene c-myc,

facteur maitre de la prolifération (Duyao et al., 1992b).

NF-kB est également impliqué dans le phénomeéne d’apoptose. En effet, il induit
I’expression de molécules anti-apoptotiques (Bcl-2, A20, Bcl-XL, les protéines BIRCs, c-FLIP)
(Catz and Johnson, 2001; Krikos et al., 1992; Stehlik et al., 1998). L'induction de ces protéines
est impliquée dans les phénomeénes de résistance aux chimiothérapies observées dans

certains cancers (Dai et al., 2009). NF-kB a également un réle pro-apoptotique en stimulant
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I’expression du récepteur de mort Fas (CD95) (Le Clorennec et al., 2008), PUMA (Wang et al.,
2009) ou encore Bax (Shou et al., 2002).

NF-kB régule les genes de réponse immune en modulant I'expression de génes majeurs
de I'inflammation tels que le TNF-a et des interleukines (IL-1, IL-6, IL-8) (pour revue :(Hayden

et al., 2006; Hoesel and Schmid, 2013).

Des facteurs angiogéniques sont également des cibles de NF-kB comme par exemple
le VEGF (Vascular Enthothelial Growth Factor) (Chilov et al., 1997). NF-kB joue un réle dans le
phénomeéne d’invasion et de métastase en induisant notamment I'expression des protéines
qui vont permettre le remodelage de la matrice extracellulaire: MMP-9 (Matrix
MetalloProteinase 9) (Yan et al., 2004), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1)
(lademarco et al., 1992) et ICAM-1 (IntraCellular Adhesion Molecule) (van de Stolpe and van
der Saag, 1996).

1.2.6. NF-kB et lymphomageneése B.

Les premiéres preuves d'une implication de NF-kB dans les lymphomes humains
proviennent de l'identification des réarrangements chromosomiques impliquant des
membres de la famille NF-kB (pour revue : (Lugue and Gélinas, 1997; Mayo and Baldwin,
2000)). La translocation de nfkb2 supprimant les répétitions ankyrines en C-terminal de la
protéine et ainsi retirant la fonction inhibitrice de p100 a été trouvée dans des lymphomes B
(Leucémie lymphoide chronique) et le MM (Myélome multiple) (Fracchiolla et al., 1993; Neri
et al., 1991). L'amplification du géne REL a également été fréquemment rapportée dans les
lymphomes humains tels que les DLBCL et le lymphome de MALT (Gilmore et al., 2004). La
protéine LMP1 du virus d’Epstein-Barr, qui est un analogue du CD40, induit I'activation de
NFkB (Laherty et al., 1992). Or les premiéeres données obtenues in vitro avaient montré que
LMP-1 est capable de transformer les fibroblastes Rat-1 (Wang et al., 1985) suggérant que
I'activation de NF-kB peut avoir un pouvoir transformant. Ces résultats ont suggéré une
contribution importante de la dérégulation de I'activité de NF-kB dans le développement de

lymphomes.
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1.2.6.1. NF-kB et lymphomes agressifs.

1.2.6.1.1. Lymphomes induits par 'EBV.

Le virus d'Epstein-Barr (EBV), un virus humain de la famille des Gamma-Herpesviridae,
est répandu dans toute la population et est responsable d’une infection virale
asymptomatique latente dans la grande majorité des individus. Pourtant, ce méme agent
posseéde une puissante capacité de transformation des lymphocytes et est étiologiquement lié
a des lymphomes B malins: lymphome de Burkitt, DLBCL, les lymphomes B du sujet
immunodéprimé aprés transplantation d’organe (PTLD, Post-Transplant lymphoproliferative

Disorder) ou suite a I'infection par le VIH.
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L'infection primaire se produit par voie orale et conduit a la réplication locale du virus

dans lI'oropharynx, impliquant une infection lytique de I'épithélium muqueux et des cellules B
locales (Figure 26). Les cellules B expriment I'ensemble des protéines de I'EBV (latence Il c¢f

ci-aprés) permettant I'augmentation de la prolifération des cellules B dans les tissus
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lymphoides pharyngés. Une réponse immunitaire primaire des lymphocytes T CD8*
spécifiques des antigenes de la latence Il est déclenchée ainsi qu’une réaction NK non
spécifique permettant la lyse d’une trés grande majorité des cellules infectées par le virus. Les
cellules B qui échappent a cette destruction, passent par les centres germinatifs déja formés
dans le tissu lymphoide de I'oropharynx. A ce niveau, les lymphocytes B infectés expriment les
protéines de la latence Il (cf ci-apres). Les cellules B infectées sortent du centre germinatif et
évoluent vers un statut B mémoires en latence 0 dans le sang périphérique, elles ne sont alors
plus reconnues par I'immunité cellulaire (Thorley-Lawson et al., 2013). Le plus fréquemment,
la primo-infection se produit lors de I'enfance et elle est généralement asymptomatique. Chez
I'adolescent ou le jeune adulte, elle peut provoquer la mononucléose infectieuse (MNI). La
MNI est une pathologie lymphoproliférative bénigne. Elle est caractérisée par une asthénie
majeure, par une angine et par une inflammation intense des ganglions. La MNI est en rapport
avec une prolifération polyclonale des lymphocytes B qui induit une réponse immunologique
exagérée (prolifération polyclonale des lymphocytes T CD8* et des cellules NK (Natural Killer))

responsable des symptomes observés (pour revue : (Young et al., 2016).

Soulignant l'importance d'une telle surveillance immunitaire, les personnes atteintes
d'une déficience en cellules T profondes courent un risque élevé de développer une maladie
lymphoproliférative B positive a I'EBV (B-LPD : EBV-positive B-lymphoproliferative disease).

Ces B-LPD sont classiquement observées dans deux contextes d'immunodépression acquise:

- Chez les receveurs de cellules souches et de greffe d'organe solide au cours de
la premiére année apreés la transplantation lorsque la fonction des lymphocytes
T est la plus supprimée par les traitements immunosuppresseurs pour bloquer

le rejet de greffe.

- Chez les patients infectés par le VIH (virus de I'immunodéficience humaine) qui
perdent presque toute la fonction des lymphocytes T a mesure qu'ils

progressent vers le SIDA tardif.

La croissance des cellules B in vivo est directement liée a I'EBV. Les lignées cellulaires
lymphoblastoides B (LCL), qui surviennent lorsque I'EBV transforme et immortalise les cellules
B in vitro via la protéine LMP1, est la contrepartie in vitro du B-LPD (Kaye et al., 1993; Pope et
al., 1968). Ainsi, les cellules ont un phénotype lymphoblastoide et expriment les 8 protéines

de latence de I'EBV (les antigénes nucléaires EBNA1, 2, 3A, 3B, 3C et —LP (Epstein-Barr Nuclear
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Antigen) et les protéines de latence membranaires latentes LMP1 et 2 (Latent Membran
Protein)) : une forme d'infection appelée latence Ill ou programme de prolifération

(Gottschalk et al., 2005).

Il existe différentes latences selon la combinaison de génes exprimés par 'EBV (Young

et al., 2016) :

La latence de type | : caractérisée par I'expression uniquement de la protéine

EBNA1, ce qui permet le maintien du génome viral dans la cellule.

- Lalatence de type Il : caractérisée par I'expression des protéines EBNA1, LMP1,

LMP2A et LMP2B.

- Lalatence de type Il : caractérisée par |'expression du facteur de transcription
EBNA-2 qui active I'expression de toutes les protéines de latence EBNA1,

EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C, EBNALP, LMP1, LMP2A et LMP2B.

- La latence de type 0 n’est décrite qu’in vivo dans les lymphocytes B au repos

circulants infectés.

Malgré sa forte antigénicité, I'EBV infecte avec succes et établit une infection
persistante chez I'h6te. Cela reflete tres probablement la capacité de certaines cellules B
transformées in vivo a réprimer I'expression des antigenes viraux et a passer a un état de repos
latent leur permettant d’échapper a la détection immunitaire (Thorley-Lawson et al., 2013).
Le fait que toutes les sous populations de cellules B soient sensibles a une infection virale,
mais que le réservoir de virus soit limité aux cellules B mémoires, suggere que les cellules B
mémoires transformées par le virus passent par une réaction du centre germinal (GC) ou
généerent un environnement de type GC grace aux protéines de latences (Thorley-Lawson et
al., 2013). Les accidents génétiques découlant de ce processus normal contribuent a la

pathogenese des différents lymphomes B EBV positifs (Basso and Dalla-Favera, 2015).

Les PTLD surviennent chez des patients ayant subi une transplantation d’organe ou de
moelle osseuse et soumis a un traitement immunosuppresseur pour éviter le rejet de la greffe.
L'incidence varie avec l'organe transplanté de 1% a 2% suite a une transplantation rénale
jusqu'a 10% suite a une transplantation d'organe thoracique (en raison d'intensités différentes
dans l'immunosuppression) (Tsao and Hsi, 2007). La présence de I'EBV en latence Ill est
détectée dans les cellules B des patients souffrants de PTLD dans 100% des cas (Timms et al.,
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2003). Les cellules expriment alors toutes LMP1 et ont donc une activation constitutive des
voies d’activation classique et alterne de NF-kB. Le profil d’expression de genes des PTLD-EBV*
montre une augmentation de [I'expression des génes impliqués dans les réponses
immunitaires et inflammatoires (Craig et al., 2007). Parce que des troubles de I'inflammation
et des cytokines similaires ont également été observés dans les DLBCL-EBV*, ces déséquilibres
pourraient étre des caractéristiques pathogénes moléculaires communes des troubles

associés a I'EBV (Craig et al., 2007; Kato et al., 2014).

Parmi les lymphomes B agressifs EBV positifs du sujet immunocompétent, on retrouve
les DLBCL et le lymphome de Burkitt. Ces tumeurs ont pour équivalent non tumoral des
cellules B arrétées a des étapes distinctes du développement B dans les GC (Lenz and Staudt,

2010).

10% des DLBCL de 'immunocompétent sont EBV* et constituent un groupe particulier.
Ces tumeurs sont situées dans le spectre des DLBCL de type ABC. Elles ont été initialement
identifiées chez des patients agés et désignées provisoirement comme DLBCL du sujet agé
positives pour I'EBV (Oyama et al., 2003; Shimoyama et al., 2008). Cependant, la maladie a
ensuite été reclassée en tant que DLBCL-NOS (not otherwise specified) pour inclure les DLBCL
EBV* chez des patients immunocompétents plus jeunes (Cohen et al., 2013; Swerdlow et al.,
2016). Les DLBCL du sujet agé EBV* sont supposés résulter d'une sénescence liée a I'age quant
a la surveillance spécifique de I'EBV par les cellules T (Cardenas et al., 2015). En outre, ces
tumeurs présentent généralement un profil d'expression génique de latence lll, semblable a
celui observé dans les lésions B-LPD apparaissant chez les receveurs de greffe
immunosupprimés ou dans le SIDA tardif (Ok et al., 2013). Les DLBCL EBV* ont un profil
d'activation de NF-kB plus prononcé par rapport a la majeure partie des DLBCL EBV", avec une
activation des voies classiques et alternes de NF-kB (Chanut et al., 2014; Kato et al., 2014).
L'activation de NF-kB est le reflet de I'expression de LMP1, clairement exprimé dans ces
lymphomes. L’étude du profil d’expression de génes a permis d’identifier I'expression accrue
des voies immunitaires et inflammatoires dans les tumeurs EBV* (Kato et al., 2014). En plus
des voies NF-kB, le récepteur JAK/STAT, le récepteur NOD et les voies de signalisation des
récepteurs TLRs sont également activés. En outre, l'infection in vitro par I'EBV des lignées
cellulaires d’ABC DLBCL dérivées de patients ont confirmé I'activation accrue de NF-kB et une

phosphorylation accrue de STAT3 (Kato et al., 2014).
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Comme d’écrit précédemment (cf: 1.1.6.1), le lymphome de Burkitt (LB) est divisé en
différentes formes cliniques. Celles-ci sont associées a I'EBV dans des proportions différentes :
i) la forme endémique dans 95 a 100 % des cas, ii) la forme sporadique dans 10 a 20 % et iii) la
forme associée a l'immunodéficience dans 50 % (Molyneux et al., 2012; Swerdlow et al., 2016).
L’expression des genes viraux dans les cellules de LB-EBV* est restreinte a I'expression
d’EBNA1 (latence 1) et sont donc LMP1 négatives. Comme ces produits géniques viraux en soi
sont insuffisants pour induire la prolifération des cellules B, il est proposé que I'EBV ait d'autres
réles accessoires lors de la pathogenése. L'EBV augmente la survie des cellules tumorales de
LB apres la translocation de c-myc, comme en témoigne la découverte originale selon laquelle
les lignées de cellules de LB-EBV* sont plus résistantes a I'apoptose que les cellules de LB-EBV"
(Komano et al., 1998). Un scénario alternatif (mais pas mutuellement exclusif) est que I'EBV
favorise la probabilité de la translocation de c-myc dans une cellule B du centre germinatif a
la suite d'accidents lors des mutations des régions variables des génes des Ig et/ou de la
recombinaison de classe des Ig. Ceci est étayé par la découverte que la protéine AID
(activation-induced cytidine deaminase), I'enzyme qui sert a la médiation de ces deux
processus, favorise également la génération de la translocation de c-myc (Robbiani et al.,
2008). En effet, I'infection par I'EBV induit une augmentation de I'activité d'AID (Epeldegui et
al., 2007). Une étude récente conclut que cet effet est médié par EBNA3C (Kalchschmidt et al.,
2016), un produit de gene viral qui n'est habituellement pas exprimé dans les tumeurs de LB.
Une explication possible de ce paradoxe est que les premiers progéniteurs de LB ressemblent
a des cellules lymphoblastoides B transformées par I'EBV (c'est-a-dire une infection en Latence
[l1). Comme indiqué en section 1.2.3.3, la protéine LMP1 exprimée en latence Il induit
également des signaux de survie via NF-kB (Cahir McFarland et al.,, 1999). La transition
ultérieure vers un modeéle de latence | observée dans la tumeur finale survient apres la
translocation de c-myc et acquisition de modifications génétiques supplémentaires (Allday,

2009; Thorley-Lawson and Allday, 2008).

1.2.6.1.2. Les lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL) EBV".

Comme décrit précédemment, les DLBCL sont classés en deux sous-types différents
selon leur signature transcriptomique : GCB-DLBCL et ABC-DLBCL. Parmi ces deux sous-types,
les ABC-DLBCL expriment trés fortement les genes cibles de NF-kB. Les patients atteints de

DLBCL du type GCB ont une meilleure survie globale que ceux avec un DLBCL de type ABC. La
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classification moléculaire des tumeurs sur la base de I'expression des genes peut donc
identifier des sous-types de cancer précédemment non détectés et cliniquement significatifs

(Alizadeh et al., 2000).

Au regard de la similarité dans la signature génétique entre les cellules B activées par
un antigene et les cellules tumorales des ABC-DLBCL, on peut supposer une dépendance des
cellules tumorales a une activation constitutive de la voie canonique de NF-kB (Davis et al.,
2001). Les cellules tumorales d’ABC-DLBCL sont sensibles a I'inhibition de IKKB (Lam et al.,

2005), ce qui indique I'importance de la voie canonique IKK/NF-kB (Figure 27).

L'inactivation de Tnfaip3, codant la protéine A20, est retrouvée dans 24% des ABC-
DLBCL. La conséquence courante de cette inactivation est la production de protéines A20
tronquées qui ne possedent plus de domaines fonctionnels et sont soit instables soit
fonctionnellement altérées (Compagno et al., 2009). Lorsqu'A20 sauvage est réexprimé, il
entrailne une suppression de la croissance cellulaire et l'induction de I'apoptose,
accompagnées d'une régulation négative de I'activation NF-kB (Kato et al., 2009). De plus, la
protéine étant nécessaire a I'arrét du signal des TLRs (Boone et al., 2004), son inactivation
couplée a la mutation L265P de MYD88 induit une forte activation de NF-kB et une forte

prolifération (Wang et al., 2014a, 2014b).

L'activation constitutive du complexe protéique IKK dans les ABC-DLBCL peut étre due
a un signal chronique du BCR. Des mutations somatiques sur les médiateurs en aval du BCR
conduisent a I’activation oncogénique de la voie canonique de NF-kB. Les mutations de CD79A
et CD79B permettent de rendre moins sensible la signalisation du BCR a la régulation négative
de LYN (qui permet I'inhibition et I'internalisation du BCR) (Cornall et al., 1998; Ma et al.,
2001). 20% des patients d’ABC-DLBCL présentent des mutations sur le motif ITAM des genes
du CD79A et surtout du CD79B (Davis et al., 2010).

10% des ABC-DLBCL présentent des mutations activatrices sur le géne card11 (Lenz et
al., 2008). La protéine CARD11 (Caspase Recruitment Domain-containing protein 11) est ainsi
constitutivement active et insensible aux inhibitions des protéines en amont (SYK, BTK, PKCB)
(Lamason et al., 2010; Naylor et al., 2011; Yang et al., 2012). Contrairement aux mutations sur
CD79, le BCR n’a pas besoin d’étre activé pour induire la croissance des cellules tumorales des
ABC-DLBCL. Les mutations de CARD11 permettent le recrutement de BCL10 et MALT1

(Mucosa-Associated Lymphoid Tissue lymphoma translocation protein 1) indépendamment de
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la stimulation du BCR (Lenz et al., 2008). Le CBM permet I'activation du complexe IKK et ainsi
active la voie canonique de NF-kB (Lin and Wang, 2004; Wegener and Krappmann, 2007,
Wegener et al., 2006).

On retrouve également dans les ABC-DLBCL des mutations de l'adaptateur des
récepteurs de I'immunité innée TLR (Toll-Like Receptor), la protéine MYD88 (Myeloid
differentiation primary response gene 88) dans 38% des cas d’ABC-DLBCL (Ngo et al., 2011).
29% des cas d’ABC-DLBCL présentent la mutation L265P de MYD88. Cette mutation se trouve
dans la séquence du gene codant le domaine TIR (Toll Interleukin Receptor) de MYD88, et
permet d’augmenter l'interaction et I'activation de IRAK 4 et IRAK 1 (Interleukin-1 Receptor-
Associated Kinase) (Ngo et al., 2011; Zhang et al., 2013a). 65% des cas présentant des
mutations de MYD88 sont associés avec des mutations de CD79 ou CARD11, ce qui indique

une coopération de ces 2 voies dans la survie des cellules tumorales (Ngo et al., 2011).

L’activation de NF-kB dans les ABC-DLBCL peut également étre due a I'auto-activation
permanente du récepteur CD40 grace a la production du ligand de ce récepteur par les cellules

tumorales (Pham et al., 2002, 2005).

Des données plus récentes indiquent également une contribution de la voie alternative
de NF-kB dans les DLBCL. Une fraction importante des biopsies DLBCL présente un marquage
positif en immunohistochimie pour p52 nucléaire (Compagno et al., 2009). Des délétions ou
des mutations de TRAF3 ont été trouvés dans environ 15% des échantillons DLBCL et en
conformité avec son role dans la régulation de la dégradation de NIK, sa modification améliore

la voie alternative de NF-kB (Zhang et al., 2015).
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Figure 27 : Représentation schématique de la dérégulation du BCR et de MYD88 dans les ABC-DLBCL.
(Krappmann and Vincendeau, 2016). La voie de survie NF-kB est induite par des mutations

-

oncogéniques récurrentes (étoiles rouges) dans les composants critiques des voies de signalisation du
BCR et des TLR. Les mutations somatiques de type gain de fonction dans les adaptateurs CD79A et
CD79B du BCR soutiennent la signalisation du BCR SYK dépendante et augmentent I'activation du
complexe CBM via BTK et PKCB. Cependant, les mutants CD79 comptent encore sur un BCR fonctionnel.
En revanche, les mutations de |'oncogene CARD11 déconnectent CARD11 des événements de
signalisation en amont, et est donc résistant aux inhibiteurs de la signalisation BCR. Le complexe CBM
permet l'activation de la voie classique IKK/NF-kB. En outre, l'activité protéolytique de MALT1 est
induite et conduit au clivage de substrats tels qu’A20 et RelB. Les mutations somatiques gain de
fonction sont fréquentes dans MYD88, conduisant a l'activation constitutive du recrutement des
protéines kinases IRAK4/IRAK1 et de l'activation de la voie classique de NF-kB. Semblable a des
mutations de CD79, les mutants de MYD88 comptent encore sur la signalisation des récepteurs
endosomaux TLR7 et TLR9.

1.2.6.1.3. Lymphome de Burkitt EBV-.

Le lymphome de Burkitt et NF-kB semblent incompatibles, une faible expression de
NFkB est une signature spécifique de ces lymphomes (Dave et al., 2006; Hummel et al., 2006).
Cependant, le réle de NF-kB dans le lymphome de Burkitt reste flou. La répression de NF-kB

est impliquée dans la sensibilisation a I'apoptose induite par c-Myc (Ricci et al., 2004). NF-kB
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se fixe également sur des sites spécifiques des éléments régulateurs du gene des chaines
lourdes d’immunoglobuline et permet ainsi I'expression de c-Myc dans le lymphome de
Burkitt (Kanda et al., 2000). Suite a ces observations, si la dérégulation de |’expression de c-
Myc transloqué peut étre induite par NF-kB et que I'’échappement a I'apoptose est relié a NF-
kB, NF-kB pourrait étre activée dans le lymphome de Burkitt pour donner un avantage sélectif
aux cellules. Une activation constitutive de NF-kB a été décrite dans certaines lignées
cellulaires de lymphome de Burkitt et I'inhibition de NF-kB dans ces mémes lignées conduit a
une sensibilisation a I'apoptose induite par des cytokines ou des médicaments (Jazirehi et al.,

2005; Piva et al., 2005; Rath and Aggarwal, 2001).

Une autre étude a montré l'inverse, NF-kB a été montrée comme toxique dans la
lymphomageneése c-Myc dépendant dans des lignées de lymphomes et dans le modéle murin

Ep (Klapproth et al., 2009).

NF-kB aurait donc un réle ambivalent dans le lymphome de Burkitt, il est décrit a la fois

comme inducteur de I'apoptose dans certains cas et dans d’autres cas il aurait I'effet inverse.

1.2.6.2. NF-kB et lymphomes indolents.

1.2.6.2.1. La maladie de Waldenstrom.

La maladie de Waldenstrom (MW) est une néoplasie indolente de cellules B matures
rare (<5% des lymphomes non-hodgkinien) impliquant principalement la moelle osseuse.
L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit la maladie comme un sous-type de
lymphome lymphoplasmocytaire qui se caractérise par une population morphologiquement
hétérogene de cellules B post centre germinatif, allant de petites cellules B matures a des
cellules plasmatiques complétement différenciées infiltrant la moelle osseuse. La MW est
caractérisée par I'hypersécrétion d'une immunoglobuline monoclonale de type M (IgM)

(Swerdlow et al., 2016).

Les facteurs génétiques jouent un réle important dans le développement de la MW et
la présentation des symptomes associés. Des anomalies cytogénétiques fréquentes ont été
signalées chez les patients MW : des délétions du bras g du chromosomes 6 dans 20 a 30%
des patients, des délétions du bras g du chromosome 13 (13%), une trisomie 4 (8-18%) et des
délétions du bras g du chromosome 11 (7%) (Mansoor et al., 2001; Nguyen-Khac et al., 2013;

Schop et al., 2006; Terré et al., 2006). Des études de séquencage du génome entier ont
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identifié des mutations clés associées a la MW. La mutation du gene de la protéine adaptatrice
des récepteur TLR MYD88 a été trouvée dans 70 a 90% des patients atteints de MW (Rossi et
al., 2013). Des altérations de CD79B (mutations) et LYN (délétions) sont présentes
respectivement dans 8 a 15% et 70% des cas (Hunter et al., 2014). Le CD79B et LYN sont
impliqués dans la régulation de la signalisation des récepteurs des cellules B (BCR), ce qui
suggere que la signalisation BCR joue potentiellement un réle important dans la MW. Les
mutations CD79B et LYN sont presque toujours associées avec la mutation L265P de MYD88
dans la MW comme dans une proportion significative d’ABC-DLBCL. Plusieurs autres
mutations telles que, TNFAIP3 (A20), TRAF2 et TRAF3 affectent la voie NF-kB en aval de MYD88
(Hunter et al., 2014).

Le gene de la protéine CXCR4 est également retrouvé fréquemment muté, dans 30 a
40% des cas (Hunter et al., 2014). A la différence de MYD88, les mutants CXCR4 sont trés
variables et des mutations multiples de CXCR4 peuvent étre présentes chez le méme patient.
La nature sous-clonale des mutations CXCR4 par rapport a MYD88 suggére que ces mutations
sont acquises aprés MYD88, bien que cela puisse se produire au début de la pathogeneése de
la MW (Schmidt et al., 2015; Xu et al., 2016). Cette mutation permet une activation
constitutive des voies PI3kinase/AKT et MAPkinase/ERK1/2 et confére une résistance vis-a-vis

de certains médicaments (Cao et al., 2015).

1.2.6.2.2. Leucémie lymphoide chronique.

La leucémie lymphocytaire chronique (LLC) se caractérise par |'accumulation
progressive de lymphocytes B monoclonaux matures dans le sang périphérique, la moelle
osseuse et les organes lymphoides secondaires tels que les ganglions lymphatiques. Au plan
ontogénique, la LLC est divisée en 2 sous-groupes principaux basés sur la présence ou
I'absence de mutations somatiques acquises dans le gene de la chaine lourde de
I'immunoglobuline (IGHV) exprimée par les cellules B leucémiques. Le premier est de bon
pronostique et est associé a une maturation post-centre germinatif T-dépendant et le second
est de plus mauvais pronostique et associé a une maturation T-indépendant (Chiorazzi et al.,

2005).

Dans la leucémie lymphocytaire chronique, NF-kB est activé dans pratiguement tous
les cas (Herishanu et al., 2011). Des aberrations de la voie classique d’activation de NF-kB sont
retrouvées dans les LLC. Le géne d’IkBe est retrouvé muté dans 7 a 10% des cas de LLC. Cette
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perte de fonction entraine une diminution de I'inhibition de RelA ainsi qu'une augmentation
de la phosphorylation et de la translocation nucléaire de RelA (Damm et al., 2014; Mansouri
et al., 2015). La translocation t(14;19) (q32;913) qui juxtapose BCL3 a la fin du locus de I'lGH
conduisant a une expression améliorée de BCL3 est retrouvée dans 2,6% des cas de LLC (Kelly

et al., 2008). BCL3 activera alors la voie classique de NF-kB (Chapiro et al., 2008).

Dans 2,5% des cas de LLC, BIRC3 est muté (Baliakas et al., 2015). Comme décrit dans la
partie 1.2.3.2, BIRC3 supprime |'activation constitutive de la voie de signalisation alterne de
NF-kB. Dans les LLC, les modifications de BIRC3 comprennent le plus souvent des mutations
qui conduisent a une perte de l'activité E3 ubiquitine ligase et a I'activation constitutive de la
voie alterne de NF-kB (Baliakas et al., 2015; Cortese et al., 2014). La délétion du chromosome
119, une aberration génomique récurrente qui se produit dans 18% des cas de LLC englobent

le géne birc3 dans la grande majorité des cas (Rose-Zerilli et al., 2014).

Lors de I'étude du séquencage du génome de plusieurs patients atteint de LLC, une
mutation récurrente (L265P) dans le géne MYD88 a été identifiée chez 9 des 310 patients
(2,9%) (Puente et al., 2011). Comme retrouvée dans les ABC-DLBCL ou encore la maladie de
Waldenstrom, la mutation de MYD88 semble jouer un role dans la lymphomagenése B des LLC
(Landau et al., 2013; Puente et al., 2011). Dans les cellules LLC portant la mutation L265P,
MYD88 co-immunoprécipite avec des quantités élevées d’'IRAK1, une molécule effectrice
importante pour l'activation de la voie classique de NF-kB. En outre, d'autres molécules en
aval le long de la voie NF-kB, telles que STAT3 et IkBa, montrent une phosphorylation accrue

entrainant une augmentation de la liaison de NF-kB a I'ADN (Puente et al., 2011).

Cependant les mutations de geénes impliqués dans I'activation de NF-kB sont peu
fréquentes. Les cellules B des LLC semblent surtout «dépendantes» du microenvironnement
tumoral pour leur survie et leur prolifération qui est principalement médiée par l'interaction
avec un certain nombre de récepteurs cellulaires (BCR, TLR ou CD40) qui activent aussi NF-kB
en aval. Par rapport aux cellules B normales, les cellules de LLC surexpriment et activent les
kinases LYN et SYK intervenant dans la signalisation BCR (Buchner et al., 2009; Contri et al.,
2005). L'expression de TLR dans les cellules B de LLC est assez hétérogene entre les patients,
mais la plupart des cas expriment TLR1, TLR2, TLR6, TLR10 sur la surface de la cellule et TLR7,
TLRS8, TLR9 dans les endosomes. Les cellules B de LLC stimulées par des ligands du TLR1/2/6,

tels que des lipopeptides bactériens, activent la voie de signalisation de NF-kB. Elles expriment
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également des molécules d'activation (CD86 et CD25) et sont protégées de |'apoptose
spontanée. Les cellules B de LLC ressemblent aux cellules B activées par I'antigene (Muzio et
al., 2009). Dans les cellules B de LLC, l'interaction CD40/CD40L in vitro induit une
augmentation de la survie médiée par une forte activité NF-kB (Romano et al., 1998;

Schattner, 2000).

