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Abréviations

A20/TNFAIP3 : TNF alpha induced protein 3
ABC : Cellules B activées

Ac : Anticorps

ADN : Acide désoxyribonucléique

Ag : Antigéne

AID : Cytidine désaminase induisant l'activation
AKT : Protein kinase B Alpha

ANK : Domaine de répétition ankyrine

APRIL : A proliferation-inducing ligand

ARN : Acide ribonucléique

ARNdb : ARN double brin
ARNm : ARN messager
ARNSsb : ARN simple brin

B

B Blast : Lymphocyte B Blastique

BAFF : B cell-activating factor

BAFFR : B cell-activating factor receptor

BCL : Protéine "B cell CLL/lymphoma"

BCMA : B Cell Maturation Antigen

BCR : Récepteur spécifique des lymphocytes B
BIRC/clAP : Baculoviral IAP Repeat Containing
BL : Lymphome de Burkitt

BLNK : B cell linker protein

Breg : Lymphocyte B régulateur

BTK : Burton tyrosine kinase

C

CARMA/CARD : Caspase recruitment domain
family member

CB : Centroblast

CC : Centrocyte

CC1/CC2 : Domaine coiled coil
CD : Cellule dendritique

CD4 : Cluster de différentiation 4
CD8 : Cluster de différentiation 8
CDF : Cellule dendritique folliculaire
CDR : Complémentarity determining regions
CG : Centre germinatif

clAP/BIRC : Baculoviral IAP Repeat
Containing

CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité
COO : Cell of origin

CPA : Cellule présentatrice de l'antigéne
Cre : Cre-recombinase

CSF : Colony stimulating factor
CSH : Cellule souche hématopoiétique
CSR : Class switch recombination
CXC : C-X-C motif chemokine

CXCL : C-X-C motif chemokine ligand

CXCR : C-X-C chemokine receptor

D
CYLD : CYLD Lysine 63 Deubiquitinase
DAG : Diacylglycerol
DD : Domaine de dimérisation ou death domain
DHR : Domaine d'homologie REL
DLBCL : Lymphome diffus a grandes cellules B

DLP-B : Désordre lymphoprolifératif B
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E

EBYV : Virus d'Epstein Barr

EDA-AL : Ectodysplasin Al

EDAR : Ectodysplasin A receptor
EDARADD : EDAR associated death domain
EF-TD : Extra-folliculaire T dépendante
EF-TI : Extra-folliculaire T indépendante

ES : Cellule souche embryonnaire

F

Fab : Fragment de liaison & l'antigene
Fc : Fragment crystalisable
Fn14 : Fibroblast growth factor inducible 14

FO : Foliculaire

GCB : Cellules du CG

H
HCK : Kinase des cellules hématopoiétiques
HHV8 : Herpes virus de type 8

HLA-G : CMH de classe 1 non classique
HOIL : Heme-oxidized IRP2 ubiquitin ligase 1

HOIP : HOIL1-interacting protein
HTLV-1: Virus T lymphotrophe humain de
type 1

HVEML : Herpesvirus Entry Mediator Ligand

I
ID : Domaine intermédiaire
IFN : Interféron
lg : Immunoglobuline
IgC : Ségment constant de I'immunoglobuline
IgD : Ségment de diversité de I'immunoglobuline
IgH : Chaine lourde de I'immunoglobuline
IgJ : Ségment de jonction de I'immunoglobuline
IgL : Chaine légére de I'immunoglobuline
IgV : Ségment variable de I'immunoglobuline
IKK : kinase ciblant les IkB
IL : Interleukine
IL-1R : Récepteur a I'lL1
IP3 : Inositol-1,4,5-triphosphate
IRAK : IL-1R associated kinase
IRF : Interféron-régulatory factor

ITAM : Motif d’activation des récepteurs immuns
basé sur la tyrosine

Itch : Itchy E3 Ubiquitin Protein Ligase
ITK : IL-2 inducible T cell kinase

IkB : Inhibiteur du complexe NF-kB

JAK : Janus kinase

JNK : Jun kinase

KO : Knock out
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L MAPK : Mitogen-activated protein kinases

) . MD2 : Myeloid differentiation factor-2
LAT : Linker of activated T cells

MGUS : Gammapathie monoclonale a de signification
indéterminée
LCM : Lymphome des cellules du manteau

o MM : Myélome multiple
LF : Lymphome folliculaire

o ] MW : Macroglobulinémie de Waldenstrom
LFt : Lymphome folliculaire transformé

o MYD88 : Myeloid differentiation primary response 88
LH : Lymphomes hodgkinien

LLC : Leucémie lymphoide chronique

N
LLP : Lymphome Lymphoplasmocytaire

. NBD : Domaine de liaison de Némo
LNH : Lymphomes non hodgkinien

) ) NF-kB : Nuclear Factor Kappa B
Loci : Plusieur locus
Locus : Localisation précise d'un gene sur - NHEJ : Non homologous end-joinind
un chromosome
o i NIK : NF-kB-inducing kinase
LPS : Lymphome primitif des séreuses

_ ) NK : Natural killer
LPS : Lipopolysacharide

o ) NLRs : Leucine-rich repeats
LRR : Région riche en leucines

NLS : Nuclear localization signal
LT : Lymphocyte T

LTA : Lymphotoxin Alpha

o]
LTF : Lymphocyte T folliculaire

] ] o OMS : Organisation mondiale de la santé
LTP : DLBCL testiculaire primitif

. OPGL : Osteoprotegerin ligand
LTBR : Lymphotoxin Beta Receptor

LUBAC : Complexe d'assemblage de
chaine d'ubiquitine linéaire

P
LZ : Leucine zipper

) PAMPs : Pathogen-associated molecular patterns
LZM : Lymphome de la zone marginale

PEST : Domaine proline (P), acide glutamique (E),
LZMS : Lymphome de la zone marginale sérine (S) et thréonine (T)
splénique

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

M PIP2 : Phosphatidylinositol 4,5 biphosphate

) PKC : Protéine kinase C
MAL : MyD88 adaptor-like
MALT : Tissu lymphoide associé aux PLC : Progéniteur lymphoide commun
muqueuses

PMC : Progéniteur myéloide comun
MALT1 : MALT1 Paracaspase

PRRs : Pattern-recognition receptors
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PTEN : Phosphatase And Tensin Homolog

PTLD : Lymphome post-transplantation

R
RAG : Recombinaison-activating genes

RCPG : Récepteurs couplés aux protéines G

RF : Reading Frame
RIPK/RIP : Receptor-interacting serine/threonine-
protein kinase

RLR : Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-1)-like
receptors

RNF : Ring Finger Protein

RSS : Séquence signal de recombinaison

S
SARM : Sterile a-motif and armadillo motif-
containing protein

SCL : Substitut de chaine Iégére

SHARPIN : SHANK associated RH domain
interacting protein

SHM : Somatic hypermutation
SLP : SH2 domain containing leukocyte protein

SNC : DLBCL du systéme nerveux centrale

T

TAB : TAK-Binding Protein
TACI : Transmembrane activator and CAML
interactor

TAD : Domaine de transactivation

TAK : TGFB-activated kinase

TAX1BP1 : Tax1 binding protein 1

TCR : Récepteur spécifique des lymphocytes T

TdT : Terminal deoxynucleotidyl transferase

TES1 : Transformation effector site 1

TIR : Domaine Toll-IL-1R

TJ : DLBCL cutané de type jambe

TLR : Toll like receptor

TNF : Tumor nécrosis factor

TNFAIP3/A20 : TNF alpha induced protein 3

TNFRSF : Tumor necrosis factor receptor
superfamily member

TRAF : TNF receptor associated factor

TRAM : Toll/IL-1R domain-containing adaptor-
inducing IFN-B-related adaptor molecule

Treg : Lymphocyte T régulateur

TRIF : Toll/IL-1R domain-containing adaptor-inducing
IFN-B

TWEAK : TNF-Related WEAK Inducer Of Apoptosis

Ub : Poly-ubiquitination

Ubc13 : Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2N
(Homologous To Yeast UBC13)

Uev1A : Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 V1

\%
VDJ : Segments IgV, IgD, IgJ

VHC : Virus de I'hépatite C

X
XBP1 : X-Box Binding Protein 1

XEDAR : X-Linked Ectodysplasin-A2 Receptor

z
ZAP : Zeta-chain-associated protein kinase

ZM : Zone marginale
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Avant-propos

D’aprés l'organisation mondiale de la santé (OMS), 56,9 millions de personnes sont
décédées dans le monde en 2016. Les cancers sont la seconde plus grande cause de mortalité
dans le monde. Le nombre de décés par cancer a été estimé a 9,6 millions (16%) derriére les
maladies cardiovasculaires (15,2 millions) et devant les bronchopneumopathies obstructives
chroniques (3 millions).

En 2018, le lymphome Hodgkinien (LH) et non Hodgkinien (LNH), dont le LNH lié aux
cellules B (LNHB), la leucémie lymphoide chronique B (LLC) et autres LNH des cellules T ou
NK, ont causé 583 897 déces dans le monde. C’est donc plus d’'un demi-million de personnes
qui décede chaque année d’'une néoplasie maligne d’un type particulier de globule blanc, les
lymphocytes. En France, les lymphomes (LH et LNH) représentent la 5™ cause de cancer
(257 692 cas) derriére le cancer de la prostate (514 716 cas) et devant celui de la vessie
(213 387 cas). De plus, ils sont la 5°™ cause de mortalité due a un cancer (127 020 déces)
derriére le cancer du pancréas (141 332 déceés) et devant le cancer de la prostate (116 317

déces).

La découverte de nouvelles thérapies plus efficaces et plus ciblées permettant de
minimiser les effets secondaires, les rechutes et les résistances aux traitements, passe
nécessairement par la compréhension de la maladie. L’étude de I'émergence d’'un cancer
permet donc de découvrir les facteurs génétiques causant la transformation d’une cellule
normale en cellule maligne. Ces connaissances nous aménent a trouver de nouvelles cibles
thérapeutiques qui sont testées in vitro et in vivo dans des conditions physiologiques tumorales
de plus en plus similaires aux pathologies humaines. Le développement de modéles in vitro

et in vivo est presque toujours une étape indispensable.

Mon travail de thése a porté sur la modélisation de la macroglobulinémie de Waldenstrém,
un cancer incurable particulier du lymphocyte B associé a MYD88-2°P, Mon introduction
bibliographique porte sur le fonctionnement des cellules du sang et de la réponse immune. La
genese des cellules B est détaillée ainsi que la lymphomagénése. Ensuite les protéines
MYDB88 et NF-kB sont décrites ainsi que leur voie de signalisation et leur réle majeur dans

'émergence et le développement des lymphomes. La derniére partie de I'introduction porte
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sur 'importance des modéles murins dans la compréhension des mécanismes moléculaires

de la lymphomagénése et dans le développement des traitements.

La partie résultats présente dans un premier temps la caractérisation d’'un nouveau modéle
murin de suractivation NF-kB développant un lymphome présentant de nombreux points
communs avec la macroglobulinémie de Waldenstrdm mais aussi des différences ; dans un
second temps une étude du rble des protéines de I'échappement immunitaire dans
I'émergence d’'un lymphome ; et dans un troisiéme temps, une étude préclinique de thérapies
visant des protéines de I'échappement immunitaire dans un modéle murin suractivant la

protéine NF-kB.
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[- Introduction

I.1. Le sang

Le corps humain peut contenir 4 & 6 litres de sang, il est composé de plasma (partie liquide)
ou I'on retrouve du sel, des protéines, des minéraux et des cellules. On retrouve en moyenne
dans un millilitre de sang de patient sain, 4 & 5 millions de globules rouges, 4 000 a 10 000
globules blancs et 150 000 a 400 000 plaquettes. Toutes les cellules du sang proviennent
d'une méme cellule souche présente dans la moelle osseuse: la cellule souche
hématopoiétique (CSH). Ce processus de différenciation permettant la formation des cellules

du sang s’appelle I'hnématopoiése (Figure 1).
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Figure 1 Schéma simplifié de I'hématopoiéese.

La cellule souche hématopoiétique (CSH) de la moelle osseuse peut former un progéniteur myéloide commun
(PMC) qui donnera naissance (i) aux érythrocytes (globules rouges) en passant par le stade érythroblaste, (ii) aux
plaquettes en passant par les stades mégacaryoblastes et mégacaryocytes, (iii) a certains leucocytes (globules
blancs) : Neutrophiles, Monocytes, Eosinophiles, Basophiles en passant par le stade myéloblaste. La CSH peut
également se différencier en progéniteur lymphoide commun (PLC) qui peut donner naissance aux « Natural killer »
(NK), lymphocytes T et B. De plus, d’autres globules blancs peuvent terminer leur différenciation hors de la
circulation sanguine : les macrophages et les cellules dendritiques qui sont issus de la différentiation du monocyte
ou encore les plasmocytes ou lymphocytes B mémoires issus du lymphocyte B (Figure adaptée de (Passegué et
al. 2003)).
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Le sang a 3 rdles majeurs en fonction des différentes cellules qu’il contient.

- L’oxygénation des organes grace a 'hémoglobine des globules rouges (hématies ou
érythrocytes) qui permettent le transport de 'oxygéne, et I'évacuation du CO..

- La coagulation pour permettre la cicatrisation dans le cas d’une lésion grace aux
plaguettes et aux protéines de la coagulation.

- Larecirculation des globules blancs (leucocytes) en charge de la réponse immunitaire,
c'est-a-dire, la défense contre les corps étrangers nano-microscopiques comme

notamment les bactéries, les virus, les champignons, aussi appelés antigenes (AQ).

I.2. Laréponse immunitaire innée dite non spécifique

Intervenant apres les barriéres physiques comme les poils, la peau et les muqueuses, la
réponse immune innée constitue la premiére ligne de défense face a une infection. Dans cette

réponse il N’y a pas de « mémoire » immunitaire. Les éléments qui la constituent sont :

- Les cellules agissant de maniere non spécifique contre les antigénes (AQ):
Macrophages (stade postérieur au monocyte) qui ont pour rle de phagocyter I'Ag,
ainsi que les cellules NK et les neutrophiles qui sécrétent des protéines capables de
lyser la cellule étrangere (Figure 1).

- Le complément : groupe de protéines présentes dans le sang formant des complexes
a la membrane des cellules étrangéres permettant de lyser des cellules (formation de
pores a la membrane) mais aussi de recruter les macrophages ou les lymphocytes et

d’initier la réponse immunitaire adaptative.

I.3. Laréponse immunitaire adaptative dite spécifique

I.3.1.Lareconnaissance du corps étranger

La réponse immunitaire adaptative est dite spécifique car elle correspond a la mise en jeu
de cellules de 'immunité de maniére ciblée grace a un systéme de reconnaissance spécifique,
le récepteur a I'antigeéne. Comparé a la réponse immunitaire innée, il existe pour la réponse
adaptative un mécanisme permettant de « sauvegarder » certaines des cellules ayant déja
réagi une premiére fois a un Ag (réponse primaire). Ce mécanisme plus couramment appelé
« mémoire immunitaire », implique le récepteur a I'antigéne et permet a I'organisme, lors d’'un
deuxieme contact avec le méme Ag, de réagir plus vite et plus efficacement (réponse

secondaire). Ces deux types de réponse (primaire et secondaire) sont décrits par la suite.
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La reconnaissance d’'un Ag peut se réaliser de plusieurs maniéres. Il peut étre reconnu

sous forme native par les immunoglobulines (Ig) membranaires, retrouvées soit a la surface
des lymphocytes B (constituant le récepteur des lymphocytes B, le BCR) (Figure 2A), soit

sécrété (anticorps ; Ac) par des plasmocytes et présentes librement dans le sang (Figure 2B).

Les Ac peuvent avoir une action de neutralisation de I'Ag. lls permettent aussi aux cellules

dendritiques et macrophages de phagocyter 'Ag sous forme de complexes immuns (grace a

leur récepteur de la région Fc des Ac décrit par la suite) ; ils peuvent étre activateurs du

complément.

L’Ag peut aussi étre reconnu sous forme de peptide grace a une cellule présentatrice de
'Ag (CPA) et a son complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) par les récepteurs des
lymphocytes T (TCR) (Figure 2C).
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Figure 2 Schéma simplifié des outils du systéeme immunitaire pour la reconnaissance d’Ag.
A:Le BCR, B :LAc, C: Le TCR (Figure adaptée de (K. Abbas et H. Lichtman 2009)).
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1.3.1.1. Le BCR

Les immunoglobulines (Ig) sont des glycoprotéines qui peuvent étre membranaires (le
BCR, ancrées dans la membrane des lymphocytes B) ou sécrétées (I'Ac) par les plasmocytes.
Le BCR est spécifique a chaque lymphocyte B grace au réarrangement des génes des
immunoglobulines. Ce dernier point sera détaillé dans le chapitre sur la maturation des
lymphocytes B (section 1.3.3). Le BCR a la capacité de reconnaitre I’Ag sous sa forme native.
Cependant n’ayant pas une partie intracellulaire permettant de transmettre le signal, ce sont
les protéines membranaires CD79A (Ilga) et CD79B (lgB) qui assurent la fonction de

transduction des signaux intracellulaires (Figure 2A).

1.3.1.2. Structure des Ig

Les Ig sont composées de deux chaines lourdes H pour « Heavy » identiques, et de deux
chaines légéres L pour « Light » identiqgues deux a deux qui sont reliées entre elles par des
ponts disulfures. Elles possédent une région variable V (qui reconnait spécifiquement un Ag)
et une région constante C (qui posséde les propriétés effectrices de la réponse a cet Ag). La
partie variable du fragment de liaison a I'Ag (région Fab) contient des sites spécifiques de
reconnaissance de 'Ag appelés paratopes. La partie de I'’Ag reconnue par I'Ac est I'épitope ou
déterminant antigénique. L’lg posseéde aussi une autre partie appelée fragment cristallisable
(région Fc) contenant un site de liaison au complément. Le Fab et le Fc sont reliés par le site

charniére (Figure 3).
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Figure 3 Schéma de la structure d’une IgG.
(Figure adaptée de (K. Abbas et H. Lichtman 2009))

Les Ig sont divisées en plusieurs isotypes (catégories) : IgA, IgD, IgE, 1gG et IgM (Tableau
1). Ces isotypes sont caractérisés par le type de leur chaine lourde (respectivement : a, 9, €,
Y, M). La chaine légére L peut étre de type A ou K, et peut s’associer a toutes les différentes
chaines lourdes. Les différentes chaines L sont tres similaires mais elles different au niveau
de la région constante C.. Toutes les Ig membranaires sont monomériques alors que les Ig
sécrétées peuvent étre dimériques (IgA) ou pentamériques (IgM). L’IgD, non sécrétée, est
uniguement exprimée a la membrane des lymphocytes B dits matures (ayant achevé ses

réarrangements des chaines d’lg et exprimant un BCR fonctionnel).
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Tableau 1 Les différents isotypes d’immunoglobuline chez I'humain et leurs caractéristiques.

(Adapteé de (K. Abbas et H. Lichtman 2009))

Isotype
de

I'anticorps

Sous-type

Chaine H

Concentra-
tion sérigue

(mg/mil)

Demi-vie
sérique
(jours)

Forme sécrétée

Fonctions

IgA

Igh 1,2

o (1 0u2)

3,5

Monomere, dimére,
trimére

lgA (dimére)

B

Immunite
des mugqueuses

Aucun

Trace

Aucuns

Recepteur d'antigénes
des lymphocytes B naifs

Aucun

0,05

Monomere

¥

Activation des
mastocyies
(hypersensibilite
imméediate)

Defense contre les
parasites helminthiques

lgG 1-4

v(1,2,
Joud)

13,56

23

Monomére

Opsonisation, activation
du complément,
cytotooacité & meédiation
cellulaire dependant
des anficorps, immunité
néonatale, mhibition
rétroactive

des kmphocytes B

Aucun

1,5

Pentamére

o

Recepteur d'anfigénes
des kmphocytes B
naifs, activation du
complement

L’lg de type M est I'lg sécrétée lors d’une premiere rencontre avec un Ag : c’est l'isotype

de la réponse immunitaire primaire. Elle a un réle important du fait de sa forme pentamérique

et donc de sa grande valence (valence = 5 glycoprotéines reliées entre elles x 2 paratopes =

10 sites de liaison a I'Ag). Ainsi, les chances de liaison avec I'Ag sont augmentées, méme si

I'affinité est souvent faible.
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Chez I'humain, I'lgG a 4 sous-classes (IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4), elle est sécrétée en
grande quantité lors de la réponse immune adaptative secondaire (2°™ rencontre avec le

méme AQ).

L’IgA est la principale Ig des sécrétions externes. Elle est retrouvée en grande quantité
dans les muqueuses. Il existe 2 sous classes, I'lgAl bien plus présente (90%) que I'lgA2 (10
%). Cette Ig est sécrétée par des plasmocytes a IgA présents sous les surfaces épithéliales

externes.

L’IgE est impliguée dans la reconnaissance des allergénes et des parasites. Elle est aussi
impliquée dans les allergies via le récepteur Fc-IgE des basophiles et mastocytes entrainant

une réponse immunitaire disproportionnée libérant des médiateurs (histamines...).

1.3.1.3. Le TCR et le CMH

Au méme titre que le BCR, le TCR ne peut pas transmettre seul le signal dans la cellule.
Il est nécessaire qu'il soit agrégé avec les protéines du CD3. Il existe 2 types de TCR: le
TCRap, présent sur plus de 95% des lymphocytes périphériques (les lymphocytes T CD4 ou
CD8) et sur la majorité des thymocytes exprimant un TCR ; et le TCRy®d, présent a la surface
des cellules T retrouvées notamment dans les épithéliums. La présentation de I'Ag par les
cellules présentatrices de I'Ag (CPA) est nécessaire pour l'activation des cellules Tap,
contrairement aux cellules Tyd. Les CPA peuvent étre un monocyte, un macrophage, une
cellule dendritique ou un lymphocyte B. Elles ont toutes la capacité d’internaliser 'Ag et de le
dégrader en une multitude de peptides qui sont alors liés a une protéine membranaire
hautement polymorphe (propre a chaque individu) le complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH). Une fois a la membrane ce complexe CMH-peptide peut étre reconnu par le TCRaf3
et entrainé une réponse spécifique de la part de la cellule T. Il existe 2 complexes majeurs
d’histocompatibilité : Le CMHI, exprimé par toutes les cellules de I'organisme et reconnu par
le TCRap des cellules T CD8 ; Le CMHII présent uniquement a la surface des CPA et reconnu
par le TCRaf des cellules T CD4.
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[.3.2.Quelques rappels sur laréponse a médiation cellulaire

Ce type de réponse est basé sur la coopération entre les CPA et les LT. Lorsqu’'une CPA
phagocyte un corps étranger, ce dernier se retrouve dans un phagosome au niveau du
cytoplasme. Ce phagosome fusionne ensuite avec un lysosome pour former le

phagolysosome permettant la dégradation de 'Ag par des enzymes (lysozymes).

Les peptides présentés via le CMHI sont issus de la dégradation d’'un Ag par le
protéasome. Les protéines TAPL et TAP2 assurent le passage des peptides du cytoplasme
au réticulum et permet I'association au CMHI avant son transport a la membrane. Ce complexe

est ensuite reconnu par le TCRa des lymphocytes T CD8 cytotoxiques.

Les T CD8 cytotoxiques nouvellement formés migrent alors dans les tissus et interagissent
avec le CMHI des cellules cibles, entrainant la lyse des cellules tumorales ou infectées en
formant des pores dans leur membrane grace a la sécrétion de perforines, et induisant leur
mort grace a une autre enzyme (granzyme) qui passe par les pores créés dans la membrane

de la cellule cible.

Une fois 'Ag fragmenté dans le phagolysosome, le CMHII peut s’associer a un peptide
antigénique et étre transporté a la membrane de la cellule. Le CMHII de la CPA peut ensuite
étre reconnu par le TCRaf du lymphocyte T CD4 auxiliaires. De plus les cellules B et T CD4
coopérent lorsque le BCR est internalisé avec son Ag, fragmenté puis présenté sous forme de

peptide antigénique lié au CMHII.

Les LT CD4 auxiliaires ou helpers ont un réle de pivot dans la réponse immunitaire. Les
CD4 sont indispensables et orientent vers une réponse immune B adaptative ou vers une
réponse immune T CD8 cytotoxique (réponse TH1 et TH2, notamment via les cytokines IL2 et
IFNy d’'une part et IL4 et IL5 d’autre part). Leur activation entraine la sécrétion de protéines
appelées cytokines. Ces cytokines se retrouvant dans le milieu extracellulaire sont captées
par des récepteurs spécifiques présents sur les lymphocytes T CD8. L’activation de ces
récepteurs entraine une co-signalisation cellulaire permettant d’activer les voies de

prolifération de la cellule.
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Apres avoir été activés, les lymphocytes T CD8 et CD4 peuvent aussi devenir des
lymphocytes mémoires qui pourront étre réactivés en cas de nouveau contact avec ce méme

corps étranger (Figure 4).
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Figure 4 Schéma de la réponse a médiation cellulaire et humorale, illustrant le role pivot des T CD4.

La différenciation cellulaire lors du premier contact avec I’Ag est indiquée par des fleches rouges, et lors de la

deuxiéme rencontre, par des fleches vertes. Les fleches avec un « + » rouge indiquent une stimulation, les fléeches

avec un « + » vert symbolisent la réactivation (Schéma original).
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[.3.3.Laréponse a médiation humorale : La cellule B

L’activation de la cellule B via la liaison du BCR a I'Ag permet la prolifération et la
différenciation en lymphocytes B mémoires, ainsi qu’en plasmocytes. Les plasmocytes de la
réponse immune primaire produisent des IgM. Ceux de la réponse immune secondaire
peuvent produire des IgG/A/E, et cela en bien plus grande quantité lors de la réponse
secondaire. La réponse humorale pour la plupart des Ag, dépend a la fois des cellules T et
des cellules B qui, ensemble, reconnaissent de maniere coordonnée le méme Ag. Ce type de
réponse est dite T-dépendante et fait intervenir un sous-type de lymphocytes T, les CD4 helper
ou auxiliaires, qui participent a I'expansion clonale des lymphocytes B via la sécrétion de
cytokines (IL-2 et IL-4 notamment). Cependant, il existe également des Ag qui activent les
lymphocytes B sans coopération des lymphocytes T, nhotamment les motifs sucrés. On parle

alors de réponse T-indépendante (Figure 4) (Libby 2007).

Le développement des cellules B a lieu dans le foie au stade embryonnaire. Puis, tout au
long de notre vie la différenciation des lymphocytes B débute dans la moelle osseuse (organe
lymphoide primaire) et se termine dans les organes lymphoides secondaires ou périphériques.
Les cellules B, issues des CSH, sont produites tout au long de notre vie (Figure 5A) (Melchers
2015).

Au cours de leur développement, les cellules B réagissent différemment aux signaux des
micro-environnements de la moelle osseuse, du sang et des tissus (expression de protéines
membranaires, de facteurs de transcription, de cytokines, recombinaisons géniques) (Figure
5B-E). Ces différents signaux sécrétés par les cellules stromales, épithéliales et
hématopoiétiques sont apparentés a différents type de cytokines. De fagon succincte et sans
entrer dans les détails de chacune d’elles, les cytokines peuvent étre divisées en 5 familles
(Akdis et al. 2016; Catalan-Dibene, Mclntyre, et Zlotnik 2018; Sokol et Luster 2015) :

- Les interleukines (IL1 a 40)

- Les chimiokines (CXCL1 a 17, CCL1 & 28, XCL1 et 2, CX3CL1)
- Les interferons (IFN)

- Les “tumor necrosis factor” (TNF)

- Les “colony stimulating factors” (CSF)

La combinaison spatiale et temporelle de ces messagers extracellulaires contribue a faire

de la réponse immune B un phénoméne complexe hautement régulé.
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Figure 5 Schéma du développement B chez 'humain.

A: Les stades de la différenciation B : Cytokines du microenvironnement permettant la chimio-attraction. C :
Facteurs de transcription permettant la différenciation. D : Expression des protéines de surface en fonction des
différents stades (intensité de couleur en fonction de I'expression) E : Expression des enzymes RAG1 et RAG2
permettant les recombinaisons. (Figure adaptée de (Meffre, Casellas, et Nussenzweig 2000; Almqvist et
Martensson 2012; Melchers 2015; Nemazee 2017; Carrion et al. 2019))
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[.3.3.1. Différenciation des cellules B dans la moelle osseuse

1.3.3.1.1. CSH, PMP et PLC

Les CSH sont des cellules souches pluripotentes et ont pour descendance des
progéniteurs multipotents (PMP). La présence des récepteurs cKIT et CXCR4 a la membrane
des CSH (cKIT+, CXCR4+) participe a la rétention et a 'auto-renouvellement des CSH dans
la moelle osseuse. Les cellules stromales (fibroblastes, adipocytes, ostéoblastes), sécretent
la chimiokine CXCL12 qui est le ligand de CXCR4. Ce dernier une fois activé joue un réle dans
la rétention des CSH dans la moelle osseuse. Les cellules endothéliales qui expriment le ligand
cKIT-LG entrainent I'expansion des CSH (Figure 5) (Wilson et Trumpp 2006; Mahony et
Bertrand 2019).

Comme les CSH, les PMP expriment CXCR4 et cKIT. Ces cellules expriment aussi le
récepteur FLT3 (cKIT+, CXCR4+, FLT3+). FLT3 est exprimé jusqu’au stade Pro-B et participe
a la formation des progéniteurs lymphoides communs (PLC) avec les facteurs de transcription
E2A et « Early B-cell Factor 1 » (EBF) (Figure 5) (Sitnicka et al. 2003).

La proximité physique des PMP (qui expriment le récepteur IL7-Ra) avec les cellules
réticulaires fibroblastiques qui produisent de I'lL7 est essentielle a leur différenciation en PLC.
Ces derniéres expriment alors le facteur de transcription EBF et la lymphopoiése débute
(Figure 5) (Tokoyoda et al. 2004; Melchers 2015).

Une partie de ces PLC migre jusqu’au thymus dans lequel est formé les lymphocytes T (la
lymphopoiése T n’est pas traitée dans ce manuscrit). L’autre partie reste dans la moelle
osseuse pour former les lymphocytes pro-B qui vont se différencier successivement en pré-B
puis en B immatures (V. W. C. Yu et Scadden 2016).

.3.3.1.2. Stade Pré-Bl (Pré-Pro-B + Pro-B)

La cellule Pré-Pro-B est la cellule précoce du stade Pré-Bl (Pro-B). La cellule Pré-BI
exprime le facteur de transcription « paired box gene 5 » (PAX5) qui engage la différenciation

en cellules B. Les premiers précurseurs de B engagés expriment aussi les facteurs de
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transcription EBF et E2A qui sont nécessaires a la régulation des enzymes de recombinaison

« recombination-activating genes » RAG-1 et RAG-2 (Tobén, Izquierdo, et Cafas 2013).

A ce stade commence la mise en jeu des mécanismes de diversification des
immunoglobulines au sein du locus IgH. Dans ce locus se situe les segments IgVy qui codent
la partie variable (V) de la chaine lourde (H) de I'lg ; les segments IgD qui codent la partie
diversité (D) que I'on ne trouve que dans le locus IgH (absent des loci IgL) ; les segments IgJx
qui codent la partie jonction (J) de la chaine lourde ; les segments IgCw (u/8/y/e/a) qui codent
pour la partie constante respectivement de I'lgM, IgD, 1gG, IgE et IgA (Figure 6) (Early et al.
1980; Tonegawa 1983).

chr 14 WEHEHD—W(H}WFGG{H/—“—/*
ADN de la F- -'I' =zl
cellule B _I'D‘I'D‘ID—D‘D_//_OJ:‘DJG_//_-‘D 7192 ]

Recombinaison DJ,

Figure 6 Représentation du réarrangement D 2 Jn.
Représentation des régions Vh, D, Jn, CH (rectangles), des RSS 12 ou 23 nucléotides (triangles) et du locus de la
chaine IgH (chromosome 14) (Figure adaptée de (Dunn-Walters et al. 2018)).

Les segments V, D et J sont flanqués par des séquences signales de recombinaison ou
« recombination signal sequences » (RSS). Les séquences RSS sont composées d’une
séquence spécifique de 7 nucléotides (heptamére), d'un « spacer » de 12 ou 23 nucléotides
et d’'une autre séquence spécifique de 9 nucléotides (nhonamere) (Figure 7) (Ru, Zhang, et Wu
2018).
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Séquence - [
codante
(V,Doul) RSS

5’ -CACAGTG-12bp-ACAAAAACC-3'

12-RSS 3’ -GTGTCAC-12bp-TGTTTTTGG-5"

5’ -CACAGTG-23bp-ACAAAAACC-3’

-R
S 3’ -GTGTCAC-23bp-TGTTTTTGG-5'

Heptamére-Spacer-Nonamere

Figure 7 Représentation des séquences RSS.
Séquences 12-RSS et 23-RSS flanquées aux segments V, D et J.(Figure adaptée de (Ru, Zhang, et Wu 2018))

Les RAGs reconnaissent les RSS et générent des cassures double brin de 'ADN au niveau
du locus IgH. Un premier clivage de 'ADN au niveau des RSS s’effectue au niveau d’'un des
segments D et un autre au niveau d’un segment J4 (Schatz, Oettinger, et Baltimore 1989; Ru,
Zhang, et Wu 2018). De plus, lors de cette recombinaison de 'ADN, I'enzyme « Terminal
deoxynucleotidyl Transferase » (TdT) (qui n’est produite que dans les lymphocytes) va rajouter
aléatoirement des nucléotides (Schroeder et Cavacini 2010). Ainsi, la formation d’une boucle
au niveau du site de recombinaison contribue la réalisation d’'un jointement circulaire
entrainant I'élimination de la boucle d’excision, et un jointement linéaire non homologue
rapprochant les segments D et Ju. Les protéines du processus de réparation des jonctions non
homologues de I'ADN (qui sont continuellement exprimées) sont alors recrutées. Ce
phénoméne est appelé « Non Homologous End-Joining » (NHEJ) (Figure 6) (Dunn-Walters et
al. 2018).

Une deuxiéme recombinaison a lieu ensuite et requiert I'accessibilité aux segments Vy
(rendus accessibles grace a la premiere recombinaison) mais aussi la présence de PAX5 (Nutt
et al. 1997) et d’IL7 (Corcoran et al. 1998). A lieu alors, le rapprochement d’'un segment Vy
avec le segment DnJu réarrangé selon la méme mécanique. Ceci permet alors, aprés
transcription de 'ADN, d’obtenir un ARN pré-messager (non mature). Ce dernier est ensuite
modifié par épissage pour donner ’ARN messager (mature) (Figure 8) (Dunn-Walters et al.
2018).
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Figure 8 Représentation du réarrangement Vi = DJH
Représentation des régions Vi, D, Ju et Cn apreés le réarrangement DJH et de la transcription en ARN pré-messager
et épissage en ARN messager (ARNm) (Figure adapté de (Dunn-Walters et al. 2018)).

A ce stade, la cellule Pré-Bl produit aussi un substitut de chaine Iégére constitué des
protéines VpreB et A5 (Y.-H. Wang et al. 1998). Il a aussi été démontré que les protéines Iga
et IgB permettant la transduction du signal du BCR sont déja produites et amenées a la surface
de la cellule Pré-Bl grace a la protéine chaperonne, la calnexine (Nagata et al. 1997).

Chaine lourde V4 non fonctionnelle

Apres la recombinaison des domaines VyDJx qui a eu lieu au stade Pro B, l'ajout d’un
nombre aléatoire de nucléotides par 'enzyme TdT dans la partie codante de '’ADN peut causer
le décalage du cadre de lecture ou « reading frame » (RF). Il existe 3 cadres de lecture
possibles correspondant aux 3 nucléotides d’un codon: RF1, RF2, RF3. Si l'ajout de
nucléotides décale le cadre de lecture en 2™ position (RF2), cela peut faire apparaitre un
codon STOP dans le géne entrainant la production d'une protéine tronquée et donc
défectueuse. Ainsi, la formation d’une chaine tronquée Dy empéche la recombinaison Vu vers
DJu, l'autre chromosome peut alors étre utilisé (Meffre, Casellas, et Nussenzweig 2000; Reth,
Jackson, et Alt 1986).

[.3.3.1.3. Stade Grande Pré-Bll (Pré-B précoce)

La partie constante « C » de I'lgM (Cu) et les régions recombinées VuDJy donnent
naissance a la chaine lourde IgM (Hu) qui peut s’associer avec le substitut de chaine légére
(SCL). L’'assemblage des chaines lourdes Hu avec les SCL et les corécepteur CD79A (Iga),
CD79B (IgB) forme le pré-BCR a la surface de la cellule. Ceci marque le passage au stade
grande Pré-BIl (Winkler et Martensson 2018).
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Le pré-BCR correctement formé a la membrane délivre un signal de survie a la cellule Pré-
B. La protéine A5 du SCL posséde une queue non liée a 'immunoglobuline composée d’acides
aminés chargés positivement (7 arginines + 1 lysine) (Figure 9). Cette derniére permet la
liaison a des molécules encore peu connues a ce jour. Le pré-BCR est essentiel a la survie de
la cellule Pré-Bll, en son absence la cellule meurt par apoptose (Ubelhart et Jumaa 2015;
Melchers 2015).

Chaine Légére

Chaines
lourdes

Pré-BCR BCR

Figure 9 Schéma du Pré-BCR et du BCR.
(figure adapté de (Winkler et Martensson 2018))

Expression d’'une seule chaine lourde IgH = Exclusion allélique

L’exclusion allélique est un mécanisme permettant d’inhiber les réarrangements des loci
des Ig par les RAGs, permettant I'expression des génes d’un seul alléle. Ces réarrangements
sont stoppés lorsque le pré-BCR est activé. Lors de cette activation, une diminution de
I'expression des génes RAG1, RAG2 et TDT ne permettant pas le réarrangement du 2éme
allele. C’est la raison pour laquelle chaque cellule pré-B n’exprime qu’un type de chaine lourde
Hu et donne donc une cellule grande Pré-Bll unique avec 2 chaines lourdes IgHu identiques
(Galler et al. 2004; Parker et al. 2005; Corcoran 2005; Vettermann et Schlissel 2010).
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[.3.3.1.4. Stade Petite Pré-Bll (Pré-B tardif)

Aprés avoir proliféré, les grandes Pré-Bll entrent en quiescence et deviennent les petites
pré-Bll. Les locus IgL, et IgL« deviennent alors disponibles (chromatine décondensée et
accessible) mais les loci IgH restent clos (chromatine condensée et inaccessible). La
réexpression de RAG1 et 2 permet le réarrangement des segments V. vers J. du locus IgL,

ou lgL« via le méme processus que pour le locus IgH (Figure 10) (Melchers et al. 2007).

B 4
A gD — (e
v,32) J,-C, Cluster (4) : i g
Chr.22q11.2 5 . / ﬁ' ;’H}__O_]_O_“ C/ ‘;I_ 3
— HC -
36 5
C D e ———
V,(40) s L ;

—— — 1

g2 ‘(ﬂ]ﬂ]”?/ A]llﬂﬂ—ﬂﬂﬂ}hff//—k:— y

} Ck

Figure 10 Représentation des réarrangements Vi 2 Jr et Vk 2 k.

A : Locus de la chaine IgA sur le long bras q11.2 du chromosome 22. B : Schématisation des régions V3, Ji, Ca du
locus de la chaine Iga et représentation du réarrangement Vi 2 Ja. C : Locus de la chaine Igk sur le long bras q1.2
du chromosome 2. D : Schématisation des régions Vi, Jk, C« du locus de la chaine Ig« et représentation du
réarrangement V« = J«. (Figure adaptée de (Schroeder et Cavacini 2010; Nemazee 2017)).

Le réarrangement de la chaine légére IgL s’effectue avec le méme principe que la chaine
lourde. Cependant les segments D sont absents des loci IgL« et IgL,. Un segment V est alors
directement réarrangé avec un segment J pour former la chaine Iégéere V. J« (IgL«) ou Vi\
(IgLy). Une fois produite elle remplace alors le SLC et forme le BCR. Les paratopes du BCR
correspondent aux régions hypervariables déterminant la complémentarité ou
« complementarity determining regions » (CDR1, CDR2, CDR3). Les régions CDRL1 et 2 sont
issues du segment du géne V des loci IgH et IgL. Les régions CDR3 sont issues de la jonction
V-D-J du locus IgH et V-J du locus IgL (Figure 11) (Tonegawa 1983; Miuller-Schiffmann et al.
20009).
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Figure 11 Schéma des CDR1, 2 et 3.
(Figure adaptée de (Boyd et Joshi 2014)).

Chez I'hnumain comme chez les rongeurs, le locus IgL« est réarrangé en premier. Sile BCR
est auto-réactif, 3 mécanismes de tolérance déterminent I'avenir de la cellule. Si la
signalisation du BCR est trop forte, la cellule meurt par apoptose (sélection négative).
Cependant si la signalisation du BCR est intermédiaire I'expression des RAG n’est pas inhibée
et permet I'« éditing », un second réarrangement s’effectue alors sur le deuxieme allele du
locus IgL«. Aprés 2 échecs de recombinaison du locus IgLy, sile BCR est toujours auto-réactif,
alors le locus IgL, est utilisé. Si I'« editing » échoue sur les 2 alleles des 2 loci, et que 'auto-
réactivitt n’est pas perdue, I'absence de signalisation du BCR entraine larrét du
développement de la cellule B (anergie) leur permettant quand méme de quitter la moelle

osseuse (Wardemann et Nussenzweig 2007; Meffre et Wardemann 2008; Melchers 2015).

.3.3.1.5. Stade B immature

La cellule B exprimant un BCR n’ayant pas encore rencontré d’Ag est alors appelée
lymphocyte B immature. De plus, I'lgD commence aussi a étre exprimée (Carrion et al. 2019).
Cette expression n’est pas due a un réarrangement de ’ADN mais a un épissage alternatif de
'ARN pré-messager, qui donne un ARNm possédant la région Cs. Ceci, permettant de
produire une IgD ayant pour autant la méme région Vy (Geisberger, Lamers, et Achatz 2006;
K. W. Moore et al. 1981). Les cellules B immatures se trouvent encore dans la moelle osseuse.

Elles deviennent des cellules B de transition lors de leur passage dans le sang pour arriver
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dans la rate grace a la chimio-attraction médiée par la sphingosine-1-phosphate (S1P), ce qui
permet & la cellule de quitter le microenvironnement CXCL12/IL7 ou elles sont retenues
(Allende et al. 2010).

1.3.3.2. Différenciation des cellules B dans les organes lymphoides
secondaires

.3.3.2.1. Stade B de transition (T1-T2-T3)

De facon globale les cellules B de transition sont IgM+, IgD+. 1l existe pour ces stades des

différences entre I’humain et la souris (Tableau 2) (Vossenkdmper et Spencer 2011).

Les cellules de transition T1 puis T2 ont été discriminées chez la souris grace aux protéines
de surfaces CD21 et CD23 notamment. Ces derniéres n’étant exprimées qu’a partir du stade
T2 (Loder et al. 1999). Les cellules de transition T3, se différencient par leur faible expression
de I'lgM et semblent étre en quiescence (Allman et al. 2001).

Chez I'humain le marqueur CD21 est aussi utilisé pour discriminer les stades T1 (CD21-)
et T2 (CD21+) (Suryani et al. 2010). Le stade T3 discriminé par les marqueurs CD10-, CD24™,
CD38™, contrairement a la souris, correspondrait chez I'humain a un stade post-T2, apte a se

différencier en cellule B mature naive (Palanichamy et al. 2009).

Tableau 2 Marqueurs des différentes cellules B de transition chez 'humain et la souris
Hi : « High », forte expression ; Int : Expression intermédiaire ; lo : « low », faible expression (Tableau adaptée de
(Saito et al. 2003; Palanichamy et al. 2009; Weill, Weller, et Reynaud 2009; Descatoire et al. 2014)).

T1 T2 T3
Marqueurs IgM+, IgD+
Humain CD10H, CD24H, CD38" CD10-, CD24", CD38"
CD21- CD21+
T1 T2 T3
Marqueurs
IgM+, IgD+ IgM®°, IgD+
Murins
CD21-, CD23- CD21+, CD23+
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Parmi la population de cellules B de transition T2, il a été démontré que certaines cellules
dont la voie NOTCH2 est activée sont adressées a la zone marginale chez la souris (Saito et
al. 2003) mais aussi chez 'humain (Descatoire et al. 2014). Cependant une différence majeure
entre ces deux espéces concerne la déplétion des cellules T2 auto-réactives. Chez I'humain,
40% des cellules sont éliminées a ce stade. Chez la souris les cellules T2 sont peu affectées
par ce processus. La sélection des cellules T2 non auto-réactive est peu connue a ce jour,
mais nous savons que I'expression a la surface et 'engagement du récepteur BAFFR joue un
réle majeur dans le passage au stade B mature naif (Wardemann et Nussenzweig 2007;
Melchers 2015).

.3.3.2.2. Lymphocytes B-1a et B-1b

Les lymphocytes B1 ont été découverts chez la souris (Hayakawa et al. 1983), et depuis,
leur existence demeure controversée chez I'humain. Il a récemment été démontré que les
cellules souches hématopoiétiques humaines, provenant du sang ou de la moelle osseuse,
étaient aptes a se différencier en lymphocytes B-1 lors d’'une xénogreffe chez la souris,
suggérant leur existence aussi chez 'humain (Kageyama et Katayama 2020). Chez la souris,
les lymphocytes Bl aussi appelés «Leu-1» se distinguent des lymphocytes B2 par
'expression de la protéine membranaire CD5. Elles ne font pas partie des cellules attirées
dans les follicules, mais on les retrouve principalement dans les cavités (péritoine, intestins,
poumons ...). Elles peuvent donner naissance a des cellules sécrétrices d’Ac sans avoir eu
de contacts avec I'Ag ni de costimulation par les lymphocytes T CD4 et jouent donc un role

dans la réponse immunitaire innée (Baumgarth 2017).

[.3.3.2.3. Lymphocyte B mature naif

Les lymphocytes B matures naifs, sont appelés ainsi car ils n’'ont pas encore rencontré
d’Ag. La rate et les ganglions attirent une grande majorité de ces cellules circulantes via la
chimiokine CXCL13 produite par les cellules stromales. Les lymphocytes B naifs exprimant le
récepteur de la chimiokine CXCL13 (CXCRS5) forment ensuite les follicules lymphoides
primaires et secondaires ou la concentration en CXCL13 est plus élevée. De plus, les cellules
réticulaires fibroblastiques produisent aussi la protéine BAFF permettant de maintenir la
formation du follicule (Figure 12) (I. C. MacLennan et al. 1990; Stebegg et al. 2018).
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Figure 12 Schéma d’un ganglion lymphatique.
(Figure adaptée de (Drayton et al. 2006)).
1.3.3.2.4. Lymphocytes B-FO, B-Blast

Les lymphocytes B matures naifs du follicule primaire, appelés cellules B folliculaires (B-
FO), recirculent via le sang passant par la zone des cellules T (zone T) et/ou la lymphe en
passant par le réseau de cellules dendritiques se situant entre la pulpe blanche et la pulpe
rouge dans la rate ou au niveau du sinus subcapsulaire dans les ganglions lymphatiques
(Figure 13) (I. C. MacLennan et al. 1990; lan C M MacLennan 1994).

La réponse extra-folliculaire T dépendante (EF-TD)

Lors d’'une activation modérée du BCR d’une cellule re-circulante dans le sang, la pulpe
rouge (rate) ou le sinus subcapsulaire (ganglion), la cellule mature B blastique (B Blast)
exprimant les récepteurs des chimiokines CCL19 (CCR7) et CXCR5 migre dans la zone des
cellules B (zone B) en passant par la zone T sans aller dans le follicule (Stebegg et al. 2018).
De méme que l'activation d’'un LT CD4 par une cellule dendritique dans la zone T entraine la
diminution de I'expression de CCR7 et 'augmentation de I'expression de CXCR5 permettant

la migration des LT CD4 en périphérie de la zone B. Ainsi une coopération de la cellule B-T

Lilian ROLAND| Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021
22



CD4 peut s’établir. Au cours de cette réponse les 2 types cellulaires proliférent, les B blast se
différencient ensuite en plasmablastes puis en plasmocytes IgM a courte durée de vie (IgHv
non muté). La formation de cellules B mémoires est cependant possible a faible taux pour la
réponse EF-TD (lan C. M. MacLennan et al. 2003; Jenks et al. 2019).

La réponse extra-folliculaire T indépendante (EF-TI)

La réponse peut aussi étre T indépendante, notamment lorsque le BCR des cellules B
blastiques capte des polysaccharides et autres molécules présentant des épitopes répétitifs.
Les cellules B proliferent moins fortement, mais se différencient aussi en plasmablastes puis
en plasmocytes a IgM de courte durée de vie (Shah et al. 2019). En principe, a la suite d’'une
réponse EF-TI, les B-Blast ne forment pas de lymphocytes B mémoires. Cependant, il en a
déja été observé en réponse aux dextranes ou au lipopolysaccharide (LPS) (lan C. M.
MacLennan et al. 2003; Jenks et al. 2019).

Les réponses EF-TD et Tl permettent une production rapide d’Ac mais de plus faible affinité

que la réponse T dépendante du centre germinatif (CG) (décrite ci-apres).
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Figure 13 Schéma d’un follicule primaire et de la réponse extra-folliculaire T dépendante et indépendante.
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(Figure adaptée de (I. C. MacLennan et al. 1990; lan C. M. MacLennan et al. 2003; Weill, Weller, et Reynaud 2009;

Jenks et al. 2019; Shah et al. 2019)).

Lilian ROLAND| Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021

24



[.3.3.2.5. Lymphocytes B du centre germinatif (Centroblaste et
Centrocytes)

Les cellules B circulantes possédant un BCR ayant une forte affinité pour I'antigéne
deviennent des B blastiques et migrent a la périphérie de la zone B, ou la coopération T-B est
essentielle a la forte expansion clonale (Figure 14) (Y. Zhang, Garcia-lbanez, et Toellner 2016;
Jenks et al. 2019). Les cellules B blastiques proliferent alors dans le follicule primaire jusqu’a
confluence. Elles sont alors appelées centroblastes (CB) formant le centre germinatif (CG) du
follicule secondaire. La formation du CG repousse les B-FO en périphérie qui forment alors la
zone du manteau (I. C. MacLennan et al. 1990). BCL-6 est indispensable a la formation du
CG (section 1.5.2.1.3). Les CB forment la zone sombre du CG et continuent leur maturation en
subissant I'’hypermutation somatique (SHM) c’est-a-dire I'acquisition de mutations au niveau
des régions variables des Ig. Puis les CB se différencient en centrocytes (CC) qui forment la
zone claire (Liu et al. 1992; lan C M MacLennan 1994). Ces derniers coopérent une seconde
fois avec les lymphocytes T CD4 du follicule (LTF), activés par les cellules dendritiques
folliculaires (CDF) qui présentent 'Ag sous forme de complexe immun, grace a leur récepteur
a la partie Fc de I'Ac. Les CC subissent un second processus de maturation : la commutation
de classe ou « class switch recombination » (CSR), remplacant la partie constante des Ig
pouvant améliorer les propriétés effectrices des Ig. Ainsi le CC remplace I'expression d’'une
IgM par celle d’'une IgA, 1gG ou IgE. Pour ces deux processus (SHM et CSR) les CB et CC
expriment I'enzyme « Activation Induced cytidine Deaminase » (AID). Au cours de la SHM ou
de la CSR, si I'affinité du BCR pour I'Ag diminue, I'absence ou la faible signalisation du BCR
entraine I'apoptose de la cellule (sélection négative). Les CC devenus auto-réactifs sont
également éliminés. A notre connaissance, les interactions entre la cellule et le
microenvironnement du CG permettant cette surveillance sont inconnues (Kippers 2005;
Melchers 2015; Y. Zhang, Garcia-lbanez, et Toellner 2016). Aprés la CSR le CC produit alors
plus de CXCR4 et peut revenir dans la zone sombre ou les cellules stromales secretent la
chimiokine CXCL12. Une fois la cellule libérée des interactions avec la CDF et des LTF, elle
peut poursuivre sa différenciation en plasmocyte ou en cellule B mémoire dans la zone

marginale (ZM) (Mesin, Ersching, et Victora 2016).
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Figure 14 Schéma d’un follicule secondaire et de la réponse T dépendante du CG

Maturation des lymphocytes B dans la rate ou le ganglion lymphatique (Figure adaptée de (I. C. MacLennan et al.
1990; Kuppers 2005; Mesin, Ersching, et Victora 2016; Kuka et lannacone 2018; Sanz et al. 2019; Boothby,
Hodges, et Thomas 2019; Grant et al. 2020)).
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[.3.3.2.6. Lymphocyte B mémoire et B-ZM

Dans la rate, la zone marginale correspond a la zone en périphérie de la pulpe blanche.
L’équivalent anatomique et fonctionnel de la ZM est la paroi interne du sinus sous-capsulaire
des ganglions lymphatiques, dans I'épithélium de la crypte des amygdales et sous I'épithélium
du déme des plaques de Peyer dans les tissus lymphoides intestinaux. La ZM est le lieu ou
réside les cellules B issues de la réponse B extra-folliculaire T indépendante, les cellules B re-
circulantes dont la voie NOTCH 2 est activée (B-ZM) et les cellules B mémoires. Les cellules
B- ZM (IgM", IgD'°, CD27+) sont aptes a recirculer et possédent leur régions IgHy réarrangées
(Weill, Weller, et Reynaud 2009).