1.2.6.2.3. Lymphomes de la zone marginale : lymphomes de MALT.

Les lymphomes de la zone marginale représentent 5 a 17% des lymphomes non-
hodgkiniens. lls sont divisés en 3 entités: les lymphomes du MALT (Mucosa-associated
lymphoid tissue) le plus fréquent (50-70%), les lymphomes spléniques de la zone marginale

(20%) et les lymphomes de la zone marginale ganglionnaire (10%) (Swerdlow et al., 2016).

Les lymphomes de MALT sont des tumeurs indolentes de cellules B qui ont une
prédilection pour les sites épithéliaux et se développent souvent dans un contexte
d'inflammation chronique ou d'auto-immunité. Généralement, la tumeur se produit dans
I'estomac, mais peut également se développer dans d'autres surfaces muqueuses, par
exemple, le poumon et le foie. Le développement du lymphome de MALT gastrique provient
initialement d'une infection persistante par Helicobacter pylori. Dans les premiers stades du
lymphome de MALT gastrique, la prolifération des cellules B néoplasiques dépend d'un
environnement inflammatoire qui est probablement conduit par des lymphocytes T stimulés

par un antigene (pour revue : (Isaacson and Du, 2004)).

Les lymphomes de MALT sont souvent caractérisés par une forte activation de NF-kB
induite par trois translocations chromosomiques indépendantes impliquant les génes BCL10,

MALT1 et BIRC3 (ou clAP2).
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Figure 28 : Représentation schématique de la voie d’activation classique et alterne de NF-kB par la
protéine de fusion BIRC3-MALT1 dans le lymphome de MALT. La protéine de fusion promeut l'activation
de la voie classique de NF-kB via I'oligomérisation de RIP1 et TRAF2 dans la partie BIRC3 de la protéine
de fusion. L'ubiquitination dépendante de TRAF2 de RIP1 recrute le complexe IKK. TRAF6 est recruté
dans la partie MALT1 pour I'ubiquitination de NEMO. Le clivage d’A20 par MALT1 améliore l'activation
de la voie classique de NF-kB. En outre, le clivage de NIK par la paracaspase MALT1 entraine I'activation
constitutive de la voie alterne de NF-kB. La partie C-terminale de NIK clivée est constitutivement active
et phosphoryle IKKa et phosphoryle RelB/p100 (modifié a partir de (Nagel et al., 2014).

La translocation t(11;18) (g21;921) dans le lymphome de MALT localise le géne BIRC3
a proximité du géne MALT1, ce qui donne une protéine de fusion oncogénique (Figure 28).
Cette protéine de fusion relie I'extrémité N-terminale de BIRC3 a I'extrémité C-terminale de
MALT1 (Akagi et al., 1999; Ott et al., 1997). La translocation t(11;18) (q21;g21) est présente
dans 16% des lymphomes de MALT (Ye et al., 2003). L'expression transgénique de la protéine
de fusion BIRC3-MALT1 seule peut induire une expansion des cellules B de la zone marginale,
mais elle n'est pas suffisante pour induire le développement de lymphomes a cellules B (cf ci-
aprés) (Baens et al.,, 2006). BIRC3-MALT1 s’oligomérise pour activer a la fois la voie de
signalisation classique et alterne de NF-kB de maniére autonome des signaux en amont.
L'oligomérisation de la protéine de fusion constitue une plate-forme pour le recrutement de

facteurs de signalisation en aval. Alors que la partie BIRC3 s’associe a RIP1 et TRAF2, la partie

MALT1 s’associe avec TRAF6 (Conze et al., 2010; Lucas et al., 2007). La protéine de fusion
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BIRC3-MALT1 clive également la protéine A20 grace a son activité paracaspase (Kato et al.,
2009). Pour activer la voie alterne de NF-kB, BIRC3-MALT1 clive NIK de fagcon a générer un
fragment de NIK tronqué et stable qui agit comme une puissante oncoprotéine (Rosebeck et

al., 2011).

La deuxiéme translocation chromosomique t(14;18) (q32;921) est une aberration plus
fréquente dans le lymphome MALT (18%) (Streubel et al., 2003). Il juxtapose le ggne MALT1 a
coté de lI'amplificateur de la chaine lourde d’immunoglobuline (IGH-MALT1) conduisant a la
surexpression de MALT1 (Sanchez-1zquierdo et al., 2003). En conséquence de la surexpression

MALT1, la voie de signalisation classique de NF-kB est augmentée (Ho et al., 2005).

La translocation t(1;14)(p22;932), qui place le géne BCL10 sous le controle de
I'amplificateur IGH, est une aberration génétique retrouvée dans 5% des lymphomes de MALT.
Il favorise une surexpression et une localisation nucléaire de la protéine BCL10 (Willis et al.,
1999; Ye et al., 2000). BCL10 fait partie du complexe CARMA1/CARD11-BCL10-MALT1 (CBM)
qui intervient dans I'activation d'IKK-NF-kB lors de la liaison du BCR a I'antigéne dans les

cellules B (Thome et al., 2010).

Des mutations inactivatrices ou des délétions du géne tnfaip3 (A20) sont retrouvées
dans 12 a 37% des de lymphome de MALT selon I'organe (Kato et al., 2009; Novak et al., 2009).
La méthylation du promoteur de tnfaip3 est également modifiée dans les lymphomes de

MALT, entrainant une régulation négative du gene (Chanudet et al., 2010).

1.2.6.2.4. Le lymphome de Hodgkin.

Avec un taux d'incidence annuel de pres de 3 cas pour 100 000 personnes, le
lymphome de Hodgkin (LH) est I'un des types de lymphome le plus fréquent (Morton et al.,
2006). Sur la base de I'histologie et de I'immunohistochimie, deux sous-classes majeures
peuvent étre discriminées, a savoir le lymphome de Hodgkin classique (95%) et le lymphome
hodgkinien nodulaire a prédominance lymphocytaire (5%) (Swerdlow et al., 2016). Le LH est
un type inhabituel de malignité des lymphocytes B car seulement tres peu de cellules (1%)
représentent les cellules tumorales malignes des ganglions lymphatiques affectés. Dans le LH,
les grandes cellules de Hodgkin (mononucléées) et les cellules de Reed Sternberg (HRS)
(multinucléées) sont entourées de nombreuses cellules inflammatoires telles que les cellules

B et T activées, les macrophages et les polynucléaires neutrophiles. L'identification des
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réarrangements clonaux et des mutations somatiques dans les génes de la chaine légere et
lourde des immunoglobulines (Ig) a clairement démontré |'origine B et la clonalité des cellules
HRS. Les cellules tumorales proviennent des cellules B du centre germinatif (GC) qui ont acquis
des mutations d’lg défavorables ou une transcription d’lg perdue pendant la réaction du GC
(Brauninger et al., 2003; Kanzler et al., 1996; Marafioti et al., 2000). Des événements
transformants supplémentaires au cours du développement du LH empéchent une sélection
négative en altérant I'induction de I'apoptose dans ces cellules B. Conformément a ce modeéle,
les lignées cellulaires dérivées de lymphome de Hodgkin ainsi que les cellules HRS primaires
présentent une activité constitutive élevée de IKK/NF-kB, ce qui déclenche la survie et la
croissance cellulaires en induisant un programme de genes anti-apoptotiques et pro-
prolifératifs (Bargou et al., 1996, 1997; Hinz et al., 2002; Krappmann et al., 1999). En outre, les
cellules HRS ont en grande partie perdu leur phénotype de cellules B induisant la régulation
négative de nombreux adaptateurs de la signalisation BCR (CD79A/B, Syk, Lyn, BIk) (Schwering
et al., 2003).

Les causes de l'activité constitutive de NF-kB n'ont pas encore été completement
résolues, mais l'activation des voies de signalisation classique et alterne de NF-kB est
augmentée dans les cellules HRS. Des mécanismes extrinseques et intrinseques aux cellules
semblent contribuer a l'activation de NF-kB dans les cellules tumorales. Les cellules HRS
expriment plusieurs membres de la famille des TNFR a leur surface (RANK, CD30, CD40)
(Aldinucci et al., 2016; Schmitz et al., 2009a). En outre, les cellules HRS elles-mémes ainsi que
les cellules inflammatoires environnantes produisent des quantités de ligands respectifs qui
peuvent conduire a une stimulation chronique autocrine ou paracrine (Hinz et al., 2002;
Krappmann et al., 1999). Comme NF-kB lui-méme controle I'expression de plusieurs de ces
cytokines, I'activation constitutive de NF-kB dans le LH peut au moins s'expliquer
partiellement par ce cycle. En outre, les cellules HRS comportent plusieurs altérations
somatiques qui conduisent a un gain ou une perte de fonction des régulateurs de NF-kB. En
conséquence, les voies classique et alterne de NF-kB sont constitutivement activées dans les
cellules HRS. Les gains du nombre de copies du locus REL se trouvent dans plus de 30% des LH
(Barth et al., 2003; Joos et al., 2002; Martin-Subero et al., 2002). De plus, I'expression élevée
du protooncogéne BCL3 est une caractéristique commune des cellules HRS (Mathas et al.,

2005). Les gains du nombre de copies BCL3 ou la juxtaposition de BCL3 au locus IGH ont été
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signalés dans les cellules HRS (Martin-Subero et al., 2006; Mathas et al., 2005), mais il n'est
pas clair si les translocations IGH contribuent réellement a la surexpression de BCL3, car la
transcription d'lg est habituellement réduite au silence dans les cellules HRS (Marafioti et al.,

2000).

Outre ces événements d'activation, plusieurs régulateurs négatifs de la voie classique
de NF-kB sont fréquemment mutés dans le LH. Au total, 10 a 20% des cellules de LH primaire
ont des mutations ponctuelles inactivant IkBa et IkBe (Emmerich et al., 1999, 2003; Jungnickel
et al., 2000). Le gene tnfaip3 est muté dans 40% des LH (Kato et al., 2009; Schmitz et al.,
2009b). Il est intéressant de noter qu'une lignée cellulaire HRS (L428) qui porte des mutations
inactivatrices de IkBa et IkBe est résistante a la surexpression d’A20, révélant que les
mutations en aval rendent les cellules indépendantes des événements de signalisation en
amont de NF-kB (Schmitz et al., 2009b). Des mutations bialléliques ou monoalléliques du géne
CYLD ont été rapportées dans les cellules HRS primaires (Schmidt et al., 2010). Les cellules HRS
sont également caractérisées par des niveaux nucléaires élevés de p52 et de RelB, indiquant
une signalisation alterne aberrante (Nonaka et al., 2005; Ranuncolo et al., 2012). Les gains de
nombre de copies récurrentes dans le gene map3k14 qui code NIK (35%) et les délétions
monoalléliques de TRAF3 (15%), ont été trouvés dans le LH classique (Otto et al., 2012). En
outre, la suppression de I'expression de RelA, c-Rel ou RelB est toxique pour les lignées de
cellules HRS, ce qui suggere que |'activation paralléle des voies classique et alterne de NF-kB

est essentielle pour la survie des cellules de LH.

En Amérique du Nord et en Europe, 20-50% des LH classiques chez les patients
immunocompétents et 90-100% chez les immunodéprimés sont infectés par I'EBV et
I'infection est plus souvent observée chez les patients plus agés (Kapatai and Murray, 2007).
Les cellules HRS infectées par I'EBV expriment trois protéines virales, EBNA1, LMP1 et LMP2
(latence 11). Bien que LMP1 soit exprimé chez les patients atteints de LH, il n'y a pas de
corrélation claire entre I'expression et le pronostic (Mao et al., 2013). Les niveaux trés élevés
de LMP1 observés dans les cellules HRS semblent étre essentiels dans la pathogenese du LH.
LMP1 active des voies de signalisation cellulaire dont NF-kB, et induit des modifications
transcriptionnelles dans les cellules B des centres germinatifs qui sont caractéristiques des
cellules HRS (Vockerodt et al., 2008). Un autre réle potentiel pour LMP1 peut impliquer la

suppression du cycle lytique du virus qui pourrait conduire a la mort cellulaire. Dans les
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modeles in vitro, le passage de la latence a la réplication du virus dans les cellules B infectées
par I'EBV peut étre déclenché par la différenciation des cellules plasmatiques ou I'activation
de la signalisation BCR. Les données récentes suggerent que LMP1 peut inhiber le premier en
perturbant le programme de transcription de BLIMP1 nécessaire a la différenciation des
cellules B terminales, alors que ce dernier peut étre bloqué par la perte d'un BCR fonctionnel
(Vrzalikova et al., 2011). La contribution de LMP2 dans les LH est moins bien comprise. La
signalisation LMP2 peut fournir un signal de survie en engageant la voie PI3K dans les cellules

HRS EBV* (Vockerodt et al., 2013).

1.2.6.3. NF-kB et Myélome multiple (MM).
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Figure 29 : Représentation schématique des modifications des voies d’activation de NF-kB (modifié a
partir de (Nagel et al., 2014)). Les astérisques rouges représentent les mutations activatrices et les bleus
les mutations inhibitrices.

Le myélome multiple (MM) est une prolifération maligne d’un clone plasmocytaire a

longue durée de vie produisant de maniere inadaptée et exagérée une immunoglobuline ou

I'un de ses fragments (cf 1.1.6.3) (Dewald et al., 1985; Sawyer et al., 1995; Weh et al., 1993).

Nicolas Arnaud | Thése de doctorat | Université de Limoges | 81

(@) 5Y-NC-ND | me|



Les myélomes multiples présentent également des dérégulations de NF-kB, a la fois sur la voie
canonique et la voie non canonique (Figure 29). Cette activation constitutive de NF-kB va
contribuer a la survie et a la prolifération des cellules de MM. De fortes quantités nucléaires
de la sous-unité RelA sont présentes dans 80% des biopsies de MM. Cette présence est
corrélée avec une augmentation de I'expression des genes cibles anti-apoptotiques de NF-kB
(Annunziata et al., 2007). On retrouve également une forte accumulation nucléaire de p52 et
de RelB dans les cellules de MM. Par EMSA (electrophoretic mobility shift assay), il a été
montré que la fixation constitutive de RelB a I’ADN est retrouvée dans environ 40% des cas

des MM, et aurait un effet pro-survie (Cormier et al., 2013).

Ces dérégulations peuvent étre dues a des mutations sur des régulateurs positifs ou
négatifs des voies de NF-kB (9 a 17% des cas de MM) (Keats et al., 2012). La majorité des
mutations sont associées a la voie non-canonique : NIK, les récepteurs CD40 et LTBR
(Lymphotoxin 8 Receptor) vont avoir des mutations de type « gain de fonction ». Alors que
TRAF2/3 (TNF Receptor-Associated Factor), clAP1(BIRC2)/cIAP2(BIRC3) (c-Inhibitors of
Apoptosis Proteins) et p100/p52 vont avoir des mutations de type « perte de fonction »
(Annunziata et al., 2007; Keats et al., 2012; Migliazza et al., 1994). Dans 50% des cas de MM,
il y a une délétion ou une inactivation du gene traf3. Dans la plupart de ces cas, la région de
fixation de TRAF3 est délétée, ce qui empéche la fixation sur NIK et le recrutement de TRAF2
/ BIRC2/3 E3 ligase, abrogeant ainsi la dégradation de NIK (Annunziata et al., 2007; Keats et
al., 2012). D’autres altérations peuvent induire une augmentation de I’activité de NIK, comme
I’amplification ou la translocation du locus NIK, I'inactivation de clAP1/2 ou encore des
mutations activatrices de LTBR (Annunziata et al., 2007; Keats et al., 2012). La surexpression
de NIK peut activer la voie canonique de facon indirecte en promouvant I'activation de IKKB

(Ramakrishnan et al., 2004).

Une faible proportion de mutation dans les MM affecte la voie classique de NF-kB. La
mutation du récepteur TACI (Transmembrane Activator and CAML Interactor), un récepteur
de la famille TNF, permet de I'activer. La mutation de CYLD permet la lever de l'inhibition de
BCL3 et ainsi permet I'activation de p105/p50. La protéine p105/p50 est également retrouvée

mutée (Annunziata et al., 2007).

L'abondance des mutations sur la voie non canonique montre le réle prédominant de

cette voie dans les MM. Néanmoins des études ont montré que l'inhibition de IKKB était
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toxique pour les MM, donc la voie canonique joue également un rdle crucial dans la pathologie

(Hideshima et al., 2006; Jourdan et al., 2007).

1.2.7. Modéles murins avec dérégulation de NF-kB : impact sur la lymphomagenése B.

Il existe différents types de modeles murins pour étudier I'implication de NF-kB dans
la lymphomagenése. Ces modeles peuvent étre des modeles présentant des activations ou
des inactivations de la voie de signalisation de NF-kB. Ces différents modéles vont permettre

une meilleure compréhension du réle de NF-kB dans les mécanismes de lymphomageneése B.

1.2.7.1. Modeéles murins invalidés pour les sous-unités de NF-kB.

L'invalidation du gene nfkb1 codant la protéine p105/p50 (Ghosh et al., 1990; Kieran
et al., 1990) entraine une diminution des cellules B dans la zone marginale et des cellules B
péritonéales (Cariappa et al., 2000; Pohl et al., 2002). La prolifération BCR-dépendante est
normale dans ces souris mais les cellules B ne proliferent pas aprés une stimulation du TLR4
(Sha et al., 1995). De plus, bien que le nombre de cellules B folliculaires soit normal dans les
souris nfkb17-, cette population de cellules B se renouvelle plus rapidement que chez les souris
sauvages (Grumont et al., 1998). Cette constatation est cohérente avec un taux anormalement
rapide de mort spontanée des cellules B nfkb1”". Les cellules B ont également un blocage

partiel du passage de la phase G1 a S dans le cycle cellulaire (Grumont et al., 1998).

Les souris déficientes pour le géne nfkb2, codant p100/p52 (Bours et al., 1990, 1992),
montrent une réduction marquée du compartiment B dans la rate, la moelle osseuse et les
ganglions lymphatiques. En outre, la rate et les ganglions lymphatiques des souris mutantes
présentent une architecture altérée, caractérisée par des zones de cellules B diffuses et
irréguliéres et une absence de zones marginales et de manteau périfolliculaire. La formation
de centres germinatifs secondaires dans la rate est également altérée. La prolifération des
cellules B déficitaires en p100/p52 est modérément réduite en réponse au lipopolysaccharide
et au CD40. Cependant la maturation des cellules B et la commutation de classe des
immunoglobulines sont normales. Les souris mutantes pour nfkb2 ont également une
diminution des cellules B circulantes. (Caamanio et al., 1998; Franzoso et al., 1998). En outre,
ces souris présentent une déficience dans I'expression de chimiokines indispensables dans

I’'organogenése lymphoide (Bonizzi et al., 2004; Poljak et al., 1999).
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Dans les souris c-rel”- (Chen et al., 1983), les cellules B ne répondent plus au stimuli
mitogéniques et ont une diminution de leur prolifération (Kontgen et al., 1995). Les cellules B
des souris c-rel” ont une diminution de la prolifération et un blocage de la transition G1/S du
cycle cellulaire (Grumont et al., 1998). Bien que le développement précoce des lymphocytes
B soit normal chez les souris c-rel”;, il y a moins de cellules B présentant un phénotype de B
mémoire (IgM*/IgD*). Lors de I'immunisation, les souris c-rel”- générent moins de cellules B

avec un phénotype de centre germinatif (Tumang et al., 1998).

L'absence de RelA (Schmid et al., 1991) chez les souris KO conduit a la mort
embryonnaire des souris entre 15 a 16 jours du a la mort des hépatocytes foetaux. La mort de
ces hépatocytes foetaux rela”” provient de leur sensibilité accrue aux effets cytotoxiques du
TNF-a, comme en témoigne |'observation selon laquelle I'absence de cette cytokine sauve les
souris rela”- de la létalité embryonnaire (Beg et al., 1995a; Doi et al., 1999). La génération de

lymphocytes B foetaux est drastiquement diminuée dans le foie foetal (Prendes et al., 2003).

Les souris dépourvues de RelB (Ryseck et al., 1992), comme les souris nfkb1”~ et nfkb2-
/-, présentent des défauts dans les structures des organes lymphoides secondaires. Les souris
relb’- ne développent pas de plaques de Peyer et ne parviennent pas a former des centres
germinatifs et de réseaux avec les cellules dendritiques en réponse a un antigéne. La fonction
de RelB dans les cellules dendritiques est également nécessaire pour l'activation des
lymphocytes T (Zanetti et al., 2003). RelB est également impliqué dans |'organisation de la
zone marginale (Weih et al., 2001; Yilmaz et al., 2003). Comme les défauts de I'organogenése
lymphoide qui se produisent dans les souris nfkb27-, ceux observés dans les souris c-rel”~ sont
associées a une déficience de I'expression de chimiokines dépendante de p52/RelB régulées

par la signalisation LT (Bonizzi et al., 2004).

Les modéles murins KO des sous-unités de NF-kB ont permis de décrire les réles in vivo
des différentes sous-unités dans I'organogenése, |'architecture des organes lymphoides ainsi
gue dans la prolifération et la survie des cellules B. RelA est particulierement important dans
la régulation de I'apoptose et RelB joue un réle prépondérant dans la réponse immune en
permettant I'activation des cellules T via les cellules dendritiques. Ces modeéles murins ne
développent pas de lymphomes B mais au contraire ont une diminution du compartiment B
de facon directe ou a cause du microenvironnement. Cependant, NF-kB a un réle en faveur de

la prolifération des cellules B.
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1.2.7.2. Modéles murins de surexpression et de sur-activation des sous-unités NF-kB.

Un modele murin affectant le gene nfkb1 a été développé, dans ce modéle la partie C-
terminale a été délétée ainsi la protéine a perdu ses répétitions ankyrine qui permettaient sa
séquestration dans le cytoplasme en masquant la séquence de localisation nucléaire. Ce
modeéle nfkb14¢7/ACT présente une splénomégalie, des gros ganglions et des infiltrations de
cellules lymphoides dans divers organes. La prolifération des cellules B est augmentée in vivo
et le nombre de cellules B dans la rate est augmenté. L’activité NF-kB est également accrue

dans les cellules B de ce modele (Ishikawa et al., 1998).

Sur le méme principe, un modele présentant la délétion de la partie C-terminale de
pl00 a permis d’observer une hyperkératinisation de la rate, une infiltration de cellules
lymphoides dans divers organes et de gros ganglions (Ishikawa et al., 1997). Les
hyperprolifération observées sont compatibles avec l'induction de dimeres contenant p52
régulés par une multitude de ligands de la famille des TNFR (BAFF, RANK) (Beinke and Ley,
2004). Les tissus affectés des souris nfkb24¢7/2¢T n'expriment pas des niveaux de dimére p52
supérieurs a la normale mais ont une augmentation de I'expression de certains génes connus
comme cibles de la signalisation NF-kB. L'augmentation de la prolifération des cellules B chez
les souris nfkb22¢7/ACT souligne I'importance de la régulation de la prolifération cellulaire via
les diméres p52 (Ishikawa et al., 1997). Le réle de p52 dans la promotion de la prolifération
cellulaire est en accord avec la découverte que certains lymphomes humains (MM et LLC) ont
des altérations de gene nfkb2 proches de la suppression de la partie C-terminale créée dans

les souris nfkb24<7/2CT (pour revue : (Courtois and Gilmore, 2006)).

Un modeéle de souris v-Rel place le gene v-rel sous le contréle du promoteur murin
proximal de Ick permettant ainsi une expression spécifique dans les thymocytes (Allen et al.,
1992). Ces souris décedent avant 10 mois et développent des lymphomes et des leucémies T.
Ces tumeurs sont constituées de cellules CD4* CD8* ou CD4" CD8*. V-Rel induit la tumorigenése
en s’associant avec p50 ou en homodimeére (Carrasco et al., 1996). Une autre étude de cette
équipe a constitué en un croisement des souris v-Rel avec un autre modeéle de souris sur-
exprimant IkBa. Ces souris présentent une lymphomagenése retardée (Carrasco et al., 1997).
Ces résultats appuient la notion selon laquelle l'expression dérégulée de c-Rel est
oncogénique. Pourtant, il s'est avéré difficile d'établir des modéles de souris dans lesquels c-

Rel fonctionne comme un oncogene (pour revue : (Gilmore et al., 2004)). Il est a noter que la
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génération de souris transgéniques avec c-rel sous le contréle d'un promoteur spécifique des
cellules B n’a pu étre réalisée, suggérant que la surexpression de c-Rel peut étre toxique a
certains stades du développement des cellules B (Gerondakis et al., 2006; Gilmore and

Gerondakis, 2011).

Encore une fois, les modéles murins avec une activation constitutive de NF-kB
(nfkb14CT/ACT et nfkb24CT/ACT) n’ont pas développé de lymphome B. Une activation seule des

voies de signalisation de NF-kB ne suffit pas pour étre oncogénique pour les cellules B.

1.2.7.3. Modéles murins invalidés pour les inhibiteurs de NF-kB.

1.2.7.3.1. Les inhibiteurs classiques.

Les souris ikba”/~ (Haskill et al., 1991)", déficiente pour IkBa, ont un développement
embryonnaire normal et meurent 7 a 10 jours apres leur naissance di a une dermatite
inflammatoire généralisée et un compartiment granuleux amplifié (Beg et al., 1995b). Suite a
une stimulation mitogénique, les cellules B de ces souris ont une prolifération augmentée

(Chen et al., 2000).

Les souris ikbe”- (Whiteside et al., 1997) sont viables et ne présentent que quelques
défauts du systeme immunitaire comme une augmentation de l'expression de certains
isotypes d’immunoglobuline et de cytokines, cible ou non de RelA et c-Rel (Mémet et al.,
1999). La régulation a la hausse d'autres membres IkB (a et B) masque les effets in vivo des
souris ikbe”" et explique le phénotype peu changé des souris ikbe”". La prolifération des

cellules B n’est pas modifiée dans ce modele (Mémet et al., 1999).

Le croisement entre ces deux modeéles, ikba”" et ikbe”" conduit & une sévere
perturbation du développement B. Ces souris meurent a la naissance par une détresse
respiratoire et ont une augmentation de l'activité NF-kB. Les foetus ont un défaut de
développement des cellules B. Ceci est la conséquence d'une apoptose accrue des cellules B,
en particulier les cellules B immatures B220* IgM* et les précurseurs de cellules B B220* IgM~

(Goudeau et al., 2003).

1.2.7.3.2. BCL3.
L'architecture splénique des souris bcl37" est altérée et la formation de centre

germinatif diminue (Franzoso et al., 1997; Schwarz et al., 1997). Les souris bc/37~ ont une
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réduction du nombre de cellules B dans leurs organes lymphoides secondaires. Cela
s'accompagne d'une réduction du nombre de cellules B folliculaires et de la perte de la
population de macrophages dans la zone marginale splénique. La perte conditionnelle de BCL3
dans les cellules B entraine une augmentation du nombre de cellules B de la zone marginale
et une diminution des cellules B folliculaires (Zhang et al., 2013b). Ces données révélent BCL3
en tant que régulateur de la détermination du devenir des cellules B, en limitant la voie
dirigeant les cellules dans la zone marginale et en favorisant la voie folliculaire, par

I'augmentation de la survie spécifique de cette derniére.

1.2.7.4. Modéles murins de surexpression des inhibiteurs de NF-kB.

1.2.7.4.1. Les inhibiteurs classiques.

Les souris surexprimants les mutants IkBa et IkBp résistant a la dégradation (IkBm) sont
viables et présentent les mémes défauts de développement des structures ectodermiques
telles que la peau, les follicules capillaires et les dents qui étaient similaires a ceux observés
dans les embryons des souris rela” et crel’- (Schmidt-Ullrich et al., 2001). L’expression dans
le lignage B de IkBm diminue la population de cellules B matures (IgM*/IgD") (Bendall et al.,
1999). L'expression d’IkBm n'a que des effets modestes sur les niveaux basaux et induits par
le LPS de NF-kB. Ces cellules B transgéniques ont une prolifération cellulaire diminuée et une

baisse de I'induction de NF-kB en réponse a I’activation du BCR.
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1.2.7.4.2. BCL3.
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Figure 30 : Représentation schématique des transgenes bcl3. a. L'amplificateur Eu d’IgH murin est lié
en amont d'une courte séquence promotrice de Vi, murin qui liés eux-mémes a la séquence codante de
bcl3 humain, isolée a partir de I'ADNc. b. L'ADNc de Bcl-3 est inséré par recombinaison homologue dans
le locus ROSA26 de la souris. Ces souris ont ensuite été croisées avec des souris CD19-Cre pour obtenir

des souris BCL32%, Le transgéne contient également une séquence IRES et une séquence codant pour
EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein). (Hévelmeyer et al., 2014; Ong et al., 1998)

Des modeles de souris surexprimant BCL3 dans leurs cellules B ont été développés pour
étudier les fonctions oncogéniques de BCL3 (Figure 30). Les souris Eu-BCL3 expriment un
transgéne bc/3 humain dans leurs cellules B (Ong et al.,, 1998). Le transgéne est inséré
aléatoirement dans le génome. Ce modele mime la translocation t(14;19) retrouvée dans les
LLC juxtaposant le gene bcl/3 au locus de la chaine lourde d'immunoglobuline et entrainant

une surexpression de I'ARNm entier de BCL3 (Ohno et al., 1990). Un autre modeéle de
surexpression de BCL3 a été développé BCL3B%E, Le transgéne bcl3 est inséré par
recombinaison homologue dans le locus ROSA26. La cassette transcriptionnelle comporte un
codon STOP flanqué de séquences LoxP, donc ce modeéle est croisé avec le modéle CD19-Cre,

permettant I'expression de la recombinase. Le codon STOP est alors excisé dans les cellules B

(Hovelmeyer et al., 2014).