Les cellules B mémoires issues du CG, sont issues des CC ayant subi une forte expansion
clonale, ayant subi la SHM et la CSR, possédant un BCR a haute affinité pour 'Ag et sont
aptes a proliférer et se différencier plus rapidement (importance lors de la réponse immunitaire
secondaire). Une fois réactivés, ils peuvent former de nouveaux plasmocytes ou ré-entrer dans
le CG, entrainant la re-modulation de I'affinité de leur BCR (1.C.M. MacLennan et al. 1982; M
Seifert et Kippers 2016). Les cellules B mémoires de la réponse extra folliculaire T
indépendante sont issues d’'une expansion clonale modérée, elles sont aussi faiblement
mutées mais subissent fréquemment la CSR. Les cellules B mémoires IgM de la réponse
extra-folliculaire T indépendante sont issues de cellules B trés rarement hyper-mutées et
commutées et ont donc une moindre affinité pour 'Ag. De plus les cellules B mémoires
provenant des réponses extra-folliculaires sont bien moins nombreuses que celles issues du
CG (Shah et al. 2019; Jenks et al. 2019).

.3.3.2.7. Plasmocytes

Comme les cellules B mémoires, les plasmocytes sont issus de la différenciation de la
réponse dépendante du CG ou des 2 types de réponse extra-folliculaires. Les plasmocytes a
longue durée de vie, lorsqu’ils sont issus de la réactivation des cellules B mémoires (réponse
immune adaptative secondaire) semblent étre plus souvent commutés. Les plasmocytes
commutés a longue durée de vie semblent ne provenir que de la réponse dépendante du CG
et migrent dans la moelle osseuse (Shah et al. 2019), alors que les plasmocytes a IgM sont

plus @ méme de résider dans la rate et sont aptes a proliférer y compris en I'absence de CG
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(Bohannon et al. 2016). Les B mémoires a IgA et IgG semblent ne se différencier qu’en
plasmocytes tandis que les B mémoires a IgM auraient le pouvoir de se différencier en
plasmocytes ou de ré-entrer dans le CG (Dogan et al. 2009). La différenciation en plasmocyte
se traduit notamment par I'expression de BLIMP1 qui permet le rétrocontrdle négatif sur
I'expression des facteurs de transcription PAX5, BCL6 nécessaires au développement B dans
le CG (CB et CC) et entraine I'expression de XBP1, géne de la différenciation plasmocytaire
(Shapiro-Shelef et Calame 2005; Mesin, Ersching, et Victora 2016).

I.4. Les lymphocytes de larégulation de la réponse immunitaire

Des processus de contréle de 'lhoméostasie de la réponse immune adaptative a médiation
cellulaire et humorale existent. Ce phénomeéne de rétrocontrdle est notamment assuré par les
lymphocytes B et T régulateurs via la sécrétion de cytokines immunosuppressives mais aussi
par des interactions cellule a cellule entrainant la mort des cellules effectrices de la réponse

immune.

I.4.1.Les lymphocytes B régulateurs

La formation d’un lymphocyte B régulateur (Breg) est issue de l'activation immunitaire
d’une cellule B via le récepteur CD40, le « toll like receptor » (TLR) et/ou le BCR ainsi que le
CD80, CD86 et les récepteurs cytokiniques. lls ciblent principalement les lymphocytes T CD4+,
les LT CD8+ et les monocytes. Ces lymphocytes B régulateurs sont divisés en plusieurs sous

catégories (Mauri et Menon 2015) :

- Cellule B immature : CD24"CD38", exprimant I'lL-10, PD-L1, CD80, CD86,
cbid

- Cellule B10 : CD24" CD27+, exprimant I'lL10

- Cellule GZMB* : CD38+, CD1d+, IgM+, CD147+, GrB+, exprimant le GZMB, IL-
10 et IDO

- Cellule Brl : CD25"CD71"CD73", exprimant I”IL-10 et IgG4

- Plasmablaste : CD27™CD38", exprimant I’IL-10

- iBreg : Exprime le TGF et IDO

- Cellule B TIM1 : CD19+, TIM1+, produisant de I'adénosine

- Autres : Cellules B CD39+ CD73+, exprimant I'lL-10
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Les lymphocytes Breg ont une activité suppressive de la réponse immune adaptative grace
a la sécrétion d’IL10 (marqueur de ce sous-type de lymphocyte B), de « Transforming growth
factor B » (TGF-B), d’'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) ou encore du granzyme B (GZMB),
ainsi qu’a I'expression des protéines de surface « Programmed Death Ligand 1 » (PD-L1 ou
CD274), CD80, CD86, CD1d (Figure 15).
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Figure 15 Schéma de I’action des cellules B régulatrices.
(Figure adaptée de (Mauri et Menon 2015)).

[.4.2.Les lymphocytes T régulateurs

Au méme titre que les lymphocytes Breg, les lymphocytes T régulateurs (Treg) ont pour
rble de réguler négativement la réponse inflammatoire en sécrétant des cytokines et en
exprimant des protéines de surface immunosuppressives. Il en existe aussi plusieurs sous-
catégories mais toutes sont des cellules T CD4+ :
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- Treg conventionnel : Foxp3+, CD39", CD25+, Helios+, CTLA4+, LAG3+,
GITR+

- Treg non conventionnel : Foxp3+, CD39", CD25-, Helios+, CTLA4+, LAG3+,
GITR+

- Th3 : Foxp3-, LAP+

- Trl : Foxp3-, CD49b+, LAG3+, CD226+

- B-Treq : Foxp3-, CD25+, LAG3+, ICOS+, PD1+, GITR+, OX40+

Ces Treg sont aptes a sécréter de I'lL-10, du TGF-f3 ainsi que la granzyme qui permettent
la suppression de la réponse pro-inflammatoire des cellules NK, des cellules B, des cellules
dendritiques et des macrophages. Une forte expression des molécules de surface CD39 et
CD73 entraine la transformation des molécules d’adénosine triphosphate (ATP) (médiateur de
'inflammation) en adénosine monophosphate (AMP) qui inhibe la prolifération des cellules de
la réponse innée et adaptative via leur récepteur de l'adénosine (A2A). Les Treg
conventionnels expriment fortement CD25 ce qui leur permet de capter une grande partie de
'lL2 dans le microenvironnement, le rendant moins accessible aux autres cellules de
l'immunité. De plus, la forte expression de CTLA4 par les Treg engendre la diminution des
protéines de costimulation CD80 et CD86 des cellules dendritiques (Figure 16) (Chien et
Chiang 2017; Plitas et Rudensky 2016; Angerami et al. 2017; Zhou et al. 2009).
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Figure 16 Schéma des mécanismes de I'immunosuppression des Treg et de l'induction par les Breg.

(Figure adaptée de (Plitas et Rudensky 2016))

La différenciation en lymphocyte T régulateur dans le thymus résulte d’'une haute affinité

avec un peptide du soi couplé au CMHII ainsi que du récepteur a I'lL2. Les Treg en périphérie

sont formés a partir de cellules T naives exposées a un fort taux de TGF-B, acide rétinoique,

avec une stimulation antigénique dans des conditions tolérogenes (signalisation forte via le

TCR mais costimulation non optimale). De plus une expansion des cellules Treg peut étre

observée via les récepteurs a I'lL-10 (IL10R) et PD-1. Ce dernier pouvant étre activé par PD-

L1 présent a la surface des cellules B régulatrices (Hsieh et al. 2006; Josefowicz, Lu, et

Rudensky 2012).
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[.5. Les grands principes de lalymphomagénése B

I.5.1.Principes de classification des lymphomes B non Hodgkinien

Les lymphomes sont les cancers des cellules lymphoides, B, T ou NK. L'OMS a publié un
premier classement de ces néoplasmes lymphoides en 2001, revu en 2008 et en 2016. Ce
classement est issu d’'un consortium entre hémato-pathologistes, généticiens, cliniciens et
recense 56 entités de cancer liées du lymphocyte B (56 groupes homogenes de patients selon
des critéres hématologiques, biologiques et génétiques notamment). Les lymphomes a
cellules B sont divisés en deux grandes catégories: Les lymphomes de Hodgkin (LH)
comprenant 6 entités et les lymphomes non Hodgkinien a cellules B (LNHB) en comprenant
50 (Swerdlow et al. 2016).

Certains lymphomes sont dits indolents, d’autre agressifs selon leur vitesse de prolifération
et certains peuvent débuter sous une forme indolente et se transformer en forme agressive
par la suite. La contrepartie non tumorale des cellules B malignes peut aider a classer la
plupart des lymphomes B. Les loci des Ig peuvent donner une information importante sur le
stade de développement dans lequel a eu lieu la transformation de la cellule originelle, « cell
of origin » (COOQ), selon le statut mutationnel des régions variables des Ig et de la commutation
de classe. Leur séquencage aide ainsi a positionner le stade de différenciation B tumorale par
rapport au CG (pré, per ou post CG) ou encore cellule B de la ZM (Kuppers 2005; Bende,
Smit, et van Noesel 2007).

Les différentes entités de LNHB sont cliniquement, phénotypiquement et génétiquement
distinctes. Parmi ces lymphomes, 80% sont dérivés des cellules B du CG ou post CG (cellules
dont le locus des Ig a subi la SHM). Comme exemples, citons le lymphome de Burkitt (BL), le
lymphome folliculaire (LF), le lymphome diffus a grandes cellules B (DLBCL) et la
macroglobulinémie de Waldenstrom (MW). Les cellules B du lymphome de Burkit semblent
dériver des cellules de la zone sombre tandis que les cellules B du LF et DLBCL de type CG
semblent avoir stoppé leur différenciation dans la zone claire du CG lors de leur retour dans
la zone sombre (DLBCL-GCB). D’autres peuvent étre issus des cellules en sortie du CG voir
post-CG comme les DLBCL a cellules B activées (DLBCL-ABC) (Basso et Dalla-Favera 2015).
Les cellules de la MW, représentant la majorité des lymphomes lymphoplasmocytaires (LLP)
peuvent étre issues de petites cellules B matures, de lymphocytes plasmocytaires et de
plasmocytes post-CG (Figure 17) (W. Wang et Lin 2020).
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Figure 17 Représentation de la contrepartie non tumorale des cellules des LNH choisis en exemple.
(Figure adaptée de (Basso et Dalla-Favera 2015)).

I.5.2.Les grands mécanismes de la transformation de la cellule B

1.5.2.1. Evenements liés a la maturation de I'lg

Comme indiqué dans la 1°® partie, la vie et la mort de la cellule sont organisées autour de
la maturation des génes des Ig dans le développement des cellules B. Ce processus est un
facteur de danger pour l'intégrité du génome. Lors de la recombinaison VDJ ou de la CSR, la
translocation d’un proto-oncogéne (géne pouvant favoriser le développement d’'une tumeur)
peut remplacer un des génes de la chaine lourde ou Iégére des Ig, les régions régulatrices et
les promoteurs des génes des Ig (séquence d’ADN en amont d’'un géne permettant le
recrutement des protéines et I'expression du gene par ces derniéres). Les régions régulatrices
des génes des Ig étant constitutivement actives, I'expression continue d’'un proto-oncogéne
démasque son pouvoir oncogénique et entraine la survie ou la prolifération de la cellule ayant
subi cette aberration (Marc Seifert, Scholtysik, et Kiippers 2013; Basso et Dalla-Favera 2015).
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[.5.2.1.1. Altérations génétiques lors de la recombinaison VDJ : 'exemple
de BCL-2

L’altération lors de la recombinaison VDJ est un événement primaire (initiateur de
I'’émergence du cancer) dans le cas d'un LF. Cet évenement retrouvé dans environ 90% des
cas, est la translocation t(14;18) du géne « B cell lymphoma 2 » (BCL2) au niveau du locus
IgH due a une erreur lors des réarrangements V(D)J médiés par les RAG (Figure 18).
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Figure 18 Représentation de la translocation t(14;18)

Représentation du Locus IgH, du géne BCL2 et de la translocation t(14;18) pouvant avoir lieu lors des lymphomes
folliculaires. Les segments de genes des Ig sont représentés en jaune, les séquences régulatrices en rouges, les
3 exons de BCL2 en orange (Figure adaptée de (Espinet et al. 2008))

Comme nous l'avons vu précédemment, lors de la maturation des lymphocytes dans le
CG, 'apoptose est un mécanisme d’élimination des B du CG ayant un BCR moins affin aprés
la SHM. Les cellules B naives et des cellules B mémoires expriment normalement BCL-2 qui
est nécessaire au développement. BCL-2 est régulé négativement dans les cellules B du CG
(Shen et al. 2004; Slomp et Peperzak 2018). Il a été démontré grace aux modeéles de souris
transgéniques que I’expression inappropriée de BCL-2 dans les cellules B, en rapport avec la
translocation IgH/BCL-2, induit la survie et la prolifération des cellules B-FO (Timothy J.
McDonnell et al. 1989) et perturbe la sélection des cellules B mémoires dans le CG (Smith et
al. 2000). Cette translocation induit la surexpression de BCL2 qui est une protéine anti-
apoptotique permettant la survie non controlée du CC dans le centre germinatif (Lackraj,
Goswami, et Kridel 2018).
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[.5.2.1.2. Altérations génétiques lors de la CSR : 'exemple de c-MYC

Le lymphome de Burkitt est un bon exemple d’altération lors de la CSR médiée par I'AID.
Il existe 3 formes de BL, toutes de grade agressif : BL endémique lié au virus d’Epstein Barr
(EBV), BL sporadique et BL lié au virus de 'immunodéficience humaine (VIH). Les cellules
malignes de ce lymphome ont les séquences des génes IgV hypermutées (SHM) et une
translocation chromosomique du proto-oncogéne c-MYC (MYC) dans les loci IgH ou IgL dans
100% des cas de BL. Dans environ 80% des cas, il s’agit de la translocation t(8;14) et dans
20% des cas, la translocation t(2;8) ou t(8;22) (Figure 19). Cela suggére donc que cet
événement transformant se produit au cours de la CSR dans le CG (Schmitz et al. 2014; Basso
et Dalla-Favera 2015).
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Figure 19 Représentation de la translocations t(8;14)

Représentation du Locus IgH, du géne c-Myc et de la translocation t(8;14) pouvant avoir lieu lors de lymphomes
de Burkitt. Les segments de genes des Ig sont représentés en jaune, les séquences régulatrices en rouges, les 3
exons de c-Myc en bleu et les parties non codantes en bleu clair (Figure adaptée de (Mosse et Weck 2010)).

L’exon 1 de c-MYC contient 2 promoteurs et n’est pas codant, les exons 2 et 3 codent la
protéine avec une initiation de la traduction au nucléotide 16 de I'exon 2 (Figure 19) (Boxer et
Dang 2001).La protéine MYC est une phosphoprotéine nucléaire qui joue un réle dans la
progression du cycle cellulaire, I'apoptose et la transformation cellulaire. MYC régule la
transcription des ARNm, mais aussi lI'expression de microARN (miARN), comme notamment
MIR-17 / 20a/18a/19a/19b-1/92a-1 (Xiong et al. 2013). Dans le BL, I'expression de MYC
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est directement sous le contrle des séquences régulatrices des génes des Ig (Ep et 3’'RR
pour la chaine lourde). La majorité des miARN anormalement exprimés entrainent une
dérégulation du cycle cellulaire, de I'apoptose et de la prolifération. MYC constitutivement
exprimé entraine aussi une dérégulation des facteurs de transcription jouant un réle dans la
transition G1/S, CDKN1A, E2F1 et E2F3 et confére a la cellule une forte prolifération entrainant
des lymphomes de forme agressive (Robaina, Mazzoccoli, et Esteves Klumb 2019; Giannuzzi
et al. 2020).

.5.2.1.3. Altérations génétiques lors de la SHM : I'exemple de BCL-6

Lors de la SHM, le ciblage par AID de genes autres que les génes variables des Ig (IgV)
réarrangés, peut avoir pour conséquences d’introduire des mutations dans les régions 5’ de
genes fortement exprimés. Parmi les LNHB et nhotamment les DLBCL, au moins 44 génes
différents ont été mis en évidence pouvant étre la cible de la SHM, comme par exemple BCL-
6, BCL-2 ou encore BTG2 (Khodabakhshi et al. 2012). Le facteur de transcription BCLS,
régulant négativement BLIMP1 est normalement exprimé par les cellules B du CG, et essentiel
a la formation de ce dernier. Lors du développement des cellules B post-CG, BCL-6 est régulé
négativement permettant notamment I'expression BLIMP1 nécessaire a la différenciation
cellulaire. Dans tous les cas de DLBCL, une expression constitutive de BCL-6 est observée.
Dans 35 a 40% des cas a lieu une translocation du promoteur du géne BLC-6 avec un
promoteur plus fort de divers génes t(3;Autre). Cependant, dans 75% des cas (quasiment
exclusivement) d’autres altérations génétiques se produisent lors de la SHM. Cet événement
ayant pour conséquence d’introduire un fort taux de mutations somatiques dans la partie 5’
altérant les sites de liaison permettant sa régulation négative (Figure 20). Ainsi, I'expression
de BCL-6 par les cellules B post-CG n’est pas réprimée et entraine alors la survie et la

prolifération de la cellule B (Pasqualucci et al. 2003; Pasqualucci 2019).
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Figure 20 Représentation du géne BCLS6, de la translocation t(3;Autre) et des mutations somatiques pouvant avoir
lieu lors de DLBCL.
(Figure adaptée de (Pasqualucci et al. 2003)).

Les mécanismes de transformation de la cellule B liés a la maturation de I'lg entrainent
donc la surexpression par translocation des proto-oncogénes et/ou une altération de fonction
due a des mutations somatiques. Cependant d’autres événements non liés a la maturation de
I'lg, comme lintroduction de mutations somatiques hors SHM, les délétions/amplifications,
I'activation continuelle des cellules B, l'infection par un virus et I'échappement immunitaire

peuvent participer a la lymphomagénése.

1.5.2.2. Evenements non liés a la maturation de I'lg

[.5.2.2.1. Altérations génétiques hors SHM

Pour garder 'exemple du LF vu précédemment, il a été constaté dans un premier temps
chez la souris que la translocation BCL2-IgH ne permettait pas a elle seule, le développement
d’un lymphome de type folliculaire (Timothy J. McDonnell et al. 1989) ce qui a été confirmé
par la suite chez 'humain (Jager et al. 2000; Ladetto et al. 2003). Cependant cet événement
primaire permet de résister a la mort cellulaire, lui permettant d’accumuler plus d’altérations
secondaires (Green et al. 2013). Indépendamment de la SHM, ces événements secondaires
peuvent donc jouer un réle dans la transformation maligne comme les mutations inactivatrices
des genes suppresseurs de tumeur KMT2D (MLL2) dans 60% des cas de LF, CREBBP
(52.4%), EP300 (19%) ou activatrices comme celles retrouvées sur 'oncogene EZH2 (17%)
(Kridel et al. 2016; Lackraj, Goswami, et Kridel 2018). Ces altérations entrainent un défaut

dans la régulation des histones de la cellule (dérégulation épigénétique), comme la
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méthylation médiée par KMT2D et EZH2 ou l'acétylation médiée par CREBBP et EP300
entrainant ainsi a leur tour I'accessibilité a la transcription de génes permettant la prolifération
et la survie de la cellule. Par exemple, chez la souris, la délétion de Kmt2d augmente le nombre
de cellule du CG (J. Zhang et al. 2015); la délétion de Crebbp dans les cellules

hématopoiétiques entraine le développement d’'un lymphome (Horton et al. 2017).

D’autres événements peuvent étre responsables de la transformation d'un LF en
lymphome agressif, les plus fréquents étant ceux impactant négativement p53 (TP53) (section
1.5.2.3), car la dérégulation de TP53 peut étre étroitement liée a d’autres événements ayant

lieu lors de la maturation de I'lg.

Certaines mutations hors SHM peuvent aussi étre la cause d’événements primaires lors
de lymphomes comme la mutation oncogénique MYD88-25" dans 90% des cas de la MW.
Cette mutation a pour conséquence l'activation du facteur de transcription NF-kB permettant

d’augmenter la survie et la prolifération des cellules B (section 1.6) (Baron et al. 2019).

.5.2.2.2. Microenvironnement favorable

Du fait de la migration du lymphocyte B dans divers microenvironnement au cours de sa
différenciation, 'émergence de LNHB peuvent étre favorisé par activation continue et/ou

défaut de surveillance immune.

Activation continue des cellules B : 'exemple du lymphome du MALT digestif

Le lymphome du tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT) est un lymphome
indolent a cellules B de la zone marginale extra-nodale. La cause de I'émergence d’un
lymphome du MALT est une réaction immunitaire adaptative normale en réponse a une
inflammation chronique dans les muqueuses gastriques de l'estomac en réponse a

Helicobacter pylori (H. pylori) (Pereira et Medeiros 2014).

H. pylori est une bactérie pouvant coloniser sur une longue période les muqueuses
gastriques. Présente au sein d’environ 59% de la population mondiale, elle est la cause des
gastrites chroniques, asymptomatique dans la plupart des cas. Cependant, H.pylori peut étre

Lilian ROLAND| Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021
38



al'origine d’'ulceres du duodénum (plaies dans la paroi de 'estomac) et de 2 types de cancers :
'adénocarcinome (tumeur épithéliale maligne) ainsi que le lymphome du MALT (Karkhah et
al. 2019).

Une inflammation chronique prolongée induite par la bactérie peut entrainer la formation
de cellules B auto-réactives ainsi qu’une transformation maligne de la cellule B. Les
événements favorisant la transformation de la cellule sont dans 15 a 40% des cas de MALT,
la translocation BIRC3-MALT1, t(11;18) ; dans 20% des cas, la translocation BCL10-IgH,
t(1;14), et dans 5% des cas la translocation IgH-MALT1, t(14;18). De plus, dans 15 a 30% le
géne « TNF Alpha Induced Protein 3 » (TNFAIP3 ou A20) est invalidé a cause des délétions
del(6g23). Ces 4 événements sont impliqués dans 'activation anormale de NF-kB notamment
via la voie du BCR (section 1.7.2.1.1). Dans 50% des cas les traitements anti-microbiens
aboutissent a une rémission compléte du lymphome du MALT, indiquant que la réponse
immune a H. pylori joue un role trés important dans le maintien de la prolifération et de la survie
des cellules malignes, notamment via 'engagement du BCR et de la coopération avec les T
CD4 (Du 2016; Zucca et Bertoni 2016; Violeta Filip et al. 2018).
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Conséquences de l'infection par un virus

Chez I'humain, 3 virus sont liés au LNHB, le virus d’Epstein Barr (EBV ou HHV4), le virus
de I'hépatite C (VHC), I'herpesvirus humain de type 8 (HHV8) et un est lié au LNHT, le virus
T-lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1). Dans les LNHB, L’EBV est frequemment associé
notamment aux lymphomes post-transplantation (« post-transplant lymphoproliferative
disease » ; PTLD), au LH, aux DLBCL et au lymphome de Burkitt (Shannon-Lowe et Rickinson
2019). Le (VHC) est associé au lymphome de la zone marginale (LZM) mais aussi aux DLBCL
et au LF (Couronne et al. 2018). L’'HHV8 est associé au lymphome primitif des séreuses (LPS)
(Sunil, Reid, et Lechowicz 2010).

Présent dans plus de 90% de la population, 'EBV peut se répliquer dans I'épithélium
buccal mais reste a I'état latent dans les cellules B durant toute la vie. Il est responsable de
200 000 cas de cancer par an a travers le monde. Pour exemple, a peu prés 80% des PTLD
sont liés a 'EBV et 50 a 65% ont une haute charge virale ; autrement dit, le virus est sous sa
forme active et se réplique (Shannon-Lowe et Rickinson 2019).

Capable d’infecter et d'immortaliser le lymphocyte B, 'EBV est un virus a ADN circulaire
double brin produisant une 1002 de protéines virales. L’expression combinée de certains de
ses genes permet a ce virus de rester silencieux (Latence 0), de proliférer, d’'infecter ou de
lyser les cellules (Latence I, Il et lll). La latence O est le programme de quiescence du virus.
Le systeme immunitaire est donc incapable de détecter la présence du virus, ce qui lui permet
de persister dans les cellules B mémoires servant alors de réservoir. En latence 0, uniquement
les micro-ARN EBERSs et BART sont produits (les micro-ARN EBERs et BART étant des petits
ARN non codants permettant la régulation de certains genes). La latence | est définie par la
production du facteur de transcription EBNAL qui permet le maintien de I'épisome de 'EBV en
plus des micro-ARN de la latence 0 (EBERs et BART). La latence Il est complétée par
I'expression des protéines membranaires LMP1, LMP2A/2B transducteurs de signal. La
latence 1l correspond & la production de 'ensemble des protéines de latence, les facteurs de
transcription EBNAs 2, 3A, 3B, 3C et LP, la protéine BHRF1 inhibant 'apoptose (un homologue
de I'oncogéne BCL2), ainsi que les génes exprimés lors de la latence 1l (LMP1, LMP2A/2B,
EBNA1, EBER et BART). Parmi ces genes LMP1, exprimé lors de la latence Il et Ill permet
d’activer le facteur de transcription NF-kB jouant un role dans la survie et la prolifération
(section 1.7.2.1.5) (Shannon-Lowe et Rickinson 2019).
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L’infection asymptomatique par I'EBV survient le plus souvent pendant I'enfance via la
salive. Chez I'adulte, l'infection peut étre responsable de la mononucléose infectieuse, une
maladie lymphoproliférative bénigne (Williams et Crawford 2006). Les premiéres cellules a
étre infectées par 'EBV sont a ce jour encore discutées. La premiére hypothése serait que
I'EBV infecte d'abord les cellules épithéliales ou il se réplique, avant d’étre libéré pour infecter
les cellules B colocalisées dans les structures lymphoépithéliales. La deuxieme hypothéese
suggere que I'EBV pénetre dans les cryptes du lymphoépithélium des amygdales via la salive,
traverse la barriére épithéliale et infecte directement les cellules B naives. Les glycoprotéines
du virus lui permettent de rentrer dans la cellule hote via ses récepteurs. Dans le cas des
cellules B, ce sont les glycoprotéines gp350/220 et gp42 de 'EBV qui adhérent respectivement
aux CR2/CD21 et CMHII. L’infection des cellules épithéliales, quant a elle, n’est pas encore
bien comprise. Les glycoprotéines de 'EBV, gH et gL, adhéreraient au récepteur gHgLR ou
aux récepteurs d’adhésion cellulaire (intégrines B1 et a5B1), ou encore, découvert plus
récemment, au récepteur « ephrin A2 » (EphA2) (H. Zhang et al. 2018).

Dans le modéle proposé par Tonoyan, 'EBV infecte dans un premier temps les cellules
épithéliales oropharyngées ou il se réplique lytiquement. Une fois 'EBV libéré dans les tissus
lymphoides, il peut ensuite infecter les cellules B sous-jacentes et utiliser toutes les protéines
de la latence Il induisant la prolifération des cellules B infectées. Chez un patient sain, les
cellules T « helpers » (CD4), cytotoxiques (CD8) et les cellules NK éliminent la trés grande
majorité des lymphocytes B infectées proliférants. Cependant, les quelques cellules
survivantes passent dans le centre germinatif ou elles n’expriment que les protéines de la
latence Il. Par la suite, lorsque les cellules B matures migrent dans le sang, 'EBV passe en
latence 0 (état immunologiguement silencieux), constituant un réservoir stable dans les
cellules B mémoires. L’expression intermittente d’EBNA1 (latence 1) permet au génome viral
d’étre ségrégé avec les chromosomes lors de la réplication des cellules hotes. Les cellules B
mémoires peuvent rester quiescentes, étre recrutées par le CG ou retourner dans les tissus
lymphoides et se différencier en plasmocytes activant alors le cycle lytique viral. L'EBV ainsi
répliqué peut étre excrété et rejoindre la salive afin de réinfecter I'h6te ou étre transmis, cela

durant toute la vie (Figure 21) (Tonoyan et al. 2019).
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Figure 21 Schéma du modéle actuel d’infection primaire et persistante de I'EBV proposé par Tonoyan et al.,
(Figure adaptée de (Tonoyan et al. 2019)).

En infectant les lymphocytes T CD4, le virus de I'immunodéficience humaine (VIH),
responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) est la cause d’une atténuation
de la surveillance antitumorale. La réponse des lymphocytes T CD8 cytotoxiques spécifiques
aI'EBV est essentielle a la répression des cellules immortalisées par le virus chez les individus
en bonne santé. Lorsque la réponse immunitaire adaptative diminue lors de cas d’infection par
le VIH, ou encore due a des traitements immunosuppresseurs chez les patients receveurs
d’une transplantation, la prolifération des lymphocytes B immortalisées par 'EBV n’est plus
contrdlée (Nijland et al. 2015), favorisant I'apparition du LH et des LNHB comme le lymphome
de Burkitt, les DLBCL ou le lymphome primitif du systéme nerveux centrale (SNC) associé a
'EBV (Re, Cattaneo, et Rossi 2019).
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Echappement immunitaire des lymphomes B

L’EBV met en exergue un phénomeéne général, celui du contrdle de I'émergence d’un
LNHB par le systéme immunitaire. Ainsi le systéme immunitaire exerce une pression de

sélection favorisant les cellules ayant acquis des mécanismes d’échappement :

- Echappement par altération de la présentation de I'Ag

Un des mécanismes de I'échappement immunitaire concerne la diminution de la
production du CMHI. Dans certains cas, une altération génétiqgue peut entrainer la perte de
fonction de la protéine B2M qui est importante lors de 'assemblage du CMHI, ou encore la
perte de CD58 (LFA-3) qui lie le CD2 présent a la membrane de la cellule T et permet
I'optimisation de la reconnaissance du CMH (Challa-Malladi et al. 2011). De plus, I'expression
du CMHII peut aussi étre impactée de la méme maniere avec la translocation inactivatrice de
CIITA (régulateur positif de la transcription de CMHII) (Steidl et al. 2011). Le CMHI non
classique (HLA-G) connu pour son role dans la tolérance immunitaire foeto-maternelle, quant
a lui, peut étre surexprimé par les cellules tumorales de certains lymphomes. Le HLA-G,
corégulé avec le CMHI, est une molécule tolérogene qui inhibe la cytolyse médiée par les
cellules NK ou les LT CD8 (Rizzo et al. 2014). Bien que non relié stricto sensu a la présentation
de I'Ag, la perte de fonction du récepteur FAS/CD95 qui, en temps normal, entraine I'apoptose
lorsqu’il est activé par son ligand FASL/CD95-L présent sur les cellules T, a également été

observée (Figure 22) (Maurus et al. 2018).

- Echappement par inhibition de la réponse immune

Comme évoqué pour les Breg et les Treg, les mécanismes d’inhibition les plus connus de
la réponse immune dans les lymphomes sont liés aux protéines membranaires CD70, PD-L1
(B7-H1/CD274) et autres protéines de la famille B7 qui peuvent étre surexprimées par les
cellules malignes. L’activation des récepteurs respectifs de ces 3 ligands, CD27,
« programmed cell death 1 » (PD-1/CD279) et « cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
4 » (CTLA4/CD152), ont pour conséquence d’anergiser les cellules T (Lens et al. 1999;
Stamper et al. 2001). La surexpression de PD-L1 peut étre la conséquence d’'une aberration
génétique mais aussi de l'infection par un virus (EBV, HHV8) (Durand-Panteix et al. 2012; B.
J. Chen et al. 2013). De ce fait, nous savons que les cellules immortalisées par 'EBV miment

phénotypiquement et fonctionnellement les Breg, et que la protéine LMP1 de la latence Il et Il
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de 'EBV permet de détourner la signalisation du récepteur CD40, activant le facteur de

transcription NF-kB, et surexpriment PD-L1 (Auclair et al. 2019; Vincent-Fabert et al. 2019).
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Figure 22 Schéma des principaux mécanismes d’échappement immunitaire des cellules tumorales.
(Figure adaptée de (Menter et Tzankov 2018))

1.5.2.3. Evénements liés a la transformation en lymphome agressif : la
synergie entre les oncogenes

Les lymphomes indolents peuvent dans certains cas se transformer en lymphomes
agressifs via 'accumulation d’événements liés et non liés a la maturation de I'lg, se traduisant
par une prolifération plus élevée des cellules malignes, une résistance aux traitements et un
mauvais pronostic. Ce phénomeéne est observé le plus fréquemment parmi les cas de LF, avec
2 a 3% des cas se transformant en lymphome agressif (DLBCL) tous les ans (Fischer et al.
2018). Comme déja cité en section 1.5.2.2.1, certains événements secondaires comme
I'altération des génes EZH2, MLL2, CREBBP ou EP300 contribue a I'émergence du LF. C’est

grace a la comparaison des données génomiques des cellules de LF et de LF transformés
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(LFt) que des événements permettant la transformation en lymphome agressif ont pu étre mis
en évidence. Les plus fréquentes sont : Les délétions, la perte d’hétérozygotie ou les mutations
impactant négativement p53 (TP53) ; les délétions et/ou la perte d’hétérozygotie de CDKN2A ;
la translocation, amplification de MYC (Kridel, Sehn, et Gascoyne 2017). L’aberration la plus
fréquente est la perte du suppresseur de tumeur CDKN2A qui est un régulateur négatif de
I'entrée en cycle G1 de la cellule et stabilise I'activité d’'un autre suppresseur de tumeur, TP53.
Dans les LFt, il est aussi fréquemment observé une surexpression de MYC, avec dans de plus
rare cas une association avec la translocation BCL-2 caractérisée comme lymphome « double-
hit » de plus mauvais pronostic. La synergie BCL-2-cMYC a été démontrée dans les années
90 (T. J. McDonnell et Korsmeyer 1991). Encore moins fréquemment observée, I'association
de la translocation de BCL-6 avec les 2 aberrations précédentes caractérise les lymphomes
« triple-hit » (MYC/BCL-2/BCL-6) avec un encore plus mauvais pronostic (Pasqualucci et al.
2014; Fischer et al. 2018).
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[.6. La protéine MYD88

C’est en 1990 lors de I'étude de la différenciation myéloide induit par IL6 chez la souris,
gue le gene Myd88, pour « myeloid differentiation primary response 88 », a été décrit pour la
premiere fois (Lord, Hoffman-Liebermann, et Liebermann 1990). Ce dernier est localisé en
position p22 du chromosome 3 chez 'humain. L’étude de sa séquence protéique en 1994 a
permis de mettre en évidence I'homologie de son domaine cytoplasmique avec le récepteur
Toll mis en évidence chez la Drosophile (Gay et Keith 1991) et le récepteur a I'lL-1 (IL-1R)
chez les mammiferes (Hultmark 1994). Ainsi le domaine Toll-IL-1R (TIR) en C terminal peut
interagir avec d’autres protéines possédant ce méme domaine comme la protéine adaptatrice
MAL ainsi que les récepteurs TLRs, décrits ci-aprés (Z. Lin et al. 2012). Le domaine appelé
« death domain » (DD) en N terminal permet la liaison avec les protéines de la famille IRAK
(Figure 23) (Deguine et Barton 2014).

MYD28 DD D

1 54 109 159 296

Figure 23 Représentation de la structure de la protéine MYD88.
Domaines fonctionnels : « Death domain » (DD) en N terminal, le domaine intermédiaire (ID), et le domaine « Toll-
IL-1 receptor » (TIR) en C terminal (Figure adaptée de (Rossi 2014)).

[.6.1.Les récepteurs recrutant MYD88

L'immunité innée met en jeu des récepteurs capables de reconnaitre certains motifs du
non soi provenant de pathogénes, appelés « pathogen-associated molecular patterns »
(PAMPs). Ces PAMPs peuvent étre des molécules bactériennes comme les lipoprotéines
diacylées ou tryacylées, le LPS, la flagelline, les régions d’ADN riches en CpG non méthylés,
mais aussi des molécules virales, 'ARN simple brin (ARNsb) ou double brin (ARNdb). Les
récepteurs reconnaissant ces PAMPs sont appelés « pattern-recognition receptors » (PRRSs)
parmi lesquels on retrouve les récepteurs cytoplasmiques « leucine-rich repeats » (NLRS),
« retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptors » (RLRS) et les récepteurs membranaires
« toll-like receptors » (TLRs) (Loiarro, Ruggiero, et Sette 2010; Kawai et Akira 2009). Parmi
ces PRRs, les TLRs sont capables d’activer le complexe NF-kB et la voie des « mitogen-
activated protein kinases » (MAPK). Ce sont des glycoprotéines membranaires dont le
domaine extracellulaire est composé d’'un nombre variable de régions riches en leucine (LRR).

La partie intracellulaire du TLR posséde un domaine de signalisation cytoplasmique TIR
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(Akira, Uematsu, et Takeuchi 2006). Chez I'humain il existe 10 protéines dans la famille des
TLR (TLR1 a 10) capables de se lier aux différents PAMPs. Lorsqu’'un TLR est activé, le
changement de configuration rend son domaine cytoplasmique TIR accessible a une protéine
possédant un adaptateur contenant aussi un domaine TIR. Ces dernieres sont au nombre de
5: MYD88, « MyD88 adaptor-like » (MAL, TIRAP), « Toll/I[L-1R domain-containing adaptor-
inducing IFN-B-related adaptor molecule » (TRAM), « Toll/IL-1R domain-containing adaptor-
inducing IFN-B » (TRIF) et « sterile a-motif and armadillo motif-containing protein » (SARM).

Avant de pouvoir se lier a MAL et MYD88 via leur domaine TIR, le TLR2 s’associe avec le
TLR1, 6 ou 10, le TLR7 avec le TLR8. Les TLR9 et 4 forment un homodimeére, cependant le
TLR4 nécessite la présence de « myeloid differentiation factor-2 » (MD2) autrement appelé
« lymphocyte Antigen 96 » (LY96). Le TLRS qui lui aussi est actif sous forme d’homodimére
peut se lier directement a MYD88. Le TLR3 formant un homodimeére se lie directement a TRIF
et 'homodimeére TRL4 une fois endocyté peut se lier a TRAM et TRIF. SARM qui est aussi
une protéine possédant un adaptateur contenant un domaine TIR, est un inhibiteur de TRIF.
Les TLRs une fois complexés recrutent la protéine « IL-1R associated kinase 4 »IRAK4 (Figure
24) (Ullah et al. 2016).
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Figure 24 Schéma des récepteurs TLR/IL-1R et protéines a domaines TIR.
Protéines a domaines TIR (MAL, MYD88, TRAM, TRIF et SARM) activant IRAK4 de la voie de signalisation des

TLRs humain ainsi que leurs ligands respectifs (Figure adaptée de (Ullah et al. 2016)).

Aprés le recrutement de la protéine IRAK4 via son domaine DD, IRAK4 recrute et
phosphoryle IRAK1 et 2 et forment le « myddosome » (S.-C. Lin, Lo, et Wu 2010). Lors de
I'activation des TLRs 1, 2, 4, 5, 6, I'interaction du myddosome avec « TNF Receptor Associated
Factor 6» (TRAF6) permet ensuite I'ubiquitination et I'activation du complexe TAK1/TAB (Xia
et al. 2009). TAK1 ayant la capacité d’activer la voie canonique de NF-kB (p65/p50) et MAP
Kinases. Les MKK4/7, MKK3/6 et MKK2 activent respectivement les protéines JNK, p38 et

Lilian ROLAND| Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021
47



ERK et permettent le passage du facteur de transcription AP-1 dans le noyau permettant
I'expression de cytokines inflammatoires. La voie NF-kB est détaillée plus précisément dans
la partie lui étant dédiée (section 1.7). Lors de l'activation des TLRs endosomaux 7, 8 et 9 le
myddosome interagit avec TRAF3 pour activer IKKe et TBK1 ayant pour conséquence la
phosphorylation du facteur de transcription « interferon-regulatory factor 7 » (IRF7) qui

promeut I'expression d'IFNa (Figure 25) (J. Q. Wang et al. 2014).
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Figure 25 Schéma de la signalisation cellulaire dépendante de MYD88 des récepteurs TLRs/IL-1R.
(Figure adaptée de (J. Q. Wang et al. 2014)).
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[.6.2.Mutations de MYD88 dans les lymphomes

Des mutations récurrentes ont été retrouvées sur la protéine MYD88 lors des cas de ABC-
DLBCL, GCB-DLBCL, BL et MALT (Figure 26). La mutation la plus fréquente est la substitution
L265P, cette derniere modifie la configuration du domaine TIR de la protéine lui permettant de
se complexer spontanément a IRAK4 et IRAK1 et activant constitutivement le facteur de
transcription NF-kB (Ngo et al. 2011).

12207 R | M232T | S243N
1x ABC 3x ABC| 4x ABC
1x GCB

$222
1xABC
E
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Figure 26 Représentation de la séquence d’acides aminée de la protéine MYD88 et des mutations récurentes lors

des DLBCL-ABC/GCB, BL, MALT
(Homme, souris, cheval, chien, mouton, grenouille) (Figure adaptée de (Ngo et al. 2011)).

Décrit initialement par Ngo et al., dans les DLBCL de type ABC (Ngo et al. 2011), en 2012
I'équipe de Treon et al., découvre que la mutation MYD88-2%5F est présente dans 91% des cas
de macroglobulinémie de Waldenstrom (MW) (Treon et al. 2012), rapidement confirmé par
notre laboratoire (Gachard et al. 2013). Par la suite, les résultats des études de nombreux cas
de patients atteints de lymphomes B différents ont permis de mettre en évidence plus
exactement la fréquence de la mutation MYD88-2%°F dans la MW (87%), le DLBCL du systéme
nerveux central (SNC ; 70%), le DLBCL cutané de type jambe (TJ ; 54%), la gammapathie
monoclonale a de signification indéterminée (MGUS) a IgM (52%), le DLBCL testiculaire
primitif (LTP ; 73%) et le DLBCL ABC (24%). Cette étude permet de mettre en valeur la
présence de la mutation MYD88-2%°" essentiellement dans les lymphomes ayant pour origine

cellulaire les cellules B activées (Figure 27) (X. Yu et al. 2018).
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Figure 27 Diagramme de fréquence de la mutation MYD88-255" dans les différents lymphomes B.

LCM ; Leucémie lymphoide chronique (LLC) ; BL ; DLBCL-GCB ; LF ; Lymphome de la zone marginale (LZM) ;
DLBCL-ABC ; DLBCL cutané Type Jambe (TJ); Lymphome Testiculaire Primitif (LTP); DLBCL du Systéme
Nerveux Central (SNC) ; MW ; MGUS IgM, IgG/A ; Myélome multiple (MM) (Figure adaptée de (X. Yu et al. 2018)).

La mutation MYD88-2%F est retrouvée dans 52% des patients avec un MGUS a IgM (X. Yu
et al. 2018), une indication claire que la mutation est un évenement primaire dans la MW. Bien
que trés fortement associée a la mutation de MYD88, la MW est sans doute hétérogéne au
plan clinicobiologique. En effet, les patients peuvent présenter a des degrés variables des
cytopénies périphériques, des neuropathies sensitives, une organomégalie et/ou une phase
leucémique de leur lymphome. De plus, le degré de différenciation lymphoplasmocytaire est
lintensité du pic IgM est trés variable. De fait, 'étude récente de D. Roos-Weil et al. chez 35
patients atteints par la MW et porteurs de la mutation MYD88-2%5P, suggére que cette entité
pourrait renvoyer a deux origines cellulaires différentes, le lymphocyte B mémoire (sous type
MBC-like) ou le plasmocyte (sous type PC-like). Or le sous type MBC-like est plus volontiers
associé a une splénomégalie et/ou a une thrombopénie. Le type MBC-like présente également
une proportion plus élevée de petits lymphocytes mirs (id.est le type PC-like présente un
aspect lymphoplasmocytaire plus marqué) (Roos-Weil et al. 2020). Ceci indique que la
mutation activatrice de MYD88 peut exercer son action oncogénique a différents stades de
maturation de lymphocyte B. En effet, n’étant pas absolument spécifique de la MW, la mutation
MYD88-2%5P est aussi retrouvée dans 24% des DLBCL-ABC, 70% des lymphomes
immunoblastiques primitifs du SNC, dans 54% des lymphomes B cutanés de type jambe et
73% des lymphomes testiculaires primitifs (X. Yu et al. 2018). Ces quatre types de lymphomes
sont tous agressifs avec un phénotype activé et ont pour contrepartie tumorale supposée un
lymphocyte B mémoire post centre germinatif. Plus précisément, l'origine cellulaire du
lymphome B de type jambe se situe entre la cellule du CG et le plasmocyte ayant subi la SHM
et exprimant I'lgM (Pham-Ledard et al. 2017). Les cellules a 'origine du lymphome du systéme

nerveux central seraient aussi issues des cellules post-CG (aspect possiblement
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plasmocytaire) et présentent un fort taux de mutations des régions VDJ dans le locus IgH
(Camilleri-Broét et al. 2006; Bodor et al. 2020). Les lymphomes testiculaires primitifs aurait
€galement pour origine les cellules B mémoires post-CG (avec aussi un fort taux de mutations
dans les régions VDJ du locus IgH) avec un phénotype activé et un aspect plasmablastique
(Cheah, Wirth, et Seymour 2014). Dans les DLBCL-ABC, I'expression caractéristique d’'IRF4
est le reflet moléculaire de 'engagement partiel des cellules tumorales dans la différenciation
plasmocytaire telle que souvent vue au plan morphologique (Alizadeh et al. 2000). Ainsi il
apparait que tous ces cancers B associés a la mutation activatrice de MYD88 seraient issus
d’'une cellule B mémoire IgM post-CG plus ou moins engagée dans la différenciation
lymphoplasmocytaire. Dans une revue récente, Venturutti et al. proposent que le précurseur
clonal de ces cancers B serait dans un état oscillant entre la cellule B mémoire post-CG et le
préplasmocyte/plasmablaste (Venturutti et Melnick 2020). Dans ces LNH a cellules B activées,
la mutation MYD882%5" pourrait donc étre un événement fondateur dans la transformation de
la cellule B mémoire & IgM ayant subi la SHM et s’engageant par la suite dans la différenciation
plasmocytaire. De ces lymphomes B associés a MYD88, la MW est la seule qui soit un
lymphome indolent avec un contingent (souvent faible) de cellules B en différenciation
plasmocytaire terminale (CD138+) responsable d’'une sécrétion d’lgM monoclonale (Gayet et
al. 2021). Nos résultats sur notre modéle murin indiquent clairement que MYD88 est capable
de « pousser » la cellule B tumorale jusqu’au plasmocyte sécréteur d’IgM. Réciproquement,
on peut se poser la question de savoir pourquoi MYD88 a « besoin » d’un contexte cellulaire
lymphoplasmocytaire IgM pour exercer son pouvoir transformant (a 'opposé par exemple de
MYC réarrangé dans le lymphome de Burkitt et dans le myélome, deux tumeurs issues d’'un
lymphocyte B a deux stades de maturation trés distants, le lymphocyte B du CG et le

plasmocyte commuté respectivement).

Ces résultats aménent a se questionner sur le réle de MYD88-2%°F dans I'émergence de
ces lymphomes. La conséquence primaire étant I'activation constitutive du facteur de
transcription NF-kB, ce dernier permet I'expression d’'une multitude de génes impliqués dans
la survie et la prolifération (Ngo et al. 2011). Pour exemple, la signalisation autocrine provenant
de la surexpression des cytokines inflammatoires IL6 et IL10 entraine ensuite une suractivation
de la voie JAK/STAT3 dans les DLBCL-ABC (Lam et al. 2008). STAT3 entrainant la
prolifération permet aussi I'inhibition de la voie des IFN de type | (IFN-a, IFN-(...) via IRF7 (L.
Lu et al. 2018). Dans les lignées cellulaires de DLBCL et MW, la surexpression de la protéine
« hematopoietic cell kinase » (HCK) couplée a I'activation de cette derniére par IL6 entraine la
prolifération et la survie participant ainsi a la néoplasie des cellules B dans ces pathologies (G.

Yang et al. 2016). Il a aussi été démontré dans des cellules provenant de cas de MW, que
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MYD882%°P avait une affinité de liaison importante avec la « Bruton Tyrosine Kinase » (BTK)
phosphorylée initialement connue dans la signalisation liée au BCR (Figure 28) (G. Yang et al.
2013)

| iy

MYD88
L265P |

|
@/ lp'RAl’i‘ STAT3

Figure 28 Représentation des conséquences fonctionnelles directes et indirectes de la mutation MYD88-%55F dans
le cadre de la lymphomagénése B.
(Figure adaptée de (X. Yu et al. 2018)).
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I.7. Le facteur de transcription NF-kB

Le facteur de transcription NF-kB est souvent suractivé dans des lymphomes B trés divers
(LF, LH, LCM, lymphome de la zone marginale splénique (LZMS), MALT, DLBCL-ABC, MW).
De fréquentes altérations génétiques associées a ces différents LNHB ont pour conséquence
I'activation constitutive de NF-kB impliqué dans les voies de survie et de prolifération de la
cellule. Beaucoup de travaux ont été réalisés sur ce theme pour mieux comprendre cette voie

et développer des traitements pour ces maladies.