Dans ces modeles, il y a une expansion du compartiment B, avec une accumulation de

cellules FO dans plusieurs organes : la rate, les ganglions, la moelle osseuse et la cavité
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péritonéale. Malgré cela, ces animaux ne développent pas de tumeurs malignes lymphoides,
indiquant que la surexpression de BCL3 seule n'est pas suffisante pour conduire a la
lymphomageneése (Hovelmeyer et al., 2014; Ong et al., 1998; Zhang et al., 2013b). Les cellules
B de la ZM sont pratiquement absentes des souris surexprimant le transgene bcl3 uniquement
dans les cellules B (Hévelmeyer et al., 2014; Zhang et al., 2013b). Les souris Bcl-38°F présentent
également une déficience en précurseurs de cellules B de la ZM et moins de cellules B1 dans
la cavité péritonéale. Le nombre croissant de cellules B FO dans ces souris transgéniques peut
étre causé par cette différenciation biaisée. Ce défaut dans la différenciation pousse plus de
précurseurs de cellules B dans le pool de cellules B FO. En outre, il est également possible que
la surexpression de BCL3 modifie la dépendance des cellules B FO aux facteurs de survie

cellulaire, tels que BAFF (Hovelmeyer et al., 2014; Zhang et al., 2013b).

1.2.7.5. Modéles murins d’invalidation des génes des sous-unités IKK.

Les souris mutantes dépourvues d'IKKa (ikka”") présentent un ensemble de défauts
morphologiques qui touche le développement squelettique et épidermique (Hu et al., 1999;
Li et al., 1999a). Le manque de concordance entre le phénotype des souris ikka”" et les souris
dépourvues de facteurs de transcription NF-kB simples ou multiples est resté inexpliqué
jusqu'a ce qu'il soit démontré que les défauts de la peau observés chez les souris ikka” sont
indépendants de l'activité kinase d’IKKa ou de I'activation de NF-kB. IKKa interagit avec
d’autres protéines pour induire I'expression d’un facteur de différenciation (Hu et al., 2001).
C’est pourquoi un modeéle murin comportant une version mutée d’ikka sur sa partie
catalytique a été créé (ikk**4). Le géne est muté sur les résidus de sérine 168 et 172 (Cao et
al., 2001). Les souris ikk**”A, comme celles qui n'ont pas de nfkb2, présentent des défauts
dans l'organogenése lymphoide et la formation de centre germinatif (Bonizzi et al., 2004).
Dans le lignage des cellules B, IKKa est essentiel pour le développement des cellules B
(Pasparakis et al., 2002). Les chiméres avec de la moelle osseuse reconstituée avec des
progéniteurs hématopoiétiques foetaux du foie ikka’/ ont une déficience en cellules B matures
circulantes IgM'°¥IgD"e", Conformément & ce phénotype résultant d'un échec a soutenir la
survie des cellules B matures, les cellules B ikka /s dans ces chimeéres présentent un

renouvellement accru et des niveaux d'apoptose élevés (Kaisho et al., 2001).

Une absence d'IKKB (ikkb”") entraine une mort embryonnaire des souris comme les

souris rela” (Li et al., 1999b; Tanaka et al., 1999). Il a donc été développé des modéles
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conditionnels d’invalidation du gene ikkb. Dans les cellules B, IKKB n’est pas essentiel pour le
développement précoce des lymphocytes B, mais est crucial pour le maintien des populations
de cellules B spléniques folliculaires et de la zone marginale (Pasparakis et al., 2002). Les
cellules B déficientes en IKKB ont une diminution de leur survie cellulaire (Li et al., 2003). Ex
vivo, les cellules B présentent des défauts dans la progression du cycle cellulaire et la
prolifération en réponse aux stimulations aux LPS, anti-CD40 et anti-IgM (Ren et al., 2002). Ces
cellules présentent également des défauts dans la production de sous-classes spécifiques d'lg

(IgM, 1gG3, IgG2a) en réponse aux antigénes T-dépendants et T-indépendants. IKKB est donc

essentiel pour la prolifération des cellules B et le contréle de certains aspects de la réponse
humorale.

1.2.7.6. Modeles murins d’activation constitutive de la sous-unité IKKp.
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Figure 31 : Représentation schématique du modele murin IKK2ca. L'ADNc d’ikk2ca est inséré par
recombinaison homologue dans le locus ROSA26 de la souris. Ces souris ont ensuite été croisées avec

des souris Mb1-Cre pour obtenir des souris IKK2ca. Le transgéne contient également une séquence IRES
et une séquence codant pour EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) (Sasaki et al., 2006).

Un modeéle murin exprimant la protéine IKKB constitutivement active a été développé.
Dans ce modeéle, la protéine IKKB est mutée sur les résidus sérines 171 et 181 (IKK2ca) et
permet une activation constitutive de la voie NF-kB (Figure 31) (Sasaki et al., 2006). Le
transgene ikk2ca est inséré par recombinaison homologue dans le locus ROSA26. La cassette
transcriptionnelle comporte un codon STOP flanqué de séquences LoxP, donc ce modeéle est

croisé avec le modele Mb1-CRE, permettant I'expression de la recombinase. Le codon STOP
est alors excisé spécifiquement dans les cellules B. Les souris avec I'expression constitutive
d'IKK2ca montrent une durée de vie similaire a celle des souris sauvage. L'étude

macroscopiques des souris IKK2ca, sacrifiées tres tard entre 550 et 600 jours, révelent une
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splénomeégalie avec une hyperplasie des cellules B et plasmatiques dans la rate et la moelle
osseuse (Calado et al., 2010; Sasaki et al., 2006).
Pour compléter ce modeéle, celui-ci a été croisé avec un autre modeéle murin
permettant de supprimer BLIMP1 (Calado et al., 2010). BLIMP1 est un suppresseur de tumeur
fréquemment inactivé dans les DLBCL de type ABC (Mandelbaum et al., 2010). Cette étude
montre que |'activation constitutive de NF-kB via IKKca avec I'extinction de BLIMP1 conduit a
une lymphomagenése accélérée par rapport a l'extinction de BLIMP1 seul. Ces souris
succombent a une maladie lymphoproliférative dérivée de cellules B affectant la rate et les

ganglions lymphatiques ressemblant a des ABC-DLBCL humain (Calado et al., 2010).

1.2.7.7. Modéles murins de surexpression de NIK.

LoxP LoxP
a. NIKwt

LoxP
b. NIKAT3

LoxP Délétion 78-84
5’

Figure 32 : Représentation schématique des transgenes nik. Les ADNc de nik sauvage (nikwt) et de nik
muté sur le domaine de fixation a TRAF3 (nikAt3) sont insérés par recombinaison homologue dans le

locus ROSA26 de la souris. Ces souris ont ensuite été croisées avec des souris CD19-Cre pour obtenir des

souris exprimant nikwt et nikAt3 uniquement dans les cellules B. Le transgéne contient également une
séquence IRES et une séquence codant pour EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein).

Deux modeles murins avec une surexpression de NIK ont été créés. Ces deux modeles
different par la nature de leur transgéne. Le premier transgene est ’ADNc codant la protéine
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NIK de type sauvage (NIKwt), le second pour un mutant de la protéine NIK dépourvu du
domaine de fixation a TRAF3, T3BD (TRAF3 biding domain) (NIKAT3) (Figure 32). La perte de
ce domaine empéche la dégradation médiée par TRAF3 de NIK par le protéasome (Liao et al.,
2004). Les transgenes nik ou nikAt3 sont insérés par recombinaison homologue dans le locus
ROSA26. La cassette transcriptionnelle comporte un codon STOP flanqué de séquences LoxP.
Ce modele a été croisé avec le modeéle CD19-CRE, permettant I'expression de la recombinase.
Le codon STOP est alors excisé spécifiquement dans les cellules B (Sasaki et al., 2008). Les
souris NIKwt présente une splénomégalie ainsi que de plus gros ganglions lymphatiques. Les
souris NIKAT3 présentent les mémes symptomes mais de facon beaucoup plus importante.
Les cellules B des souris NIKwt ont une expansion de leur nombre dans la ZM mais ne sont pas
activées. Alors que les cellules B des souris NIKAT3 ressemblent a des cellules B activées de la
ZM. En outre, les cellules B des souris NIKAT3 sont indépendantes du signal BAFF/BAFFR et
donc du controle négatif de TRAF3 pour le clivage de p100 et I'activation de NF-kB (Sasaki et
al., 2008). Ces modeles murins ne développent pas de lymphome B malgré une hyperplasie

des cellules B et une augmentation de la survie.

Le modele NIKwt a été croisé avec un modele permettant la surexpression de BCL6 afin
de mimer la dérégulation de cette protéine retrouvée dans les DLBCL. La dérégulation de BCL6
est retrouvée dans 26% des ABC-DLBCL (Pasqualucci et al., 2011). En effet, BCL6 permet de
réprimer |'expression de BLIMP1 (Tunyaplin et al., 2004). Dans ce modeéle double, le transgene
bcl6 est sous le controle du promoteur Ip de la chaine lourde d’immunoglobuline (Cattoretti
et al., 2005). Les souris doubles ont une splénomégalie massive et une forte augmentation de
la taille des ganglions. L'examen histologique des organes lymphoides montre que ces souris
ont une maladie de type DLBCL, caractérisée par une croissance diffuse de grandes cellules B.
L'analyse des réarrangements des IgH révele que les cellules de la tumeur sont clonales. Ce
méme clone tumorale est retrouvé dans la rate et les ganglions indiquant un phénotype

agressif (Zhang et al., 2015).

1.2.7.8. Modéles murins de régulateurs de la voie NF-kB fréquemment mutés dans les
lymphomes B.

1.2.7.8.1. A20.
Le gene tnfaip3 est une cible de NF-kB et code la protéine A20 qui est un régulateur

négatif de la voie NF-kB (Cooper et al., 1996). Les souris déficientes pour A20 succombent
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d’une inflammation de plusieurs organes (Lee et al., 2000; Vereecke et al., 2009). Un modeéle
murin conditionnel permettant I'invalidation du gene A20 dans les cellules B entraine une
hyperactivation de NF-kB. Cette activation permet une augmentation de la prolifération et de
la survie cellulaire. Ces souris ont une augmentation de I’expression de cytokines pro
inflammatoires (IL-6) et ainsi présentent une inflammation progressive avec expansion des
cellules myéloides et des cellules T régulatrices. Chez les souris agées, il y a le développement
d’'une pathologie auto-immune caractérisée par une splénomégalie, une hyperplasie

plasmocytaire et la présence d’auto-anticorps. Mais ce modeéle ne développe pas de
lymphomes B (Chu et al., 2011).

1.2.7.8.2. MYDS88.
Alléle MYD88 LoxP LoxP
ciblant le locus 5 n E E E PolyA P E E E 3
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Figure 33 : Représentation schématique du transgéne MYD88'*%, Le locus MYD88 endogéne est ciblé
avec le vecteur linéarisé comportant I'exon 1 du géne suivi des exons 2 a 6 et d’un signal de
polyadénylation flanqués de site LoxP. En 3 du LoxP’ les exons 2 a 6 avec I'exon 5 muté. Apres
recombinaison médiée par CRE spécifiquement dans les cellules, le transcrit muté est exprimé (Knittel

et al.,, 2016).

La protéine adaptatrice MYD88 est impliquée dans la transduction du signal entre les
TLR et NF-kB. Un modele présentant la mutation L252P (équivalant murin de la mutation
L265P retrouvée dans de nombreux lymphomes humains (Ngo et al., 2011)) au locus
endogene de MYDS88 a été développé (Figure 33). Le transgene myd88 ciblant le locus MYD88
est composé de I'exon 1 du géne suivi des exons 2 a 6 et d’un signal de polyadénylation
flanqués de site LoxP. Ce signal de polyadénylation empéche la transcription du reste du
transgene en 3’. Le transgéne comporte apres le site LoxP en 3’ les exons 2 a 6 avec I'exon 5
muté. Apres recombinaison avec la recombinase CRE, le transcrit portant la mutation L252P
peut étre exprimé. Cette protéine mutée est exprimée spécifiquement dans les cellules B. Ces
souris développent des syndromes lymphoprolifératifs, I’analyse des infiltrats spléniques et

hépatiques révele que ces lésions constituent une population de cellules lymphoides
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largement monomorphes avec une apparence indolente. Occasionnellement ces souris

développent des lymphomes B clonaux, morphologiquement et immunophénotypiquement

caractéristiques des ABC-DLBCL et ont une survie d’environ 80 semaines (Knittel et al., 2016).

Pour essayer d’augmenter la fréquence de développement de lymphomes proches des
ABC-DLBCL, ces souris ont été croisées avec un modele murin surexprimant BCL2 de facon
spécifique aux cellules B. La combinaison de la mutation de MYD88 et la surexpression de BCL2
induit le développement de lymphomes B de type ABC-DLBCL. Ces souris ont une survie de
179 jours. L'étude morphologique des lésions spléniques, hépatiques et ganglionnaires

détectées chez les souris doubles transgéniques révelent que les infiltrations se composent

presque entierement de grandes cellules lymphoides diffuses avec un aspect blastoide a
plasmablastique (Knittel et al., 2016).

1.2.7.8.3. Modéles murins du complexe CBM.

Comme dit précédemment (cf 1.2.3.1) I'activation de NF-kB par le BCR est initiée par les
tyrosines kinases proximales du récepteur qui déclenchent I'activation des protéines en aval
(PKCB et PI3K). Le lien clé avec le complexe IKK est la protéine CARD11, qui est inactive dans
les cellules en repos. L'activation des lymphocytes B induit la phosphorylation de CARD11 par
la PKCB. Ce qui entraine le recrutement de BCL10 et de MALT1, et donc la formation du

complexe CARD11/BCL10/MALT1 (CBM). Le recrutement supplémentaire de facteurs

d'activation tels que les protéines TRAF, ainsi que IKK et TAK1, conduit a I'activation d’IKK et
de la voie JNK (pour revue : (Seda and Mraz, 2015).

1.2.7.8.3.1. CARD11.

LoxP LoxP
CARD11L225LI 5’

51'

Figure 34 : Représentation schématique du modele murin CARD11L225LI. L'ADNc de card11/225li est
inséré par recombinaison homologue dans le locus ROSA26 de la souris. Ces souris ont ensuite été

croisées avec des souris CD19-Cre pour obtenir des souris CARD11L225LI. Le transgéne contient
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également une séquence IRES et une séquence codant pour EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)
(Knies et al., 2015).

Un modele murin mimant la mutation du gene card11 (L225LI) dans les ABC-DLBCL
permet d’activer constitutivement CARD11 et de permettre le recrutement de BCL10 et
MALT1 de fagon autonome (Lenz et al., 2008). Le transgene card11/225li est inséré par
recombinaison homologue dans le locus ROSA26. Ce modele est croisé avec le modele CD19-
CRE, permettant I'expression de la recombinase (Figure 34). Ces souris meurent toutes apres
6 jours avec une splénomégalie massive et une lymphadénopathie. L'étude histologique des
rates montre des populations homogénes de grandes cellules avec des noyaux proéminents
et avec un indice de prolifération élevé (Ki67>75%). Ces cellules infiltrent des organes solides,
y compris le foie, affichant ainsi les caractéristiques histopathologiques caractéristiques des
lymphomes de haut grade. L’activité NF-kB dans ces cellules a été mesurée par EMSA (Electro
mobility shift essay) et par analyse de la localisation nucléaire des sous-unités. On observe une
augmentation de la translocation nucléaire de RelA, c-Rel et p50 ainsi qu’une augmentation
de I'activité de NF-kB (Lenz et al., 2008). La mutation de CARD11 induit I'activation de la voie
NF-kB et JNK (Knies et al., 2015). Or par immunohistochimie, 55% des biopsies de 47 patients
atteints d’ABC-DLBCL sont positifs pour 'activation de la voie JNK. JNK aurait également un
role dans la lymphomagenése induite par la mutation de card11 qui ne serait donc pas due

uniguement a la voie NF-kB (Knies et al., 2015).

1.2.7.8.3.2. BCL10.

Transgéne EUBCL10 5 —#E SRa|  bcll0 | PolyA — 3

Figure 35 : Représentation schématique du transgéne EuBCL10. L'ADNc humain de bcl10 de type
sauvage est placé sous le contréle de I'amplificateur / promoteur EuSRa en amont d'une séquence
signale de polyadénilation (PolyA) (Li et al., 2009).

Le gene bcl10 est retrouvé transloqué dans le locus de la chaine lourde d’lg dans les
lymphomes de MALT. Un modéle murin placant le géne bcl10 sous le contrble des
amplificateurs et promoteurs EuSRa a été développé pour miner cette translocation. Le géne
humain bcl10 est également placé en amont d'un signal de polyadénylation (Figure 35). Le
transgene est inséré de facon aléatoire dans le génome par mircoinjection d’ovocytes murins

fertilisés (Li et al., 2009). Les souris EUBCL10 développent une splénomégalie dés 6 a 8
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semaines. Histologiqguement, les rates de ces souris ont un élargissement de la ZM qui, avec
I'age, provoque une disparition progressive de la pulpe blanche et rouge. Les études
immunohistochimiques ont confirmé l'expansion de la population de cellules B B220".
L’analyse des marqueurs CD21 et CD23 par cytométrie montre que |'expression constitutive
du BCL10 diminue le développement des cellules B précoces, FO et Bla, mais entraine
I'expansion des cellules B de la ZM. La surexpression de BCL10 induit I'activation constitutive
de NF-kB. La signalisation classique de NF-kB dans les cellules B reste sensible a la stimulation
BCR, bien que la réponse semble plut6t faible par rapport aux cellules B de souris sauvage.
L’activation constitutive de NF-kB permet la surexpression du récepteur BAFF. BAFF active les
voies classiques et alternes NF-kB favorisant la survie des cellules B, I'augmentation du pool
de cellules B de la ZM et la rétention des cellules B dans la ZM. La régulation a la hausse de
BAFF provoquée par BCL10 génere une boucle autocrine, avec une augmentation de la survie
et de la prolifération des cellules B dues en partie a la stimulation des voies NF-kB. Ces souris
développent des lymphomes de la ZM. Histologiquement, ces lymphomes de la ZM au stade
le plus précoce montrent des extensions dans la pulpe rouge qui compriment la pulpe blanche.
Avec I'age, les rates des souris développant des lymphomes présentes une occupation totale
par les cellules tumorales de type centroblastique. Ce développement est dose dépendant et
tardif, en effet les souris ayant les deux copies du transgéne EuBCL10 développent des
lymphomes plus rapidement et ont une durée de vie plus courte (519 jours vs 429 jours).
L'expression constitutive de BCL10 dans les cellules B aboutit a I'expansion préférentielle
précoce d'une population de cellules B de la ZM polyclonale suivie par le développement de

lymphomes monoclonaux de cellules B de la ZM (Li et al., 2009).

1.2.7.8.3.3. BIRC3/MALT1.

Transgéne EuBIRC3/MALTT 5 —JElllSRa| birc3 | malil | PolyA — 3’

Figure 36 : Représentation schématique du transgene EuBIRC3/MALT1. L'ADNCc de la protéine de fusion
BIRC3/MALTI1 est placé sous le contréle de I'amplificateur / promoteur EuSRa en amont d'une séquence
signale de polyadénilation (PolyA) (Baens et al., 2006).

L’expression de la protéine de fusion BIRC3/MALT1 oncogénique, retrouvée dans les
lymphomes de MALT, a été mimée dans un modele murin dans lequel I'ADNc de
BIRC3/MALT1, fusion entre I'exon 7 de birc3 et 'exon 8 de maltl, est sous le contrble des

amplificateurs et promoteurs EuSRa (Figure 36). Comme pour le modéle EuBCL10, le
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transgene est inséré de fagon aléatoire dans le génome par mircoinjection d’ ovocytes murins
fertilisés (Baens et al., 2006). Deux souches de souris ont été sélectionnées, la souche AM37
qui exprime un niveau de BIRC3-MALT1 dans les lymphocytes spléniques égal a la protéine
MALT1 endogéne, et la souche AM31 qui a une expression 4 fois plus élevée. Dans ces deux
souches de souris, aucun signe histologique de développement spontané de lymphome n'a pu
étre trouvé apres 50 semaines d'observation. En outre, aucune différence macroscopique ou
microscopique n'a été notée dans aucun des organes examinés pendant le vieillissement.
Cependant, certaines différences sont trouvées dans la rate des souris transgéniques AM31:
chez ces animaux, les centres germinatifs sont bien formés a I'dge de 5 semaines, bien qu'ils
n'aient pu étre identifiés avant I'age de 10 semaines chez les souris sauvages. A I'age de 10
semaines, ces centres germinatifs sont plus importants et le sinus marginal est plus important.
Le manteau folliculaire, comprenant la couronne lymphocytaire et la zone marginale, a
également tendance a étre plus important chez les souris transgéniques AM31. Les souris
AM31 ont une augmentation des cellules B de la ZM. La protéine BIRC3/MALT1 permet la
polyubiquitination de NEMO dans ces souris. Mais le signal NF-kB ne serait pas suffisant pour
induire une lymphomagenése B dans ce modéle (Baens et al., 2006; Sagaert et al., 2006).
1.2.7.8.4. TRAF3.

Alléle TRAF3 LoxP LoxP
ciblant le locus 5’ ’

Bl B
12— 34
TRAF3 sauvage. g

3’
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Figure 37 : Représentation schématique du modéle murin B-TRAF37. Le transgéne contenant le géne
traf3 dont les exons 1 et 2 sont flanqués de séquence LoxP est inséré par recombinaison homologue
dans le locus TRAF3 sauvage de la souris. Ces souris ont ensuite été croisées avec des souris CD19-Cre

pour obtenir des souris B-TRAF3” (Xie et al., 2007).
Un modeéle murin conditionnel inactivant TRAF3 dans les cellules B a été généré. Ce
modeéle B-TRAF37 consiste en la délétion des exons 1 et 2 du géne traf3 en flanquant la région

codant pour ces exons de séquence LoxP. Ensuite grace au croisement avec des souris CD19-
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CRE, il y a excision des exons 1 et 2 (Figure 37) (Xie et al., 2007). Les souris B-TRAF37- montrent
une hyperplasie des cellules B, qui aboutit a une hypergammaglobulinémie, une augmentation
des réponses aux antigénes T-indépendantes, une splénomégalie et une lymphadénopathie
(Xie et al., 2007). Ces souris ont une forte diminution de leur survie aprés 9 mois. L'examen
des tissus de 50 souris B-TRAF3” de 9 a 18 mois montre que 38 de ces souris ont des
lymphomes B spléniques. Les tumeurs des souris B-TRAF3”" sont proches des lymphomes de
la ZM splénique, incluant des lymphomes de la ZM de haut grade avec la cytologie de DLBCL
et des lymphomes de la ZM avec des caractéristiques de cellules B normales de la ZM. Les
observations macroscopiques et les études microscopiques révelent également la présence
de tumeurs dans d'autres tissus, comme dans la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques
cervicaux et mésentériques, les reins, les poumons et le foie (Moore et al., 2012). Les cellules
B tumorales de ces souris sont monoclonales ou oligoclonales. De plus, I'ADN préparé a partir
de deux ou trois tissus de la méme souris montre une propagation métastatique du méme

clone. Dans ces souris, il y a activation constitutive de p50 et p52 (Moore et al., 2012).

1.2.7.8.5. Signal CD40.

Un modele exprimant la protéine LMP1 dans les cellules B murines a été créé. Celui-ci
place le gene bnlf1 sous le controle du promoteur de la chaine lourde d’immunnoglobuline
(IgH). In vitro et in vivo, le potentiel de prolifération est augmenté par I'expression de LMP1
dans les cellules B (Kaye et al., 1993; Kulwichit et al., 1998). Le transgene est ensuite introduit
par microinjection dans des ovocytes murins fertilisés. Dans ces souris, le développement de
lymphome est rare chez les souris de moins de 1 an, mais augmente a 32% chez les souris de
plus de 1 an et a 42% chez la souris de plus de 18 mois. La majorité des souris atteintes de
lymphome ont une splénomégalie massive. Chez 60% des animaux atteints de lymphome, le
lymphome est disséminé dans le foie, les poumons ou les ganglions lymphatiques. Les
lymphomes sont principalement des lymphomes a cellules B folliculaires. L'analyse du
réarrangement des génes d’lg montre que tous les échantillons de lymphome sont
monoclonaux ou éventuellement oligoclonaux. Des genes cibles de NF-kB sont retrouvés
fortement exprimés dans les cellules B tumorale, tnaifp3, bcl2 et c-myc (Kulwichit et al., 1998;

Thornburg et al., 2006).

Un autre modéle présente le géne bnlf1 dans le locus ROSA et exprime spécifiqguement

LMP1 dans les cellules B. Ces souris ne développent pas de lymphomes mais le potentiel de
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prolifération in vitro est augmenté. La déplétion des cellules T dans ce modeéle induit une
lymphomagenése B importante. En effet en présence des cellules T, les cellules B exprimant
LMP1 sont éliminées (Zhang et al., 2012). LMP1 est un oncogéne trés fort mais induit

également une forte immunogénicité T et NK-dépendante. Cette immunogénicité doit étre

contrée pour permettre la transformation des cellules B.

Pour avoir un signal constitutif CD40, un modéle murin exprimant la protéine
chimérique LMP1/CD40 a été développé. Cette protéine est constituée de la partie N-
terminale transmembranaire de LMP1l et du domaine de signalisation C-terminal
intracellulaire du CD40 humain : ce qui permet un signal constitutif CD40 indépendant du
ligand. Une copie du gene chimérique LMP1/CD40 est insérée par recombinaison homologue

dans le locus ROSA26 murin des cellules souches embryonnaires ES.

LoxP LoxP

LMP1/CD40 5 ——p-STOPP! Imp1/cd40 —— 3’

;
7
7
7
7
s
/

/ Recombinaison par CD19-CRE

.,

’

~a,
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;
7
;
’
’
’
7

5/ Impl/cd40 =—— 3

Figure 38 : Représentation schématique du modele murin LMP1/CD40. Le transgene contenant le gene
chimérique Imp1/cd40 est inséré par recombinaison homologue dans le locus ROS126 de la souris. Ces
souris ont ensuite été croisées avec des souris CD19-Cre pour obtenir des souris LMP1/CD40 (Hémig-

Hélzel et al., 2008).

Ce modele est alors croisé avec le modeéle CD19-CRE. Apreés I'excision médiée par Cre
de la cassette d'arrét, le transgene LMP1/CD40 est placé sous le contrbéle du promoteur
ROSA26 actif de facon ubiquitaire (Figure 38) (Homig-Holzel et al., 2008). L'expression
conditionnelle de LMP1/CD40 dans les cellules B entraine une splénomégalie chez les souris
de 8 a 16 semaines. Cette splénomégalie est due en grande partie au nombre accru de cellules
B. Dans les ganglions lymphatiques, le nombre de cellules est augmenté par rapport aux souris
témoins. Les cellules B de la rate présentent un profil activé, avec I'expression membranaire
de CD86, CD80, CD95, ICAM1 ou encore le CMH de classe 2 (complexe majeur

d’histocompatibilité). Les cellules B des souris ont une activation constitutive de la voie alterne

99

Nicolas Arnaud | Thése de doctorat | Université de Limoges |

(@) 5Y-NC-ND |



de NF-kB. De plus, la protéine LMP1/CD40 induit une activation des voies MAPK et JNK. Ces
voies participent a la prolifération et a la survie cellulaire de ces cellules B. 60 % des souris
exprimant LMP1/CD40 entre 12 et 19 mois montrent une splénomégalie extréme avec une
augmentation de poids de 20 a 40 fois par rapport au témoin, une lymphadénopathie, une
hépatomégalie et des infiltrations nodulaires dans le rein, le poumon et le foie. Ces tumeurs
sont mono ou oligoclonales. Dans ces cellules tumorales, il y a I'activation constitutive des
voies alternes de NF-kB, MAPK et JNK suggérant une action de concert de ces voies dans la
lymphomagenése B (Homig-Holzel et al., 2008). L’activation de la voie MAPK est dépendante
du CD19. Quand CD19 est éteint, la lymphomagenése ne se fait plus. MAPK serait
indispensable a la lymphomagenése (Hojer et al., 2014). Il est a noter que dans ces souris, il y
a également une augmentation du nombre et de I'activation des cellules T dans la rate. Cette
augmentation pourrait étre provoquée par les lymphocytes B exprimant LMP1/CD40. Cet effet
serait indépendant de I'antigene. Il a été démontré que la production de cytokines, ainsi que
de molécules de surface cellulaire, exprimées sur les cellules présentatrices d'antigéne
pendant une réponse immunitaire, peuvent activer les cellules T non spécifiques (Ehl et al.,
1997). De plus, les cellules présentatrices d'antigene activées par CD40 favorisent |'expansion
de cellules T mémoires (Koschella et al., 2004). Ces éléments suggérent que les cellules B
exprimant LMP1/CD40 peuvent générer un environnement favorable a I’activation des

cellules T.

1.2.7.9. Conclusions sur les différents modéles murins NF-kB.

L'ensemble de ces modeles est résumé dans le tableau 1 qui suit et permet de montrer
qgue l'activation des voies de NF-kB (canonique et non canonique) permet une augmentation
de la prolifération et de la survie des cellules B. Notamment les modéles d’inactivation
montrent tous le réle de NF-kB dans le maintien des fonctions B et les modifications
d’activation montrent le potentiel prolifératif des B. Mais cette activation ne semble pas étre
suffisante pour conduire a la formation de lymphome. La lymphomagenése de ces modeles se
fait grace a la coopération avec d’autres voies oncogéniques que ce soit par des pertes de
fonctions de suppresseurs de tumeur ou l'activation de proto-oncogenes. NF-kB permet

d’augmenter le potentiel oncogénique, mais n’est pas lui-méme oncogénique.