[.7.1.Le complexe NF-kB

C’est en s’intéressant a la transcription de la chaine légére k en 1986 que Sen et Baltimore
ont découvert dans des extraits de tumeurs a cellules B, un facteur de transcription appelé
NF-kB pour « Nuclear factor Kappa B » pouvant se lier a la séquence d’ADN
« GGGACTTTCC » du promoteur du géne IgLk (Sen et Baltimore 1986a; 1986b) ; puis, plus
tard, IkBa, en opposition aux autres IkB (décrites ci-aprés). En 1988, Baeuerle et Baltimore
découvrent alors une forme inactivée de NF-kB dans le cytoplasme ainsi que son inhibiteur
nommé IkB (Patrick A. Baeuerle et Baltimore 1988a; 1988b). Aprés plus de 30 années de
recherche, il a été démontré que NF-kB est exprimé dans quasiment tous les types de cellules
et que ses sites de liaison a 'ADN (5-GGGRNNNYCC-3’) sont présents dans les promoteurs
d’un large panel de génes. Il a été rapidement démontré que ce facteur de transcription avait
un réle clé dans le développement et 'homéostasie du systéeme immunitaire, ainsi que dans
la réponse a linflammation. Du fait de son impact dans de nombreux processus comme
'apoptose, la prolifération, la différenciation et le développement, NF-kB est fortement régulé
a de multiples niveaux. Le complexe d’IkB kinase (IKK) permet la régulation des protéines IkB
qui inhibent directement NF-kB en le retenant dans le cytoplasme (Oeckinghaus et Ghosh
2009; Mulero et al. 2019). De plus IkBa fait partie des nombreux genes régulés par NF-kB. La
transcription de son propre inhibiteur permet le rétrocontrole négatif de NF-kB en exportant le

complexe du noyau au cytoplasme (Hayden et Ghosh 2008; 2014).
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Chez les mammiféres, la famille NF-kB est composée de 5 sous-unités de protéines
différentes (Figure 29A) :

- Rel-A (p65) (Chrll1gl3.1),

- RelB (Chr19g13.32),

- c-Rel (Chr2p16.1),

- p50 (issue du précurseur p105/NFKB1) (Chr4q24),

- p52 (issue du précurseur p100/NFKB2) (Chr10g24.32).

Elles partagent toutes la séquence conservée d’homologie REL (DHR) de 300 acides
aminés. La partie N-terminale du DHR est nécessaire a la formation d’'un homo- ou
hétérodimeére (Figure 29B). Cependant seules les protéines RelA, RelB et c-REL possédent
des domaines de transactivation (TAD) et RelB a besoin d’'un domaine « leucine-zipper » (LZ)
en plus pour étre complétement active. C’est pourquoi lors de la dimérisation, le complexe NF-
KB est composé d’'une sous-unité possédant au moins un DHR pour permettre la transcription
des genes cibles. Cependant les homodiméres p50/p50 et p52/p52 n’ayant pas de domaine
TAD, peuvent activer ou inhiber la transcription de certains génes seulement en s’associant a
certaines IkB (BCL-3, IkB( et IKBNS) (Mitchell et Carmody 2018; Oeckinghaus et Ghosh 2009;
Mulero et al. 2019).

B : : H RelB @ p52

RelA Domaine d’homologie REL TAD 2 TAD 1 551
(pB5) 43 301 428 521
c-Rel Domaine d’homologie REL TAD 1 TAD 2 587

8 200 422 497 518
p50 Domaine d’homologie REL 433

43 363
RelB |54 g Domaine d’homologie REL TAD 557

410
38 338 Y I ¥
L AN

Figure 29 Représentation des sous-unités du complexe NF-kB

A : Protéines de la famille NF-«kB (RelA (p65), c-Rel, p50, RelB, p52) avec leur domaine d’homologie REL, « leucine
zipper » (LZ) et « transactivating domain » (TAD). Le nombre correspond a la quantité d’acides aminés. B : Diméres
des protéines de la famille NF-«kB. Les diméres correspondant a la voie canonique de NF-kB sont en rouge avec
I’hétérodimere ubiquitaire p50/RelA en rouge foncé. Les diméres correspondant a la voie non-canonique
(alternative) de NF-«kB sont en vert avec I'hétérodimére prédominant p52/RelB en vert foncé. En gris clair les
diméres inexistants. Domaine TAD (TAD), domaine de dimérisation (DD), domaine N-Terminale (NTD) (Figure
adaptée de ((Mitchell et Carmody 2018; Mulero et al. 2019)).
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La majorité des complexes NF-kB des cellules non stimulées est retenue dans le
cytoplasme par les protéines de la famille IkB qui sont au nombre de 8 (Figure 30). Ce réle est
particulierement attribué aux IkB dites prototypiques (IkBa, IkBpB, IkBeg) qui se lient aux diméres
de NF-kB en masquant la séquence d’adressage au noyau « nuclear localization signal »
(NLS) présente dans le domaine de dimérisation (DD). La liaison se fait par le domaine de
répétition ankyrine (ANK) de I'lkB a la partie C-terminale du domaine DHR du complexe NF-
kB (Mitchell et Carmody 2018; Mulero et al. 2019). Les précurseurs de NF-kB, p105 (IkBy) et
pl100 (IkBd), peuvent aussi inhiber la forme active de NF-kB en se liant directement & un
monomere par le DHR. (Rice, MacKichan, et Israél 1992; Naumann et al. 1993). Le domaine
PEST en C terminal des IkBa et IkB est appelé ainsi car il est riche en proline (P), acide
glutamique (E), sérine (S) et thréonine (T), il permet d’'empécher la liaison d’NF-kB a I’ADN
(Sue et Dyson 2009; Dembinski et al. 2017). Contrairement aux IKB prototypiques et aux
précurseurs de NF-kB, le réle des IkB atypiques (BCL-3, IkBZ, IKBNS) est plus complexe et
n’est pas encore totalement connu de nos jours. La structure de IKBC et IKBNS est similaire a
celle de BCL-3. Elles sont localisées dans le noyau, et se lient avec les hétéro- ou
homodimeéeres de p50 ou p52 (Hoffmann, Natoli, et Ghosh 2006). Cependant IkB{ n’est
exprimée que lors d’une stimulation via les récepteurs IL-1R et TLR4 (Yamazaki et al. 2005).
BCL-3 peut permettre la transcription de certains génes en éliminant les homodiméres
répressifs (p50/p50 et p52/p52) et laissant place a une forme active comme p65/p50 (Hayden
et Ghosh 2004). A linverse, la surexpression de BCL-3 peut inhiber I'activation de NF-kB
(Wessells et al. 2004).

ANK

IkBat (X XXX X)) PEST |- 317
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Figure 30 Représentation des inhibiteurs d’NF-kB

Protéines de la famille IkB : membres prototypiques (classique) (/kBa, IkBB, IkBe), membres atypiques (BCL-3,
IkB, IkBNS) et précurseurs de NF-«kB (p105 et p100). Domaines d’homologie Rel (DHR), domaine de répétition
ankyrine (ANK) et domaine PEST (PEST). Le nombre correspond a la quantité d’acides aminés (figure adaptée de
(Mitchell et Carmody 2018)).
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Lors de l'activation de NF-kB par la voie dite classique ou canonigue, les protéines IkB
sont phosphorylées par les IkB kinase (IKK) du complexe IKK composé des protéines IKKa,
IKKB et de la sous unité régulatrice IKKy aussi appelée NEMO (Figure 31) (Israél 1997;
Yamaoka et al. 1998). Les protéines IKKa et IKKB sont exprimées de facon ubiquitaire et sont
composées d’'un domaine kinase permettant la phosphorylation. Cette derniére est facilitée
grace au domaine « helix-loop-helix » HLH. Le domaine « leucine zipper » (LZ) permet la
dimérisation des kinases, alors que le domaine « NEMO binding domaine » (NBD) en C-
terminal, entraine la liaison au premier domaine « coiled coil » (CC1) de la protéine NEMO
(Oeckinghaus et Ghosh 2009).

NBD
IKKe | Domaine kinase E ——.

NBD
IKKB | Domaine kinase ——.

KKy 0000000 6=CEER=

Figure 31 Représentation des IkB kinases des voies NF-«B

Protéines de la famille IKK : IKKa, IKKB, IKKy (NEMO). Domaines « Leucine zipper » (LZ), « helix-loop-helix »
(HLH), « NEMO binding domain » (NBD), « Coiled coil » (cc) et « zinc finger » (Z) (Figure adaptée de (Oeckinghaus
et Ghosh 2009))

En 2001, I'équipe de Michael Karin a pu mettre en évidence la voie non canonigue de NF-
kB dans les cellules B grace au modeéle murin ikka®’**. Dans ce modéle I'inactivation de I'lKKa
cause un blocage de la dégradation partiel de p100. La kinase IKK(, n’étant pas recrutée pour
la dégradation de p100 induite par NIK, a donc mis en valeur une voie alternative de NF-kB
(Senftleben et al. 2001). Depuis, de nombreux récepteurs ont pu étre associés a I'activation

des voies canonique ou non canonique de NF-kB (Figure 32).

En fonction du microenvironnement et des signaux percus par les différents récepteurs de
la cellule, la voie activatrice de NF-kB peut étre canonique (classique) ou non canonique
(alternative). Dans ces deux voies, les complexes IKK phosphorylent les inhibiteurs IkB et
entrainent leur poly-ubiquitination (Ub) c’est-a-dire la liaison d’'une chaine protéique composée
essentiellement d’ubiquitines reliées entre elle par la lysine (K) en position 48 (Ub-K48). Ceci
est réalisé par une ubiquitine ligase E3. Ainsi I'Ub-K48 entraine la dégradation par le
protéasome de la protéine cible. Cette modification post-traductionnelle des inhibiteurs IkB est
nécessaire au passage de NF-kB dans le noyau sous sa forme active. Le complexe se lie
ensuite aux sites spécifiques de I'ADN et régule la transcription de genes de survie, de

prolifération et d'immunomodulation/inflammation (Figure 32) (Bonizzi et Karin 2004). La voie
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non-canonique est liée aux complexes NF-kB contenant RelB contrairement a la voie

canonigue ou NF-kB correspondant aux complexes RelA et cRel (Mulero et al. 2019). Notons

a ce sujet que les roles de RelA et cRel ne sont pas redondants, puisque cRel est essentiel a

la survie des B du CG, et RelA est impliqué dans la différenciation plasmocytaire post-CG et

régule I'expression de IRF4 entre autres génes cibles (Heise et al. 2014).
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Figure 32 Schéma des différents récepteurs et plateforme IKKa, IKKB, NEMO, a l'origine de I'activation de la voie

canonigue ou non-canonique d’NF-kB.

Conséquences sur la production de protéines inflammatoires ou situationnelles (Figure adaptée de (Bonizzi et Karin

2004)).
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I.7.2.Les récepteurs activant NF-kB

1.7.2.1. Les récepteurs principalement associés a I’activation de la voie
canonique de NF-kB

[.7.2.1.1. TCR et BCR

La voie canonique de NF-kB peut étre activée via le BCR et le TCR par I'intermédiaire
commun du complexe CBM composé de 3 protéines : « caspase recruitment domain family
member 11 » (CARD11 ou CARMA1l), « B cell CLL/lymphoma 10 » (BCL10) et « MALT1
Paracaspase » MALT1 (Figure 33) (H. Lu et al. 2018).

Du BCR a la phospholipase Cy2 (PLCy2)

Lorsque le BCR capte un Ag, cela modifie la configuration des chaines Iga (CD79A) et Ig
(CD79B) et entraine la phosphorylation de leur motif d’activation des récepteurs immuns basé
sur la tyrosine (ITAM) par la tyrosine kinase de la famille SRC, LYN. Une autre tyrosine kinase,
SYK, de la famille SYC, est ensuite recrutée puis phosphorylée. Un premier signalosome se
forme alors avec les protéines « B cell linker protein » (BLNK), « Bruton tyrosine kinase »
(BTK) aboutissant a la phosphorylation de PLCy2 (Figure 33) (Woyach, Johnson, et Byrd
2012).

Du TCR a la phospholipase Cy1 (PLCy1)

La présentation d’'un peptide antigénique au TCR via le CMH entraine la phosphorylation
des motifs ITAM des chaines ¢ qui peuvent ensuite étre phosphorylés par la tyrosine kinase
de la famille SRC, LCK. La tyrosine kinase « zeta-chain-associated protein kinase » 70
(ZAP70) de la famille SYC est recrutée puis phosphorylée. Le signalosmome formé par la suite
est composé des protéines « SH2 domain containing leukocyte protein » de 76 kDa (SLP76),
« linker of activated T cells » (LAT), « IL-2 inducible T cell kinase » (ITK) phosphorylant au final
PLCy1 (Figure 33) (Huse 2009).
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De la phospholipase C a NF-kB

Les phospholipases PLCy1 ou PLCy2 hydrolysent le phosphatidylinositol 4,5 biphosphate
(PIP2) en diacylglycerol (DAG) et inositol-1,4,5-triphosphate (IP3). IP3 induit I'export de
calcium (Ca?") du réticulum endoplasmique au cytoplasme. Le DAG et I'lP3 permettent
d’activer la protéine kinase C (PKC) (PKCB6 dans les cellules T et PKCPB dans les cellules B)
(Woyach, Johnson, et Byrd 2012; Huse 2009). La PKC vient ensuite phosphoryler 3 sérines
dans le domaine inhibiteur de CARD11 qui change de configuration permettant I'accés aux
sites de liaison a BCL10 qui est lié constitutivement & MALT1 (Qiao et al. 2013). Plusieurs
diméres BCL10-MALT1 s’associent avec CARD11 formant des « filaments », aboutissant au
recrutement de l'ubiquitine ligase « TNF receptor-associated factor 6 » (TRAF6) apte a
catalyser la liaison d’'une chaine d’'ubiquitines reliées entre elles par la lysine 63 (Ub-K63) de
MALT1 et NEMO (David et al. 2018). En plus de 'Ub-K63, le complexe d'assemblage de
chaine d'ubiquitine linéaire (LUBAC), permet d’associer les chaines linéaires d'ubiquitine liées
par la méthionine 1 (Ub-M1) a NEMO. LUBAC est composé des 3 protéines, « heme-oxidized
IRP2 ubiquitin ligase 1» (HOIL1), « HOIL1-interacting protein » (HOIP) et « SHANK
associated RH domain interacting protein » (SHARPIN) (Y. Yang et al. 2014). Ces deux types
d'ubiquitination (Ub-K63 et Ub-M1) médient le recrutement via NEMO et I'activation optimale
du complexe IKK (Gerlach et al. 2011). Plusieurs déubiquitinases comme TNFAIP3 (A20), la
« CYLD Lysine 63 Deubiquitinase » (CYLD) et OTULIN peuvent inhiber ce recrutement (Q.
Zhang, Lenardo, et Baltimore 2017). La protéine IKK est phosphorylée par la kinase « TGF[3-
activated kinase 1 » (TAK1) couplée a ses protéines adaptatrices associées TAB2/3. IKK
phosphoryle ensuite IKKa (Schuman et al. 2009). Le complexe IKK peut donc ensuite
phosphoryler les sérines des IkB. IkBa est phosphorylée en S32 et S36, IkBp en S19 et S23
et IkBe en S18 et S22 (Viatour et al. 2005). S’en suit 'Ub-K48 des IkB, signal de sa
dégradation, permettant la libération de NF-kB pouvant alors passer dans le noyau (Figure 33)
(Q. Zhang, Lenardo, et Baltimore 2017).
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Figure 33 Schéma de la voie de signalisation canonique de NF-«B en lien avec le BCR etle TCR
(Figure adapté de (H. Lu et al. 2018)).

De plus, le BCR/TCR est en mesure d’activer NF-kB via la voie PI3K/AKT (Bresin et al.

2016), cette derniere étant détaillée dans la description des récepteurs couplés aux protéines
G (RCPG).

1.7.2.1.2. TLR et IL-1R

Aprés activation des TLR/IL-1R et recrutement de MYD88 ou TRIF et de ces protéines
adaptatrice, IRAK4 est recrutée (Figure 24), il peut ensuite phosphoryler IRAK1 et 2 recrutant
alors TRAF6. Cette ubiquitine ligase E3 sélectionne la protéine a modifier mais nécessite la
présence du complexe E2 composé de « Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 V1 » (Uev1A) et
de « Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2N (Homologous To Yeast UBC13) » (Ubcl3) pour
catalyser 'Ub-K63 de NEMO (Deng et al. 2000). L'Ub-M1 médiée par LUBAC et la
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phosphorylation par le complexe TAK1-TAB permet I'activation du complexe IKKa/p (C. Wang
et al. 2001). Ceci entraine la phosphorylation des sérines S32 et S36 d’lkBa libérant NF-kB
(Dhillon et al. 2019).

Les protéines TRAF ne sont pas forcément toutes activatrices de la voie NF-kB. TRAF3
inhibe le complexe TRAF6/TAB/TAKL. Cependant TRAF6 catalyse aussi 'Ub-K63 de clAP1/2
autrement appelé « Baculoviral IAP Repeat Containing » 2 et 3 (BIRC2/3) ce qui active la
fonction d’ubiquitine ligase E3 de clAP1/2 et permet 'Ub-K48 la protéine TRAF3 avec pour
conséquence sa dégradation par le protéasome (Figure 34) (Ostuni, Zanoni, et Granucci
2010). Le role de TRAF1 a été longuement remis en cause car il est capable d’agir comme un
régulateur positif ou négatif de la voie NF-kB s’il est surexprimé (Edilova, Abdul-Sater, et Watts
2018). Dans le cadre de I'activation du TLR, il agit comme un régulateur négatif en interférant
avec le complexe LUBAC, inhibant I'activation de NF-kB (Abdul-Sater et al. 2017).

TLRs/IL-1R Co-activation via IL-6R

Ub-K63 Dégradation par
———— » e protéasome

-

Survie
Prolifération

Soooeu000000

.\-‘\‘ \\\
Ny

Figure 34 Schéma de la voie de signalisation canonique de NF-«kB en lien avec les récepteurs TLR/IL-1R.
(Figure adaptée de (Hunter et al. 2017; Dhillon et al. 2019)).
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Lors de l'activation d’'un TLR, la voie canonique de NF-kB est activée via les protéines
IRAK et TRAF. Cependant, depuis 2003 nous savons que dans certains cas, la protéine BTK
pouvant étre co-activée par la signalisation IL-6R (Hunter et al. 2017), peut se lier aux
domaines TIR et participe a I'activation de NF-kB (Jefferies et al. 2003; K.-G. Lee et al. 2012).

Le rétrocontrble de la voie des TLRs via l'inhibition de TRAF6 est assuré par plusieurs
déubiquitinases A20, CYLD, Otud7b, USP2a, USP4, USP20 et MYSM1 (Harhaj et Dixit 2011;
Shi et Sun 2018).

Les récepteurs de la superfamille des « Tumor necrosis factor receptor» (TNFRSF) ont
pour ligand les TNFs. lls ont un réle important dans la régulation des voies NF-kB, « Jun
kinase » (JNK) et la voie des caspases. Ces voies entrainent la réponse pro-inflammatoire, la
différenciation cellulaire ou la mort cellulaire. Les récepteurs TNFR1 (TNFRSF1A) et 2
(TNFRSF1B) se lient aux mémes ligands mais les domaines intracellulaires sont différents. La
partie cytoplasmique de TNFR1 contient un site appelé « death domain » (DD), qui lui permet
de recruter « TNFR1-associated death domain protein » (TRADD) et qui se lie a la protéine
« receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 » (RIPK1 ou RIP1) et a TRAF2 ou
encore TRAF5 qui aurait des fonctions similaires a TRAF2. Ce dernier étant en mesure de se
complexer a TRAF1, ils forment ainsi le complexe TRAF1/2 qui peut recruter clAP1/2. Le
récepteur TNFR2, ne possédant pas de domaine DD se lie directement a TRAF1/2 et clAP1/2.
Ceci amene a supposer que TNFR2 pourrait atténuer I'activation de TNFR1 par compétition
(Lavrik 2005; Brenner, Blaser, et Mak 2015). Dans le cas de I'activation des TNFRs, TRAF1 a
un role activateur (contrairement a son role lors de I'activation des TLRs) car le dimére
TRAF1/2 permet de faire la jonction entre clAP1/2 et TRAF3, limitant I'effet inhibiteur de ce
dernier (Tang, Zhang, et Wei 2018). Le complexe clAP1/2, grace a sa fonction de ligase E3,
et a Ubc13/Uevia (E2), réalise 'Ub-K63 de RIPK1 et LUBAC I'Ub-M1. Le complexe TAK1-
TAB peut donc étre recruté et activé le complexe IKK, lui-méme lié¢ a RIPK1 grace a 'Ub-M1
médié par LUBAC. IkB est donc phosphorylé et subit une Ub-K48 puis est dégradé, libérant
NF-kB (Figure 35) (Edilova, Abdul-Sater, et Watts 2018).
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Figure 35 Schéma de la voie de signalisation canonique de NF-«B en lien avec le récepteur TFNR.
(Figure adaptée de (Edilova, Abdul-Sater, et Watts 2018)).

A20 complexé a « Taxl binding protein 1 » (TAX1BP1), « Itchy E3 Ubiquitin Protein
Ligase » (ltch), « Ring Finger Protein 11 » (RNF11) peut entrainer 'Ub-K47 de Ubcl3, ainsi
que le remplacement de 'Ub-K63 par une Ub-K47 de RIPK1 permettant la dégradation de ces
protéines et ainsi le rétrocontrdle de 'activation NF-kB par TNFR1 (Figure 35) (Harhaj et Dixit
2011).

.7.2.1.4. Les récepteurs couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) sont une grande famille de récepteurs
a 7 domaines transmembranaires nécessitant la protéine G pour transmettre le signal. Les
ligands sont nombreux, de type chimique, hormonal, peptidique et autres (Hilger, Masureel, et
Kobilka 2018). Lorsqu’un ligand se lie au RCPG, cela entraine la dissociation de I'hétéro-
trimere composant la protéine G (GaGDPy) séparant alors la protéine GaGTP du dimére

GpBy. Ces derniéres peuvent toutes deux activer des voies de signalisation a I'aide de différents
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effecteurs (Senarath et al. 2018). Le dimére GBy peut donc activer la voie NF-kB de deux
manieres. La premiére, plus connue, se fait par le biais de I'activation de BTK, BLNK puis
PLCy2, qui catalyse la formation de DAG, IP3 et Ca?" a partir de PIP2. DAG et Ca?* active
ensuite la PRKCB qui phosphoryle CARMA1 pour former le complexe CBM entrainant
l'activation de la voie canonique de NF-kB (Krysiak et al. 2017). La deuxiéme option
d’activation d’'NF-kB via I'axe PI3K/AKT par les RCPG étant peu étudiée, la voie canonique ou
non-canonique liée a ces récepteurs n’a pas encore été clairement mise en valeur. Le dimére
GBy est apte a recruter PI3Ky qui va phosphoryler PIP2 en PIP3, avec pour antagoniste
« Phosphatase And Tensin Homolog » (PTEN). PIP3 permet de faire le lien entre les protéines
AKT et PDK1 permettant a cette derniére de phosphoryler AKT. Une fois activé AKT
phosphoryle IKKa (Agarwal et al. 2005; Kucuksayan H et Akgun S 2016). L’activation de NF-
KB est liée a I'activation de RelA(p65) (Figure 36) (Madrid et al. 2000).
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Figure 36 Schéma de la voie de signalisation des RCPG.
Activation NF-«B via PI3K/Akt ou empruntant la voie canonique de NF-kB via le complexe BCM (Figure adaptée de
(Senarath et al. 2018; Kucuksayan H et Akgun S 2016; Agarwal et al. 2005; Krysiak et al. 2017)).

Les RCPG sont le plus souvent retrouvés impliqués dans des tumeurs solides, cependant
certaines mutations retrouvées fréquemment dans les lymphomes B peuvent aussi impacter
ces récepteurs comme CXCR4 retrouvé muté dans 30 a 40% des MW (Hunter et al. 2014;
Poulain et al. 2016).
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Le dimére (ou trimére) TRAF1/2 se fixant sur la région cytoplasmique « transformation
effector site 1 » (TES1) de LMP1 qui est une protéine de la latence 2 et 3 de 'Epstein Barr
Virus (EBV), peut contribuer a I'activation de la voie canonique de NF-kB sans l'intervention
de clAP1/2. TES1 engendre 'Ub-K63 de TRAF2, TRAF1 devient ensuite le substrat de LUBAC
pour 'Ub-M1 permettant possiblement d’activer le complexe IKK. Le domaine TES2 de LMP1
recrute TRADD puis TRAF6 qui réalise I'Ub-K63 permettant d’attirer LUBAC qui fixe une
chaine d’'Ub-M1 sur NEMO. Le signalosome de LMP1 possédant des chaines Ub-K63 recrute
le complexe TAK1-TAB activant le complexe IKK. Ce dernier phosphoryle IkBa entrainant I'Ub-
K48 ainsi que sa dégradation, ayant pour conséquence d’activer NF-kB (Figure 37) (L. W.

Wang, Jiang, et Gewurz 2017).

Méme si l'activation de la voie non canonique a pu étre rapportée, LMP1 active
essentiellement la voie canonique (Chanut et al. 2014). Nous savons que la région TES1 peut
aussi recruter le dimere TRAF3/5, puis au méme titre que CD40, il recrute le complexe clAP1/2
empéchant la dégradation de NIK ayant pour conséquence d’activer la voie non canonique de
NF-kB (Figure 37) (L. W. Wang, Jiang, et Gewurz 2017).
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Figure 37 Schéma de la voie de signalisation canonique ou non canonique de NF-kB en lien avec la protéine LMP1
de I'EBV.
(Figure adaptée de (L. W. Wang, Jiang, et Gewurz 2017)).

[.7.2.1.6. EDAR, XEDAR

D’autres récepteurs de la superfamille des TNFR pouvant activer NF-kB sont connus pour
leur implication dans la dysplasie ectodermique (maladie génétique du développement de
l'ectoderme). Le récepteur « Ectodysplasin A Receptor» (EDAR) a pour ligand
« Ectodysplasin Al » (EDA-A1) et recrute la protéine « EDAR Associated Death Domain »
(EDARADD) puis TRAF6 permettant d’'emprunter la voie canonique de NF-kB. Le récepteur
« X-Linked Ectodysplasin-A2 Receptor » (XEDAR/TNFRSF27) ayant pour ligand EDA-A2,
recrute directement le complexe TRAF3/6 pouvant activer la voie canonique de NF-kB via
l'interaction avec TAK1/TAB, ou la voie non canonique en empéchant linhibition de NIK
(Mikkola et Thesleff 2003).
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1.7.2.1.7. CD30

Le récepteur CD30 (TNFRSF8) est exprimé chez les lymphocytes B activées et a pour
ligand CD30L (TNFSF8). Ce récepteur peut se lier & TRAF1, 2 et 5 pour activer la voie
classique de NF-kB (Figure 38) (van der Weyden et al. 2017)
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Figure 38 Schéma de la voie de signalisation canonique de NF-«B en lien avec le récepteur CD30.
(Figure adaptée de (Akiyama, Shinzawa, et Akiyama 2012; Rickert, Jellusova, et Miletic 2011)).

1.7.2.2. Les récepteurs principalement associés a I’activation de la voie
non canonique de NF-kB

1.7.2.2.1. CD40, RANK, BCMA, TACI et Fn14

Le récepteur CD40 (TNFRSF5) est connu des lymphocytes B et des autres CPA. Lorsque
le ligand CD40L exprimé par les cellules T se lie a son récepteur CD40, cela entraine I'initiation

de la réponse adaptative cellulaire et humorale (Elgueta et al. 2009). A la surface des CPA,
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I'activation de CD40 entraine la production de cytokines, induit I'expression de molécules
stimulatrices a la surface et facilite la présentation de 'Ag (Quezada et al. 2004). Chez les
cellules B, la signalisation CD40 permet la formation du centre germinatif, I’hypermutation
somatique, la commutation de classe et la formation de plasmocytes a longue durée de vie
(Danese, Sans, et Fiocchi 2004). Lorsque CD40L se lie a CD40, ce dernier peut recruter via
son domaine cytoplasmique différentes protéines TRAFs activant les voies canonique et non
canonique de NF-kB (Figure 39), mais aussi la voie des MAP kinases ainsi que la voie
PI3K/AKT. CD40 peut aussi recruter la kinase 3 de la famille des Janus kinases (JAK3) ayant
un réle dans la survie cellulaire (Bishop et al. 2007; Sdemann et al. 2002).
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Figure 39 Schéma de la voie de signalisation canonique et non canonique de NF-kB en lien avec les récepteurs
RANK, CD40, BCMA, TACI et Fnl4.
(Figure adaptée de (Akiyama, Shinzawa, et Akiyama 2012; Rickert, Jellusova, et Miletic 2011)).

Le récepteur RANK (TNFRSF1la) est connu pour avoir un rble essentiel dans
’lhoméostasie des os mais aussi dans le développement des ganglions. Lorsqu'’il se lie a son
ligand « osteoprotegerin ligand » (OPGL) aussi appelé TRANCE, RANKL ou ODF, il peut
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recruter les protéine TRAF1, 2, 3, 5 et 6 et activer les voies NF-kB (Figure 39) (Kong et al.
1999; D. Kim et al. 2000; Akiyama, Shinzawa, et Akiyama 2012).

Le recepteur TNF « fibroblast growth factor inducible 14 » (Fn14, TNFRSF12a, TweakR)
a pour ligand « TNF-Related WEAK Inducer Of Apoptosis » (TWEAK). Il est normalement
faiblement exprimé dans les tissus sains mais surexprimé dans certaines tumeurs solides
comme les glioblastomes (Perez et al. 2016). Fn14 peut activer la voie canonique ou non
canonique de NF-kB ainsi que les voies des MAP kinases via le recrutement de protéines
TRAFs (Figure 39). Comme les récepteurs CD40 et RANK, Fn14 influence donc les processus
de l'apoptose, la prolifération, la différenciation et le développement (Shuichi Sato, Ogura, et
Kumar 2014).

Les récepteurs « B Cell Maturation Antigen » BCMA (TNFRSF17) et « Transmembrane
Activator And CAML Interactor » TACI (TNFRSF13B) ont pour ligand « A Proliferation-
Inducing Ligand » APRIL (TNFSF13) et BAFF. BCMA est exprimé au niveau des cellules B du
CG, des cellules B mémoires (chez 'humain) et des plasmocytes et entraine la survie de ces
derniers. TACI est exprimé dans les cellules B matures et les plasmocytes. Comme CDA40,
BAFFR et BCMA, le récepteur TACI se lie aux TRAFs mais il peut aussi recruter MYD88 et
IRAK4. BCMA et TACI peuvent activer la voie classique et alternative de NF-kB (Figure 39)
(Rickert, Jellusova, et Miletic 2011).

1.7.2.2.2. LTBR et BAFFR

Le récepteur « Lymphotoxin Beta Receptor » (LTBR / TNFRSF3) a pour ligand les
protéines « Lymphotoxin Alpha » (LTA / TNSFSF1), « Lymphotoxin Beta » (LTB / TNFSF3) et
« Herpesvirus Entry Mediator Ligand » (HVEML /LIGHT / TNFSF14). Le récepteur « B cell-
activating factor receptor » (BAFFR / TNFRSF13C) est activé par le ligand « B cell-activating
factor » (BAFF / TNFSF13B). Faisant tous deux partie de la superfamille des TNFR, BAFFR
est connu pour améliorer la survie des cellules B et LTBR joue un rdle important dans le

développement des organes lymphoides (Cildir, Low, et Tergaonkar 2016).

A I'état basal dans la cellule, « NF-kB-inducing kinase » (NIK) est régulé négativement par
le complexe ubiquitine ligase TRAF2/3-clAP1/2. NIK subit une Ub-K48, ce qui 'adresse au

protéasome pour sa dégradation. Lorsque les récepteurs LTBR et BAFFR se lient a leur ligand,

Lilian ROLAND| Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021
69



ils recrutent le complexe TRAF2/3-clAP1/2 empéchant ainsi 'Ub-47 de NIK mais entrainant

celle de TRAF3. La protéine NIK n’est donc plus attirée au complexe ubiquitine ligase par

TRAF3 et peut phosphoryler les sérines 866 et 870 du dimére IKKa entrainant a leur tour la

phosphorylation des sérines 99, 108, 115, 123 et 872 de p100. Le précurseur p100 subit alors

'Ub-K48 qui entraine une dégradation partielle par le protéasome et donne naissance a la

sous unité p52 faisant partie du complexe NF-kB lié a la voie non canonique (Figure 40) (Xiao,
Fong, et Sun 2004; Cildir, Low, et Tergaonkar 2016).
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Figure 40 Schéma de la voie de signalisation canonique et non canonique de NF-kB en lien avec les récepteurs

LTBR et BAFFR.

(Figure adaptée de (Cildir, Low, et Tergaonkar 2016)).
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La liaison de BAFFR a son ligand peut aussi permettre I'activation de la voie canonique
par le biais de BTK (Shinners et al. 2007). De méme pour LTBR, I'activation de NIK pouvant
interagir avec TAKL1 lui octroie la possibilité d’activer la voie canonique de NF-kB (Shim et al.
2005; Giaccone et Soria 2013).

Au total, la voie non canonique apparait comme indispensable a la différenciation

plasmocytaire terminale et a la survie du plasmocyte de longue durée de vie.
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[.7.3.Les modéles murins permettant I’étude des protéines des voies NF-kB

Beaucoup de génes impliqués dans la voie classique et alternative de NF-kB sont
retrouvés fréquemment mutés, délétés ou amplifiés dans les lymphomes B. Ceux-ci ont pour
conséquence la suractivation du facteur de transcription NF-kB, révélant son importance
cruciale dans I'émergence de ces cancers. Ces voies ont donc été grandement étudiées ces
derniéres décennies au travers d’expérimentations in silico, in vitro, ex vivo et in vivo.
L’'importance de I'expérimentation in vivo est telle que certains aspects de ces maladies ont
pu étre mis en valeur chez 'humain par la suite. Le modéle animal le plus utilisé a I'étude des
lymphomes est le modéle murin. 80% des génes de la souris sont orthologues a ceux de
I'humain (Lampreht Tratar, Horvat, et Cemazar 2018). La souris a la capacité de se reproduire
rapidement, et a un co(t relativement faible a I'élevage. Mais la raison la plus évidente est sa
résistance a la consanguinité, permettant ainsi a son génome d’étre exempt de toutes
mutations germinales aléatoires dues au « crossing over » lors de la méiose. Cette
caractéristiqgue permet d’'observer les conséquences dues aux seules modifications apportées

par ’humain dans les modéles de souris transgéniques.

L'expérimentation in vitro est un bon moyen d'étudier lI'impact d'une protéine sur la ou les
voies de signalisation dans lesquelles elle est impliquée. L'expérimentation in vivo quant a elle,
permet I'étude de la signalisation cellulaire dans des conditions plus proches de celles de
’humain (autrement dit au sein d’un organisme entier), et permet aussi de comprendre l'impact
gu’elle subit par le microenvironnement ou qu’elle peut avoir sur ce dernier. C'est pourquoi un
moyen efficace de comprendre le fonctionnement d'une protéine est de surexprimer ou de
supprimer l'expression du géne concerné dans tout I'organisme ou un type cellulaire en

particulier (Lampreht Tratar, Horvat, et Cemazar 2018).

L’invalidation d’'un géne de fagon ubiquitaire est intéressante dans un premier temps pour
I'étude du rdle d’'un facteur dans le développement d’'un organisme. Cependant l'invalidation
des génes de fagon ubiquitaire peut étre léthale pour I'embryon. De plus, cela limite
I'interprétation du réle de la protéine dans un type cellulaire en particulier (comme les cellules

B) car les cellules du microenvironnement sont aussi impactées.

C’est pourquoi il a été pensé de nouveaux types de modeles pour l'invalidation d’'un gene

dans un type cellulaire particulier. Avant les années 90, I'équipe de Harris et al., décrit pour la
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premiére fois le modele murin Ep-Myc. C'est un modéle d’expression du transgéne
exclusivement dans les cellules B, le promoteur Ep du Locus IgH, permettant de surcroit une

expression constitutive du gene en question (Harris et al. 1988)

Cest aussi le cas des modeles chimériques Rag2” (Shinkai et al. 1992). Le
développement des cellules B du modéele Rag2-/- est bloqué au stade Pro-B. Dans ces
modeles, les cellules souches embryonnaires (ES) avec un géne d’intérét invalidé sont
injectées dans un blastocyste Rag2”. Si les cellules B d’une des chimeres passent le stade
Pro-B alors les cellules ES permettant le développement B sont issues des ES injectées (J.
Chen et al. 1993).

D’autres modeles ont été créés invalidant des génes de facon conditionnelle. Cela étant
rendu possible grace a I'expression d’'une enzyme bactérienne, la Cre-recombinase (Cre).
Cette derniére peut étre produite dans un type cellulaire donné grace au choix du promoteur
avec lequel le géene de cette enzyme est exprimé. Cette enzyme étant capable de recombiner
des séquences spécifiques appelées LoxP, elle peut donc permettre la suppression d’un ou

plusieurs exons floxés (flanqués par ces motifs LoxP) (Kuhn et al. 1995).

La voie NF-kB fait I'objet de trés nombreuses études depuis la découverte de ce facteur
de transcription en 1986 (Sen et Baltimore 1986a). A ce jour, plus de 130 modéles murins
transgéniques ont pu étre répertoriés avec un impact sur la voie NF-kB. Dans un premier
temps nous proposons une rétrospective des modeles ayant permis de d’étudier les protéines
du complexe NF-kB, ses inhibiteurs (IkB) et ses kinases activatrices (IKK). Dans un second
temps, une rétrospective des modéles ayant permis I'étude de la majorité de ses récepteurs,
protéines adaptatrices, adaptatrices proximales, ses ligases dégradatives (Ub-K48) ou non
(Ub-K63, Ub-M1) ainsi que ses déubiquitinases (Tableau 3). En se basant sur les génes de la
voie NF-kB retrouvés fréquemment altérés dans les lymphomes B (Tableau 4), nous discutons
dans un troisieme temps de I'impact du gain ou perte de fonctions des protéines concernées
dans I'organisme murin (Tableau 5). La Figure 41 résume les effets de la majorité des modéles

murins sur le développement de la cellule B (discutés ci-apres).
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Figure 41 Schéma de I'impact de l'invalidation des genes en rapport avec I'activation de NF-kB dans des modeles

murins.
En rouge : impact négatif du « knock out » (KO) ; En vert : impact positif du KO ; L’excés ou le défaut d’activation
des genes invalidés entre parenthéses est hypothétique (Figure adaptée de (Pieper, Grimbacher, et Eibel 2013)).
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[.7.3.1. Modéles d’étude des sous unités de NF-kB, des IkB et des IkB
kinases

Malgré [linvalidation ubiquitaire des geéenes, certaines études nous donnent des

informations sur I'impact de NF-kB dans le développement des cellules B.

Dans un contexte ubiquitaire, seuls les modeles d’inactivation des inhibiteurs prototypiques
(IkBa, kBB et 1kBg), Ikba-/- (A. A. Beg et al. 1995) et Ikbb-/- (J. D. Cheng et al. 1998; Rao et
al. 2010; Scheibel et al. 2010), révelent une activation constitutive d’'NF-kB entrainant une
augmentation de la prolifération des cellules B dans ces modeéles. Cependant ce phénomene
n'est pas observé dans le modéle d’inhibition du 3™ inhibiteur prototypique Ikbe-/- (Mémet et
al. 1999; Goudeau et al. 2003; Samson et al. 2004), supposant qu’il existerait un mécanisme
de compensation par IkBa et IkBp.

L’excés ou le défaut d’activation de NF-kB est plus complexe dans les modéles d’inhibition
des inhibiteurs atypiques (IkBZ, IkKBNS et BCL-3). Si ces 3 inhibiteurs jouent un réle dans la
CSR, BCL-3 et IKBNS semblent essentiels a la formation des cellules B-FO, alors que IKB{ ne
semble essentiel qu’a la réponse aux TLR mais régule négativement la réponse du récepteur
CD40 et du BCR. Pour exemple, les modéles Ikbz-/- (Yamamoto et al. 2004; Ahn et al. 2019)
présente un défaut d’activation du TLR contre une réponse excessive du BCR et de CD40. De
plus, les modéles lkbns-/- (Touma et al. 2011; Pedersen et al. 2014), comme les modéles
Bcl3-/- (G. Franzoso, Carlson, Scharton-Kersten, et al. 1997; Schwarz et al. 1997) ont un
défaut d’activation et de prolifération des cellules B. Il est notamment observé une diminution
de des populations B de la ZM et B-1 lors de l'inhibition de /kbns voir une absence de CG lors

de l'inactivation de Bcl-3.

L'invalidation des génes des sous-unités des complexes NF-kB et IKK entrainent un défaut

d’activation d’'NF-kB mais avec des conséquences phénotypiques différentes.

L’inactivation ubiquitaire des génes du complexe IKK, Ikka (Hu et al. 1999; Q. Li et al. 1999;
Takeda et al. 1999), IkkB (Z.-W. Li et al. 1999) et Nemo (Rudolph et al. 2000; Makris et al.
2000; S. Kim et al. 2003)) cause la mort embryonnaire ou a la naissance. Ce sont donc les
modeéles d’invalidation conditionnelle aux cellules B ciblant les génes IkkB (Pasparakis,
Schmidt-Supprian, et Rajewsky 2002; Z.-W. Li et al. 2003) ou Nemo (Sasaki et al. 2006), et le
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modéle d’invalidation de la protéine modifiée IKKa*V** (les sérines sont remplacées par des
alanines dans le domaine HLH de I'lKKa, permettant de supprimer sa possible activation) (Cao
et al. 2001; Bonizzi et Karin 2004; Kaisho et al. 2001; Senftleben et al. 2001), qui ont permis

d’étudier I'impact de ces protéines sur le développement B.

L’invalidation du géne Nemo entraine un blocage de différenciation des cellules B au stade
transitionnel T1 (Sasaki et al. 2006), I'invalidation de Ikka (Kaisho et al. 2001; Senftleben et al.
2001) ou IkkB (Pasparakis, Schmidt-Supprian, et Rajewsky 2002; Z.-W. Li et al. 2003) entraine
un défaut de maturation des cellules B dans les organes lymphoides secondaires ainsi qu’en
périphérie. IKKa permet la dégradation partielle de p100 et phosphoryle préférentiellement
p52, protéine du complexe NF-kB de la voie non-canonique (p52/Rel-B étant le plus fréquent)
et IKKB essentiel a la phosphorylation et la dégradation de IkB, est lié a l'activation de la voie
canonique de NF-kB. Il existerait donc un phénoméne de compensation entre la voie

canonique non canonique de NF-kB dans le développement des cellules B.

L’invalidation ubiquitaire des sous-unités NF-kB ne permet d’obtenir des informations sur
le développement des cellules B qu’avec les protéines NFKB1, NFKB2 et RELB. L’importance
de la protéine RELA dans le développement embryonnaire ne permet pas de faire d’hypothése
sur son rdle dans le développement des cellules B (Amer A. Beg et al. 1995; Horwitz et al.
1997; Grossmann et al. 1999; 2000; Gugasyan et al. 2004). Quant a la protéine c-REL, elle
semble jouer un réle plus important dans le développement précoce des cellules B dans la
moelle osseuse dés le stade cellule souche hématopoiétique et/ou lymphoide (Grumont et al.
1998; Carrasco et al. 1998; Pohl et al. 2002; Grumont, Strasser, et Gerondakis 2002; S. Cheng
et al. 2003). Cependant, il n’existe pas a ce jour de modéle d’'invalidation conditionnelle pour
les sous-unités du complexe NF-kB. Seuls les modéles Nfkb1-/- (Sha et al. 1995; Grumont et
al. 1998), Nfkb2-/- (G. Franzoso, Carlson, Xing, et al. 1997; Ishikawa et al. 1998; Caamarfio et
al. 1998; Guido Franzoso et al. 1998; Carragher et al. 2004; Lo et al. 2006), et RelB-/- (Burkly
et al. 1995; F. Weih et al. 1997; D. S. Weih, Yilmaz, et Weih 2001; Falk Weih et Caamafio
2003) mettent en valeur I'implication de NFKB1, NFKB2 et RELB dans le développement du
CG et de la ZM ainsi que la réponse du TLR et/ou du BCR et/ou du CD40.
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1.7.3.2. Modéles d’étude des protéines principalement activatrices de la
voie canonique de NF-kB

Le BCR est frequemment impliqué dans la lymphomagénése au coté d’autres récepteurs
ou la transduction de leur signal reléve plus essentiellement de la voie NF-kB. Pour exemple
Lyn est délété dans 60% des cas de MW (exces de signalisation du BCR) en plus de la
mutation MYD882%" présente dans 90% des cas (exces de signalisation des TLR). Les
modeles invalidant les génes de la voie du BCR, n’impactant pas seulement la voie NF-kB,
causent souvent un blocage dans les stades de développement précoce de la cellule B.
Cependant, les modéles ciblant des génes spécifiques de la voie NF-kB sont essentiellement
lies a des défauts de maturation aprés le stade de transition de la cellule B. Cela permet
d’émettre 'hypothése que la voie NF-kB liée au BCR ne permet pas a elle seule de sauver la
cellule B lors de lactivation du BCR lors des différentes sélections au cours de la

différenciation.

Nous pouvons observer au travers de modéles de délétion ubiquitaire des génes liés au
BCR, que plus la protéine est en amont de la signalisation et plus I'arrét du développement
semble précoce. Méme si les cellules B de la majorité de ces modéles sont bloquées avant
d’étre matures (BCR fonctionnel) certaines études mettent en valeur des faits concernant la
voie NF-kB. Par exemple, malgré le blocage au stade pré-B1 des cellules B des modeles
invalidant le géne Btk (Khan et al. 1995; Kerner et al. 1995), il a été démontré une réduction
de la prolifération en réponse a I'activation du récepteur CD40, soulignant la coopération de

ces 2 voies de signalisation (Khan et al. 1995; Kerner et al. 1995).

De plus dans les modéles de délétion ubiquitaire, Plcy2-/- (D. Wang et al. 2000), Card11-
/- (B. P. Pappu et Lin 2006), et B spécifique Pi3k-/- (H. Suzuki et al. 1999; Fruman et al. 1999)
dont les cellules B sont bloquées au stade de transition, il a été observé une plus faible réponse
du BCR et CD40 (au méme titre que pour le modele ciblant la BTK). Cependant une nuance
a été mise en valeur avec le modéle ciblant Card11. Le défaut de prolifération via CD40 est

plus important pour les cellules B2-FO (B. P. Pappu et Lin 2006).

L'inactivation ubiquitaire des genes du complexe CBM, Card11-/- (B. P. Pappu et Lin
2006), Bcl10-/- (Ruland et al. 2001; Xue et al. 2003) et Malt1-/- (Ruland et al. 2003) semblent

Lilian ROLAND| Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021
77



bloguer le développement au stade B de transition excepté pour le géne Maltl dont son
invalidation diminue le nombre de cellules B1 et B2-ZM. Cependant, cela n’empéche pas

I'activation de NF-kB des cellules B2 conventionnelles.

Parmi les études d’invalidation ubiquitaire d’autres inhibiteurs de la voie NF-kB, le modéle
ciblant la désubiquitinase CYLD présente une augmentation du hombre de ses cellules B1,
B2-CG et B2-ZM (Massoumi et al. 2006; Jin et al. 2007) alors que le modele invalidant A20
semble ne présenter qu’'une augmentation des cellules du CG (E. G. Lee et al. 2000; Tavares
et al. 2010; Chu et al. 2011; Hovelmeyer et al. 2011). Il est aussi intéressant de constater que
malgré le caractére inhibiteur de la désubiquitinase OTULIN, lorsque son gene est invalidé, il
semble y avoir une augmentation de la sécrétion de cytokines inflammatoires mais une
réduction des cellules B-1 (Damgaard et al. 2016). L'invalidation de Lyn, conduit a une
augmentation de lymphoblastes, de plasmocytes. Cependant nous ne savons pas si il s’agit

de plasmocytes a longue ou a courte durée de vie (Nishizumi et al. 1995; Chan et al. 1997)

Dans le cadre de I'étude du complexe LUBAC, nous n’avons pas de résultats concernant
les génes Hoip et Hoil, car les modéles de délétion ubiquitaire sont létaux pour I'embryon
(Peltzer et al. 2014; 2018; Fuijita et al. 2018). Seul le modeéle Sharpin™ est viable et présente
une auto-inflammation sévére avec une activation chronique de NF-kB et la présence d’auto-

anticorps (Liang 2011).

Par rapport aux modeéles visant les génes de la voie du BCR vu précédemment, les
modeéles d’inhibition ubiquitaire des génes des TLR ne bloquent pas la différenciation des
cellules B mais semblent impacter I'activation, la prolifération et/ou la sécrétion les cellules B

matures en réponse au PAMPs :

Le modéle TIr2” présente un défaut de prolifération via Pam3Cys (Hayashi, Akira, et
Nobrega 2005), et le modéle TIr4” via stimulation au LPS (Hoshino et al. 1999). Les cellules
B du modéle Myd88™ perdent leur réponse du TLR4 et la prolifération est diminuée. De plus,
des défauts de formation du CG et de commutation de classe sont aussi observés (Kawai et
al. 1999; M. S. J. Lee et al. 2019). Le modeéle Trif”, produit moins d’IFN-B via I'activation des
TLR3 et TLR4 (Yamamoto et al. 2003). Le modele invalidant le gene Tirap (MAL) présente

une réponse normale au TLR5, TLR7 et TLR9 mais des défauts d’activation de NF-kB et de la
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voie des MAP kinases en réponse aux ligands des TLR4, TLR2, TLR1 et TLR6 (Horng et al.
2002). Le modele Irak4™ résiste a une dose létale de LPS et présente un défaut de réponse
aux ligands des TLR2, 3 et 9 (N. Suzuki et al. 2002). Etonnamment, les splénocytes du modele
Irak1’ présente toujours une activation de NF-kB en réponse au LPS mais n’active plus STAT3
et n'exprime plus I'lL10 (Huang et al. 2004). L’invalidation ubiquitaire du géne Traf6 dans le
modeéle Traf6” entraine une mort prématurée. Cependant il a été mis en valeur que la
prolifération des cellules B est altérée apres activation du CD40 et du TLR4 avec une activation
de NF-kB réduite (Lomaga et al. 1999).

Les modéles d’inhibition ubiquitaire des génes liés a la voie du TNFR1, Tnfrl (Tkachuk et
al. 1998; Milicevi¢ et al. 2011), Tradd (N.-J. Chen et al. 2008; Pobezinskaya et al. 2008),
présentent aussi dans le cas de cellules B matures avec des défauts de formation du CG. De
plus, l'inhibition du géne Ripk1 pourrait donc hypothétiquement causer un défaut de formation
du CG cependant le modeéle Ripkl” est |étal au stade embryonnaire sur fond C57BL/6 et meurt
prématurément sur fond 129/Sv-C57BL/6 (Kelliher et al. 1998).

Contrairement aux modeéles précédents, le modéle d'inhibition ubiquitaire Trafl” a un
développement B normal avec une signalisation TNF augmentée, confirmant son réle

inhibiteur dans cette signalisation (Tsitsikov et al. 2001).

La voie NF-kB via le récepteur CD30 ressemble a celle du TNFR1, CD30 recrute
directement TRAF1 et 2 sans passer par TRADD et RIPK1. Cependant ces deux récepteurs
jouent un réle différent dans la différenciation des cellules B. Le récepteur CD30 jouerait un
réle plus tardif que TNFR1. Ce dernier participe a la formation du CG alors que CD30 est plus
important dans la production d’Ac secondaire. De plus, dans le modéle d’invalidation B

spécifique Cd307, la CSR est toujours réalisée (Gaspal et al. 2005; Bekiaris et al. 2007).
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1.7.3.3. Modéles d’étude des protéines principalement activatrices de la
voie non-canonique de NF-kB

Parmi les modéles suivants, l'invalidation des génes est ubiquitaire, excepté pour 'étude

de NIK qui posséde en plus un modéle d’invalidation spécifique a la cellule B.