De plus, I'activation continue de NF-kB conduit a une augmentation de la surveillance

immune et une dérégulation du systéme immunitaire (réaction inflammatoire, augmentation
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expression de cytokines). L'activation de NF-kB pourrait avoir un aspect néfaste sur la

reconnaissance et la destruction des cellules B.

Tableau 1 : Résumé des différents modéles murins présentant une dérégulation de la voie NF-xB.

Invalidation de géne

nfkb1”- - Diminution des cellules B de la ZM
et du péritoine
- Défauts dans la structure des non
organes lymphoides secondaire
- Diminution de la prolifération B
suite a des stimuli au LPS
nfkb2”- - Diminution du compartiment B
- Altérations de I'architecture
splénique et ganglionnaire
- Diminution de la prolifération B en
réponse au LPS et CD40
c-rel” - Développement précoce des
lymphocytes B normaux et
population B mémoire diminuée
rela’ - Mort embryonnaire
- Génération de cellules B trés
fortement diminuée
relb” - Défauts structures organes
lymphoides secondaires non
- Défauts d’activation des cellules T
via les cellules dendritiques
ixba” - Mort aprés 7 a 10 jours due a une
inflammation généralisée non
- Augmentation de la prolifération B
suite a des stimuli mitogénique
ixbe” - Augmentation de certains isotypes
d’lg et de cytokines non
- Pas de modification de la
prolifération B
bcl3” - Architecture splénique altérée
- Diminution des cellules B dans les
organes lymphoides secondaires
ikka” - Mort a la naissance non

non

non

non

non

ikka”4/AA - Défauts dans I'organogenése
lymphoide non
- Problémes dans le développement
B
ikkb” - Mort embryonnaire
- Modele conditionnel B :
diminution de la survie, diminution

non
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anblACT/ACT

n fK b ZA CT/ACT

ixkbm (B spécifique)

Ep-BCL3 BCL3BOE

(B spécifique)

IKK2ca (B spécifique)

NIKwt (B spécifique)

NIKAT3 (B spécifique)

de la prolifération B en réponse
aux stimuli (LPS, CD40)

Surexpression/sur-activation de géne

Splénomégalie, lymphadénopathie
Infiltration lymphoide dans divers
organes

Augmentation de la prolifération B
Hyperkératinisation de la rate
Lymphadénopathie

Infiltration lymphoide dans divers
organes

Augmentation de la prolifération B
Défauts de développement des
structures ectodermique
Diminution de la population B
mature

Diminution de la prolifération B
induite par le LPS et le BCR
Expansion du compartiment B

Peu de cellules B de la ZM et
accumulation de cellules B
folliculaires

Survie similaire aux souris
sauvages

Splénomégalie tardive (550 a 600
jours)

Hyperplasie des cellules B

Splénomégalie et
lymphadénopathie

Expansion de nombre de cellules B
de laZM

Splénomégalie et
lymphadénopathie plus
importante que dans le modele
NIKwt

Cellules B ressemblent a des
cellules B activées de la ZM

non

non

non

non

Non, mais
développement de
lymphome de type ABC-
DLBCL quand couplé avec
la perte de BLIMP1

Non, mais
développement de
lymphome de type DLBCL
quand couplé a
surexpression de BCL6

non

Genes fréiquemment dérégulés dans les lymphomes B

A207

- Mort due a I'inflammation de

plusieurs organes

- Dans modele conditionnel B :

augmentation de la prolifération et
de la survie des cellules B.
Splénomégalie, hyperplasie
plasmocytaire (auto-anticorps)

Nicolas Arnaud | Thése de doctorat | Université de Limoges |

(@) 5Y-NC-ND |

non

102



MYD88L252P (B spécifique)

CARD11L235LI (B spécifique)

Ep-BCL10 (B spécifique)

BIRC3/MALT1 (B spécifique)

TRAF3 (B spécifique)

IgH-LMP1 (B spécifique)

ROSA-LMP1 (B spécifique)

Augmentation de la prolifération B
Infiltration lymphoide dans la rate
et le foie

Mort apreés 6 jours
Splénomégalie et
lymphadénopathie
Augmentation de la prolifération B
Infiltration lymphoide dans divers
organes

Splénomégalie (6 a 8 semaines)
Diminution des cellules B
folliculaires et Bla et
augmentation des cellules B de la
ZM

Augmentation des cellules B de la
M

Splénomégalie et
lymphadénopathie

Hyperplasie B :
hypergammaglobulémie
Splénomégalie

Lymphome disséminé dans le foie,
les poumons et les ganglions chez
60% des cas de lymphomes
Augmentation potentiel de la
prolifération B in vitro

Cellules T éliminent les cellules B
exprimant LMP1

- Rare Lymphome de type
ABC-DLBCL apres 80
semaines
- Apparition de lymphome
de type ABC-DLBCL
accélérée quand couplé
avec surexpression de
BCL2

Oui, lymphome de haut
grade

Oui, lymphomes de laZM

non

Oui, lymphome de la ZM

Oui, lymphome a cellules
B folliculaires (>42% chez
souris de plus de 18 mois)

non

LMP1/CD40 (B spécifique) Splénomégalie et
lymphadénopathie Oui, lymphome entre 12
Cellules B de la rate ont un profil et 19 mois
activé
Augmentation de la prolifération B
1.3. Objectifs.

Des travaux réalisés au laboratoire sur des modeles de lymphomes post-
transplantation associés au virus d’Epstein-Barr (EBV) ont identifié c-Myc et NF-kB comme les
deux systemes transcriptionnels de la latence lll, suggérant que ces deux systémes peuvent

coexister en fonction du contexte tumoral (Faumont et al., 2009).
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Les lymphomes B agressifs tels que les DLBCL sont associés a des dérégulations de
facteurs de transcription. Les DLBCL présentent une dérégulation de I'oncogene c-Myc et sont
classés en plusieurs sous-groupes selon I'activation du facteur de transcription NF-«kB : type
centroblastique (GCB) et type « lymphocyte activé » (ABC) avec activation constitutive de NF-
kB (Alizadeh et al.,, 2000). Cette activation constitutive peut étre due a la présence de
I’oncogéne majeur de 'EBV, LMP1 ; ou des altérations géniques (TNFAIP3/A20, TRAF2, TRAF5,
CARD11, MYD88) ; ou encore a l'activation du BCR ou du CD40 (récepteur membranaire des
lymphocytes B). L’activation constitutive de NF-kB est trés probablement un événement
oncogénique majeur étant donné d’une part, I'addiction des cellules tumorales a NF-«kB et

d’autre part, la récurrence des anomalies retrouvées sur cette voie.

L’objectif global de mon travail de thése est d’étudier I'impact de I'oncogéne c-Myc
dans un contexte de sur-activation de NF-kB afin de comprendre I'effet de ces dérégulations

dans les lymphomes B agressifs.
Trois modeles d’étude sont présentés :

- Etudeinvitro de la synergie entre une activation de NF-kB par EBV/LMP1 et une

surexpression de c-Myc dans le modele cellulaire B P493-6 (Pajic et al., 2000).

- Etude de l'impact au stade pré-tumoral, tant sur la cellule B que sur le
microenvironnement immun, d’une activation du TLR9 sur la lymphomagenése
dépendante de c-Myc dans un modeéle murin surexprimant c-Myc dans les

cellules B (Kovalchuk et al., 2000).

- Etude d’un modéle murin double transgénique « L.CD40/Ac-Myc » : activation

constitutive de CD40 et c-Myc.
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Chapitre Il. Résultats

11.1. Article.

11.1.1. Introduction.

Comme vu précédemment, NF-kB est associé a divers types de lymphomes B, et plus
particulierement aux DLBCL de type ABC et aux DLBCL associés a 'EBV. Les DLBCL de type ABC
ont un phénotype activé et sont plus agressifs et de moins bon pronostic que les DLBCL de
type GCB (Lenz and Staudt, 2010). Le pronostic des DLBCL associés a I'EBV chez les personnes
agées, qui ont aussi un profil d’ABC-DLBCL, est mauvais. Des altérations géniques du géne c-
myc sont retrouvées dans les ABC-DLBCL, entrainant sa surexpression. La surexpression isolée
de c-Myc dans les cellules B entraine I'émergence de lymphomes B agressifs, mais avec un
phénotype non activé. Nous avons donc posé la question de I'effet de la surexpression de c-

Myc dans des cellules B activées par NF-kB.

Pour la réalisation de ces expérimentations, nous avons utilisé divers stimuli de la voie
NF-kB. Tout d’abord, I'activation de la latence Il de 'EBV, qui comme décrit précédemment
(cf1.2.3.3) permet I'expression de LMP1 qui permet I'activation de la voie classique et alterne

de NF-kB.

Ensuite, nous avons utilisé I'activation du récepteur TLR9. Comme vu en introduction,
la signalisation du récepteur TLR9 fait intervenir la protéine adaptatrice MYD88 (Wertz and
Dixit, 2010). Plusieurs études montrent des mutations activatrices de MYD88 chez des patients
atteints d’ABC-DLBCL (Bohers et al., 2015; Ngo et al., 2011). L’activation de NF-kB par le TLR9

pourrait favoriser I'émergence de lymphomes B.

Et pour finir, nous avons utilisé un signal constitutif CD40. Ce signal est obtenu grace
au modele murin LMP1/CD40 décris dans le paragraphe 1.2.7.8.5 (Homig-Holzel et al., 2008).
Un signal constitutif CD40 est retrouvé dans les ABC-DLBCL (Pham et al., 2002, 2005).

Nous avons ainsi montré dans un modele cellulaire in vitro, P493-6 (Pajic et al., 2000)
capable d’induire le programme de la latence Il de I'EBV (expression de LMP1) par ajout
d’cestradiol et de réprimer une surexpression de c-Myc par retrait de tétracycline dans le
milieu de culture, que c-Myc augmente la prolifération des cellules B en latence Il (activation

de NF-kB).
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Nous avons aussi montré que la co-activation du TLR9 et de c-Myc augmente la
prolifération des cellules B. Cette augmentation a été observée dans un modele in vitro (P493-

6) et in vivo (souris Ac-Myc) (Kovalchuk et al., 2000).

Pour finir, dans un modele murin présentant une activation constitutive du CD40 et
une surexpression de c-Myc, nous avons montré que ces souris présentent une
lymphomagenése agressive avec un phénotype activé proche de ce que I'on peut observer

dans les ABC-DLBCL humain.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans I'article scientifique ci-aprés, dont je suis
co-premier auteur. J'ai réalisé I'étude de I'effet in vitro et in vivo de la stimulation du TLR9,
ainsi que I'étude de I'expression des genes dans les modéles murins L.CD40, Ac-Myc et

L.CD40/Ac-Myc.
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11.1.2. Manuscrit.

c-Myc dysregulation is a co-transforming event for nuclear factor-kB activated B cells.
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c-Myc dysregulation is a co-transforming
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ABSTRACT

ile c-Myc dysregulation is constantly associated with highly
proliferating B-cell tumors, nuclear factor (NF)-xB addiction is
found in indolent lymphomas as well as diffuse large B-cell lym-
phomas, either with an activated B-cell like phenotype or associated with
the Epstein-Barr virus. We raised the question of the effect of c-Myc in B
cells with NF-kB activated by three different inducers: Epstein-Barr virus-
latency III program, TLR9 and CD40. Induction of c-Myc overexpression
increased proliferation of Epstein-Barr virus-latency III immortalized
B cells, an effect that was dependent on NF-kB. Results from transcrip-
tomic signatures and functional studies showed that c-Myc overexpres-
sion increased Epstein-Barr virus-latency Ill-driven proliferation depend-
ing on NE-«B. In vitro, induction of c-Myc increased proliferation of B cells
with TLR9-dependant activation of MyD88, with decreased apoptosis. In
the transgenic Ac-Myc mouse model with c-Myc overexpression in B
cells, in vivo activation of MyD88 by TLR9 induced splenomegaly related
to an increased synthesis phase (S-phase) entry of B cells. Transgenic mice
with both continuous CD40 signaling in B cells and the Ac-Myc transgene
developed very aggressive lymphomas with characteristics of activated
diffuse large B-cell lymphomas. The main characteristic gene expression
profile signatures of these tumors were those of proliferation and ener-
getic metabolism. These results suggest that c-Myc is an NF-xB co-trans-
forming event in aggressive lymphomas with an activated phenotype,
activated B-cell like diffuse large B-cell lymphomas. This would explain
why NF-kB is associated with both indolent and aggressive lymphomas,
and opens new perspectives on the possibility of combinatory therapies
targeting both the c-Myc proliferating program and NF-kB activation
pathways in diffuse large B-cell lymphomas.

Introduction

NF-«B associated aggressive B-cell lymphomas can be subdivided into at least
two main categories: diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs) of immunocompe-
tent patients with an activated B-cell-like (ABC) gene expression signature, and
Epstein-Barr virus (EBV) associated DLBCLs, either in elderly or immunocompro-
mised patients. ABC-DLBCLs exhibit an NF-kB addiction and have a worse prog-
nosis when compared to DLBCLs with a germinal center B-cell-like (GCB) signa-
ture, the other main molecular DLBCL subtype.' In ABC-DLBCLs, activation of NF-
kB is due either to autoactivation of the CD40 signalosome® or to NF-kB activating
mutations, among them mutations of TNFAIP3 (A20) or MYDSS8 (the most fre-
quent, concerning 39% of ABC-DLBCLs).’ Prognosis of EBV-associated DLBCLs of
the elderly who have an ABC-DLBCL profile is poor.*” In these cases, NF-kB acti-
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vation is due to the expression of the latent membrane
protein 1 (LMP1), the main oncoprotein of EBV. NF-kB
inhibition in these tumors induces apoptosis.>®
Immunodeficient patients are also prone to aggressive B-
cell lymphoproliferative disorders, which are often associ-
ated with EBV and inhibition of NF-kB leading to apopto-
sis of tumor cells.”™"

The activated B-cell phenotype of all these aggressive B-
cell lymphomas is largely due to NF-kB activation. These
tumors also exhibit a high proliferative index," likely due
to the dysregulation of c-Myc activity.” Genetic alter-
ations of MYC, although more frequent in GCB-DLBCLs,
are also found in ABC-DLBCL, and c-Myc overexpression
is a negative predictor of survival in both ABC and GCB-
DLBCLs.” In EBV-positive DLBCLs, Epstein-Barr virus
nuclear antigen 2 (EBNAZ2) expression is a poor prognosis
factor.* By subverting the Notch pathway through target-
ing of the RBP-Jk nuclear factor, EBNA2 is the EBV protein
responsible for the EBV-latency III program (also called
proliferating program)” and directly upregulates LAIP1
gene expression, which in turns activates NF-kB.""EBNA2
itself directly contributes to protection against apopto-
sis.'*” EBNAZ2 is also responsible for c-Myc deregulation.'®
In vitro, EBV-driven B-cell proliferation is directly related to
the activity of two master transcription factors: c-Myc and
NE-«B."”

c-Myec is the master transcription factor for cell prolifer-
ation and is involved in numerous hematological and solid
cancers.”’ Several transgenic mice models, including
Eu-Myc, Ac-Myc or 3’'RR-c-Myc models®™™ as well as
Burkitt’s lymphomas (BLs) demonstrate that c-Myc over-
expression in B cells leads to the emergence of aggressive
B-cell lymphomas, but with a non-activated phenotype.

Based on these features, we raised the question concern-
ing the effect of c-Myc overexpression in B cells with an
NF-«B activated B-cell-like phenotype. We showed that c-
Myc constantly promoted B-cell proliferation of NF-kB
activated B cells in different models depending either on
EBV, MyD88 or CDA40, in vitro and in vivo. Co-regulation of
c-Myc and CD40 in a mouse model led to very aggressive
B-cell lymphomas with an activated phenotype.

Methods

See the Online Supplementary Materials and Methods for a
description of the techniques.

Cells

EREB2.5 cells are a non-classical LCL with an estradiol inducible
EBV-latency III proliferation program.* The P493.6 cell line is an
EREB2.5 derivative transfected with a Tet-Off inducible c-Myc
expressing vector.”

EMSAs, Plasmid Constructs, Western Blotting and
RT-PCR

Methods for nuclear extracts, electrophoretic mobility shift
assays (EMSAs), Western blots and reverse transcription-poly-
merase chain reactions (RT-PCRs) are described elsewhere.”
Complementary DNA for [kBaS**A (super-repressor form of
IkBay) has already been published.”

Cell Labeling, proliferation and immunohistochemistry
Red blood cell lysis buffer came from eBioscience, San Diego,
CA, USA. To assess proliferation, carboxyfluorescein diacetate

succinimidyl ester (CESE) and 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU)
were both obtained from Life Technologies, while 5-bromo-2'-
deoxyuridine (BrdU) came from Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO,
USA. Ki-67 labeling was also used to follow proliferation using
imaging flow cytometry with the ImageStream 100 apparatus
(Amnis®; Merck, Darmstadt, Germany).

Gene Expression Profiling

Amplification of ribonucleic acids (RNAs) and hybridization
onto microarrays were performed on an Affymetrix GeneAtlas®
System with: Affymetrix® Human Genome U219 Array Strip,
and Affymetrix® Mouse Gene 2.1 ST Array Strip as previously
described.”®

Mouse Models

Information on Ac-Myc mice and mice with the CD19-Cre con-
ditional LMP1.CD40 fusion transgene have already been pub-
lished.”””® All procedures were conducted under an approved pro-
tocol according to European guidelines for animal experimentation
(French national authorization number: 87-022 and French ethics
committee registration number “CREEAL”: 09-07-2012).

Results

c-Myc increases NF-xB dependant EBV-latency Il
B-cell proliferation

c-Myc and NF-kB are the two master transcriptional fac-
tors of EBV-latency III proliferating B cells.” To understand
how c-Myec interferes with the EBV-latency III prolifera-
tion program, we used the EBV-infected P493.6 B-cell line,
a cell line that is double conditional for c-Myc and EBNA2,
allowing for growth under the c-Myc or EBV-latency III
program.” Indeed, P493.6 cells are thought to be an in vitro
model of normal B cells that can be forced to adopt four
different proliferation statuses: quiescent state (c-Myc-
/EBNAZ2-), EBV-latency Il proliferating program (c-Myec-
/EBNA2+), BL-like c-Myc proliferating program (c-
Myc+/EBNA2-), and both programs (c-Myc+/EBNA2+)
(see the Online Supplementary Figure S1 and its legend for a
detailed description of this model).

We first analyzed transcriptional changes induced by
EBV-latency III when associated with c-Myc overexpres-
sion. Supervised analysis led to the selection of 1,648
probes with at least a two-fold signal variation in one of
the four P493.6 cell conditions when compared to the
median of each probe. Genes could be grouped into five
clusters by hierarchical clustering. Their main relevant bio-
logical functions are shown in Figure 1 (see also Online
Supplementary Table S1). Cluster 1 corresponds to genes
that were strongly repressed when both EBV-latency III
and c-Myc programs were induced (c-Myc+/EBNA2+).
Most genes were associated with immune response and
the induction of apoptosis. Cluster 2 genes (such as CD80,
CFLAR/c-Flip, TRAF1, EBI3, and TNFAIP3/A20) were
induced by the EBV-latency III program alone (c-Myec-
/EBNA2+), these genes are known to be NF-«xB targets.
These genes were repressed by c-Myc (compare c-
Myc+/EBNA2- and c-Myc-/EBNA2+ conditions) but were
still expressed in the presence of both proliferating pro-
grams. Genes belonging to cluster 3 were likely to be tar-
gets of signaling pathways repressed by c-Myc in the pres-
ence or absence of EBV-latency III (c-Myc+/EBNA2+ and
c-Myc+/EBNA2-). These signaling pathways included
interferon, JAK/STAT, NF-kB, Jun, Erk, and Akt pathways.
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The last two clusters (clusters 4 and 5) were genes induced
either by EBV-latency III (c-Myc+/EBNA2+) or c-Myc (c-
Myc+/EBNA2-) programs alone for which expression was

over-induced when both programs were switched
Myc+/EBNA2+). The functions of these genes were

ic acid metabolic processes, energy metabolism, and pro-

liferation.

We subsequently studied the functional consequences
of co-activation of both EBV-latency III and c-Myc pro-
grams. Induction of c-Myc by tetracycline retrieval
increased proliferation of EBV-latency III P493.6 cells in a
dose-dependent manner, reaching 45% with 1 wM estradi-
ol (c-Myc+/EBNA2+) compared to 29% and 37% with
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Cluster 2 (104 genes)

. Quiescent stage: -9.34 £2.38
. EBV-latency III: 64.61 +£1.57
. c-Myec: -13.39 +0.96

. EBV & c-Myc: -4.96 £2.16

Cluster 3 (291 genes)
. Quiescent stage: 73.00 £2.57
. EBV-latency III: 49.04 +1.47
.c-Mye: -29.35 +1.16
.EBV & c-Myc: -31.08 £2.20

Cluster 4 (261 genes)

. Quiescent stage: -33.40 £2.06
. EBV-latency III: 32.55 £1.59
.c-Myec: -4.14 =1.71

. EBV & c-Myec: 43.76 £3.24

Cluster 5 (330 genes)
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EBV-latency III or c-Myc alone, respectively (Figure 2A).
Using an imaging flow cytometer, the strongest labeling of
the Ki-67 proliferation marker was observed when both
proliferation programs were induced (Figure 2B-D).
Morphological evaluation of apoptotic cells by quantifica-
tion of nuclear fragmentation™ revealed that, as expected,

induction of the EBV-latency III program increased protec-

Immune response:
CCR2, CCR6, CDID, CD2,
HDACY, CD180, and LCP2

Apoptosis induction:
FOXO1, CASP10, TNFRSF19,
NLRPI, and PTPRC

NF-kB target genes
(immune response and apoptosis protection):
CD80, CD83, CCL3, CCR7, VCAM1, EBI3,
ILIR2, CFLAR (c-Flip), TRAF1, TNFAIP3,
BCL2Al, and LTA

Interferon activation:
IFI27, IFI44, IFI44L, IFIH1, IRF2, IFI35,
IRF7, TLRI, and IRAK4

JAK/STAT transduction signal:
JAK2, STATI, and SOCS1

NF-kB pathway:

TNF, TRAFS5, NFKBIZ, TNFRSF 14,
and TNFSF10

Jun pathway:
JUN, and MAP3K8

Erk and Akt pathways:
BLK, PIK3R1, ITPKB, and STK17A

Nucleic acid metabolic processes:
PAICS, UNG, DNMT3B, ZBTB32,
and IRF4

Energy metabolism:
ACOXL, ACSL1, FABP6, FUCA2,
GPD2, GSTA4MEI, and MTHFDIL

Cell cycle:
CCND2, CDC25A, PDGFA, and CDC45

Nucleic acid metabolic processes:
MARS2, POLRIB, POLRIC, POLR3G,
POLR3H, SF3B3, CSTF3, RPS14, and PPAT

Cell movement:
LMAMI1, RABEPK, SLC43A1, SLCI6A1,
TOMM20, DNM1, and ABCA3

Mitochondrion:

MRPL4, MRRF, SOD2, TIMM44, SLC25A4,
TIMM50, ALDH5A 1, MTFR1, HSPEI,

and TSFM

Proliferation:
CDK6, CGREF1, IL7R, SKP2, TUBEI,
CGREF1, and RADI1

tion against apoptosis and that induction of c-Myc alone
was not deleterious in this cell type, as reported by
Schuhmacher er al” (Figure 2E). These results suggest that
proliferation was increased when c-Myc overexpression
was associated with the EBV-latency III program (c-
Myc+/EBNA2+), maintaining protection from apoptosis.

Figure 1. Transcriptomic changes
induced by c-Myc overexpression on
EBV-latency Il proliferating P493.6
cells. Gene expression profiles of
P493.6 cells induced (+) or not (-) for
EBNA2 and/or c-Myc for 48 hours.
Each cell condition was repeated
once. Selection of the 1,648 probes
was based on at least a two-fold vari-
ation in one of the four cell conditions
when compared to the median. After
ascending hierarchical clustering on
median centered values, five main
clusters were defined as the five ulti-
mate ascending clusters with a global
positive correlation value. For each
cluster and each cell condition, cen-
tered means of gene expression val-
ues with standard errors (+SE) are
indicated on the left. Most represen-
tative functions with most significant
genes are mentioned on the right.
Log2 value color codes are shown
beside the heat map. EBNA2:
Epstein-Barr virus nuclear antigen 2;
EBV: Epstein-Barr virus; NF-xB:
nuclear factor-xB.
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Since P493-6 cells could have been selected to resist the
potential deleterious effect of c-Myc overexpression, we
also transfected two classical LCLs, named PRI and JEE
with a doxycycline-inducible PRT-1 vector overexpressing
c-Myc.®' Results suggest that mild induction of c-Myc
increased proliferation of both classical LCLs while, as a
control, proliferation of these cells was stable over
luciferase induction levels (data not shown).

Altogether, the results presented suggest that both EBV-
latency III and c-Myc programs brought complementary
advantages for cell transformation, both acting concomi-
tantly on cell proliferation and cell metabolism, with EBV-
latency III acting more specifically on protection against
apoptosis and c-Myc on repression of interferon response
genes.

Albeit in a less intense manner than in EBV-latency 1
proliferating cells, NF-kB was clearly activated in
c-Myc+/EBNA2+ P493.6 cells when compared to
c-Myc+/EBNA2- cells (see the Online Supplementary Figure

Low Ki-67
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52 for details on NF-«B activation in the P493.6 cell line).
We thus tested the effect of NF-kB inhibition on these
cells. NF-xB was first repressed by overexpression of the
super-repressor IkBaS**A.” Inhibition of NF-xB
decreased cell proliferation regardless of whether c-Myc
was induced or not in EBV-latency III proliferating P493.6
cells (Figure 3A). The percentage of sub-G1 cells also
increased after NF-xB inhibition (data not shown). We also
treated cells with PHA-408 (Figure 3B,C), an inhibitor of
the IkB kinase 2 (IKK2) subunit of the IKK complex.”
PHA-408 significantly decreased NF-kB DNA binding
activity when the EBV-latency III program was switched
on (Online Supplementary Figure S3; Figure 3B: lanes 1, 5, 9
in the presence of c-Myc, and lanes 3, 7, 11 in the absence
of c-Myc). In the presence of PHA-408, P493.6 prolifera-
tion driven by both EBV-latency III plus c-Myc programs
was similar to that of cells driven by c-Myc alone. As con-
trol, the addition of PHA-408 marginally affected prolifer-
ation of P493.6 cells when c-Myc alone was turned on

Figure 2. Proliferation and apoptosis of
P493.6 cells after induction of c-Myc pro-
grams in EBV-latency Ill B cells. (A)
Percentage of BrdU positive cells was
assessed by flow cytometry on P493.6
cells treated with two doses of estradiol
(0.1 pM: EBNA2-/+ and 1 uyM: EBNA2+) or
not (EBNA2-) and/or with tetracycline (100
ug/ml: c-Myc-; 3 ug/ml: c-Myc-/+; and not:
c-Myc+) for 48 hours. Data are shown as
mean + standard deviation (n=3 inde-
pendent experiments). (B to E) P493.6
cells were treated or not with 1 uM estra-
diol and/or 100 pg/ml tetracycline for 48
hours to induce either cell quiescence
(EBNA2-, c-Myc-), EBV-latency Ill alone
(EBV+, c-Myc-), c-Myc alone (EBNA2-, c-
Myc+), and both c-Myc and EBV-latency Il
(EBNA2+, c-Myc+). (B,C and D) Percentage
of cells with strong staining of the Ki-67
proliferation marker in the nucleus,
assessed by imaging flow cytometry. (B)
Examples of cells under the c-Myc pro-
gram with low or high Ki-67 expression.
Selection of cells was based on colocaliza-
tion of Ki-67 and the DRAQ5® nuclear dye.
(C) Representative monoparametric his-
tograms of Ki-67 intensity gated on cells
with colocalization of Ki-67 and DRAQ5®.
Each cell condition is indicated at the top
left of each histogram. Threshold for
strong Ki-67 labeling is indicated by the
gray box. Percentage of cells with high Ki-
0, 67 labeling is indicated on the top right of

each histogram. (D) Total percentage of
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(Figure 3C). This suggests that when both c-Myc and the
EBV-latency III program were induced, increased prolifer-
ation was mainly due to both c-Myc and NF-kB.

C-Myc increases TLR9 induced B-cell proliferation both
in vitro and in vivo

Since activating mutations of MyD88 are frequently
found in aggressive B-cell lymphomas with activation of
NF-«B,*we decided to assay the effect of both c-Myc and
TLRY activation in B cells. I vitro, resting P493.6 cells (c-
Myc-/EBNA2-) were stimulated with or without either
short control oligodeoxynucleotides (ODN-ctl) or with
unmethylated CpG motifs (ODN-CpG). TLR9 activation
moderately but significantly increased the S-phase entry
of resting P493.6 cells (Figure 4A). c-Myc induction

(c-Myc+/EBNA2-) led to a considerable acceleration of cell
proliferation; an effect that was further enhanced on TLR9
activated cells (Figure 4A). As expected, NF-xB targets,
such as TRAF1, were upregulated upon ODN-CpG treat-
ment (Figure 4B). When NF-kB was inhibited after the
addition of PHA-408, as shown by inhibition of TRAF1
expression, a significant decrease in TLRO activated B-cell
proliferation was seen. This shows that enhanced prolifer-
ation of TLRY activated P493.6 cells with c-Myc overex-
pression was dependent on NF-kB. This proliferative
effect of TLRY stimulation was confirmed in c-Myc over-
expressing BL2 and BL41 BL cell lines (data not shown).
We used the Ac-Myc mice published by Kovalchuk et
al? carrying an insertion of a translocated MYC gene
cloned from the human BL60 cell line in order to investi-
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Figure 3. Activation of NF-kB in P493.6 cells after induc-
[ I tion of c-Myc on EBV-latency Ill. P493.6 cells were treated
c-Myc + 3o - - or not with estradiol 1 uM (EBNA2- or EBNA2+) and/or with
60 - EBNA2 + I - tetracycline at 100 ng/mL (c-Myc+ or c-Myc-) for 48 hours.
skokokk (A) Percentage of BrdU positive cells after transient trans-
- 11 fection with the pCDNA.3 empty vector (Ctl) or expressing
o the super-repressor lkBaS***°A for 48 hours (upper panel).
g Representative analysis of IKBaS®22°A, and
E 40 - ,ﬁ| ns a-tubulin expression by Western blot (lower panel). (B and
R7) C) Effect of the IKK2 inhibitor PHA-408 (5 uM and 10 uM)
8_ for 48 hours on NF-xB. Representative DNA binding by
=) EMSA (panel B) and BrdU incorporation (panel C). In the
= histograms, data are shown as the mean * standard devi-
cﬁ 20 4 ation (at least 3 independent experiments). Statistical sig-
ES nificance was determined by Student's t-test
(****P<0.001; **P<0.01; *P<0.05). ns: not significant;
BrdU: 5-bromo-2'-deoxyuridine; EBNA2: Epstein-Barr virus
|;| |—T—| nuclear antigen 2; EBV: Epstein-Barr virus; Ctl: control; NF-
0- kB: nuclear factor-«B.
PHA-408 0uM 5 uM 10 uM
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gate the cooperation of c-Myc overexpression and TLR9
signaling in vivo. As reported, all Ac-Myc mice developed
high grade B-cell lymphomas with similarities to BL, and
median survival was 14 weeks (Online Supplementary
Figure S4A). At pre-tumor stage (5-6-week old) mice had
increased spleen weight, white blood cell count, and per-
centage of activated CD86 positive B cells, but without
affecting the percentage of total B cells in the spleen
(Online Supplementary Figure S4B,C). TLR9 stimulation
with ODN-CpG led to strong NF-kB activation in spleno-
cytes from both Ac-Myc and wild-type (wt) mice (Online
Supplementary Figure S5A). In vivo repeated ODN-CpG
intraperitoneal injections induced a significant increase in
spleen size and weight in both wt and Ac-Myc mice

(Figure 5A,B). This splenomegaly was much higher for
half of the ODN-CpG injected hc-Myc mice when com-
pared to the wt mice which were also stimulated:
361.3+49.7 mg vs. 216.9+14.5 mg (P = 0.0043). In vivo,
ODN-CpG injection induced proliferation of B cells in
spleens from both wt and Ac-Myc mice. This increased
proliferation was higher in ODN-CpG injected Ac-Myc
mice (Figure 5C). Similar results were obtained from
lymph node B cells of the same mice (data not shown).

To eliminate an indirect proliferating effect on ODN-
CpG on B cells via stimulation of the microenvironment,
ex vivo ODN-CpG stimulations of total splenocytes were
done. TLRY stimulation induced a significant increase in
proliferation and viability of Ac-Myc splenocytes when
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Figure 4. Effect of TLRO stimulation and NF-kB implication on c-Myc
overexpressing P493.6 cells. P493.6 cells were treated (quiescent
state) or not (c-Myc condition) with 100 ng/mL tetracycline and stim-
ulated with 0.5 uM oligodeoxynucleotides control (ODN-ctl) or con-
taining CpG (ODN-CpG) for 48 hours. (A) Representative bivariate
BrdU propidium iodide cytograms. Percentage of S-phase cells is indi-
cated on each cytogram. (B) Upper panel: percentage of BrdU positive
cells after ODN stimulation or not (ns) and 10 uM PHA-408 treat-
ment. Data are shown as the mean + standard deviation (at least 4
independent experiments). Statistical significance was determined
by Student’s t-test (****P<0.0001; ***P<0.001). Lower panel: rep-
resentative expression of c-Myc, TRAF1 and a-Tubulin as loading con-
trol by Western blot detection. BrdU: 5-bromo-2'-deoxyuridine.
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compared to wt cells (Online Supplementary Figure S5B,C).  L.CD40 transgenic mice (L.CD40/Ac-Myc transgenic
B-cell labeling after EdU incorporation showed that prolif-  mice). L.CD40 mice are characterized by surface mem-
erating splenocytes belonged to the B-cell fraction with a  brane expression of a chimeric LMP1/CD40 protein in
CD19 positive B cells, resulting in a constitutively active
spleens (Figure 5D). Cell growth assay and Ki-67 labeling  CDA40 signal in the B-cell lineage with constitutive activa-
tion of the NF-kB pathway as well as the mitogen-activat-
ed protein kinases Jnk and extracellular signal-regulated
low) and marginal zone (CD23-low, CD21-high) B cells kinase.” In these mice, deregulated CD40 signaling
(Figure SEJF). These data show that in vivo MYC/IG induces the development of indolent splenic B-cell lym-
translocation with c-Myc overexpression provided an phomas with an increase in the marginal zone B-cell com-
partment in more than 60% of mice older than 1 year.
Spleen size and weight were much higher in
L.CD40/hc-Myec transgenic mice when compared to con-
trol mice (wt, L.CD40, and Ac-Myc mice) (Figure 6A,B).
L.CD40/hc-Myc mice prematurely developed enlarged
lymph nodes at 10+2 weeks (vs. 12+3 weeks for Ac-Myc
To assess the role of c-Myc in an in vivo model of NF-kB  mice). In contrast, lymph nodes were not enlarged in
dependent B-cell lymphoma, we crossbred Ac-Myc with  L.CD40 and wt mice (Figure 6B). If percentages of CD80

higher proliferation when B cells were from Ac-Myc

on sorted B-cell subsets showed that this increased prolif-
eration was mainly due to follicular (CD23-high, CD21-

additional signal driving a stronger proliferation and sur-
vival of TLRO activated B cells.

In vivo dysregulation of both CD40 signaling and c-Myc
leads to aggressive diffuse large B-cell lymphoma with
an activated phenotype
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Figure 5. Effect of TLR9 stimulation on
B cells from 4-5-week old Ac-Myc (pre-
tumor stage) and wild-type (wt) mice.
In vivo stimulation with control (ODN-ctl) or
CpG containing (ODN-CpG) oligodeoxynu-
cleotides: 10-fold 50 ug ODN intraperi-
toneal injection every two days.
Representative spleen size (A) and scatter-
plot from spleen weight (B). B220 positive
splenocyte proliferation after in vivo BrdU
incorporation for about 24 hours (C): upper
panel, overlay of representative BrdU label-
ing histograms gated on B220 positive cells
from ODN-CpG injected Ac-Myc and wt mice;
and lower panel, mean of in vivo BrdU per-
centage on B220 positive splenocytes.
Data are shown as mean + standard devia-
tion (n=6 mice in each experiment group).
(D) Total splenocytes were ex vivo stimulat-
ed or not (ns) with control (ODN-ctl) or CpG
containing motif (ODN-CpG) oligodeoxynu-
cleotides. Proliferation at day 4 was
assessed by EdU incorporation and labeling
of B220 positive splenocytes. Upper panel:
representative biparametric EAU side scat-
ter cytograms gated on B220 positive cells.
Percentages of EdU positive cells are indi-
cated in each graph. Lower panel: mean
percentages of EAU* and B220*-cells. Data
are shown as mean + standard deviation
(n=4 mice in each experiment group). (E)
Cell growth of marginal zone (MZ), follicular
(FO) and double negative (DN) spleen B
cells sorted from wt and Ac-Myc mice. Cells
were counted by Trypan blue staining exclu-
sion after 4 days stimulation. Red line indi-
cates no cell growth fold increase in ODN-
CpG condition versus ODN-ctl condition
(value = 1). Data are shown as mean *
standard deviation (n=3 mice in each exper-
iment group). (F) BrdU labeling of sorted FO
B cells from wt (left panels) and Ac-Myc
mice (right panels) treated (CpG, lower pan-
els) or not (ctl, upper panels) with CpG
oligonuclotides for 4 days. BrdU incorpora-
tion was performed 4 hours before cells
were cytocentrifuged. No BrdU incorpora-
tion was detectable in ctl conditions (upper
panels). Mean and standard deviation of
percentages of BrdU positive CpG treated
cells are indicated (n=3 mice in each exper-
iment group). Statistical significance was
determined by Student’s t-test
(****P<0.0001; ***P<0.001; **P<0.01;
*P<0.05). EdU: 5-ethynyl-2’-deoxyuridine;
BrdU: 5-bromo-2'-deoxyuridine.
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and Ki-67 staining on lymph node and spleen sections.
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or CD86 activated B cells were increased in a comparable
manner in both Ac-Myc and L.CD40/Ac-Myc mice (Figure
6C), CD80 and CD86 mean fluorescent intensities on B
cells were significantly increased in L.CD40/hc-Myc mice
compared to Ac-Myc mice, both in spleen and lymph

three days culture in complete medium without stimula-
tion indicated that protection against cell death was
increased in L.CD40/Ac-Myc tumor cells when compared
to other conditions (Online Supplementary Figure S6). In
both Ac-Myc and L.CD40/Ac-Myc mice, lymphoid tissue
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nodes (Figure 6D,E). The viability of splenocytes after architecture was lost with a massive tumor infiltration,
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Figure 7. Gene expression profile of L.CD40/Ac-Myc tumors compared to Ac-Myc mice tumors. Supervised analysis led to the selection of 2,437 significant probes,
which were initially partitioned into 30 clusters by K-means clustering so that the number of probes was above 15. The closest groups were merged 2 by 2 according
to their proximity by hierarchical clustering and principal component analysis of the mean vectors. This was repeated until maximization of the absolute value of x2.*
The final resulting number of clusters was 13 (Cluster 1 to 13). For each cluster and each sample condition, fold change value compared to wild-type (wt) samples
were calculated from the mean of gene expression values and are indicated on the heat map. Most representative functions with most significant genes are men-
tioned on the right. NF-kB target genes are indicated in red. Log2 value color codes are shown beside the heat map. NF-kB: nuclear factor-kB; BCR: B-cell receptor.
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and the Ki-67 proliferation index was high (>90%) (Figure
6F). Tumor lymph nodes from Ac-Myc histologically
resembled BL with medium sized monomorphic tumor
cells and the presence of numerous tingible body
macrophages with apoptotic bodies giving a starry sky
effect. In L.CD40/hc-Myc mice, lymphoma cells were
highly atypical, being large and irregular, with abundant
cytoplasm, large nuclei that possessed one to three or four
prominent nucleoli usually located in the periphery of the
nucleus, evoking the aspect of immunoblastic lymphomas
according to the Bethesda classification of lymphoid neo-
plasms in mice* (Figure 6F), for which the human counter-
part would be DLBCLs with an activated phenotype.
Taking wt mice as a reference, gene expression profiles
of tumors from lymph node samples suggest that deregu-
lated genes could be separated into thirteen clusters. These
clusters were grouped into six categories: upregulated
genes in Ac-Myc mice alone, in both Ac-Myc and
L.CD40/Ac-Myc  mice, in L.CD40 mice alone, in
L.CD40/hc-Myc when compared to Ac-Myc mice, down-
regulated genes in both Ac-Myc and L.CD40/Ac-Myc
mice, and in L.CD40/Ac-Myc mice alone (Figure 7, see also
Ounline Supplementary Table S2). In agreement with the
morphology, a specific macrophage signature was found
in upregulated genes in Ac-Myc mice alone. Both Ac-Myc
and L.CD40/hc-Myc tumors had numerous upregulated
genes involved in cell cycle regulation, such as E2f7/8,
Cemp, Ccnb2 and Ccnet/2. Metabolism processes were
also among the highly upregulated functions in both mice
models. Genes whose expression was increased in
L.CD40 mice alone include those of the CD8 cytotoxic T
cells and natural killer cells response, as well as those of
the inflammatory and interferon response. This is in
agreement with the original publication reporting an acti-
vated T-cell phenotype in these mice.” In the meantime,
expression of the immunosuppressive CD274/PDL.1 was
increased in L.CD40 mice. CD274/PDL.1 was also
increased in L.CD40/hc-Myc when compared to hc-Myc
mice. Among over-expressed genes in L.CD40/Ac-Myc
compared to Ac-Myc mice, the main represented biologi-
cal functions were inflammation, transformation, cell acti-
vation, angiogenesis, transcription regulators, and NF-kB
regulators such as Lib, Tlr3, CD40, RelB, and Traf1. CD40
expression was increased in both L.CD40 and L.CD40/Ac-
Myc mice. This could be due to expression of the L.CD40
transgene or to endogenous CD40 expression, since one of
the three probe sets spanning CD40 partially matched the
C-terminal CD40 moiety of the L.CD40 protein while the
two others did not. NF-kB target genes were induced in
L.CD40/Ac-Myc mice, including, for example, CD80, Fas,
Tnfaip3, Bcl2, Ebi3 and Ccnd2. Repression of interferon
response was significantly attenuated in these double
L.CD40/hc-Myc mice when compared to Ac-Myc mice,
but was still present if compared to wt or L.CD40 mice.
Genes coding for T-cell signature and T-cell activation
markers were decreased in both hc-Myc and L.CD40/hc-
Myc mice. Thus, as regards P493.6 cells in the c-
Myc+/EBNA2+ condition, the main transcriptomic fea-
tures of L.CD40/hc-Myc mice evoked increased prolifera-
tion, metabolism with apoptosis protection and attenuat-
ed interferon response as well as expression of the
CD274/PDL1 molecule that inhibits the T-cell antitumor
response. Moreover, expression of some B-cell markers
such as CD79a, CD19 and CD22 was specifically
decreased in L.CD40/hc-Myec. Even if lower CD19 expres-

sion could be the result of using CD19-Cre mice, its
strongest decrease in L.CD40/Ac-Myc mice together with
the decrease of the B-cell receptor (BCR) associated CD22
molecule, of two BCR signaling molecules (CD79a and
BANKT1) as well as of a molecule normally expressed in
germinal center B-cells (BCL11a), evokes features found in
B cells with partial engagement in plasma cell differentia-
tion.

These results suggest that c-Myc overexpression confers
an aggressive DLBCL phenotype with a high proliferative
index and an activated phenotype to L.CD40 activated B
cells.

Discussion

EBV-positive DLBCLs of the elderly are characterized by
prominent NF-kB and JAK/STAT activation,*® able to
upregulate c-Myc expression in ABC-DLBCLs.* B-cell
lymphomas from HIV-infected patients very often have an
ABC-DLBCL phenotype and are associated with
MYC/IGH translocation.” In LCLs, blocking c-Myc direct-
ly arrests cell growth and survival.” In our EBV-infected
human cell lines, the addition of c-Myc clearly favored cell
growth with increased proliferation and metabolism,
meanwhile, genes involved in immune surveillance and/or
the inflammatory or interferon response were repressed.
Enforced MyD88-L252P expression by retroviral infection
of Eu-Myec fetal liver cells dramatically shortened the time
of tumor onset after transplantation in irradiated mice.** In
agreement, our results show that activation of MyD88 by
TLRY stimulation increased cell growth both i vitro in
human cell lines and in vivo in the Ac-Myc mouse model.
c-Myc may play an important role in aggressive lym-
phomas with an activated phenotype related to NF-kB.

Itis a paradox that, as a primary event, NF-kB activation
is associated with both indolent and aggressive B-cell non-
Hodgkin lymphomas (NHL). For example, mucosa-associ-
ated lymphoid tissue (MALT) indolent lymphomas fre-
quently exhibit recurrent inactivating mutations of
A20/TNFAIP3 that results in continuous activation of the
classical NF-kB pathway, and these mutations are also
found in ABC-DLBCLs.”* Waldenstrom macroglobuline-
mias are characterized by recurrent activating MyD88
mutations in 90% of cases, mainly MyD88-L265F, first
described in ABC-DLBCLs,*** which again leads to the
activation of NF-kB. This could suggest that NF-xB addic-
tion in DLBCLs is associated with other genetic events
that promote cell proliferation.

To our knowledge, only three mouse models for indo-
lent lymphomas of the spleen have been published, one
mimicking TRAF3 inactivation,” the second with consti-
tutive expression of Bcl'"* and the last one with continu-
ous CD40 signaling.” The three models are characterized
by an increased activation of RelB (i.e., the NF-«B alterna-
tive pathway), and B-cell lymphomas preferentially locat-
ed in the spleen, with expansion of the marginal zone.
B-TRAF3™ deficient mice developed lymphomas that
have been reported to be either low or high grade and to
diffuse into other lymphoid organs as well as the bone
marrow.® Bcl10 transgenic mice were characterized by an
expansion of marginal zone B cell due to lymphocyte
accumulation, and some mice older than 8 months devel-
oped lymphoma resembling the human marginal zone
lymphomas of the spleen.” The evolution of L.CD40



transgenic mice was characterized by a progressive
increase in splenomegaly and considerable expansion of
the spleen B-cell area with acquisition of monoclonality,
but the proliferative index remained constantly low, with
no evidence for transformation into high grade lym-
phoma.” Regarding the aggressive transformation of B
cells in mice, Calado et al. reported that a mouse model
with constitutive activation of IKK2 in B cells only devel-
oped plasma cell hyperplasia with a serum immunoglobu-
lin peak.” Additional ablation of the Blimp1/Prdm1 gene
blocked plasma cell differentiation and led to the develop-
ment of aggressive B-cell lymphomas resembling ABC-
DLBCLs. Zhang et al. showed that in vivo enforced expres-
sion of NIK in germinal center B cells led to plasma cell
hyperplasia, again without lymphoma. But the combina-
tion of NIK and Bcl6 enforced expression led to the devel-
opment of aggressive lymphomas resembling
ABC-DLBCLs.” These results on animal models suggest
that in vivo continuous NF-kB activation would favor B
cells, but other events, such as Blimp1 inactivation or Bcl6
dysregulation, seem to be needed for transformation into
an aggressive DLBCL.

Both BLIMP1 and BCL6 are transcriptional repressors of
the MYC gene.”* Consequently, BLIMP1 disruption can
cause increased c-Myc expression.” In DLBCLs tumor B
cells become refractory to c-Myc repression by BCL6.%
Furthermore, BCL6 expression represses that of BLIMP1.*
This suggests that BCL6 may indirectly activate c-Myc
transcription through repression of BLIVMP1 expression.”
Thus, c-Myec could be the good endpoint target of various
secondary events to then cooperate with NF-kB to pro-
mote aggressive B-cell lymphomagenesis.

Contrasting with mice models with constitutive NF-kB
activation in B cells; all mice models with c-Myc overex-
pression in B cells develop aggressive B-cell tumors. For
example, Ac-Myc mice had an early aggressive tumor onset
primarily located in lymph nodes with secondary dissemi-
nation to the spleen.”” Morphology of these tumors evokes
that of human BL, with a very high proliferative index. Our
results show that double L.CD40/Ac-Myc mice have very
aggressive tumors with systemic dissemination to all lym-
phoid compartments of the organism. Immunoblastic mor-
phology of these tumors evokes that of ABC-DLBCLs in
humans, being completely different from that of both
L.CD40 and Ac-Myc mice. These features can be viewed
either as the c-Myc-driven transformation of a CD40-
dependent indolent lymphoma, or as a shift from a c-Myec-
driven aggressive B-cell lymphoma resembling human BL to
an activated phenotype due to continuous CD40 activation.
Functional studies clearly indicate cooperation between
L.CD40 and Ac-Myc transgenes in B-cell transformation.
This cooperation was also found at the gene expression
level, with upregulated genes involved in transformation,
cell activation, and angiogenesis, such as Tnfaip3, Rab20/25,
CD40, Amtl2, Cigf, Bel2, Rras, Cend2, and Jun. Most of these
genes are known to be NF-kB targets.
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Figure S1. C-Myc and EBV proteins expression in the P493.6 cell model. (a) Scheme
showing P493.6 cells derived from EREB2.5 cell line. The EBV-latency III program (i.e.
LMPI1, LMP2a, EBNA1, EBNA2, EBNA3A/B/C) is induced by estradiol addition, and c-Myc
is down-regulated by tetracycline addition in a dose dependent manner. (b) P493.6 cells were
treated or not with two doses of estradiol (0=EBNA2-, 0.1=EBNA2+/- and 1 pM=EBNA2+)
and/or with tetracycline (0= c-Myc+, 3 pg/mL=c-Myc+/- and 100 pg/mL=c-Myc-) for 48
hours. Expression of c-Myc, EBNA1, ER-EBNA2, EBNA3C, LMP1 and LMP2a was
assessed by Western-blot. Detection of o-tubulin was used as a loading control. One
representative of 3 independent experiments is shown. (¢) For each cell condition, mRNA
expression of MYC, TP53, E2F1, and LMP1/BNLF1 genes was quantified using TagMan®
Gene Expression Assays. Relative mRNA fold changes were calculated as the ratio of control
cells to P493.6 cells without estradiol or tetracycline (i.e. cells under c-Myc alone). Data are

shown as mean + standard deviation (n=2-3 independent experiments).

Comment:

P493.6 cell line, in which c-Myc over-expression is negatively regulated by addition of
tetracycline (Tet-off system), is derived from EREB2-5 cells co-infected by the EBNA2-
deficient P3HR1 EBV strain and a mini-EBV vector harboring the open reading frame
sequence coding for the estradiol regulatable Estrogen Receptor-EBNA2 fusion protein (ER-
EBNA2) ' (Figure Sla). Without estrogen or tetracycline, P493.6 cells mimicked EBV
features of Burkitt’s Lymphoma with an EBV-latency I pattern of viral proteins *, i.e. EBNAI
expression and absence of EBNA3C, LMP1 and LMP2A expression (Figure S1b, lane 1).
Residual expression of inactive ER-EBNA2 corresponded to Wp promoter activity. After
tetracycline addition, c-Myc expression was turned-off at both protein (Figure S1b, lanes 2

and 3), and mRNA levels (Figure Slc). Expression of TP53 and E2F1 genes, both well-



known c-Myc target genes, was also inhibited by c-Myc repression (Figure Slc). The EBV-
latency III program was turned on by estradiol addition, as assessed by increased ER-EBNA2
expression and induction of EBNA3C, LMP1 and LMP2A (Figure S1b, lanes 4 and 7). When
the EBV-latency III program was induced, c-Myc down-regulation led to a significant
increase in EBNA2, EBNA3C, LMP1, and LMP2A expression in a dose-dependent manner
(Figure S1b, lanes 5, 6, 8, and 9; and Figure S1c for LMP1 mRNA expression). Highest levels
of EBV-latency III proteins were observed when c-Myc over-expression was totally repressed
(Figure S1b, lane 9). Repression exerted by c-Myc on EBV-latency III was likely to be due to

repression of EBNA2 expression as previously suggested *°.
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Figure S2. Characterization of NF-xB in P493.6 cells after induction of EBV-latency III
and/or c-Myc. P493.6 cells were treated or not with increasing doses of estradiol (0=EBNA2-
, 0.1=EBNA2+/- and 1 uM=EBNA2+) and/or tetracycline (0= c-Myc+, 3=c-Myc+/- and 100
ug/mL=c-Myc-) for 48 hours. (a) Upper panel: nuclear NF-kB DNA binding assessed by
EMSA. Middle panel: Western-blot detection of nuclear RelA, RelB, c-rel, p50, and p52.
Detection of SAM68 was used as a loading control. Lower panel: Western-blot detection of
TRAF1 and a-tubulin (loading control) from whole cell extracts. One representative of 3
independent experiments is shown. (b) For each cell condition, mRNA expression of
A20/TNFAIP3, and BCL2 genes was quantified using TagMan® Gene Expression Assays.
Relative mRNA fold changes were calculated as the ratio of control cells to P493.6 cells
without estradiol nor tetracycline (i.e. cells under c-Myc alone). Each experiment was

performed three times.
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Figure S3. Effect of PHA-408 on NF-xB and Oct2 DNA binding activities in P493.6 cells
after induction of EBV-latency III. P493.6 cells induced for EBV-latency III program (i.e.
with 1 puM estradiol plus 100 ng/mL tetracycline) were treated (+) or not (-) with 10 uM
PHA-408 for 48 hours. DNA binding by EMSA was assessed using a probe containing kB
(PRE), kBmut(*), or Oct binding sites. Super-shift experiments were done using antibodies

against RelA, p50, and Oct2.
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Figure S4. Characterization of pre-tumor Ac-Myc mice. (a) Kaplan-Meier survival plot of
wild-type (wt) and Ac-Myc mice. Each group of mice contained 66 subjects. Median survival
for Ac-Myc mice is indicated. The pre-tumor stage at 5-6 weeks old is indicated. (b, and ¢)
Transgenic Ac-Myc mice at 5-6 weeks old. (b) Spleen weight (mg; black histograms) and
white blood cell counts (x 10°/L; grey histograms). (¢) Percentages of B-cells (B220" cells
among TO-PRO®3" cells; black histograms) and activated B-cells (CD86" cells among B220"
B-cells) in the spleen (grey histograms). Data are shown as mean + standard deviation (n=8
mice in each group of experiment). Statistical significance was determined by Student’s t test

(**, P<0.01; **** P<0.0001).
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Figure S5. TLR9 stimulation of splenocytes from pre-tumor Ac-Myc mice. Total
splenocytes from 5-6 week old wild type (wtl-4), and Ac-Myc (1-4) mice were stimulated
(CpG) or not (ns) with CpG containing oligodeoxynucleotides for 4 days. (a) NF-xB DNA
binding activity by EMSA from wt1-4 and pre-tumor Ac-Myc1-4 nuclear extracts. Lanes 1, 5,
9, and 13: unstimulated wt cells. Lanes 2, 6, 10, and 14: wt cells treated with CpG. Lanes 3, 7,
11, and 15: unstimulated Ac-Myc cells. Lanes 4, 8, 12, and 16: Ac-Myc cells treated with CpG.
Lanes 17 to 23: NF-kB DNA binding activity specificity from CpG stimulated wtl nuclear
extracts. Lanes 17 and 18, extracts were incubated with radiolabelled wild type PRE
(containing two kB sites) or PREmut (containing mutated kB sites) probes respectively.
Lanes 19 and 20, competition experiments with PRE probe with a 50-fold molar excess of
cold PRE, or PREmut probe, respectively. Lanes 21 to 23, super-shift experiments using anti-
Oct2 (irrelevant control), anti-p50, or anti-RelA plus anti-cRel antibodies, respectively. (b)
Upper panel: CFSE labelling of TLRY stimulated splenocytes at day 1 and 4. Lower panel:
Proliferation rate at day 4 assessed by CFSE labelling of splenocytes. Mice from the same
experiment are indicated by the same colour code. Data are shown as mean + standard
deviation (n=8-9 mice in each group of experiment). Statistical significance was determined
by Student’s t test (**, P<0.01; *** P<0.001). (¢) Splenocytes viability at day 4: percentage of
TO-PRO®3 negative cells is shown. Mice from the same experiment are indicated by the
same colour code. Data are shown as mean + standard deviation (n=8-11 mice in each group
of experiment). Statistical significance was determined by Student’s t test (*, P<0.05; ****

P<0.0001).
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Figure S6. Ex vivo viability of splenocytes from L.CD40/Ac-Myc mice. Splenocytes were
isolated from wt, L.CD40, Ac-Myc and L.CD40/Ac-Myc mice. Cells were seeded at 2.5
10°mL in complete medium and spontaneous viability was determined at day 3 using TO-
PRO-3 staining. Left panel, representative biparametric TO-PRO-3 versus Side scatter
cytograms. Viability percentages were indicated on each cytogram. Right panel, histograms
corresponding to viability percentages among splenocytes from wt, L.CD40, Ac-Myc and

L.CD40/Ac-Myc mice. Statistical significance was determined by Student’s t test (*, P<0.05).



Table S1. Five clusters of probes corresponding to deregulated genes in P493.6 cells
after induction of EBV-latency III and/or c-Myc. We selected 1 648 probes according to
their fold change variation of at least two in one of the four cell conditions of P493.6 cells (c-
Myc on or off and/or EBV-latency III on or off) when compared to the median of each probe.
Probes were grouped into five clusters. For each cluster and cell condition, centered means of
gene expressions values with standard error (+£SE) were calculated. Gene expressions values
refer to log2-values were reported in the table for each sample condition. Each cell condition

was repeated once.

Table S2. Thirteen clusters of probes corresponding to deregulated genes in tumor
lymph nodes from Ac-Myc/L.CD40 mice. Supervised analysis led to selection of 2 437
significant probes which were partitioned in 13 clusters (Cluster 1 to C13). Gene expression
values (log2-values) centered to the wild type condition, were reported in the table for each
clusters. For each sample conditions, fold change value compared to wild type samples were

calculated from the mean of centered gene expression values.



http://www.haematologica.com/media/2016_156281%20DAVID%20SUPPL/9%20%20Table%20S1.xlsb
http://www.haematologica.com/media/2016_156281%20DAVID%20SUPPL/10%20%20Table%20S2.xlsb

Supplementary Methods

Cells, Treatment and Transfection

EREB2.5 cells are a non-classical LCL with an estradiol inducible EBV-latency III
proliferation program due to an estrogen receptor fused to the EBNA2 viral protein '. The
P493.6 cell line is an EREB2.5 derivative transfected with a Tet-off inducible c-Myc
expressing vector >, Cell culture conditions have been described elsewhere . For transient
transfections, P493.6 cells expressing both EBV-latency III and c-Myc programs were
transfected with pcDNA3 vector using the Amaxa O.017 program (Amaxa Biosystems, Basel,
Switzerland).

Human B-cell lines were TLR9 stimulated with 0.5 pM ODN-ctl or ODN-CpG
(Oligodeoxynucleotides human and mouse CpG-B DNA, prototype ODN 2006 ;
Oligodeoxyncleotides non-CpG DNA; Hycult Biotech, Uden, The Netherlands) for 48 hours.