Lors de Tlinhibition des génes spécifiques a la voie non-canonique de NF-kB, le
développement B est bloqué autour de la cellules B de transition. Ce blocage est en amont de
la cellule B-T2, lorsque le géne Baffr est invalidé (Sasaki et al. 2004; Shulga-Morskaya et al.
2004; Sasaki et al. 2006) et en aval lors de l'invalidation de LtBr (Futterer et al. 1998; Milicevi¢
et al. 2011) et de Nik (Yin et al. 2001; Hahn et al. 2016). De plus, I'invalidation Traf5 entraine
un défaut de prolifération aprés activation du récepteur CD40 (Nakano et al. 1999).
L’invalidation de TRAF2 entraine une diminution de la réponse aux récepteur BAFFR et CD40,
un défaut de formation du CG mais une ZM élargie (Yeh et al. 1997; Nguyen et al. 1999; Pérez-
Chacén et al. 2012). L’élargissement de la ZM est aussi observée lors de I'invalidation de Traf3
(Y. Xu, Cheng, et Baltimore 1996; Xie et al. 2007; Gardam et al. 2008; C. R. Moore et al. 2012).

1.7.3.4. Modéles d’étude des protéines activatrices de la voie classigue et
alternative de NF-kB

Les récepteurs engageant les deux types de voies NF-kB jouent un réle important apres
la cellule B de transition. Le modele d’invalidation ubiquitaire Rank™ présente une diminution
du nombre de cellules B matures (Dougall et al. 1999), alors que les modeles d’invalidation
ubiquitaire Tacl, Bcma et B spécifique Cd40, ont un taux de cellules normal. Cependant
I'invalidation de Cd40 cause un défaut de formation du CG et de commutation de classe
(Castigli et al. 1994), l'invalidation de Tacl cause un défaut de production d’Ac secondaire
(von Bilow, van Deursen, et Bram 2001; Bossen et al. 2008) et I'invalidation de Bcma entraine
une altération des plasmocytes a longue durée de vie dans la moelle osseuse (S. Xu et Lam
2001; O’Connor et al. 2004; Benson et al. 2008)
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Tableau 3 Modeles murins permettant /'étude des protéines influengant l'activité de NF-kB NON ABERRANTES dans les lymphomes B.

(Classification adaptée de (Wertz et Dixit 2010)).

Modéles murins (genes)

Protéines influencant
I'activité de NF-kB non
aberrantes dans les
lymphomes B

Surexpression,
suractivation

BAFFR
Cd19-cre
Ikk2ca
(Locus rosa26)
BCMA
CD30
CD40
Cd19-Cre et Cd21-
Cre
Lmpl/Cd40
(Locus Rosa26)
CD79A (lga)
LTBR
RANK
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Sous-expression,
Inactivation (KO)

Baffr-/-

Baffr-/-

Bcma-/-

Cd30-/- dans le
modéle Rag2-/-

Cd40-/- dans le
modele Rag2-/-

Mb1-Cre
Iga-/-

ItBr-/-

Rank-/-

Effets

RECEPTEURS

Reduction du nombre de cellules B transitionnelles tardives et absence de
cellules B matures ainsi que de ZM

Réduction de la vie du CG apreés immunisation

Défauts dans la production d'Ac dépendant des lymphocytes T, défauts de
recombinaison de classe

Cellules B matures normales, y compris les cellules B de la ZM

Altération de la survie des cellules plasmatiques a longue durée de vie de la
moelle osseuse

Commutation de classe des cellules B

Réponse primaire normale mais défauts de production d’Ac secondaire
dépendant des T folliculaires

Nombre de cellules B et T normal

Pas de prolifération ni de commutation isotypique via activation du CD40 et
IL4R mais réponse normale via TL4 et IL4R

Défauts dans la formation du centre germinatif apres immunisation

Les souris Cd19 et Cd21_Cre ont le méme profil

Splénomégalie et lymphadénopathie,

Activation de la voie non canonique de NF-kB

Prolifération et survie des cellules B augmentée avec un profil activé mais
défaut de formation du CG

Augmentation de I'expression d’IL-10 et de PD-L1

Perte du BCR et de la présentation de I'’Ag ainsi que de la production d’Ac,
Incapacité de former des cellules B matures

Recombinaison du locus IgH n'est pas affectée dans les cellules pro-B
Manque de ganglions lymphatiques et de plaques de Peyer, et perte de la
zone marginale dans la rate

Les cellules B et T peu développées ne forment pas de CG

Ostéopétrose profonde, diminution des cellules B dans la rate, diminution du
taux de B mature

Perte de la formation des ganglions périphériques

Ressemblances
avec les
lymphomes
chez ’lhumains

Non

Non

Non

Non

Non

Lymphome de la

zone marginale

Non

Non

Non

Références

(Sasaki et al.
2004; Shulga-
Morskaya et al.

2004)

(Sasaki et al.
2006)

(S. Xu et Lam
2001; O’Connor et
al. 2004; Benson
et al. 2008)
(Gaspal et al.
2005; Bekiaris et
al. 2007)
(Castigli et al.
1994)

(H6mig-Holzel et
al. 2008; Vincent-
Fabert et al. 2019)

(Pelanda et al.
2002; Feldman et
al. 2013)
(Futterer et al.
1998; Milicevi¢ et
al. 2011)
(Dougall et al.
1999)
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TACI

TNFR1

TLR2

TLR4

Taci-/-

Taci-/-
Bcma-/-
Tnfrl-/-

TIr2-/-

Tlr4-/-

Perte de la production d’anticorps en réponse aux Ag de type Il T dépendant

2 fois plus de cellules B que le modéle Bcma-/-, hyperplasie au début du
stade de transition T1

Diminution de la sécrétion d’IgM et de la survie des plasmocytes via
stimulation par BAFF

Diminution de la survie des cellules sécrétrices d’anticorps par rapport aux
modeles Taci-/- et Bcma-/- en réponse au APRIL

Désorganisation de I'architecture splénique

Défauts dans la formation du CG

Défauts de prolifération et de maturation B via Pam3Cys

Défauts de réponse au LPS

ADAPTATEURS

(von Bilow,
van Deursen, et
Bram 2001,
Bossen et al.
2008)
(Bossen et al.
2008)
(Tkachuk et al.
1998; Mili¢evi¢ et
al. 2011)
(Hayashi, Akira, et
Nobrega 2005)
(Hoshino et al.
1999)

MAL (TIRAP)

TRADD

TRIF

IRAK1

IRAK4

PDK1

PI3K

RIP1 (RIPK1)

HOIL1

HOIP

Tirap-/-

Tradd-/-

Trif-/-

Irak1-/-

Irak4-/-

Mb1-Cre ou
Cd21-Cre
Pdk1-/-
Pi3ka-/- dans le
modeéle Rag2-/-

Ripk1-/-

Hoill-/-

Hoip-/-

Réponses normales aux ligands de TLR5, TLR7 et TLR9

Défauts d’activation de NF-kB, des MAP kinases et de production de
cytokines en réponse aux ligands de TLR4, TLR2, TLR1 et TLR6
Morphologie normale mais Résistance des souris a la toxicité du TNF
Défaut dans I'activation de NF-kB et MAP kinases médiée par le TNFa
Défauts de formation du CG

Défauts dans I'expression d’IFN- via activation du TLR3 et TLR4

KINASES ADAPTATRICES PROXIMALES

Suppression de l'activation de STAT3 et de I'expression de I'lL10
(expression normale de I'lL-18)

Défauts dans la réponse apres activation des TLR2, 3, 9 (Perte de la
production d’IL6)

Souris résistantes a une dose léthale de LPS

Blocage au stade pro-B pour les souris Mb1-Cre-Pdk1-/-

Réduction des cellules B du CG, MZ et B1 pour les souris Cd21-Cre-Pdk1-/-

Mort a la naissance donc étude dans le modele Rag2-/-
Réduction du nombre de cellules B1
Réduction de la prolifération des cellules B via activation du BCR ou CD40

Mort embryonnaire (E10.5) avec fond C57BL/6
Mort 3 jours apres la naissance avec fond 129/SvC57BL/6

LIGASES NON DEGRADATIVES
Mort embryonnaire (E14.5)

Mort embryonnaire (E10.5)
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Non

Non

Non

Non

Non

(Horng et al. 2002)

(N.-J. Chen et al.
2008;
Pobezinskaya et
al. 2008)
(Yamamoto et al.
2003)

(Huang et al.
2004)

(N. Suzuki et al.

2002)

(Baracho et al.
2014)

(Fruman et al.
1999; H. Suzuki et
al. 1999)

(Kelliher et al.
1998)

(Peltzer et al.
2018; Fujita et al.
2018)
(Peltzer et al.
2014)



SHARPIN
TRAF1
TRAFS

TRAF6

BIRC2 (ClAP1)

OTULIN

IKKa (IKK1)

IKKy (NEMO)
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Cd19-Cre
Hoip-wt
(Locus Rosa26)
Cd19_Cre
Myd88L252P
Hoip-wt
(Locus Rosa26)

Sharpin-/-
Trafl-/-
Traf5-/-

Traf6-/-

Ciap2-/- ;

Cd19-Cre
Clapl-/-

Splénomégalie

Splénomégalie, lymphadénopathie, survie plus courte
Augmentation du nombre de mutation par rapport au modele
Cd19_Cre_Myd88-??" et notamment dans des génes cible de I'AID

Auto-inflammation sévére avec activation d’NF-«kB

Présence d’autoanticorps

Développement normal des cellules B et T

Augmentation de la signalisation TNF

Défauts de prolifération via activation du CD40 et CD27 (TNFRSF7)

Mort prématurée (14 jours), souris ostéopétrotiques
Prolifération induite par CD40 et LPS altérée
Activation de NF-kB altérée via IL-1, CD40, and LPS

LIGASES DEGRADATIVES

Splénomégalie et lymphadénopathie

Augmentation du nombre de cellules B dans les ganglions, notamment dans
le follicule et la ZM, défauts de formation du CG

Suractivité de NFKB2 et survie accrue des cellules B

Activation médiée par CD40 compromise

DESUBIQUITINASES

Otulin-/-

Mb1-Cre
Otulin-/-

Ikka-/-

IkkaAA/AA

Nemo-+/-

Nemo-/-

Mort embryonnaire (E12.5-E14)

La population B1 semble étre réduite
Surproduction de cytokines inflammatoire

IKK
Mort a la naissance

Défauts dans I'organogenése lymphoide et du CG
Défaut dans le développement B

Seulement les femelles sont viables

Inflammation de la peau

Dégénérescence hépatique sévere et absence d'activation du NF-kB
Mort embryonnaire (E10-11)

Non

Indolent 20%
DLBCL 80%

Non

Non

Non

NR

Non

Non

Non

Non

Non

Non

(Jo et al. 2020)

(Jo et al. 2020)

(Liang 2011)

(Tsitsikov et al.
2001)
(Nakano et al.
1999)
(Lomaga et al.
1999)

(Gardam et al.
2011)

(Damgaard et al.
2016)
(Damgaard et al.
2016)

(Hu et al. 1999; Q.

Li et al. 1999;
Takeda et al.
1999)
(Cao et al. 2001;
Bonizzi et Karin

2004; Kaisho et al.

2001; Senftleben
et al. 2001)
(Rudolph et al.

2000; Makris et al.

2000)
(S. Kim et al.
2003)



IkBB (NFKBIB)

IkbB-wt
(Locus Ikba)
1kBg

IkBNS

NFKB1 (p50, p105 (IkBy))

Nfkb1ACT/ACT
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Mb1-Cre
Nemo-/-

IKbB-/-

Ikba-/-

IkbC-/-

Ikbns-/-

Nfkb1-/-

Nfkb2-/-
Nfkb1-/-

Nfkb1-/-
Relb-/-

Nfkb1-/-
c-Rel-/-

Blocage au stade de transition T1, pas de cellules B1 ni de la ZM

Souris résistantes au choc d'endotoxine induit par le LPS

Réduction de la production de cytokines associée a la septicémie (TNF, IL-
1B, et IL-6)

Augmentation des cellules B de la zone marginale et réduction du nombre
de cellules B naives

Survie de 35 jours

Mort embryonnaire si fond génétique C57BL/6

Défauts de prolifération des splénocytes en réponse au LPS mais pas avec
anti-CD40, IL-4 et anti-lgM

Défauts de commutation de classe des cellules B mais amélioration des
réactions du centre germinatif splénique suivie d'une augmentation de la
production totale d'lgG aprés immunisation

Défauts de prolifération en réponse au LPS et anti-CD40

IgM et IgG3 sont considérablement réduites dans le sérum

Les cellules B ont un niveau plus élevé d'IgM de surface

Commutation isotypique a IgG3 est considérablement réduite

Réduction du nombre de cellules B1 et réduction des cellules B de la zone
marginale

SOUS-UNITEES NF-kB

Diminution des cellules B de la ZM et du péritoine

Défauts dans la structure des organes lymphoides secondaire
Défaut dans la CSR

Diminution de la prolifération B a la suite d’'une stimulation au LPS

Splénomégalie, lymphadénopathie

Infiltration lymphoide dans divers organes

Augmentation de la prolifération B

Perte de la zone marginale et des cellules B folliculaires matures
Défauts graves du développement des organes lymphoides secondaires

Aggravation de l'inflammation des organes observées chez les souris Relb-/-

Diminution de la prolifération des cellules B
Cellules B péritonéales CD5 + nettement diminuées
Défaut dans la formation du CG et réduction de la ZM

Non

Non

Non

(Sasaki et al.
2006)

(Rao et al. 2010;
Scheibel et al.
2010)

(J. D. Cheng et al.
1998)
(Yamamoto et al.
2004; Ahn et al.
2019)

(Touma et al.
2011; Pedersen et
al. 2014)

(Sha et al. 1995;
Snapper et al.
1996; Grumont et
al. 1998; Cariappa
et al. 2000; Pohl et
al. 2002)
(Ishikawa et al.
1998)

(Guido Franzoso,
Carlson, Xing, et
al. 1997; Lo et al.
2006)
(F. Weih et al.
1997)

(Pohl et al. 2002;
Grumont,
Strasser, et
Gerondakis 2002)



Nfkb1-/-
Rela-/-

RelA (p65) Rela-/-

Nfkb1-/-
Rela-/-
Rela-/-
c-Rel-/-
Rela-/-
c-Rel-/-
Tnf-/-
RelB Relb-/-

Nfkb1-/-
Relb-/-

Mort embryonnaire (E13)

Mort embryonnaire (E14.5)

Mort embryonnaire (E13)

Mort embryonnaire (E13)

Mort & la naissance

Défauts structures organes lymphoides secondaires
Défauts de formation du CG et d’organisation de la ZM
Pas de plaques de Peyer

Inflammation de plusieurs organes

Aggravation de l'inflammation des organes observées chez les souris Relb-/-
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Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

(Horwitz et al.
1997)
(Amer A. Beg et
al. 1995)
(Horwitz et al.
1997)
(Grossmann et al.
1999; 2000)
(Gugasyan et al.
2004)

(Burkly et al. 1995;
D. S. Weih,
Yilmaz, et Weih
2001; Falk Weih et
Caamafio 2003)
(F. Weih et al.
1997)
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1.7.3.5. Modéles d’étude pour les protéines aberrantes impactant les
voies NF-kB dans les lymphomes B

Parmi les lymphomes agressifs, on retrouve au moins 10 protéines influencant les voies
NF-kB dont les génes sont fréquemment aberrants, et au moins 26 parmi le lymphome de
Hodgkin et les lymphomes indolents (Lymphome folliculaire, lymphome des cellules du
manteau, lymphome de la zone marginale splénique, lymphome du MALT et
macroglobulinémie de Waldenstrém). 8 de ces protéines sont retrouvées mutées dans ces

deux groupes de lymphomes (Tableau 4).
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Tableau 4 Liste des génes aberrants et fréquence (%) d’apparition dans les lymphomes B agressifs et indolents
(Tableau adapté de (Kippers, Engert, et Hansmann 2012; Marc Seifert, Scholtysik, et Kiippers 2013; Schmitz et al. 2014; Hunter et al. 2014; Spina et Rossi 2016; Krysiak et al.
2017; Walker et al. 2018; Pasqualucci 2019; Baron et al. 2019)).

Protéines Gain (+) | DLBCL- | DLBCL- | Lymphome | Myélome | Lymphome | Macroglobulinémie Lymphome Lymphome de Lymphome du Lymphome

influengant perte (-) GCB ABC de Burkitt multiple Folliculaire de Waldenstrom des cellules la zone tissu lymphoide de Hodgkin
I'activité de NF-kB de du manteau marginale associé aux
fonction splénique mugqueuses

e O N B B . B
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. O L N R

jcoros |+ | | 2« | | | 4 @8s ] | | |
ee> | - | |/ /= /. b /| | | FRas |
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Modéles d’étude pour les protéines aberrantes impactant la voie NF-kB dans les lymphomes
de Hodgkin

La protéine c-Rel est mutée dans 30% des cas de LH, le locus cRel est amplifié dans 20%
des DLBCL (Kuppers, Engert, et Hansmann 2012). Le modele Cd19-Cre-GAGc-Rel, permet
une surexpression endogénique de c-Rel dans les cellules B. Il présente une expansion des
cellules B du GC avec une prolifération et une survie accrue avec une commutation de classe
des plasmocytes a IgG1 et IgA. Il produit aussi des auto-anticorps en réponse aux auto-
antigenes (ADNdb, histones...) (Kober-Hasslacher et al. 2020).

La protéine NIK est aberrante dans 25% des cas de LH (Kuppers, Engert, et Hansmann
2012). Le modéle de surexpression conditionnel Cd19-Cre-Nik-wt présente une
splénomégalie, une lymphadénopathie avec expansion de la ZM. Le modéle Cd19-Cre-Nik4™
est identique au précédent a I'exception de la délétion de son domaine de liaison a son
inhibiteur TRAF3. Ce modéle développe une splénomégalie et une lymphadénopathie plus
importante que le modéle précédent avec une expansion de la ZM (Sasaki et al. 2008). Le
modéle Cd19-Cre-Nik-wt_IgH-Bclé développe un lymphome a grande cellules B de type
DLBCL avec une durée de vie moyenne de 406 jours. Il présente une splénomégalie, une
lymphadénopathie avec une prolifération et une survie des cellules B accrue. De plus, la région

V du locus IgH est peu mutée (B. Zhang et al. 2015).

Le géne Bcl3 subit dans de rares cas de LH une translocation dans le locus IgH
(Szymanowska et al. 2008). Dans le modéle conditionnel aux cellules B, Ep-Bcl3, Les souris
sont atteintes d’'une splénomégalie et ymphadénopathie avec infiltration de cellules B matures
dans les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse et la cavité péritonéale avec augmentation
d'IgGA et IgG1 dans le sérum (Ong et al. 1998). Le modeéle conditionnel Cd19-Cre-Bcl38°F,
permet la surexpression de BCL-3 dans les cellules B. Le modele développe une
splénomégalie avec accumulation de cellules B matures dans les organes lymphoides
secondaires. Cependant, la formation des CG est altérée, la ZM est réduite ainsi que le nombre

de cellules B-1 mais le taux d’lgG1 n’est pas altéré (Hovelmeyer et al. 2014).

IkBe est mutée dans 10 a 20% des LH (Kuppers, Engert, et Hansmann 2012), Cependant,
il n'existe pas a ce jour de modeéles murins permettant I'étude d’'une dérégulation de

I'expression de ce géne dans la population de cellule B.
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Modéles d’étude pour les protéines aberrantes impactant la voie NF-kB dans les lymphomes
B agressifs

Les protéines TRAF2 (2,1% des MM) (Walker et al. 2018) et PTEN (6 a 11% des DLBCL-
GCB et 7% des BL) (Pasqualucci 2019) sont retrouvées aberrantes seulement dans les

lymphomes agressifs.

Le modéle conditionnel pHSE-Traf2.DN exprime Traf2.DN via le promoteur IgH et ses
domaines RING et doigt de zinc sont délétés. Il présente une splénomégalie, une
lymphadénopathie avec une augmentation du nombre de cellules B et présente une activation
de NF-kB mais pas d’activation de la JNK via I'activation du TNFR et du CD40 (S. Y. Lee et
al. 1997; Pérez-Chacon et al. 2012).

Les modeéles conditionnels Cd19-Cre et Mx1-Cre-Traf2” présentent une splénomégalie et
lymphadénopathie avec une augmentation de cellules B matures, une augmentation de
cellules B dans les ganglions et la ZM avec un défaut de formation du CG. L’expression de c-
Rel et de Cd21 sont augmentées (Grech et al. 2004; Gardam et al. 2008).

Les cellules B du modéle conditionnel Mb1-Cre-Pten-/- sont bloquées a un stade précoce
sans expression du BCR en surface et présentent un phénotype anergique avec diminution
du taux d’IgM (Setz et al. 2019).

Certaines des protéines activant NF-kB ne sont pas retrouvées mutées mais leur géne
peut subir une surexpression due au contexte du lymphome. Pour exemple, la protéine HOIP
n’est mutée dans aucun lymphome mais surexprimée dans les cas de DLBCL-ABC et GCB
(Jo et al. 2020). Le modele Cd19-Cre-Hoip-wt ou le transgene est insérée dans le locus rosa
présente une splénomégalie comme le modéle Cd19-Cre-Hoip-wt-Myd88-2*?", Cependant, ce
dernier développe un lymphome de type indolent dans 20% des cas et de type DLBCL dans
80% des cas. Il a en plus une lymphadénopathie et une survie plus courte. Il est aussi observé
une augmentation du nombre de mutation dans les génes cibles de I'AID par rapport au
modeéle Cd19-Cre-Myd88->% (Jo et al. 2020).
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Modeles d’étude des protéines aberrantes impactant la voie NF-kB dans les lymphomes B
indolents

Le géne Bcll0 subit des mutations (codons stop) dans 2,5% des cas de LF (Krysiak et al.
2017), et une translocation au locus IgH dans 5% des lymphomes du MALT (Du 2016). Dans
le modéle Ep-Bcll0, le transgene est inséré aléatoirement et entraine une splénomégalie ainsi
qu’une diminution des cellules B folliculaires et B1 mais une augmentation des cellules B de
la ZM (Z. Li et al. 2009; Y. Chen et al. 2012).

Le gene Birc3 (clAP2 ou API2) subit une translocation t(11;18)(g21;g21) formant une
protéine de fusion avec MALT1 dans 15 a 40% des cas de lymphomes du MALT (Du 2016) et
dans de rares cas de LZMS (Spina et Rossi 2016). Le modéle Ep-Api-Malt, le transgéne est
inséré aléatoirement. Il présente une augmentation des cellules B de la ZM ainsi qu’'une
activation de NF-kB supérieure due a une augmentation de la polyubiquitination de NEMO
(Baens et al. 2006).

Le modele Ciap2-/-_Cd19-Cre-Ciapl-/-, posseéde le gene Ciap2 invalidé de fagon
ubiquitaire et Ciapl invalidé dans les cellules B. Le modeéle développe une splénomégalie et
une lymphadénopathie avec une augmentation des cellules B de la ZM et un défaut de
formation du GC. La survie des cellules B est accrue ainsi que I'activité d’'NFKB2 (Gardam et
al. 2011).

La protéine BTK est aberrante dans 7,6% des cas de LF (Krysiak et al. 2017). Le modéle
permettant la production de la BTK humaine via le promoteur endogénique de Cd19, Cd19-h-
BTK, présente une réponse exacerbée via le BCR et une augmentation de la formation du GC
et des plasmocytes IgM+ avec une augmentation du taux d’IgM. Les taux d’IgG et IgA sont
normaux mais il est observé une forte production d’auto-anticorps IgG en réponse aux auto-

antigenes (nucléosome et ADNdb) (Kil et al. 2012).

La protéine IKKB est aberrante dans 10% des cas de LZMS (Spina et Rossi 2016). Le
modele conditionnel Cd19-Cre-lkk2ca (Locus Rosa26), permet la production d’'une protéine
IKKB constitutivement active. Ce modéle développe une splénomégalie tardive (~575 jours)
avec une hyperplasie des cellules B et induction de la voie canoniqgue de NF-kB via

engagement du BCR (Sasaki et al. 2004). Ce dernier ne développe pas de lymphome
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cependant le modeéle Cy7-Cre-lkk2ca associé a Blimp” permet la formation d’un lymphome
clonal a grande cellules B de type DLBCL-ABC. La protéine IKK[B constitutivement active est
produite dés le stade CSH avec une invalidation constitutive de Blimp. Le modele présente

une splénomégalie et une survie en moyenne de 466 jours (Calado et al. 2010).

La délétion de Lyn touche 60% des cas de MW (Hunter et al. 2014). Le modele de délétion
ubiquitaire Lyn’”- développe une splénomégalie, une lymphadénopathie avec une
augmentation de lymphoblastes, de plasmocytes. La prolifération des cellules B est accrue via
I'engagement du BCR de plus le modele produit des auto-anticorps (Nishizumi et al. 1995;
Chan et al. 1997).

La PRKCp est aberrante dans 1,9% des LF (Krysiak et al. 2017). Le modele Ep-Prkcpll
présente une expansion de la population de cellules B de la MZ et une réduction pour le CG.
Le nombre de cellules B en périphérie et B1 dans le péritoine est augmenté ainsi que le taux
d’'IgM sérique (Azar et al. 2020).

La protéine SYK est rarement mutée dans les cas de LF (Krysiak et al. 2017). Le modéle
conditionnel inductible Mb1-CreER-Tel-Syk permet I'expression de la protéine de fusion TEL-
SYK dans les cellules B grace au tamoxiféne. De ce fait, la protéine SYK constitutivement
active, induit la prolifération des cellules B puis la différenciation en plasmocyte a courte durée
de vie. BLIMP induit par 'activité de SYK inhibe la régulation de BCL2. Le modéle développe
une splénomégalie, une lymphadénopathie. Lorsque ce modeéle est croisé avec le modéle Ep-
bcl2 il développe aussi une splénomégalie, une lymphadénopathie et un phénotype plus

sévere d’expansion des plasmocytes avec une durée de vie supérieure (Hug et al. 2014).

HVCN1 est aberrante dans 7.6% des cas de LF ainsi que BLNK (3,8%), CD22 (3,8%) et
la PLCy2 (1,9%) (Krysiak et al. 2017). KLF2 est mutée dans 20 a 40% des LZMS (Spina et
Rossi 2016). Cependant, il n’existe pas a ce jour de modéles murins permettant I'étude d’'une

dérégulation de I'expression de ces génes dans la population de cellule B.