NF-kB inhibition was performed with 5 pM and 10 uM PHA-408 [8-(5-chloro-2-(4-
methylpiperazin-1-yl)isonicotinamido)-1-(4-fluorophenyl)-4,5-dihydro-1H-benzo[g]indazole-

3-carboxamide] (Axon Medchem, Groningen, The Netherlands) for 48 hours.

Plasmid Constructs

Complementary DNA for IkBasszsea (super-repressor form of IkBa) was cloned into the

pcDNA3.1 vector (Life Technologies, Carlsbad, USA) *.

Western-Blotting

Western-blots were done as previously described °. Antibodies used were anti-EBNA1 (mAb
1H4 °; at 1/100, anti-EBNA2 (mAb PE2; Dako, Les Ulis, France) at 1/200, anti-EBNA3C
(mAb E3cA10) 7 at 1/500, anti-LMP2A (mAb MD-14-1221; Clinisciences, Nanterre, France)

at 1/500, anti-LMP1 (Hybridoma S12) at 1/100, anti-c-Myc (mAb 9E10; Santa Cruz



Biotechnology) at 1/200, anti-p65 (pAb 3034; Cell Signaling Technology) at 1/1000, anti-
p100/p52 (pAb 4882; Cell Signaling Technology) at 1/700, anti-p100/pSO(NLS) (pAb sc-114;
Santa Cruz Biotechnology) at 1/2000, anti-RelB(C-19) (pAb sc-226; Santa Cruz
Biotechnology) at 1/2000, anti-c-Rel(N) (pAb sc-70; Santa Cruz Biotechnology) at 1/2000,
anti-TRAF1(G-20) (pAb sc-983; Santa Cruz Biotechnology) at 1/1000, anti-IkBou(FL) (pAb
sc-847; Santa Cruz Biotechnology) at 1/200, anti-o-tubulin (mAb B-5-1-2; Santa Cruz

Biotechnology) at 1/200. Quantification of western-blots was done using ImageJ software.

Real Time Quantitative Reverse-Transcription PCR

Complementary DNAs were reverse transcribed from total RNA samples using the High
Capacity cDNA Archive Kit (Life Technologies). PCR products were amplified from 100 ng
of each cDNA using the TagMan® Universal PCR Master Mix and TagMan® Gene Gene
Expression Assays were C-Myc: Hs00153408 ml; TP53 gene: Hs00153340 ml; e2fl:
Hs00153451 ml; Bcl2: Hs00153350 ml; and CD19: Hs00174333 ml) on an ABI PRISM
7000 automat (Life Technologies). LMP1 mRNAs were quantified using the following probe
and primers: primer F-LMP1 5’CATGGACAACGACACAGTGATGA3’, primer R-LMP1
5’TTGGAGTTAGAGTCAGATTCATGGC3’, and probe 5°(6-Fam)
CACCACCACGATGACTCCCTCCCGC3’(Tamra) (Sigma-Proligo, TX, USA). The CD19
gene was used as a reference gene. The calculated relative gene expression level was equal to
5~DDCT

, where DDCT is the delta delta cycle threshold, as previously described °. Gene

expression fold changes were calculated as the ratio of the test condition to its control.

Gene Expression Profiling
Amplification of RNAs and hybridization onto microarrays were performed on an Affymetrix

Gene Atlas system® with: Affymetrix® Human Genome U219 Array Strip, and Affymetrix®



Mouse Gene 2.1 ST Array Strip as previously described °. Supervised analysis was performed
with the BRB-array tools package, version 4.4, with the “class comparison between group of

array” tool (http:/brb.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools/ from the NIH institute) °. Hierarchical

and K-mean clustering were performed as described ° with Cluster 3 software

(http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm) '°. Heat-maps were done with

Java Treeview (http://jtreeview.sourceforge.net/). Biological functions of genes were studied

using “Gene Set Enrichment Analysis” (GSEA) (www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp) and

“DAVID Bioinformatics Database” (www.david.ncifcrf.gov/home.jsp).

Preparation of Nuclear Extracts and Electromobility Shift Assays (EMSA)
Methods for nuclear extracts and EMSA are described elsewhere . The nucleotide sequence
of the probe with the Oct binding site was chosen according to Klapproth et al '': 5’- ACC

TGG GTAA TTT GCA TTT CTA AAA T -3°.

Mouse Models

Ac-Myc mice on a C57BL/6 background '* were kindly provided by Pr. Georg Bornkamm
(Helmholtz Center, Munich, Germany). The conditional transgenic mouse model
overexpressing LMP1.CDA40 fusion transgene in B lymphocytes on a BALB/c background has
been described elsewhere '°. All procedures were conducted under an approved protocol
according to European guidelines for animal experimentation (French national authorization

number: 8§7-022 and French ethics committee registration number “CREEAL”: 09-07-2012).

Cell Labeling and Proliferation
After lysis of red-blood cells using RBC Lysis buffer (eBioscience, San Diego, USA), total

mouse splenocytes were immunostained and proliferation was assessed using CFSE



(Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester; Life Technologies) staining and EdU (5-

ethynyl-2’-deoxyuridine; Life Technologies) incorporation.

To assess in vitro proliferation of cultured B-cells, BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine; Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, USA) incorporation was performed as previously described °. Briefly,
cells were incubated in 18 pg/mL BrdU over 2 and 4 hours for P493.6 cell line and primary
B-cells respectively.

Ki-67 labelling was also used to follow proliferation using imaging flow cytometry with the

ImageStream 100 apparatus (Amnis*; Merck, Darmstadt, Germany).

In details, After lysis of red-blood cells using RBC Lysis buffer (eBioscience, San Diego,
USA), total splenocytes were immunostained with anti-B220-FITC (mAb RA3-6B2;
Biolegend, San Diego, USA) at 1/200, anti-B220-PerCP (mAb RA3-6B2; Biolegend) at 1/50,
anti-CD80-APC (16-10A1; Biolegend) at 1/1200, and anti-CD86-FITC (mAb GL-1;
Biolegend) at 1/300. Cell viability was estimated with 2 puM TO-PRO®-3 (Life
Technologies). To analyze B-cell sub-populations, splenocytes were immunostained with
anti-B220-BV510 (mAb RA3-6B2; BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) at 1/100, anti-
CD19-APC-H7 (1D3; BD Biosciences) at 1/100, anti-CD21-BV605 (7G6; BD Biosciences)

at 1/100, and anti-CD23- APC-Cy7 (EBVCS-5; Biolegend) at 1/100.

To assess ex vivo proliferation of splenocytes, cells were labeled with CellTrace CFSE (Life
Technologies), seeded on 96-well plates at 2.5x 10° /mL, and stimulated with: 2 pg/mL ODN-
Control (ODN 1826 control; InvivoGen, Toulouse, France), and 2 pg/mL. ODN-CpG (ODN
1826, InvivoGen). At days 1 and 4, 2 uM TO-PRO®-3 was added, and CFSE mean

fluorescent intensity (MFI) was determined on living cells. Proliferation rate at day 4 was



calculated: ratio of MFI at day 1 to MFI at day 4. Proliferation was also evaluated by 50 uM
EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) incorporation for 14 hours. Then, cells were stained with
anti-B220-FITC (mAb RA3-6B2; Biologend) and EAU was detected using reagents in the
Click-iIT® EdU Alexa Fluor® 647 Imaging Kit (Life Technologies).

Cell counts were performed with the CELL-DYN Emerald cell counter (Abbott, Rungis,
France). Flow cytometry data were acquired on a FACS Calibur cytometer (BD Biosciences)
or LSR-FORTESSA (BD Biosciences) and analyzed with the Kaluza® Flow Analysis

software (Beckman Coulter, Roissy, France).

Follicular (FO, CD23-high, CD21-low), marginal zone (MZ, CD23-low, CD21-high), and
CD21/CD23 negatives B-cells were sorted after immunostaining with anti-B220-APC (mAb
RA3-6B2; Biolegend) at 1/100, anti-CD21-FITC (7G6; BD Biosciences) at 1/100, and anti-
CD23-PerCP (EBVCS-5; Biolegend) at 1/100, using the FACS-ARIA.III cell sorter (BD
Biosciences). Then, B-cells were seeded at 5x 10° /mL, and stimulated with: 2 pg/mL ODN-
Control and ODN-CpG. At day 4, cells were counted using Trypan-blue exclusion and
cytospins were performed after BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine; Sigma-Aldrich)
incorporation at 18 pg/mL for 4 hours. BrdU positive cells were immunostained using BrdU

In-Situ Detection Kit (BD Biosciences).

In vivo TLRY stimulation was done through 10 intraperitoneal injections with 50 ng ODN-
CpG or control (ODN-ctl) (ODN 1826, InvivoGen). To follow in vivo B-cell proliferation,
mice were intraperitonealy injected with 2 mg BrdU about 24 hours before their sacrifice.
BrdU positives B-cells were immunostained using anti-BrdU-FITC (3D4; BD Pharmingen)

and 1/100 anti-B220-BV421 (mAb RA3-6B2; Biolegend) antibodies.



Imaging Flow Cytometry for Ki67 Labeling (Amnis)

Cells were fixed and permeabilized using the PerFix-nc Kit (Beckman Coulter). Labeling was
performed with anti-Human Ki-67 at 1/100 (mAb MIB-1, Dako), and the antibody Alexa
Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) at 1/200 (Life Technologies) was used as secondary
antibody. Isotypic control was Negative Control Mouse IgGl (X0931, Dako). Then,
DRAQS5® (Cell Signaling) was added at 1/1000, and cells were analyzed with ImageStream
100 apparatus (Amnis*; Merck).

IDEAS® image analysis software (Amnis*) was used to quantify nuclear events by
automatically correlating the images of Ki-67 labeling and the nucleus (DRAQS5®), using the
Similarity score (pixel-by-pixel correlation of the Ki-67 and DRAQS5S® image pair within the
nuclear morphology mask). Among cells with nuclear Ki-67 staining, percentage of cells with
high Ki-67 levels was defined.

Apoptosis was assessed from Ki-67 and DRAQS5® non-colocalized cells. Nuclear
morphometric parameters were then used to define the percentage of apoptotic cells using

analysis software.

Immunohistochemistry

Formalin-fixed paraffin-embedded murine samples were sliced at 5 mm. Sections were
stained with hematoxylin and eosin (H&E) and antibodies against Ki-67 (LifeSpan

BioSciences). Revelation was performed with Zytochem-Plus HRP kit (Zymoted Systems).
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11.2. Evaluation de I'impact au stade pré-tumoral, d’'une activation du TLR9 (ODN CpG) sur
I’activation des cellules B et la composition du microenvironnement dans le modéle murin
Ac-Myc.

11.2.1. Introduction.

Suite aux résultats obtenus montrant que I'activation du TLR9 dans le modéle murin
Ac-Myc au stade pré-tumoral (4 a 5 semaines) conduisait a une splénomégalie, une
lymphadénopathie et une augmentation de la prolifération in vivo et ex vivo des cellules B
(Arnaud et al., 2017), nous avons souhaité préciser I'effet de cette stimulation TLR9 sur les
cellules du microenvironnement tumoral. L’activation des TLR permet la mise en place d’'une
réponse immunitaire adaptative (Delneste et al., 2007; Matzinger, 2002). Le TLR9 a une
localisation endosomale et reconnait les motifs CpG non méthylés de I’ADN double brin de
virus ou de bactéries par exemple. Ce récepteur est exprimé par différentes cellules de
I'immunité comme les lymphocytes B, les lymphocytes T, les cellules NK, les macrophages ou
encore les cellules dendritiques (Henault et al., 2005). Lors de l'activation du TLR9, le
récepteur fixe la protéine MYD88 et I'activation de la voie classique de NF-kB s’en suit (cf
[.2.3.1). L'activation du TLR9 dans les cellules du microenvironnement tumoral peut avoir un
effet délétere sur la cellule B tumorale, par augmentation de I'immunogénicité des cellules
tumorales ou par accroissement de la surveillance immune (Weiner, 2009). La signalisation
induite par le TLR9 joue un réle important dans l'initiation de la réponse immune adaptative
en réponse aux infections. L'activation des cellules dendritiques par le TLR9 permet
I'activation des lymphocytes Thl et T cytotoxiques CD8", ainsi que I'activité cytotoxique des
cellules NK qui produisent alors de I'IFN-y. La stimulation du TLR9 permet aussi la prolifération
et la survie des lymphocytes B normaux, et également des lymphocytes B tumoraux
surexprimant c-Myc comme nous le montrons dans I'article présenté ci-avant. La stimulation
par le TLR9 peut donc étre pro-tumorigéne en stimulant la cellule B tumorale ou anti-
tumorigéne en stimulant le microenvironnement immun. En méme temps, il est clairement
admis que le microenvironnement immun de la tumeur peut aussi avoir des effets en faveur
de la cellule tumorale comme démontré dans de nombreux cancer (Jensen et al.,, 2012;
Nissinen et al., 2016; Qian and Pollard, 2010; Soysal et al., 2015; Wu et al., 2012). L’équilibre
entre les effets pro- et anti-tumoraux est donc a prendre en compte lors du processus

transformant, c’est pourquoi nous avons souhaité caractériser les cellules myéloides et
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lymphoides présentes dans la rate et les ganglions lymphatiques des souris Ac-Myc stimulées

ou pas par les ODN-CpG/TLR9.

Dans les ganglions lymphatiques ou la rate, les cellules tumorales coexistent avec des
cellules normales. Les cellules de 'immunité présentes dans les tumeurs avec leurs effets pro-

ou anti-tumoraux seront décrites en introduction.

11.2.1.1. Les cellules Myéloides.
La lignée myéloide se compose de diverses cellules, les monocytes, qui deviendront les
macrophages, les MDSC (Myeloid-derived suppressor cells), les polynucléaires, ou encore les

cellules dendritiques. Ces cellules font parties du microenvironnement tumoral.

1.2.1.1.1. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM : Tumor-associated macrophage).
Les monocytes immatures sont libérés de la moélle osseuse et, aprés avoir circulés
dans le flux sanguin, migrent dans les tissus pour subir une différenciation terminale en
macrophages. Les macrophages jouent un grand nombre de fonctions essentielles pour le
remodelage des tissus, I'inflammation et I'immunité. Parmi ces fonctions sont retrouvées la
phagocytose, la cytotoxicité et la sécrétion d'une large gamme de facteurs tels que des
cytokines, des facteurs de croissance, des protéases, des composants du complément, des
facteurs de coagulation, de prostaglandines et du lysozyme (Bingle et al., 2002). En général,
les macrophages sont classés en deux sous-ensembles : M1 et M2 (Figure 39) (Mantovani et
al., 2002). Le phénotype M1 est caractérisé par la production de facteurs pro-inflammatoires
tels que I'lL-6, I'lL-12, I'lL-23 et le TNF-a. De plus, les macrophages M1 expriment des niveaux
élevés de molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe | et de classe Il
nécessaires a la présentation d'antigénes aux lymphocytes T. Ainsi, les macrophages M1 sont
impliqués dans la réponse inflammatoire et I'immunité anti-tumorale. Les macrophages M2
peuvent étre subdivisés en sous-ensembles appelés M2a, M2b, M2c et M2d. Les cytokines
Th2 telles que I'lL-4 et IL-13 peuvent stimuler la conversion des macrophages vers le
phénotype M2a, tandis que l'activation des TLR et les complexes immuns induisent les
macrophages M2b, et I'lL-10 polarise le sous-type M2c (Sica and Mantovani, 2012). Les
macrophages M2a, M2b sont considérés comme des régulateurs de I'immunité en activant les
réponses de type Th2. Au contraire, les macrophages M2c sont dits désactivés ou anti-

inflammatoires, et ils sont connus pour étre impliqués dans la réparation et le remodelage des
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tissus (Martinez and Gordon, 2014). A l'intérieur de la tumeur, les macrophages sont une
composante majeure du stroma, ou ils sont communément appelés TAM (Tumor-associated
macrophage). Les TAM présentent des fonctions similaires a celles des macrophages M2 et
peuvent étre caractérisés comme le sous-type M2d (Hao et al., 2012). Les TAM fournissent un
microenvironnement favorable a la croissance tumorale, a la survie tumorale et a

I'angiogenése (Pollard, 2004; Qian and Pollard, 2010).

La contribution de I'infiltration des TAM dans le pronostic des DLBCL est extrémement
controversée et leur phénotype est mal caractérisé (Kridel et al., 2015). Dans certaines études,
les TAM ont soit un effet négatif sur le traitement de la pathologie ou au contraire un effet
positif (Marchesi et al., 2015; Meyer et al., 2011; Nam et al., 2014; Wada et al., 2012). Les TAM
ont été associés a I'immunomodulation dans d'autres types de tumeurs (cancers du foie, de la
thyroide ou hépatocellulaire) (Qian and Pollard, 2010). Il existe des preuves cliniques et
expérimentales montrant que les macrophages favorisent l'initiation du cancer et de la
progression maligne (Pollard, 2004). Au cours de l'initiation de la tumeur, les macrophages M1
créent un environnement inflammatoire qui est mutagene et favorise la croissance. Les
macrophages M2 stimulent I'angiogenése (VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor),
améliorent la migration des cellules tumorales et I'invasion (MMP9), et suppriment I'immunité
anti-tumorale (Coffelt et al., 2010; Galdiero et al., 2013). Au niveau des sites métastatiques,
les macrophages M2 préparent le tissu cible pour I'arrivée de cellules tumorales, puis une les
TAM favorise I'extravasation cellulaire de la tumeur, la survie et la croissance (Chanmee et al.,
2014; Qian and Pollard, 2010). Leur role fonctionnel n'a toutefois pas encore été

complétement défini au sein du microenvironnement des lymphomes.
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Figure 39 : Polarisation des macrophages et leurs fonctions. Les macrophages tissulaires sont dérivés
des monocytes circulants et acquierent soit un phénotype M1, soit un phénotype M2 en fonction des
stimuli du microenvironnement. Le phénotype M1 est dirigé par I'IFN-y et le LPS, et produit des taux
élevés de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6, I'IL-12, I'IL-23 et le TNF-a. Le phénotype M2
peut étre subdivisé en M2a, M2b, M2c et M2d selon différents stimuli. Les macrophages M2 produisent
généralement un niveau élevé d'IL-10, de récepteur « scavenger », de récepteur du mannose,
d'antagoniste du récepteur de I'lL-1 et de récepteur a I'IL-1. Le phénotype M1 conduit les réponses pro-
inflammatoires, cytotoxiques et anti tumorales. En revanche, le phénotype M2 favorise I'angiogenése,
I'immunosuppression et la progression tumorale (modifié a partir de (Chanmee et al., 2014)).

LPS : lipopolysaccharide; Cl : complexe immun; GC : glucocorticoide; SR : récepteur scavenger; MR : récepteur
mannose; IL-1ra: antagoniste du récepteur a I'IL-1; TLR: Toll-like receptor; CMH, complexe majeur
d'histocompatibilité.

1.2.1.1.2. Les neutrophiles associés aux tumeurs (TAN : Tumor-associated neutrophils).
Les neutrophiles représentent environ 60% de tous les leucocytes dans la circulation

et sont habituellement la premiere ligne de défense sur le site de l'infection ou de
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I'inflammation. Contrairement a la capacité bien connue des neutrophiles inflammatoires a
phagocyter les bactéries, activer le systeme immunitaire et induire des |ésions tissulaires lors
d’infections, il semble que les TAN puissent fonctionner comme des cellules
immunosuppressives dans le contexte des tumeurs (Mantovani et al., 2011). Comme les
macrophages, les TAN peuvent étre divisés en deux catégories : N1 avec un role anti-tumoral
et N2 pro-tumoral (Fridlender et al., 2009). La polarisation vers le type N2 est en grande partie
induite par le TGF-B. Des expériences récentes dans le cancer du poumon murin démontrent
gue les neutrophiles intra-tumoraux présentent initialement un phénotype anti-tumoral (N1)
et que lorsque la tumeur progresse, les TAN se répartissent dans la tumeur et prennent un
phénotype pro-tumoral (N2) (Mishalian et al., 2013). Les TAN N1 créent une inflammation en
sécrétant des cytokines (IL-1B, TNF-a, IL-6 et IL-12) et des espéces réactives de I'oxygene (ROS)
agissant pour endommager les cellules tumorales (Uribe-Querol and Rosales, 2015).
Cependant, ces fonctions sont régulées a la baisse quand la tumeur progresse et le phénotype
N2 devient prédominant. Les TAN permettent un remodelage du microenvironnement en
favorisant I'angiogenese (VEGFa, HGF (hepatocyte growth factor)) et la dégradation de la
matrice extracellulaire (MMP8, MMP9) (Swierczak et al., 2015), tout ceci participent a
I'invasion tumorale et la formation de métastases. Les TAN peuvent également participer a
I'immunosuppression, la déplétion des TAN entraine une augmentation de l'activité des
lymphocytes T CD8" (Fridlender et al., 2009). Cette inhibition des lymphocytes T CD8* est due
a la libération de I'arginase 1 par les TAN. L’arginase 1 inhibe la prolifération des cellules T en
dégradant I'arginine extracellulaire entrainant une diminution de la réponse des cellules Ta la

stimulation CD3/TCR (Rotondo et al., 2009).

1.2.1.1.3. Les MDSC (Myeloid-derived suppressor cells).

Les données sur les MDSC sont limitées dans les maladies humaines. Des marqueurs
différents ont été utilisés pour analyser les sous-types de MDSC chez I'homme dans divers
milieux cliniques, ce qui complique I'analyse des données. Les MDSC humaines sont CD11b*,
CD33*, HLA-DRreg/faible ot peyvent étre divisées en populations granulocytaires CD14 et en

populations monocytaires CD14* (Talmadge and Gabrilovich, 2013).

Dans le microenvironnement tumoral, les MDSC permettent de supprimer la
surveillance immunitaire et maintenir I'auto-tolérance. Les MDSC inhibent la surveillance
immunitaire en inhibant |'activation des lymphocytes T CD8* (Gabrilovich et al., 2001, 2012;
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Mazzoni et al., 2002), la présentation de |'antigéne par les cellules dendritiques (Gabrilovich
et al., 2012), la polarisation des macrophages (Sinha et al., 2005) et la cytotoxicité induite par
les cellules NK (Liu et al., 2007). Les MDSC sont présentes dans le sang périphérique des
patients atteints de DLBCL avec une survie globale plus faible, suggérant que leur réle
immunosuppresseur favoriserait la pathologie (Azzaoui et al., 2016; Lin et al., 2011). En
rapport avec leurs fonctions immunosuppressives, ces MDSC présentent une diminution
d’expression du HLA-DR (Human Leukocyte Antigen-antigen D Related : molécule du CMH de
classe Il) et ex vivo aprés une stimulation CpG, elles n’activent pas la maturation des cellules
dendritiques. Dans les DLBCL, les MDSC ont une augmentation de I'expression de PDL-1 et

suppriment ainsi la réponse T (Azzaoui et al., 2016).

11.2.1.1.4. Les cellules dendritiques.

Les cellules dendritiques se caractérisent par trois critéres : elles sont des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) exprimant constitutivement des molécules du CMH de classe
I, elles sont capables de stimuler les lymphocytes T (LT) naifs et présentent une morphologie
dendritique une fois activées (Steinman, 1991). Les cellules dendritiques permettent de faire
le lien entre immunité innée et adaptative. Elles expriment des « Pattern Recognition
Receptors » (PRRs), c'est-a-dire des récepteurs capables de reconnaitre des motifs microbiens
appelés « Pathogen Associated Molecular Patterns » (PAMPs), parmi ceux-ci on peut noter la
famille des TLR. La stimulation de ces TLR par leur ligand induit I'activation des cellules
dendritiques. Cette activation va mettre I'expression de médiateurs inflammatoires et de
molécules nécessaires a la mise en place d’une réponse immune (lto et al., 2005). Dans les
biopsies de DLBCL, les cellules dendritiques sont principalement localisées autour des
vaisseaux lymphatiques ou sanguins (Chang et al., 2007). Les cellules dendritiques peuvent
phagocyter les antigénes tumoraux et les présenter aux lymphocytes T. C'est pourquoi les
cellules dendritiques sont utilisées pour des protocoles d’'immunothérapie anti-tumorale
(Palucka and Banchereau, 2013). Les cellules dendritiques sont cultivées ex vivo en présence
d’antigenes tumoraux et sont réinjectées aux patients pour activer une réponse anti-tumorale

dépendante des lymphocytes T.
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11.2.1.2. Les cellules lymphocytaires.

1.2.1.2.1. Les lymphocytes T.

Les lymphocytes T (LT) sont des leucocytes mononucléés, issus de la lignée lymphoide.
lIs possedent un récepteur a I'antigéne appelé T Cell Receptor (TCR) couplé a un complexe CD3
(transduction du signal). Le TCR permet de reconnaitre des peptides (antigenes) présentés par
les molécules du CMH. Cette présentation d’antigene permet d’enclencher la réponse
immunitaire adaptative. Cette présentation se fait par les CPA lors de la synapse
immunologique. Parmi les LT, on peut distinguer deux sous-populations bien définies, les LT
CD4* et les LT CD8*. Les LT CD4* ou LT helper jouent un réle central dans I'orchestration de la
réponse immune a travers leur capacité a fournir de l'aide aux autres cellules du systeme
immunitaire inné et adaptatif (libération de cytokines). Les LT CD8* ou LT cytotoxiques sont
les effecteurs de la réponse immunitaire adaptative a médiation cellulaire par opposition aux
lymphocytes B et aux plasmocytes, effecteurs de la réponse immunitaire adaptative a

médiation humorale (synthése d’anticorps) (Vallejo et al., 2004).

Dans les DLBCL, la régulation des lymphocytes T et leur fonction sont mal caractérisées
a ce jour. Toutefois I'analyse immunohistochimique de biopsies de tissus a mis en évidence
une corrélation entre linfiltration de cellules T et la réponse au traitement. En effet,
I'infiltration de LT CD4" a été corrélée a une augmentation de la survie globale chez les patients
DLBCL traités avec a la fois la chimiothérapie (CHOP) et le Rituximab (anti-CD20) (Ansell et al.,
2001; Keane et al., 2013). La présence de LT CD4* est associée avec une diminution de I'index
de prolifération des cellules B tumorales (Ansell et al., 2001). De plus I'expression du CD40 sur
les cellules B malignes de DLBCL (77% des cas) semble étre associée a une survie globale accrue
des patients traités par immuno-chimiothérapie R-CHOP, ce qui pourrait indiquer que
I'interaction des cellules de lymphome avec les LT CD4* peut améliorer les réponses par les
lymphocytes infiltrant les tumeurs dirigés contre des antigenes tumoraux (Rydstrom et al.,
2010). Dans presque 20% des cas de DLBCL, les LT et les cellules dendritiques ont une
distribution péritumorale et leur présence est corrélée a la fois i) a une augmentation du
nombre de lymphocytes infiltrant la tumeur et ii) une forte expression du HLA-DR (Human
Leukocyte Antigen - antigen D Related : molécule du CMH de classe Il) par les cellules

tumorales (Chang et al., 2007). Ces données indiquent que les cellules dendritiques et les
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lymphocytes T infiltrant la tumeur sont susceptibles de participer a une réponse immunitaire

anti-tumorale coordonnée (Monti et al., 2005).

11.2.1.2.2. Les lymphocytes T régulateurs.

Les lymphocytes T régulateurs (LTreg) sont caractérisés par les marqueurs CD4, CD25
et FOXP3. lls participent a la diminution de I"'amplitude des réactions immunitaires et a la
prévention de I'auto-immunité par la production notamment d’IL-10 (interleukine 10) et du
TGF-B (Transforming Growth Factor 6) qui sont toutes deux des cytokines

immunosuppressives (Sakaguchi, 2000).

Les LTreg suppriment la présentation de I'antigéne par les CPA associées a une tumeur
et interférent également avec la fonction des LT CD8* en inhibant la libération des granules
cytolytiques (Yang et al., 2006). Dans les DLBCL, les LTregs intratumoraux infiltrent les
ganglions lymphatiques des patients avec un risque moindre de rechute aprés un traitement

R-CHOP (Coutinho et al., 2015).

1.2.1.2.3. Les lymphocytes B régulateurs (Bregs).

En plus des LTregs, il apparait que des sous-ensembles de cellules B ayant une fonction
immunosuppressive et/ou régulatrice peuvent jouer un réle critique dans la régulation des
réponses immunitaires anti-tumorales humaines (Inoue et al., 2006; Qin et al., 1998). Il existe
plusieurs type de cellules B régulatrices (Bregs) (Mauri and Menon, 2015). Les Bregs inhibent
les réponses inflammatoires grace a la production de cytokines immunosuppressives,
principalement I'lIL-10, le TGFB et I'lL-35 (Fillatreau et al., 2002; Shen et al., 2014; Tian et al.,
2001).

11.2.1.2.4. Les cellules Naturals Killers.

Les cellules Naturals Killers (NK) sont des lymphocytes du systéme immunitaire inné
qui peuvent induire la mort des cellules allogéniques et des cellules autologues subissant
diverses formes de stress, comme lors de |'infection microbienne et de la transformation
maligne (Raulet, 2004). Ils jouent un rdle dans le controle de la croissance tumorale et dans la
prévention de la dissémination des métastases. Les NK sont fondamentales dans la défense
contre certains virus tel 'EBV. Lors de I'activation, les NK sécrétent des cytokines qui induisent
une réponse inflammatoire, modulent I’hématopoiése, controlent les fonctions et la

croissance des cellules monocytaires et granulocytaires (Moretta et al., 2002).
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Les cellules NK présentent une cytotoxicité directe contre les cellules malignes qui est
essentielle pour I'amorcage de la réponse immunitaire adaptative. La lyse des cellules
tumorales par les NK libére des antigénes tumoraux, ceux-ci peuvent étre pris en charge et
présentés aux cellules T. En outre, la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que
I''FN-y par les cellules NK recrute des cellules T au niveau du site tumoral, favorisant

I’activation des LT et des cellules dendritiques (Smyth et al., 2002).

11.2.1.3. Objectif.
L'objectif est donc d’étudier les différentes populations du microenvironnement
immunitaire dans un modeéle murin de surexpression de c-Myc (A-cMyc) (Kovalchuk et al.,

2000) avec une stimulation ou non du TLR9.

11.2.2. Matériels et méthodes.

11.2.2.1. Modéles Murins.

Afin d’étudier I'implication du TLR9 dans le processus de cancérisation associée a c-
Myc, nous avons travaillé sur le modele transgénique Ac-Myc ol le geéne c-myc est placé sous
le controle des séquences régulatrices du locus de la chaine légére lambda des
immunoglobulines conduisant a sa surexpression constitutive dans les lymphocytes B
(Kovalchuk et al., 2000) (cf 1.1.7.2). Ces souris développent des lymphomes de type Burkitt

entre 9 et 20 semaines.

11.2.2.2. Stimulation TLR9.

Des souris sauvages et Ac-Myc agées entre 4 et 5 semaines sont injectées en intra-
péritonéal avec 50 ug d’oligodésoxynucléotides contenant des motifs CpG (ODN-1826 de type
B ; Invivogen) ou dépourvus de motifs CpG (ODN-1826 Controle) : 10 injections effectuées

tous les 2 jours.

11.2.2.3. Isolement des cellules murines et immunomarquages.

Apreés dissection, la rate et les ganglions lymphatiques sont prélevés, puis broyées sur
un tamis de 70 uM afin d’isoler les cellules. Ces derniéres sont reprises dans du milieu RPMI
1640 supplémenté de 1% de sérum de veau foetal (SVF), 0.12% de B-mercaptoéthanol, 1%
d’acides aminés non essentiels, 1 mM de pyruvate, 2 mM de L-glutamine, 50 U.Il/mL de

pénicilline et 50 mg/mL de streptomycine. Les cellules sont ensuite centrifugées pendant 10
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minutes a 1000 rpm a 4°C puis reprises dans un tampon de lyse des globules rouges (e-
Biosciences ; Red Blood Cell Lysis Buffer) pendant 3 minutes. L’arrét de la lyse se fait par ajout
de 5 mL de milieu complet 1% SVF dans la glace. Les cellules sont alors centrifugées a nouveau
pendant 10 minutes a 1000 rpm a 4°C, puis le culot est repris dans du milieu complet 1% SVF.
Le nombre de globules blancs extraits des organes est déterminé grace a un compteur Cell-

Dyn (ABBOTT).

Les immunomarquages sont réalisés sur 500 000 cellules dans du tampon MACS (PBS,

0,5% BSA, 2mM EDTA ; Miltenyi) avec les anticorps suivants :

Tableau 2 : Liste des différents anticorps utilisés.

B220-FITC RA3-6B2 (Biolegend) 1/200
B220-PE RA3-6B2 (Biolegend) 1/600
B220-PerCP RA3-6B2 (Biolegend) 1/50

B220-APC RA3-6B2 (Biolegend) 1/200
CD19-FITC 6D5 (Biolegend) 1/200
CD19-PerCP 6D5 (Biolegend) 1/50

CD19-APC 6D5 (Biolegend) 1/100
CD80-APC 16-10A1 (Biolegend) 1/1200
CD86-FITC GL-1 (Biolegend) 1/300
IgM-PE R6-60.2 (BD bioscience) 1/30

Mac-Bio M1/70 (Biolegend) 1/250
SA-PerCP (Biolegend) 1/100
Gr1-PE RB6-8C5 (Biolegend) 1/1000
CD5-APC 53-7.3 (Biolegend) 1/300
CD49b(DX5)-Alexad88 DX5 (Biolegend) 1/100
CD69-PerCP.Cy5 H1.2F3 (Biolegend) 1/100
CD3-PE 17A2 (Biolegend) 1/100
NK1.1-APC PK136 (Biolegend) 1/100
CD11c-APC N418 (Biolegend) 1/100
CMHII-PerCP M5/114.15.2 (Biolegend) 1/100
PDCA.1-Alexa488 927 (Biolegend) 1/100
CD11c-PerCP N418 (Biolegend) 1/100
CD3-APC 17A2 (Biolegend) 1/100

11.2.3. Résultats.

Nos expériences ont consisté a stimuler le TLR9 de souris sauvages (WT) et
transgéniques Ac-Myc au stade pré-tumoral grace a l'injection, tous les deux jours pendant
deux semaines, d’'ODN-Contrdle (ODN-ctl; absence de motifs CpG) ou d’ODN-CpG. Apres

sacrifice des animaux, nous avons étudié I'évolution des différentes cellules du systeme
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immunitaire composant la rate et les ganglions lymphatiques. Dans I'ensemble de ces

expériences, nous avons distingué :
- Les souris sauvages (4 a 5 semaines) traitées ODN non CpG : wt ODN-ctl (n=7)

- LessourisAc-Myc (4 a 5 semaines) traitées ODN non CpG : Ac-Myc ODN-ctl (n=7)

- Les souris sauvages (4 a 5 semaines) traitées ODN CpG : wt ODN-CpG (n=6)

- Les souris Ac-Myc (4 a 5 semaines) traitées ODN CpG : Ac-Myc ODN-CpG (n=6)

11.2.3.1. Activation des cellules B apres stimulation du TLR9 dans les souris WT et Ac-Myc.
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Figure 40 : Effet de la stimulation par les ODN-CpG sur I’activation des cellules B in vivo des souris wt
et Ac-Myc. Stimulation in vivo avec des oligodésoxynucléotides contréles (ODN-ctl) ou CpoG (ODN-CpG):
10 injections intrapéritonéales de 50 mg d'ODN tous les deux jours. Les graphiques représentent la
moyenne des pourcentages de cellules B activées CD86* parmi la population totale de cellules B
B220*/IgM* in vivo dans la rate (droite) et dans les ganglions (gauche). Les données sont présentées
sous forme de moyenne #* écart-type (n=7 souris dans les conditions ODN-ctl et n=6 dans les conditions
ODN-CpG). La significativité statistique a été déterminée par le test de Student (**** P<0,0001 ; ***
P<0,001 ; ** P<0,01).

Par immunomarquage des cellules B B220*/IgM*/CD86" de la rate et des ganglions,
nous avons déterminé le pourcentage de cellules activées CD86* parmi les lymphocytes B.
Nous n’avons pas observé d’augmentation du pourcentage de cellules activées entre les souris
traitées ODN-ctl et les souris traitées ODN-CpG (Figure 40). Cependant, nous pouvons
remarquer que ce pourcentage est augmenté de facon significative entre les souris wt (rate :

ODN-ctl : 5,56% et ODN-CpG :5,92% ; ganglions : ODN-ctl : 6,14% et ODN-CpG : 6,97%) et les
souris Ac-Myc quel que soit le traitement (rate : ODN-ctl : 21,49% et ODN-CpG: 22,96% ;
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ganglions : ODN-ctl : 15,33% et ODN-CpG : 15,10%). La présence du transgene Ac-Myc, et donc

la surexpression de c-Myc dans les cellules B, permet une augmentation de I’activation des

cellules B.

Bien que la stimulation du TLR9 augmente la prolifération des lymphocytes B Ac-Myc
par rapport aux cellules B normales (Arnaud et al., 2017), I'activation des cellules B reste

inchangée.

11.2.3.2. Evolution des populations myéloides (polynucléaires, macrophages et cellules
dendritiques) apreés stimulation du TLR9 dans les souris WT et Ac-Myc.
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Figure 41 : Effet de la stimulation par les ODN-CpG sur les pourcentages des polynucléaires et des
macrophages in vivo des souris wt et Ac-Myc. Stimulation in vivo avec des oligodésoxynucléotides
contréles (ODN-ctl) ou CpG (ODN-CpG): 10 injections intrapéritonéales de 50 mg d'ODN tous les deux
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jours. a) Les graphiques représentent la moyenne des pourcentages de polynucléaires B220/CD5
/GR1*/Mac* parmi la population totale de cellules in vivo dans la rate (droite) et dans les ganglions
(gauche). b) Les graphiques représentent la moyenne des pourcentages de macrophages B220/CD5
/GR1/Mac* parmi la population totale de cellules in vivo dans la rate (droite) et dans les ganglions
(gauche). Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (n=7 souris dans les
conditions ODN-ctl et n=6 dans les conditions ODN-CpG). La significativité statistique a été déterminée
par le test de Student (**** P<0,0001 ; *** P<0,001 ; ** P<0,01 ; *P<0,05 ; ns : non significatif).

Afin d’étudier le pourcentage des polynucléaires, des macrophages et des cellules
dendritiques (classique cDC et plasmacytoides pDC) au sein de la rate et des ganglions
lymphatiques des souris traitées aux ODN, nous avons réalisé des immunomarquages. Les

polynucléaires sont B220/CD5/GR1*/Mac*, les macrophages B220/CD5/GR1°/Mac?, les cDC
B2207/CD11c*/CMHII* et les pDC B220*/CD19/CD37/NK1.1/CD11c*/PDCA".

Nous avons ainsi pu observer que le pourcentage de polynucléaires dans la rate et les
ganglions était supérieur dans les souris Ac-Myc ODN-ctl par rapport aux souris wt ODN-ctl
(8,16% dans les souris Ac-Myc contre 3,46% dans les souris wt dans la rate et 0,73% contre
0,29% dans les ganglions) (Figure 41a). Le traitement in vivo par les ODN-CpG augmente le
pourcentage de polynucléaires dans la rate et les ganglions, que ce soit dans les souris wt
(3,46% avec les ODN-ctl contre 9,91% avec les ODN-CpG dans la rate et 0,29% contre 1,11%
dans les ganglions) et les souris Ac-Myc (8,16% avec les ODN-ctl contre 15,47% avec les ODN-
CpG dans la rate et 0,73% contre 2,54% dans les ganglions). Dans les ganglions lymphatiques
des souris Ac-Myc, le pourcentage de polynucléaires est nettement plus important apres

stimulation du TLR9 par rapport aux souris wt.

En ce qui concerne les macrophages, nous observons une augmentation significative
du pourcentage de macrophage dans les splénocytes chez les souris Ac-Myc par rapport aux
souris wt (2,09% dans les souris wt ODN-ctl contre 3,14% dans les souris Ac-Myc ODN-ctl)
(Figure 41b). La stimulation du TLR9 dans les souris wt entraine une tendance a
I’'augmentation du pourcentage de macrophages dans la rate et les ganglions (rate : 2,09%
contre 2,78% et ganglions: 0,64% contre 0,97%). Nous observons également une
augmentation du pourcentage de macrophages dans les souris Ac-Myc aprés stimulation de
TLR9 dans les ganglions (0,74% contre 1,54%). Il est important de noter que les macrophages
sont plus abondants dans les souris Ac-Myc par rapport aux souris wt apres injection des ODN-

CpG (4,82% contre 3,14% dans la rate ; 1,54% contre 0,97% dans les ganglions).
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La surexpression de c-Myc dans les cellules B entraine une augmentation des
populations de polynucléaires et macrophagiques dans le microenvironnement des cellules B.
La stimulation de TLR9 tend a augmenter les pourcentages de polynucléaires et de
macrophages aux seins des différents tissus étudiés (rate et ganglions). Le recrutement et
I'activation des polynucléaires et macrophages peuvent se faire de facon indirecte par

I'intermédiaire des cytokines sécrétées par les pDC (Krieg, 2006).
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Figure 42 : Effet de la stimulation par les ODN-CpG sur les pourcentages des cellules dendritiques
classiques (cDC) et plasmacitoides (pDC) in vivo des souris wt et Ac-Myc. Stimulation in vivo avec des
oligodésoxynucléotides contréles (ODN-ctl) ou CpG (ODN-CpG): 10 injections intrapéritonéales de 50
mg d'ODN tous les deux jours. a) Les graphiques représentent la moyenne des pourcentages de cDC
B220/CD11c*/CMHII" parmi la population totale de cellules in vivo dans la rate (droite) et dans les
ganglions (gauche). (n=7 souris dans les conditions ODN-ctl et n=6 dans les conditions ODN-CpG) b) Les
graphiques représentent la moyenne des pourcentages de pDC B220*/CD19/CD3/NK1.1°
/CD11c*/PDCA* parmi la population totale de cellules in vivo dans la rate (droite) et dans les ganglions
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(gauche). Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (n=3 souris dans les
conditions ODN-ctl et n=3 dans les conditions ODN-CpG). La significativité statistique a été déterminée
par le test de Student (**** P<0,0001 ; *** P<0,001 ; ** P<0,01 ; *P<0,05 ; ns : non significatif).

Dans la rate, nous pouvons voir que les souris Ac-Myc ont un pourcentage de cDC
augmenté par rapport a celui des souris wt (2,40% contre 1,32%) (Figure42a). Bien que la
stimulation du TLR9 augmente faiblement la population de cDC, le pourcentage de cDC reste
plus important dans les souris Ac-Myc que dans les souris wt apres injection des ODN-CpG

(dans la rate 2,93% contre 1,68% ; dans les ganglions 2,54% contre 1,38%).

Dans la rate et les ganglions lymphatiques, la stimulation du TLR9 conduit a une tres
légére augmentation du pourcentage de pDC dans les souris wt (dans la rate 0,09% contre
0,14% ; dans les ganglions 0,09% contre 0,16%) alors qu’aucune différence n’est observée
pour les souris Ac-Myc (dans la rate 0,11% contre 0,15% ; dans les ganglions 0,19% contre

0,18%).) (Figure 42b). Ces résultats obtenus sur seulement 3 souris devront étre confirmés.

Nous avons observé un effet modéré des ODN-CpG sur les populations de pDC et cDC.
Comme pour les populations de macrophages et de polynucléaires, la surexpression de c-Myc

semble augmenter la population des cDC.

11.2.3.3. Evolution des populations de cellules T (CD4*, CD8* et T régulateur) et NK aprés
stimulation du TLR9 dans les souris WT et Ac-Myc.

Ensuite nous avons étudié par immunomarquage CD3, CD4 et CD8 d’une part ; et CD4,
CD25 et FOXP3 d’autre part, pour identifier les différentes sous populations T. Le premier
panel, nous a permis de mesurer les pourcentages de cellules T B220//CD3*/CD4* et T B220
/CD3*/CD8* et le second les cellules T régulatrices (Treg ; CD4*, CD25", FOXP3*).
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Figure 43 : Effet de la stimulation par les ODN-CpG sur les pourcentages des cellules T B220/CD3*/CD4*
et T B220/CD3*/CD8' in vivo des souris wt et Ac-Myc. Stimulation in vivo avec des
oligodésoxynucléotides contréles (ODN-ctl) ou CpG (ODN-CpG): 10 injections intrapéritonéales de 50
mg d'ODN tous les deux jours. a) Les graphiques représentent la moyenne des pourcentages de cellules
T B220/CD3*/CD4* parmi la population totale de cellules in vivo dans la rate (droite) et dans les
ganglions (gauche). b) Les graphiques représentent la moyenne des pourcentages de cellules T B220
/CD3*/CD8* parmi la population totale de cellules in vivo dans la rate (droite) et dans les ganglions
(gauche). Les données sont présentées sous forme de moyenne * écart-type (n=7 souris dans les
conditions ODN-ctl et n=6 dans les conditions ODN-CpG). La significativité statistique a été déterminée
par le test de Student (*** P<0,001 ; ** P<0,01 ; *P<0,05 ; ns : non significatif).

Dans la rate, le traitement aux ODN-CpG conduit a une diminution du pourcentage de
la population de cellules T B220-/CD3*/CD4* aussi bien dans les souris wt (16,60% contre

10,33%) que dans les souris Ac-Myc (19,31% contre 14%) (Figure 43a). La surexpression de c-
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Myc dans les souris Ac-Myc a tendance a augmenter le pourcentage de cellules CD4* quel que

soit I'ajout ou non d’ODN-CpG. Nous avons observé des résultats similaires dans les ganglions.

En ce qui concerne la population de cellules T B220/CD3*/CD8*, nous observons les
mémes variations, a savoir une diminution du pourcentage lors de la stimulation du TLR9 et
une augmentation dans les souris Ac-Myc par rapport au souris wt quel que soit le traitement

(Figure 43b).
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Figure 44 : Effet de la stimulation par les ODN-CpG sur les pourcentages des cellules T reqg CD4"*, CD25%,
FOXP3* in vivo des souris wt et Ac-Myc. Stimulation in vivo avec des oligodésoxynucléotides contréles
(ODN-ctl) ou CpG (ODN-CpG): 10 injections intrapéritonéales de 50 mg d'ODN tous les deux jours. Les
graphiques représentent la moyenne des pourcentages de cellules T reg CD4*, CD25*, FOXP3* parmi la
population totale de cellules in vivo dans la rate (droite) et dans les ganglions (gauche). Les données
sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (n=7 souris dans les conditions ODN-ctl et n=6
dans les conditions ODN-CpG). La significativité statistique a été déterminée par le test de Student
(*P<0,05 ; ns : non significatif).

Apres stimulation du TLR9, le pourcentage de Treg (CD4*, CD25*, FOXP3*) a tendance
a diminuer dans la rate des souris wt (1,63% contre 1,2%) et est significativement diminué
dans les souris Ac-Myc (2,57% contre 1,15%) (Figure 44). Nous pouvons noter que le
pourcentage de Treg est supérieur dans les souris Ac-Myc ODN-ctl par rapport aux souris wt,
et qu’apres stimulation du TLR9, ce pourcentage revient au niveau des souris wt. Dans les

ganglions, le traitement aux ODN-CpG n’induit pas de modification quant aux pourcentages

de cellules Treg.
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La surexpression de c-Myc entraine une augmentation du pourcentage de cellules Treg

dans la rate, et cette augmentation est abolie aprés stimulation du TLR9.
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Figure 45 : Effet de la stimulation par les ODN-CpG sur les pourcentages des cellules NK CD3
/CD49b*/NK1.1* et I'activation des NK CD3/CD49b*/NK1.1*/CD69" in vivo des souris wt et Ac-Myc.
Stimulation in vivo avec des oligodésoxynucléotides contréles (ODN-ctl) ou CpG (ODN-CpG): 10
injections intrapéritonéales de 50 mg d'ODN tous les deux jours. a) Les graphiques représentent la
moyenne des pourcentages de cellules NK CD3/CD49b*/NK1.1* parmi la population totale de cellules
in vivo dans la rate (droite) et dans les ganglions (gauche). b) Les graphiques représentent la moyenne
des pourcentages de cellules NK activées CD3/CD49b*/NK1.1*/CD69* parmi la population de cellules
NK in vivo dans la rate (droite) et dans les ganglions (gauche). Les données sont présentées sous forme
de moyenne * écart-type (n=7 souris dans les conditions ODN-ctl et n=6 dans les conditions ODN-CpG).
La significativité statistique a été déterminée par le test de Student (** P<0,01; *P<0,05; ns: non
significatif).
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Pour finir, nous avons déterminé le pourcentage de cellules NK (CD37/CD49b*/NK1.1%)
ainsi que le pourcentage de cellules activées (CD3/CD49b*/NK1.1*/CD69*) parmi la population
NK. Dans les souris Ac-Myc ODN-ctl, le pourcentage de cellules NK est augmenté par rapport
aux souris wt. Apres stimulation du TLR9, le pourcentage de cellules NK est diminué aussi bien
dans les souris wt (dans la rate 2,33% contre 0,74%) que les souris Ac-Myc (dans la rate 3,23%

contre 0,88%) (Figure 45a).

Parmi ces cellules NK, nous pouvons observer une tendance a I'augmentation des
pourcentages de cellules NK activées dans la rate et les ganglions apres traitement aux ODN-

CpG. Cette augmentation est présente dans les souris wt et Ac-Myc (Figure 45b).

La stimulation du TLR9 entraine une diminution du pourcentage de cellules NK, et une
augmentation de cellules NK activées. Cette stimulation permet également d’abroger

I'augmentation des NK induite par la surexpression de c-Myc.

11.2.3.4. Bilan des résultats.

Le tableau ci-dessous résume les variations du microenvironnement immun dans les
souris Ac-Myc par rapport aux souris sauvages en abscence ou présence d’ODN-CpG/TLR9.
Tableau 3: Résumé des différents résultats obtenus. Sont notées uniquement les variations

significatives dans la rate et/ou les ganglions lymphatiques. Une fléche 2 indique une augmentation,
une fléeche N indique une diminution, et le symbole = indique I"abscence de variation significative.

Ac-Myc/wt wt Ac-Myc
ODN-ctl ODN-CpG vs ctl | ODN-CpG vs ctl

Cellules B activées A = = A

Polynucléaires A A A A

Macrophages A = A A

Cellules dendritiques A = A A

classiques

Cellules dendritiques = A = =

plasmacytoides
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Lymphocytes T CD4* A N N A

Lymphocytes T CD8* = \J = A

Lymphocytes T A = | =

régulateurs

NK A N N =

NK activées \J A = =

11.2.4. Discussions, perspectives et conclusions.

La stimulation du TLR9 permet une augmentation de la prolifération des cellules B et
une augmentation de leur taille (Krieg, 2000). Dans nos études de stimulation in vivo du TLR9
par des ODN-CpG de type B, la prolifération des cellules B, mesurée par incorporation BrdU,
est augmentée chez les souris Ac-Myc par rapport aux souris wt (Arnaud et al., 2017). Par
contre, la stimulation TLR9 ne modifie pas le pourcentage de cellules activées CD86* dans la
population B. La splénomégalie observée lors du traitement CpG des souris Ac-Myc est en
grande partie due a 'augmentation du nombre de cellules B. Cependant dans nos analyses de
cytométrie en flux, nous remarquons que les cellules B stimulées par les ODN-CpG ont
tendance a perdre le marqueur B220 (marqueur des cellules B), nous empéchant ainsi de
déterminer avec certitude le pourcentage de cellules B et donc de réellement apprécier
'augmentation de la population lymphocytaire B. Il sera donc nécessaire d’étudier la

population B de ces souris en utilisant un autre marqueur des lymphocytes B tel que le CD19.

Tout d’abord, nous avons mis en évidence que la surexpression de c-Myc changeait la
composition du microenvironnement immunitaire. En fait, cette surexpression, en plus
d’augmenter la prolifération et I'activation des cellules B, induit, dans la rate, une
augmentation des polynucléaires, des macrophages, des cellules dendritiques
conventionnelles, des cellules T CD4", des lymphocytes T régulateurs et des NK. Il semblerait
donc que I'expression de c-Myc dans les cellules B permette le recrutement des cellules du
systéme immunitaire et une augmentation de I'immunosurveillance. Ce recrutement pourrait

avoir un effet retardateur sur la lymphomagenése. Cependant, notons que c-Myc peut aussi
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avoir un effet inverse en inhibant I’expression de STAT1, un régulateur clé de la réponse des
interférons (Schlee et al., 2007). Le groupe de Rajewsky a développé un modéle murin qui
montre que I'oncogéne LMP1 de I'EBV est capable d’induire une immunosurveillance tres
stricte des cellules B, et que l'inhibition des cellules T et NK déclenchent I'émergence de
lymphomes B tres agressifs (Zhang et al., 2012). Il serait donc intéressant d'immunodéprimer
les souris Ac-Myc pour suivre d’éventuelle variation dans la cinétique d’apparition des

tumeurs.

Ensuite, nous avons observé une augmentation des pourcentages des macrophages et
des polynucléaires aprés stimulation du TLR9 dans les souris Ac-Myc. Cette augmentation
pourrait initier une réponse immunitaire contre les cellules pré-tumorales Ac-Myc. Cependant
nous avons vu que la présence de macrophages polarisés M1 crée un microenvironnement
inflammatoire mutagéne pouvant favoriser la croissance tumorale (Qian and Pollard, 2010).
De plus, les macrophages polarisés M2 sont pro-tumorigenes, ils favorisent la prolifération, la
survie cellulaire, I'invasion tissulaire et inhibe la fonction des cellules T (Galdiero et al., 2013;
Qian and Pollard, 2010). Cette immunomodulation pourrait favoriser l'initiation et la
progression maligne. La majorité des polynucléaires sont des neutrophiles. Ces neutrophiles
sont pro-angiogéniques et immunosuppresseurs (Fridlender et al., 2009), ils augmentent la
prolifération des cellules tumorales (Tazzyman et al., 2011) et la production de radicaux libres
oxygénés a fort potentiel mutagene (Knaapen et al., 2006). L'augmentation de ces populations
dans un contexte pré-tumoral pourrait favoriser la lymphomagenese en permettant aux
cellules de se multiplier, d’accumuler des mutations additionnelles et d’échapper aux
systéemes immunitaires. Par la suite, il faudrait définir le phénotype des macrophages et ainsi
déterminer leur polarisation (M1 et/ou M2). Le pénotype des neutrophiles devra aussi étre
déterminé, une autre population de cellules aux propriétés immunosuppressives et présentes

dans le microenvironnement mériterait d’étre définie, les MDSC.

Le traitement aux ODN-CpG permet la stimulation du systéme immunitaire. Le TLR9
chez la souris est largement exprimé par les cellules pDC, les cellules B et également par les
monocytes/macrophages (Suzuki et al., 2005). En effet, nos analyses montrent qu’apres
stimulation, nous avons une tendance a l'augmentation des populations de cellules
dendritiques. La production d’IFN-a et  par les pDC permet le recrutement et la stimulation

d’autres cellules telles que les lymphocytes T, les cellules NK ou encore les monocytes. In vivo,
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les ODN-CpG de type B induisent une forte sécrétion d’IFN-a (Cheng et al., 2017) par les pDC.
L'IFN-a stimule les cellules NK pour qu’ils produisent de I'lIFN-y (Kerkmann et al., 2003). L'IFN-
a et y agissent ensemble pour recruter et stimuler les monocytes, les cDC et les cellules T au
site tumoral (Smyth et al., 2002). De plus, les CpG de type B agissent en synergie avec le CD40L
pour stimuler la production d’IL-12 par les pDC permettant ainsi I’activation des lymphocytes
T CD4* naifs vers la production de cytokines (Krug et al., 2001). Il serait intéressant de doser
les cytokines (IL-6, IL-10, IL-12, IFN-a, IFN-y) lors de la stimulation du TLR9 et ainsi mettre en

évidence une augmentation ou une diminution de celle-ci en fonction du contexte.

Concernant les cellules NK, nous avons une augmentation de I'activation des NK in vivo
aprés le traitement aux ODN-CpG. Ce qui semble en accord avec la littérature (Roda et al.,
2005). L'activation des NK permet une cytotoxicité directe contre les cellules tumorales et
permet la libération d’antigénes tumoraux. Ces antigénes sont alors utilisés par les cellules
présentatrices d’antigénes pour activer les cellules T (Smyth et al., 2002). Il est intéressant de
noter une diminution du pourcentage de cellules NK aprés stimulation par les ODN-CpG. Cette
observation est également faite sur I'ensemble des populations T. Ce constat est
probablement a mettre en relation avec I'augmentation importante du pourcentage de
cellules B, de macrophages, et de polynucléaires au détriment du pourcentage de cellules NK

etT.

Durant, ces expérimentations, nous avons obtenu une souris Ac-Myc traitée aux ODN-
CpG présentant une splénomégalie beaucoup plus importante que les autres. Cette souris
présente un pourcentage de cellules B activées nettement supérieur (43,55% dans la rate et
28,74% dans les ganglions lymphatiques) par rapport aux autres souris Ac-Myc ODN-CpG
(22,96% dans la rate et 15,10% dans les ganglions lymphatiques). De plus, cette souris
présente des pourcentages des différentes populations étudiées drastiquement diminuées
par rapport aux autres souris. Ce résultat indiquerait qu’une forte expansion des cellules B c-
Myc* se fait au détriment des cellules de I'immunité (diminution des pourcentages). L’étude
de la cinétique d’évolution des populations immunes au cours de la lymphomagenese

(passage du stade pré-tumoral au stade tumoral) serait intéressante.

Des travaux de I’équipe, ont montré que les cellules B immortalisées par 'EBV/LMP1,
qui sont en latence lll, surexpriment PDL-1 (ligand de PD1 (Programmed Cell Death 1))

(Durand-Panteix et al., 2012) et ont le phénotype caractéristique des cellules B régulatrices
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(Breg), a savoir la surexpression de PDL-1, sécrétion de IL-10, IL-35 et TGF-B1 (These d’Héloise
Auclair ; Travaux non publiés). Dans ces cellules, c-Myc et NF-kB, les facteurs de transcription
maitres de la latence Il (Faumont et al., 2009), seraient responsables de la régulation de ces
trois cytokines immunosuppressives. De plus, c-Myc et NF-kB sont également impliquées dans
la régulation de PD-L1, c-Myc régule négativement PDL-1 (Durand-Panteix et al., 2012) alors
gue NF-kB positivement (Fang et al., 2014). Nous formulons I’hypothése que I’activation de
NF-kB (par la stimulation du TLR9) dans les cellules B sur-exprimant c-Myc serait capable de
réguler 'immunogénicité de la cellule avec I'acquisition d’un phénotype « B régulateur »
permettant I"’échappement des cellules B tumorales au systéme immunitaire lors de la
lymphomagenése. La démonstration de cette hypothése fait partie des perspectives de ce

travail.

La stimulation du TLR9 dans les souris Ac-Myc a un effet sur les cellules B, et a
également un effet direct ou indirect sur I'ensemble des cellules du systéme immunitaire. La
balance des facteurs pro- et anti-tumorigénes est trés importante dans l'initiation de la
lymphomagenése. L'immunosurveillance permet de limité la prolifération des cellules
tumorales. Ainsi une immunosuppression permet I'émergence d’un clone tumoral.
L'échappement a la réponse immune est une étape essentielle a la transformation maligne.
La stimulation du TLRY permet d’activer la voie NF-kB, la transcription de gene médiée par NF-
kKB est connue pour étre un régulateur clé de I'expression de nombreuses cytokines qui
influencent les propriétés des cellules lymphoides et myéloides dans le microenvironnement
tumoral. L'activation de NF-kB pourrait donc moduler la cellule tumorale et son
microenvironnement immun pour échapper a la pression du systéme immunitaire et ainsi

permettre I'émergence d’un clone tumoral.
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Chapitre lll. Discussions, perspectives et conclusions.

Durant ces travaux de thése, nous avons soulevé la question de |'effet de c-Myc dans
les cellules B avec une activation de NF-kB grace a trois inducteurs différents : le programme
de latence Il du virus d’Epstein-Barr, la stimulation du TLR9 et un signal constitutif du CD40.
Nous avons ainsi réalisé différentes expérimentations que ce soit in vitro avec le modeéle
cellulaire P493-6 (Pajic et al., 2000), et in vivo avec les modéles murins Ac-Myc (Kovalchuk et
al., 2000), L.CD40 (Homig-Holzel et al., 2008) et un modeéle double transgénique « L.CD40/ Ac-

Myc ».

I11.1. NF-kB et c-Myc.

Dans nos études in vitro, nous avons utilisé une lignée cellulaire, P493-6, pour laquelle
nous pouvons induire I'expression d’EBNA2 et en conséquence I'ensemble des genes de la
latence lll de 'EBV (Pajic et al., 2000). Grace a I’étude du profil d’expression des genes et divers
tests fonctionnels (prolifération : BrdU et Ki67, apoptose : annexine V) sur cette lignée, nous
avons montré qu’in vitro I'ajout de c-Myc aux cellules exprimant la latence Ill de 'EBV favorise
la croissance cellulaire avec une prolifération et un métabolisme accru, tandis que les génes
impliqués dans la surveillance immunitaire et/ou la réponse inflammatoire ou la voie des
interférons sont réprimés. L'effet coopératif observé est dépendant de NF-kB puisque son
inhibition bloque I'avantage prolifératif des cellules en latence lll de 'EBV surexprimant c-Myc.
Pour valider ces résultats obtenus sur la lignée P493-6, nous avons utilisé deux lignées
cellulaires lymphoblastoides (LCLs) classiques, la lignée PRI et une lignée récemment établie
au laboratoire. Ces deux LCLs ont été transfectées par une construction contenant le gene c-
Myc sous le controle d’un promoteur inductible par la doxycycline. Nous avons ainsi montré
que la surexpression de c-Myc dans ces LCLs permettait également d’augmenter la
prolifération des cellules B infectées par I'EBV. Cependant, une surexpression trop élevée de
c-Myc dans ces cellules B induit une diminution de la prolifération cellulaire, sGrement due a
une augmentation de I'apoptose (résultats non montrés). Il est connu que c-Myc peut activer
la prolifération mais est également capable d’induire I'apoptose des cellules (Nilsson and
Cleveland, 2003). En conclusion, il apparait que le niveau d’expression de c-Myc soit un critere

important pour induire un effet cooparatif avec I'EBV. L'utilisation d’inhibiteurs de la voie NF-
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kB tel que le PHA408 nous permettrait de confirmer I'implication de cette voie dans cette

augmentation de la prolifération

Dans le modeéle Ep-Myc, I'activation de NF-kB, via IKKB, est délétere ex vivo pour des
lignées B murines issues de tumeur surexprimant c-Myc (Klapproth et al., 2009). Dans ce
papier, le groupe de T Wirth s’intéresse uniquement au stade tumoral, i.e. lorsque la tumeur
est établie. Au contraire, nos expériences qui sont réalisées au stade pré-tumoral indiquent
gue NF-kB et c-Myc sont compatibles pour transformer les cellules B dans le modele Ac-Myc
(Arnaud et al., 2017). Des résultats de I'’équipe ont également confirmé que la stimulation du
TLR9 au stade tumoral n’induisait pas d’augmentation de la prolifération des cellules B issues
du modele murin Ac-Myc, et au contraire pouvait avoir un effet délétere (résultats non
publiés). La temporalité d‘action des facteurs NF-kB et c-Myc est donc tres importante avec
un effet coopératif uniqguement aux stades précoces de la tranformation B (i.e. stade pré-

tumoral). Voir la discussion sur le lymphome de Burkitt dans le paragraphe 111.3.

Dans le modéle P493-6, I'activation de MYDS88, via le récepteur de I'immunité TLR9,
entraine une augmentation de la prolifération des cellules surexprimant c-Myc. L’activation
constitutive de MYD88 suite a une mutation est fréquemment retrouvée dans les lymphomes
B agressifs avec une activation constitutive de NF-kB, tel que les ABC-DLBCL (Ngo et al., 2011).
La stimulation du TLR9 n’active pas seulement la voie NF-kB, mais également la voie MAPK
(Krieg, 2002). Pour montrer, I'implication de NF-kB dans I'augmentation observée de la
prolifération des cellules, nous avons inhibé NF-kB et observé la perte de cette augmentation
de la prolifération. En conclusion, c-Myc et NF-kB coopérent dans ce modéle cellulaire pour
conférer un avantage prolifératif aux cellules. Pour aller plus loin dans I'étude de I’activation
de NF-kB dans un contexte de surexpression de c-Myc, nous avons étudié la stimulation du
TLR9Y dans le modele murin transgénique Ac-Myc. Nous avons ainsi montré qu’au stade pré-
tumoral (4-5 semaines), la stimulation du TLR9 induisait une augmentation de la prolifération
des cellules B de la rate (in vivo et ex vivo) ainsi qu’une splénomégalie accrue. Ces résultats
sont cohérents avec la littérature, I'expression de la protéine mutée MYD88 (L252P)
(équivalent murin de la mutation L265P) dans les cellules de foie feetal des souris Ep-Myc

accélére I'apparition de tumeurs aprés transplantation dans des souris irradiées (Knittel et al.,
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2016). L'activation du TLR9 est connue pour augmenter la prolifération des cellules B et leur
activation (Krieg, 2002). Afin de valider I'implication de NF-kB dans la synergie observée entre
la stimulation du TLR9 et la surexpression de c-Myc dans ce modéle, il serait intéressant

d’utiliser des inhibiteurs spécifiques de la voie NF-kB.

Nous avons couplé le modéele murin Ac-Myc avec le modele L.CD40. Le modele double
transgénique « L.CD40/Ac-Myc » indique que le signal CD40 associé a une surexpression du
facteur c-Myc conduit a une tumorigenése plus agressive. L'architecture des tissus lymphoides
a été perdue avec une infiltration tumorale massive et I'indice de prolifération Ki67 est élevé
(>90%). Les cellules de ce lymphome sont hautement atypiques, de grandes tailles et
irréguliéres, avec un cytoplasme abondant, de gros noyaux généralement situés a la
périphérie de la cellule et évoquant I'aspect des lymphomes immunoblastiques proches des
ABC-DLBCL humains. L’analyse transcriptomique des cellules B tumorales nous a permis de
montrer que I'expression des genes impliqués dans le cycle cellulaire et en faveur d’un
métabolisme élevé était augmentée. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans

I’étude du transcriptome des P493-6.

Chez les souris L.CD40/Ac-Myc, nous avons également observé une diminution de
I’expression des marqueurs CD19 et CD22 associées aux BCR, de deux molécules de la
signalisation du BCR (CD79a et BANK1 (B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1)), ainsi
gue de la molécule normalement exprimée dans les cellules B du centre germinal (BCL11a).
Cela évoque une caractéristique des cellules B avec un engagement partiel dans la
différenciation plasmocytaire. La faible expression du CD19 pourrait également étre le résultat
de l'utilisation des souris CD19-Cre (Rickert et al., 1997). La diminution d’expression de BANK1,
par un mécanisme de translocation au locus IGH, peut promouvoir la lymphomagenése des
cellules B (Yan et al., 2014). Une étude récente a montré que |'ablation du BCR dans des
cultures primaires de lymphome B (modéle murin Ac-Myc) ne perturbe pas la croissance de
cellules B de lymphome transformées par c-Myc a la fois in vitro et in vivo (Varano et al., 2017).
Dans les lymphomes induits par c-Myc, l'acquisition d'un statut indépendant du BCR
s'accompagne d'une amélioration de |'expression du géne c-Myc, affectant principalement le
métabolisme des cellules tumorales (Varano et al., 2017). Comme nous 'avons observé dans

nos expérimentations, les souris du modeéle L.CD40/Ac-Myc ont une augmentation
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d’expression des genes impliqués dans la voie de transduction RAS. Ces résultats sont en
adéquation avec ceux obtenus par Varano et collaborateurs, suggérant que l'activation
constitutive RAS/MAPK contourne I'exigence d'un axe fonctionnel BCR/PI3K. Outre ces génes,
nous pouvons noter une diminution de la signature des cellules T et de la réponse aux
interférons. Cette diminution peut étre mise en partie en relation avec une régulation a la
hausse de PDL-1 (cf lll.4). Ce phénotype agressif pourrait étre en lien avec une diminution de
la surveillance immune. L’étude du microenvironnement tumoral serait intéressante dans ce
modele « L.CD40/Ac-Myc ». Cependant, nous n’avons obtenu que 4 souris de ce génotype.
Nous pensons que la faible fréquence d’obtention du modele serait due a I'agressivité de ce
phénotype. Pour pallier a ce probléme, un modele inductible pour c-Myc a été développé
« Tet.c-Myc + rtTa ». Ce modele permet d’induire I'expression de c-Myc dans les cellules B
grace a la doxycycline. En couplant ce modéle avec les souris L.CD40, nous pourrions induire

c-Myc dans un contexte d’activation de NF-kB.

Les genes fréequemment mutés dans les ABC-DLBCL tels que prdm1, tnfaip3, myd88,
bcl2 ou encore bcl6 ont fait I'objet de modele murin (Calado et al., 2010; Cattoretti et al., 2005;
Chu et al., 2011; Knies et al., 2015; Knittel et al., 2016), cependant ces genes n'ont pas été
systématiquement combinés pour imiter le paysage mutationnel observé chez ABC-DLBCL
humain. Par exemple, la mutation oncogénique MYD88 (L265P) est fréquemment associée
avec des altérations CD79A/B, des mutations tnfaip3, et des altérations CARD11 (Ngo et al.,
2011). L'établissement d’'un modeéle murin présentant la mutation fréquemment retrouvés
dans les ABC-DLBCL, CD79B (Y196H) (Davis et al., 2010) couplé au modéle murin MYD88
(L265P) pourrait permettre d’étudier la coopération et I'interdépendance de ces deux voies

dans la lymphomagenése des ABC-DLBCL (Young et al., 2015).

111.2. Les co-signaux de la transformation associée a NF-kB.

Les trois inducteurs de la voie NF-kB que nous avons utilisés, la latence Ill de I'EBV,
TLR9 et CD40, activent la voie NF-kB mais également d’autres voies de signalisation. Tout
d’abord, LMP1 est également capable d’activer les voies MAPK et PI3K/AKT (pour revue :
(Kieser and Sterz, 2015)). Dans la latence ll, 'ensemble des protéines de latence est exprimé,
comme par exemple LMP2A. Cette protéine est un mimétique du BCR et permet également
I’activation des voies MAPK et PI3K/AKT (poure revue : (Pang et al., 2009)). La signalisation
induite par le TLR9 n’implique pas seulement NF-kB, I’activation de ce récepteur de I'immunité
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active également les voies MAPK et JNK (Blasius and Beutler, 2010). Dans le méme temps, la
famille des facteurs régulateurs des interférons (IRF) est également recrutée via une autre
voie provoquant la production d'interférons de type | (Kawai and Akira, 2010). L’activation du
CD40 permet également I’activation de la voie MAPK et PI3K/AKT (Grammer and Lipsky, 2000).
La voie PI3K/AKT affecte la survie cellulaire, I'apoptose, la prolifération et l'instabilité
génomique via ses protéines cibles en aval, et ainsi participe a la tumorigenese (Vogt et al.,
2010; Zhao and Vogt, 2008). Il a également été démontré que l'activation de la voie PI3K/AKT
peut entrainer une résistance a la chimiothérapie (Falasca, 2010). Ainsi, l'inhibition de cette
voie peut augmenter |'efficacité thérapeutique des cancers associés a I'EBV (Falasca, 2010).
Comme nous avons pu le voir dans l'introduction bibliographique, la voie PI3K/AKT est
retrouvée activée dans divers lymphomes B, tel que le lymphome de Burkitt (Limon and
Fruman, 2010; Schmitz et al., 2012), le lymphome de Hodgkin (Vockerodt et al., 2013), la
maladie de Waldenstrém (Cao et al., 2015) et les DLBCL (Lenz et al., 2008). La surexpression
de c-Myc couplé a I'expression d’'une forme constitutivement active de PI3K (P110%*) induit un
lymphome proche des lymphomes de Burkitt (Sander et al., 2012). La voie p38 MAPK est
nécessaire pour l'expression des genes induits par le CD40 et la prolifération dans les
lymphocytes B normaux (Craxton et al., 1998). La voie p38 MAPK est impliquée dans la
lymphomagenése B (Ogasawara et al., 2003). L’activation constitutive de cette voie dans les
DLBCL est associée a un facteur de risque de faible réponse a la thérapie CHOP (Vega et al.,
2015). L'activation de la voie p38 MAPK apparait comme un mécanisme majeur de la
prolifération cellulaire rapide et de la résistance des cellules tumorales aux médicaments
cytotoxiques. La voie ERK est également une voie activée par le CD40, elle a également des
effets sur la régulation de l'apoptose par la phosphorylation post-traductionnelle de
molécules telles que Bad, Bim, Mcl-1 et Caspase 9 (Steelman et al., 2004). Cette voie a divers
effets qui peuvent aussi réguler la progression du cycle cellulaire ou la différenciation. Dans le
modele murin L.CD40, ERK est constitutivement phosphorylée et son inhibition ex vivo dans
les cellules abroge I'avantage prolifératif conféré par I'expression de L.CD40 dans les cellules
(Homig-Holzel et al., 2008). Dans le lymphome de Hodgkin, la voie ERK est activée de facon
constitutive (Zheng et al., 2003). Cette activation est due aux CD40, CD30 et RANK et permet
la régulation de la prolifération cellulaire et de la survie. L'inhibition de cette voie a un effet
antiprolifératif sur ces cellules tumorales. Dans des lignées cellulaires de DLBCL (OCI-Ly01 et

OClI-Ly10), la perte de IRFS, in vitro et in vivo, réduit la phosphorylation de p38 et ERK, et a un
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effet néfaste sur la croissance des cellules tumorales. L’activation de IRF8 est associe aux
DLBCL de type non GC (Xu et al., 2015). Au vus des autres voies de signalisations induites, celle-

ci pourraient avoir un réle dans la tumorigenese observée dans nos modeles d’études.

I11.3. NF-kB et le lymphome de Burkitt : place du TLR9.

La question du TLR9 dans le Burkitt est intéressante. Le TLR9 est fortement exprimé
par les cellules B de ce lymphome (Henault et al., 2005). Ce récepteur de I'immunité innée est
capable de reconnaitre ’ADN de I'EBV ou encore de |'agent causal de la Malaria, Plasmodium
falciparum (Gowda et al., 2012; Ning, 2011). Pour rappel, ces deux agents infectieux sont
associés a plus de 90% des cas de lymphome de Burkitt endémique d’Afrique équatoriale. On
peut donc penser que la stimulation du TLR9 dans ce lymphome est chronique. Le TLR9 permet
I'activation de NF-kB (Zauner and Nadal, 2012), stimule la prolifération dépendante de I'EBV
dans les lignées lymphoblastoides (Iskra et al., 2010), et bloque I'induction du cycle lytique de
I’'EBV dans des lignées dérivées de lymphomes de Burkitt favorisant ainsi I’état latent du virus
et par la méme le maintient ses propriétés transformantes (Zauner et al., 2010). Il existe un
polymorphisme du TLR9 qui favoriserait le risque de lymphomes B non-Hodgkinien (Rahman
etal., 2014). En fonction de ce polymorphisme, les cellules de lignées de lymphomes de Burkitt
sont insensibles a 'apoptose induite par I'activation du TLR9 (Noack et al., 2012). L’ensemble
de ces données de la littérature indique qu’un signal TLR9 pourrait-étre un co-signal
transformant dans le lymphome de Burkitt. Cependant, comme nous I'avons vu dans le
chapitre 1.2.6.1.3, la faible expression de NF-kB est la signature du lymphome de Burkitt (Dave
et al., 2006; Hummel et al., 2006). Dans le modeéle Eu-Myc, I’activation de NF-kB diminue la
lymphomagenese (Klapproth et al., 2009). Pourtant, d’autres étude montre que NF-kB semble
donner un avantage sélectif aux cellules en les protégeant contre I'apoptose (Jazirehi et al.,
2005; Piva et al., 2005; Rath and Aggarwal, 2001). Dans nos études utilisant le modéle Ac-Myc,
I'activation de NF-kB permet de potentialiser la lymphomagenése au stade pré-tumoral. En
prenant en compte toutes ces données, il semblerait que NF-kB pourrait avoir un réle dans les
phases précoces de la pathologie du lymphome de Burkitt en favorisant la prolifération des
cellules B et la transformation dépendante de c-Myc. Ensuite, c-Myc prendrait le relais et

réprimerait NF-kB lorsque la maladie serait installée.
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l1l.4. Le microenvironnement tumoral.

Pour compléter cette étude, nous avons obtenu des résultats préliminaires sur les
modifications du microenvironnement immun de la cellule B au stade pré-tumoral suite a la
stimulation du TLR9. Ces résultats ont été discutés dans la partie 11.2.3.2. Nous avons ainsi
montré qu’apres stimulation du TLR9 par des ODN-CpG, le microenvironnement immunitaire
était modifié. En effet, les pourcentages des populations de polynucléaires, de macrophages
et de cellules dendritiques sont augmentées alors que ceux des populations de cellules T et
NK (naturals killers) sont diminuées. Dans ce modéle, la surexpression de I'oncogéne c-Myc
favorise I'afflux de cellules de I'immunité innée en présence ou pas d’ODN-CpG pour stimuler
le TLRI. Ce résultat suggére qu’une cellule B avec dérégulation de c-Myc est en permanence
surveillée par le systéme immunitaire. Malgré ce dernier, les souris Ac-Myc présentent une
splénomégalie supérieure aux souris sauvages lors de I'addition d’ODN-CpG. Trois hypothéses
qui ne s’excluent pas, peuvent étre énoncées pour expliquer ces résultats : i) I'effet pro-
proliférant de la stimulation TLR9 sur les cellules B Ac-Myc est supérieur au controle par le
systéme immunitaire ; ii) les macrophages et les neutrophiles recrutés favorisent la croissance
tumorale par la sécrétion de facteurs tels que I'lL10, le TGFf3, le VEGF ou des radicaux libres
oxygénés ; et enfin jii) la stimulation du TLR9 modifie 'immunogénicité de la cellule B Ac-Myc
en augmentant |'expression de molécules immunosuppressives telles que PDL-1 (pouvant
expliquer I'absence d’activation T CD8*). Notons que les résultats de I'équipe indiquent que
I’'EBV/LMP1, ainsi que I’activation constitutive du CD40 augmente I'expression de PDL-1. Un
signal fort NF-kB pourrait donc participer a la diminution/perte de 'immunosurveillance de la

cellule B Ac-Myc. Ces hypotheses devront étre vérifiées.

Chez les patients atteints, plusieurs indices indiquent qu’une meilleure réponse
immune spécifique est corrélée avec un meilleur pronostic de survie, et qu’a l'inverse, un
patient immunodéprimé est un terrain favorable aux développements de cancer, comme par
exemple le lymphome de Burkitt, les DLBCL ou encore les lymphoproliférations post-
transplantation (pour revue : (Shain et al., 2015)). La réponse anti-tumorale est une
collaboration complexe entre les différents membres de I'immunité innée (les cellules
dendritiques, les cellules NK, les macrophages et les polynucléaires neutrophiles), et de
I'immunité adaptative (lymphocytes T). Ces cellules, au sein du microenvironnement tumoral

ont des roles directs ou indirects qui vont permettre de lutter contre les cellules tumorales.
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Les mécanismes d'évasion des cellules B malignes comprennent i) une expression altérée de
molécules de surface qui sont impliqués dans la reconnaissance par les cellules immunitaires
(provoquant une immunogénicité réduite et un échappement a la surveillance immune)
(Challa-Malladi et al., 2011; Riemersma et al., 2000), ii) des défauts de la formation de la
synapse immunologique (Ramsay et al., 2009), et jii) des défauts dans le bon déroulement des
points de contréle immunitaire par le microenvironnement tumoral (Andorsky et al., 2011;

Ramsay et al., 2012).

Afin d'initier une réponse fonctionnelle, les cellules T exigent la présentation des
antigenes via le CMH par des cellules présentatrices d’antigenes (CPA) comme les cellules
dendritiques, les macrophages et les cellules B. Les patients atteints de DLBCL qui ne disposent
pas de CMH de classe Il sur les cellules tumorales (environ 26% des DLBCL) ont également une
diminution des lymphocytes T cytotoxiques CD8* (LTC) infiltrant les tumeurs (Jesionek-
Kupnicka et al., 2016; Rimsza et al., 2004). Une diminution de la présentation par le CMH de
classe Il peut étre due a de multiples mécanismes comme la délétion de géne du CMH de
classe Il (Riemersma et al., 2000). La réduction de I'expression du CMH de classe Il a la surface
des cellules tumorales provoque une diminution de la présentation de I'antigene par le CMH
de classe Il et réduit ainsi I'activation des Lymphocytes T helper CD4*, qui activent les LTC. On
peut également noter que dans les ABC-DLBCL, les cellules tumorales présentent un
engagement partiel dans la différenciation vers le stade plasmocytaire connu pour la perte
d'expression du CMH Il (Wilkinson et al., 2012). De plus, des mutations dans la B2-
microglobuline (B2M ; indispensable pour I'assemblage du CMH 1) dans 30% des patients
DLBCL induit une diminution de I’expression du CMH | a la surface cellulaire, améliorant ainsi
la capacité des cellules de DLBCL a échapper a la reconnaissance par les LTC (Challa-Malladi et
al., 2011). Des cellules dépourvues de |'expression du CMH | sont généralement les cibles des
cellules NK par I'engagement du CD58/LFA-3 (lymphocyte function-associated antigen 3). Or,
des mutations qui perturbent le CD58 (20% des patients DLBCL) contribuent a |’évasion vis-a-
vis des cellules NK. Des aberrations génétiques supplémentaires identifiées dans les DLBCL
impliquent les molécules de co-stimulation telles que CD86 (Stopeck et al., 2000). La perte
d’expression du CD86 diminue le nombre de cellules T CD8* infiltrant la tumeur dans les
DLBCL. Il semble donc clair que I’échappement des cellules tumorales a la reconnaissance des

lymphocytes T est essentiel pour la progression de la maladie.
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Les cellules tumorales de DLBCL sont également capables d’altérer la formation des
synapses immunologiques des lymphocytes T (Ramsay et al., 2009). Les lymphocytes T
infiltrant les tumeurs de DLBCL présentent une réduction significative de la formation de
synapses immunologiques. Ce défaut des lymphocytes T est associé a la suppression du
recrutement des protéines critiques impliquées dans la signalisation de la synapse tel que la
F-actine. La modification de la motilité des cellules T est également un mécanisme d’altération
de la formation de la synapse immunologique (Ramsay et al., 2008). La migration entrainée
par LFA-1 (lymphocyte function—associated antigen-1) est essentielle pour la surveillance
immunitaire et le recrutement de cellules T dans la tumeur. Cette protéine permet
I’extravasation des cellules T vers le microenvironnement lymphoide via des veinules
endothéliales exprimant ICAM-1. La suppression de l'induction des lymphocytes T par les
cellules B malignes réduit les fonctions d'activation et effectrices des LTC, ainsi que leur

dégranulation (Ramsay et al., 2012).

L'induction des ligands de PD-1 (Programmed Cell Death 1), PDL-1 et 2, dans le
microenvironnement tumoral a des implications importantes pour I'évasion immunitaire.
Quand PD-1 est engagé sur les lymphocytes T activées, il induit la signalisation inhibitrice en
formant des microclusters de co-signalisation qui inhibent directement la signalisation du TCR
par le recrutement de la phosphatase inhibitrice PTPN11 (Protein Tyrosine Phosphatase, Non-
Receptor Type 11) et PP2A (Protein phosphatase 2) (Yokosuka et al., 2012). Des mutations
affectant PD-L1 et PD-L2 ont également été identifiées dans les DLBCL, permettant une
surexpression des ligands de PD-1 (Pasqualucci et al., 2011). Outre ces mutations, I'expression
des ligands de PD-1 sur les cellules B tumorales peut faire suite a la stimulation par des
cytokines, en particulier I'IFN-y qui est produite par I'activation des lymphocytes T helper CD4",
des T CD8* et des cellules NK (Schreiber et al., 2011).

l11.5. Conclusions.

L'objectif de ma thése aura été de montrer la synergie, la coopération entre une
signalisation NF-kB et c-Myc dans le développement tumoral B. Nous avons ainsi mis en
évidence que ce soit in vitro, in vivo ou ex vivo, que NF-kB et c-Myc permettent d’augmenter
la prolifération des cellules B, d’accélérer la lymphomagenése et |'agressivité des lymphomes.
Ces résultats ont été obtenus avec trois inducteurs de la voie NF-«kB (Latence Il de 'EBV, TLR9
et CD40). Ce travail démontre au travers de ces différents modeles que la lymphomagenese
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dépendante de NF-kB dans les lymphomes agressifs de type DLBCL implique plusieurs
événements transformants et identifie la dérégulation de c-Myc comme une voie oncogéne

clé impliquée dans I’évolution péjorative de la maladie.
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Les lymphomes B diffus a grandes cellules de type activé : role de NF-kB et de c-Myc.

A l'instar du lymphome de Burkitt (LB) avec la translocation de MYC, les lymphomes diffus a grandes
cellules B (DLBCL) par d'autres mécanismes (mutation, amplification, dérégulation du promoteur) sont
associés a une dérégulation de c-Myc, facteur de transcription maitre de la prolifération. Les DLBCL
sont classés en deux sous-groupes: « centre germinatif » (GCB) et « cellule B activée » (ABC) avec
activation constitutive de NF-kB. Cette activation constitutive de NF-kB peut étre le résultat
d'altérations génétiques (MYD88, A20, TRAF2 et TRAF5) ou de l'activation du BCR ou CD40. Ces
caractéristiques soulévent la question de la synergie d’action entre NF-«kB et c-Myc dans les ABC-DLBCL.
Nous avons analysé I'effet d'une activation continue de c-Myc dans un contexte de sur-activation de
NF-kB par plusieurs inducteurs. Nos résultats montrent que la surexpression de c-Myc dans un
contexte d'induction de NF-kB, i) par le programme EBV latence Ill, apporte un avantage sélectif a ces
cellules (expression génique en faveur d'un métabolisme élevé, prolifération intense et protection
contre apoptose), ii) par le TLR9 (modéele in vivo et in vitro), augmente la survie et la prolifération des
lymphocytes B des souris Ac-Myc (augmentation des cellules B activées, splénomégalie, augmentation
de la prolifération des lymphocytes B, modification du microenvironnement tumoral), et iii) par CD40,
induit une lymphomagenése B trés agressive dans les souris doubles transgéniques CD40/Myc, les
tumeurs ont un phénotype proche des ABC-DLBCL. Ces résultats suggerent que c-Myc est un
événement co-transformant dans les lymphomes agressifs avec un phénotype activé par NF-kB, tel
que les ABC-DLBCL.

Mots-clés : NF-kB, c-Myc, DLBCL, TLR9.

Activated B cell Diffuse Large B cell ymphoma : role of NF-kB and c-Myc.

Not only Burkitt lymphoma (BL) with the translocation of MYC, but also diffuse large B-cell ymphoma
(DLBCL) by other mechanisms (mutation, amplification, promoter dysregulation...) are associated with
dysregulation of c-Myc, the master transcription factor for proliferation. DLBCL’s are classified in two
subgroups: “Germinal center B-cell” (GCB) without and “activated B-cell” (ABC) with constitutive NF-
kB activation. This constitutive activation of NF-kB can be the result of genetic alterations (MYD88,
A20, TRAF2, and TRAF5) or the activation of B-cell receptor or CD40. These features raise the question
of the synergy of action between NF-kB and c-Myc in ABC-DLBCL. We analyzed the effect of a
continuous activation of c-Myc in a context of over-activation of NF-kB by several inductors. Our results
show that overexpression of c-Myc in the context of induction of NF-kB, i) by EBV latency Il program,
provides a selective advantage to those cells (gene expression in favor of a high metabolism, intense
proliferation and protection against apoptosis), i) by TLR9 (in vivo and in vitro model) increases the
survival and proliferation of B lymphocytes of Ac-Myc mice (increase of activated B cells, splenomegaly,
increased B cells proliferation, modification of tumor microenvironment), and iii) by CD40, induces a
very aggressive B lymphomagenesis in CD40/Myc double transgenic mice, the tumors have a
phenotype close to ABC-DLBCL. These results suggest that c-Myc is an NF-kB co-transforming event in
aggressive lymphomas with an activated phenotype by NF-kB, such as ABC-DLBCL.

Keywords : NF-kB, c-Myc, DLBCL, TLR9