Le modele IgH-Impl développe dans environ 40% des cas un lymphomes des cellules B
folliculaires a Ig oligo-/monoclonales. Il présente une splénomégalie avec infiltration des

cellules B tumorales dans le foie les poumons et les ganglions (Kulwichit et al. 1998).
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La protéine CD40 a aussi été étudiée dans les modéles du fait de son importance dans la
maturation des cellules B, la formation du CG et dans le switch isotypique. Les modéles Cd19-
Cre et Cd21-Cre-Lmp1/Cd40 permettent de produire la protéine de fusion LMP1 avec la partie
intracytoplasmique C terminale de CD40. Ceci ayant pour conséquence une activation
constitutive de la voie CD40. Ce modéle développe un lymphome de type LZM. Les modéles
de suractivation de CD40 dans les stades B précoces (Cd19-Cre) ou plus tardifs au stade B
de transition (Cd21-Cre) ont le méme profil. lls développent une splénomégalie, une
lymphadénopathie. Les cellules B ayant un profil activé, elles activent la voie non canonique
de NF-kB et voient leur prolifération et leur survie augmentées ainsi que I'expression des
protéines immunosuppressives IL-10 et PD-L1. Une forte accumulation de cellules B est
observée dans le follicule et la ZM, cependant un défaut de formation du CG est observé
(H6mig-Holzel et al. 2008; Vincent-Fabert et al. 2019).

Modeles d’étude pour les protéines aberrantes impactant la voie NF-kB dans les lymphomes
B indolent, agressifs et LH

Ces 8 protéines sont les suivantes : A20, CARD11, CD79b, CYLD, IkBa, MYD88, NFKB2,
TRAF3.Les modéles murins permettant I'étude des protéines influencant I'activité de NF-kB
aberrante dans les lymphomes B sont référencés dans le Tableau 5. Notons, en sus de IkBa
et A20 ciblant directement la voie canonique de NF-kB, qu’il y a 2 protéines de la voie alterne
de NF-kB (NFKB2, TRAF3), 2 déubiquitinases (A20, CYLD) et 2 acteurs de la signalisation du
BCR (CD79B, CARD11). MYDB88 étant le seul représentant de la voie des TLR dans ce cadre.

- Le cas de IkBa, protéine de la voie classique de NF-kB :

IkBa est mutée dans de rares cas de myélome multiple (Walker et al. 2018) et dans 10 a
20% des LH (Kuppers, Engert, et Hansmann 2012). L’étude de la protéine IkBa ayant déja été
décrite dans la section 1.7.3.1, ne possédant pas d’invalidation B spécifique, son invalidation
ubiquitaire ne permet pas de conclure sur le développement d’un lymphome (A. A. Beg et al.
1995).
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- Cas des 2 protéines de la voie alterne de NF-kB (NFKB2, TRAF3) :

Les protéines NFKB2, TRAF3 sont retrouvées mutées dans de rares cas de lymphomes
indolents (LH et/ou LF) (Kuppers, Engert, et Hansmann 2012; Krysiak et al. 2017) et/ou de
myélomes multiples (Walker et al. 2018).

Dans le modéle de suractivation ubiquitaire Nfkb24°™A¢T une hyperkératinisation de la rate
est observée avec une lymphadénopathie, une augmentation de la prolifération des cellules B

ainsi qu’une infiltration des cellules tumorales dans divers organes (Ishikawa et al. 1997).

Le modéle d'invalidation ubiquitaire Traf3”- meurt prématurément avec de graves défauts
dans la structure de multiples organes (Y. Xu, Cheng, et Baltimore 1996). Seule la délétion B
spécifique du modele Cd19-Cre-Traf3” permet le développement d’'un lymphome de type LZM
avec une splénomégalie, une lymphadénopathie, une hyperplasie B avec une expansion des
cellules de la ZM et une hypergammaglobulinémie (Xie et al. 2007; Gardam et al. 2008; C. R.
Moore et al. 2012).

Le modeéle Ep-Traf3 inséré aléatoirement dans le génome permet I'expression du
transgene dans les cellules B. Ce modéle présente une splénomégalie, une lymphadénopathie
avec une diminution du nombre de cellules B mais développe une plasmocytose, une
hypergammaglobulinémie. Il produit des auto-anticorps ainsi qu'un fort taux de cytokines
inflammatoires avec augmentation de la réponse via 'engagement des TLR4 et 9. Dans ce
modele, 50% des souris développent des tumeur solides, un carcinome (cancer de la peau)

au niveau de la langue (Zapata et al. 2009).

Le modéle Ep-Traf3_IgH/Bcl2 posséde en plus le gene Bcl2 inséré dans le locus IgH
correspondant a la translocation retrouvée dans le LH et les DLBCL. La durée de vie est
réduite par rapport au modele précédent et développe un lymphome de type DLBCL ou
plasmocytaire. Il présente une splénomégalie, une lymphadénopathie, une infiltration
lymphoide avec une expansion B clonale et perte de I'lgD et IgM de surface. Les anticorps

sont oligo-/monoclonaux avec hypermutation (Perez-Chacon et al. 2019).
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- Cas des 2 déubiquitinases (A20, CYLD) :

A20 est mutée dans 30% des cas de DLBCL-ABC (Pasqualucci 2019) et dans 2,9 a 50%
des cas dans d’autres lymphomes indolents : LF (2,9%) (Krysiak et al. 2017), LH (40%)
(Kuppers, Engert, et Hansmann 2012), LCM (40%) (Marc Seifert, Scholtysik, et Kippers
2013), LZMS (10-15%) (Spina et Rossi 2016), MALT (15-30%) (Du 2016), MW (50%) (Hunter
et al. 2014). L’invalidation ubiquitaire du géne Tnfaip3 (A20) cause la mort prématurée due a
une inflammation de plusieurs organes (E. G. Lee et al. 2000).

Le modeéle conditionnel Cd19-Cre-a20” (stade B immature CD19") présente une
splénomégalie due a l'augmentation de la survie des cellules B avec une hyperplasie
plasmocytaire et production d’auto-anticorps ainsi qu'une expansion des cellules T
régulatrices. Les cellules B du CG dans les tissus lymphoides de lintestin sont aussi plus
nombreuses (Tavares et al. 2010; Chu et al. 2011; Hovelmeyer et al. 2011). Le modele
invalidant le géne d’une autre désubiquitinase, la CYLD, de fagon ubiquitaire en plus de
I'invalidation de a20 dans les cellules B (Cycld’~_Cd19-Cre-a20") présente une forte activation
B (mais identique au modele précédent) via I'activation du BCR, TLR4, CD40 et TLRO.
Cependant il présente moins de splénocytes que le modéle précédent mais une production
supérieure d’'IL-6 en réponse au BCR (et identique avec CD40 et TLRs) (Chu et al. 2012).

Les modéles d’invalidation B spécifiques inductibles par administration d’Ifn-a/p et TARN
double brin (Mx1-Cre-a20™7) ou de tamoxiféne (ERT2-Cre-a20™) présentent une apoptose des
cellules B aprés induction, une anémie progressive et une surproduction de cytokines
inflammatoires. Le modéle ERT2-Cre-a20” meurt quelques jours aprés Iinduction
(Nagamachi et al. 2014).

Le modéle conditionnel visant I'inactivation de a20 dés le stade CSH (vav-Cre ou Cy1-Cre-
a20”) meurt quelques jours aprés la naissance avec une splénomégalie, hépatomégalie et
une perte de 50% de la population de la moelle osseuse et 90% du thymus (Nakagawa et al.
2015; Nakagawa et Rathinam 2019).
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La protéine CYLD est retrouvée mutée dans de rares cas de lymphomes indolents (LH
et/ou LF) (Kuppers, Engert, et Hansmann 2012; Krysiak et al. 2017) et/ou de myélomes
multiples (Walker et al. 2018).

Le modeéle d'invalidation ubiquitaire Cyld” présente une tumeur des kératinocytes et des
follicules pileux avec dans certains cas une hyperplasie sévere des cellules B (Massoumi et
al. 2006). Il présente aussi une lymphadénopathie, une augmentation de la taille et du nombre
de CG mais plus légére pour la ZM et le nombre de B1. L’invalidation de Cyld entraine une
activation constitutive de NF-kB via I'activation de IKK et dégradation d’lkBa dans les cellules
B. De plus, le modeéle présente une splénomégalie lorsque les souris sont immunisées

fréquemment aux Ag de globules rouges de mouton (Jin et al. 2007).

- Cas des 2 acteurs de la signalisation du BCR (CD79B, CARD11) :

CD79B est mutée dans 21% des cas de DLBCL-ABC (Pasqualucci 2019) et de 4,8 a 15%
dans d’autres lymphomes indolents : LF (4,8%) (Krysiak et al. 2017), MW (8-15%) (Hunter et
al. 2014). Cependant, il n’existe pas a ce jour de modéles murins permettant I'étude d’'une

surexpression ou une suractivation de la protéine CD79B.

CARDL11 est mutée dans 9% des cas de DLBCL-ABC (Pasqualucci 2019) et de 5 a 10,5%
des cas dans d’autres lymphomes indolents : LF (10.5%) (Krysiak et al. 2017), LZMS (5-10%)
(Spina et Rossi 2016). Dans le modele conditionnel Cd19-Cre-Card11-wt, le transgene est
inséré dans le locus Rosa26 (Knies et al. 2015). Ce modeéle présente un phénotype normal et
nécessite I'activation du BCR pour activer les cellules B. Le modéle Cd19-Cre-Card11-%*"
permettant la liaison constitutive de CARD11 a BCL10 et MALT1 (complexe CBM) présente
des cas de lymphomes de type DLBCL-ABC, ceci se traduisant par une mort aprés 6 jours
avec une splénomégalie et lymphadénopathie, un taux élevé d’IgM, d’IL6, d’IL10 et une forte
prolifération B ainsi qu’une infiltration des cellules tumorales dans divers organes (Knies et al.
2015).
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- Cas de la protéine adaptatrice MYD88 :

Comme détaillé en section 1.6, MYD88 est muté dans 30% des cas de DLBCL-ABC
(Pasqualucci 2019) et de 1,9 a 95% dans d’autres lymphomes indolents : LF (1,9%) et LCM
(6,7%) (de Groen et al. 2019), LZMS (3-15%) (Spina et Rossi 2016), MALT (5%) (Du 2016) et
dans la plus de 90% des cas de la MW (Treon et al. 2012; Poulain et al. 2013).

La fréquence de mutation MYD88-%%" dans la MW confirme que cet événement est
primaire, quasiment indispensable pour 'émergence de ce lymphome. C’est pourquoi des
recherches sur son pouvoir oncogénique ont été menées sur plusieurs modeéles de souris
transgéniques et par plusieurs équipes dans le monde. Le modéle MYD88 possédant la
mutation L252P (orthologue de la mutation L265P retrouvée dans les cas de lymphomes chez
'humain) est exprimée dans les cellules B grace au modéle Cd19-Cre-Myd88-*%". Dans ce
modéle le transgéne Myd88-2>?" floxé remplace le géne Myd88-wt endogéne de la souris. La
splénomégalie observée est due a une augmentation de la prolifération des cellules B avec
une lymphadénopathie occasionnelle et une infiltration des cellules tumorale dans la rate, le
foie mais pas dans la moelle osseuse (Knittel et al. 2016). Les modéles Cd21-Cre et Aid-Cre-
Myd88-2°?P présentent les mémes symptomes que le modeéle précédent avec une proportion
plus grande de souris étant atteintes d’'un lymphome de type DLBCL (33%) (Knittel et al. 2016).
Cest par la co-surexpression conditionnelle de BCL-2 et de MYD88-%5?" (Cd19-Cre-
Myd88-2°2P-BCL-2) que les souris présentent dans tous les cas un lymphome de type DLBCL-
ABC avec lymphadénopathie, infiltration des cellules tumorales dans la rate, le foie, les
ganglions. Les cellules lymphoides ont une plus grande taille, une forte augmentation de la

prolifération et la sécrétion d’lg est oligo-/monoclonales (Knittel et al. 2016).

Le modele Aid-Cre-h-MYD88-wt exprimé dans le locus Col1Al permet la production de la
protéine MYD88 humaine de fagcon conditionnelle et n’'invalide pas le géne Myd88 murin. Il 'y
est observé une infiltration de plasmocytes dans la moelle osseuse seulement pour les souris
jeunes (<112 jours) (Sewastianik et al. 2019). Le modele Aid-Cre-h-MYD88-2%*P développe
une splénomégalie, une lymphadénopathie réduisant la survie des souris. Une infiltration
modérée de la moelle osseuse chez les souris jeunes, correspondant a un lymphome de type
indolent. La prolifération des cellules B est plus élevée ainsi que I'expression de Cxcl13 chez

les souris plus agées correspondant a un lymphome de type DLBCL (Sewastianik et al. 2019).
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L’ensemble de ces modéles concourent a montrer I'importance de NF-kB dans les
lymphomes B. lls montrent aussi combien le phénotype est étroitement lié a la voie de

signalisation associée a I'activation de NF-kB.

Lilian ROLAND| Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021
98



Tableau 5 Modeles murins permettant I'étude des protéines influengant I'activité de NF-kB ABERRANTES dans les lymphomes B.
(Classification adaptée de (Wertz et Dixit 2010)).

Protéines
influencant
I'activité de NF-kB
aberrantes dans
les lymphomes B

CD22

CD79B (IgB)

HVCN1

LMP1

BCL-10

BLNK

CARD11
(CARMA1)

MALT1

Modéles Murins (génes)

Surexpression,
suractivation

Mb1-Cre
h-CD22
(Locus Rosa26)

Lmpl
(Locus IgH)

Ep-Bcl10
(Locus aléatoire)

Cd19-Cre
Card11-wt
(Locus Rosa26)
Cd19-Cre
Card11L235Ll
(Locus Rosa26)

Sous-
expression,
Inactivation

(KO)

Cd22-/-

Cd22-/-

1gB-/-

Hvcnl_def

Bcl10-/-

BInk-/-

Carmal-/-

Malt1-/-

Effets

RECEPTEURS
Reduction de la ZM

Restauration de la ZM par rapport au modeéle cd22-/-

Blocage au début du stade pré B

Pas de formation du CG

Recombinaison du locus IgH n'est pas affectée dans les cellules pro-B
Signalisation BCR altérée

Sécrétion d’anticorps défectueuses apres immunisation
Splénomégalie

Infiltration dans le foie les poumons et les ganglions

Ig oligo-/monoclonales (ADN) dans le cas des lymphomes
ADAPTATEURS

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

Mort embryonnaire E18.5 dans 30% des cas

Altération de la maturation des cellules B FO, des cellules B1 et du développement de la ZM
Défauts de prolifération en réponse a I'activation du BCR

Défauts de signalisation BCR, absence de B matures et peu de B IgM+

Blocage au stade cellulaire pro-B / pré-B

Réduction du nombre de cellules B de la ZM

Absence de cellules B1

Défauts de réponse au CD40L des cellules B de la ZM et plus sévere pour les cellules B du
FO

Nécessite I'induction du BCR pour activer les cellules B

Mort aprés 6 jours

Splénomégalie et lymphadénopathie, forte augmentation de la prolifération B

Taux élevé d’IgM, d’IL-6 et IL-10

Infiltration lymphoide dans divers organes

Contrairement au modeéle Bcl10-/-, I'activation du BCR entraine toujours la prolifération des
cellules B, développement des cellules B2 normal

Défauts dans la formation des cellules B1 et de la ZM
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Ressemblances
avec les
lymphomes
chez ’lhumain

Non

Non

Lymphome
folliculaires (42%)

Lymphomes de la
zone marginale
Non

Non

Non

Non

ABC-DLBCL

Références

(Samardzic et al.
2002; Shinichi Sato et
al. 1996)
(Bednar et al. 2017)

(Gong et
Nussenzweig 1996)
(Capasso et al. 2010)

(Kulwichit et al. 1998)

(. Lietal. 2009; Y.
Chen et al. 2012)
(Ruland et al. 2001;
Xue et al. 2003)
(R. Pappu et al. 1999)
(B. P. Pappu et Lin
2006)

(Knies et al. 2015)

(Knies et al. 2015)

(Ruland et al. 2003)



MYD88

TRAF3

EpSRa-
Api2/Maltl
(Locus aléatoire)

Cd19-Cre
myd88L252P
(Endogéene)
Cd21-Cre et
Aid-Cre
Myd88L252P
(Endogene)
Cd19-Cre
Myd88L252P
(Endogeéne)
BCL-2
(Locus Rosa26)
Aid-Cre
h-MYD88-wt
(Locus Col1A1)
Aid-Cre
h-MYD88-255P
(Locus Collal)

Cd19-Cre
Myd88L252P
Hoip-wt
(Locus Rosa26)

Ep-Traf3
(Locus aléatoire)

Ep-Traf3
Bcl-2
(Locus IgH)

Myd88-/-

Myd88-/-

Myd88-/-

Myd88-/-

Traf3-/-

Cd19-Cre
Traf3-/-

Augmentation des cellules B de la ZM

Perte de réponse au LPS, diminution de la prolifération des cellules B

Défauts de formation du CG et de commutation de classe, switch a IgG1 possible mais pas

pour 1gG2c

Splénomégalie, lymphadénopathie occasionnelle, infiltration lymphoide dans la rate, le foie
mais pas dans la moelle osseuse

Augmentation de la prolifération B

Splénomégalie, lymphadénopathie occasionnelle, infiltration lymphoide dans la rate, le foie
mais pas dans la moelle osseuse

Augmentation de la prolifération B

Lymphadénopathie, infiltration lymphoide dans la rate, le foie et les ganglions
Grandes cellules lymphoides
Forte augmentation de la prolifération

Infiltration de plasmocytes dans la moelle osseuse (souris jeune <112 jours)

Splénomégalie,

Infiltration de plasmocytes dans la moelle osseuse et prolifération modérée (souris jeunes
<112 jours), forte prolifération (souris agées)

Taux d’IL-6 élevé (peau submandibulaire, souris jeunes)

Taux de CXCL13 élevé (sérum, souris agées)

Splénomégalie, lymphadénopathie, survie plus courte

Augmentation du nombre de mutation par rapport au modéle Cd19_Cre_Myd88-%5?" et
notamment dans des genes cibles de I'AID

Mort 10 jours aprés la naissance

Défauts graves dans les structures de multiples organes
Splénomégalie et lymphadénopathie

Hyperplasie B, hypergammaglobulinémie

Expansion des cellules de la ZM

Splénomégalie, lymphadénopathie

Durée de vie réduite et développement d’'une cachexie

Diminution du nombre de cellule B mais développement d’'une plasmocytose et
hypergammaglobulinémie, auto-anticorps

Augmentation du taux de cytokines inflammatoires

Augmentation de la réponse via I'activation des TLR4 et 9 (LPS, CpG)
Réduction de NIK mais signalisation normale via CD40 et BAFFR
Splénomégalie, lymphadénopathie, infiltration lymphoide

Durée de vie réduite par rapport au modele Ep-Traf3
Oligo-/monoclonale, réarrangement VyDJy et hypermutation
Expansion B clonale, perte de I'lgD et IgM de surface
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Non

Non

Non

Non

ABC-DLBCL

Non

DLBLC (agées)

DLBCL 80%

Non

Lymphome de la
zone marginale

Non

DLBCL ou
lymphome
lymphoplasmocytaire

(Baens et al. 2006)

(Kawai et al. 1999; M.
S. J. Lee et al. 2019)

(Knittel et al. 2016)

(Knittel et al. 2016)

(Knittel et al. 2016)

(Sewastianik et al.
2019)

(Sewastianik et al.
2019)

(Jo et al. 2020)

(Y. Xu, Cheng, et
Baltimore 1996)
(Xie et al. 2007;

Gardam et al. 2008;

C. R. Moore et al.

2012)

(Zapata et al. 2009)

(Perez-Chacon et al.
2019)
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KINASES ADAPTATRICES PROXIMALES

BTK
Cd19-h-BTK
LYN
PRKCB (PKCB)
Ep-Pkepll
SYK
Mb1-CreER
TEL-Syk
(Locus Rosa26)
Mb1-CreER
TEL-Syk
Ep-BCL-2
(Locus Rosa26)
TRAF2
BIRC3 (clAP2, Ep-Api2/Maltl
API2) (Locus aléatoire)

Btk-/- dans le
modéle Rag2-
/-

Lyn-/-

Pkc-B-/-

Syk-/-

Traf2-/-

pHSE-
Traf2.DN
(Engogene)
Cd19-Cre et
Mx1-Cre
Traf2-/-

Réduction du nombre de cellules B1, blocage entre les stades pré-B1 et pré-B2
Réduction de la prolifération des cellules B via activation du BCR ou CD40

Formation du CG et de plasmocyte IgM+ avec augmentation du taux d’IlgM (IgG et IgA
normal)

Forte production d’autoanticorps IgG (anti-nucléosome et anti ADNdb)

Forte réponse via engagement du BCR

Splénomégalie, lymphadénopathie, augmentation du nombre de lymphoblastes, de
plasmocytes

Production d’autoanticorps et suractivation des MAP kinases

Prolifération accrue via activation du BCR

Nombre réduit de cellules B1, prolifération des cellules B réduite

Faible activation de NF-kB via 'engagement du BCR

Expansion de la population de cellules B de la MZ et réduction de la population de cellules B

des follicules

Augmentation du nombre de cellules B immatures en périphérie, du nombre de B1 dans le
péritoine, ainsi que du taux d’IgM sérique

Mort embryonnaire due & une hémorragie

Altération de la différentiation B, blocage au stade pré-B due a la perturbation de la
signalisation du pré-BCR

Splénomégalie, lymphadénopathie

Induit de la prolifération puis la différenciation en plasmocyte a courte durée de vie
BLIMP induit par I'activité de SYK inhibe la régulation de BCL-2

Splénomégalie, lymphadénopathie

Phénotype sévére d’expansion des plasmocytes, augmentation de la survie

LIGASES NON DEGRADATIVES

Mort prématurée (~12 jours)

Masse musculaire réduite, sévere atrophie de la rate et du thymus

Lymphopénie, défauts de formation du CG mais ZM élargie

Défauts d’activation des voies CD40 et BAFFR

Splénomégalie et lymphadénopathie

Augmentation du nombre de cellules B, défaut de formation du CG mais ZM élargie
Activation de NF-kB mais pas de JNK via TNFR et CD40

Splénomégalie et lymphadénopathie

Augmentation du nombre de cellules B matures et du nombre total de cellules B dans les
ganglions lymphatiques et de la ZM, défaut de formation du GC

Surexpression de c-Rel et de la protéine membranaire CD21

LIGASES DEGRADATIVES

Augmentation du nombre de cellules B de la ZM
Augmentation de I'activation de NF-kB et de la polyubiquitination de NEMO (splénocytes)
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Non

Non

Non

Lymphome
lymphocytique

Non

Non

(Khan et al. 1995;
Kerner et al. 1995)

(Kil et al. 2012)

(Nishizumi et al. 1995;
Chan et al. 1997)

(Weiss et Littman
1994; Leitges et al.
1996)

(Azar et al. 2020)

(A. M. Cheng et al.
1995)

(Hug et al. 2014)

(Hug et al. 2014)

(Yeh et al. 1997;
Nguyen et al. 1999;
Pérez-Chacon et al.

2012)

(S.Y. Lee et al. 1997;
Pérez-Chacon et al.
2012)

(Grech et al. 2004,
Gardam et al. 2008)

(Baens et al. 2006)
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Ciap2-/- ;
Cd19-Cre
Ciapl-/-

CYLD Cyld-/-

Cyld-/-
Cd19-Cre
a20-/-

TNFAIP3 (A20) a20-/-

a20-/-
Myd88-/-
Cd19-Cre

a20-/-

Cyld-/-
Cd19-Cre
a20-/-

Mx1-Cre
a20-/-
ERT2-Cre
a20-/-

vav-Cre ou
Cy1-Cre
a20-/-

Splénomégalie et lymphadénopathie

Augmentation du nombre de cellules B dans les ganglions, notamment dans le follicule et la
ZM, défauts de formation du CG

Suractivité de NFKB2 et survie accrue des cellules B

Activation médiée par CD40 compromise

DESUBIQUITINASES

Tumeurs des kératinocytes des follicules pileux.

Certain cas d’hyperplasie sévere, lymphadénopathie, augmentation de la taille et du nombre
de GC de légere augmentation de la ZM dans la rate ainsi que du nombre de B1
Activation constitutive de NF-kB via IKKB et dégradation d’'lkBa

Forte réponse a I'exposition aux Ag de globules rouges de mouton (splénomégalie)

Forte activation B via engagement du BCR, TLR4, CD40, TLR9 mais identique au modéle
Cd19_Cre_A20-/-

Moins de splénocytes que le modele Cd19_Cre_A20-/-

Production d’IL6 supérieur au modéle Cd19_Cre_A20-/- via activation du BCR mais
identique via CD40 et TLRs

Mort due a I'inflammation de plusieurs organes a partir de 7 jours

Empéche la létalité prématurée observé pour le modele a20-/-

Splénomégalie, hyperplasie plasmocytaire, auto-anticorps

Augmentation de la prolifération et de la survie des cellules B

Formation de cellules B GC dans les tissus lymphoides associés a l'intestin

Expansion des cellules T régulatrices, de type T effectrices et myéloides

Forte activation B via engagement du BCR, TLR4, CD40, TLR9 mais identique au modéle
Cd19_Cre_a20-/-

Moins de splénocytes que le modele Cd19_Cre_a20-/-

Production d’IL6 supérieur au modéle Cd19_Cre_a20-/- via activation du BCR mais
identique via CD40 et TLRs

Apoptose des cellules B, anémie

Surproduction de cytokines pro-inflammatoires

Mort quelques jours aprés activation par tamoxiféne, apoptose fulminante,
myéloprolifération, lymphocytopénie et anémie progressive Production excessive de
cytokines pro-inflammatoires

Mort quelques jours aprés la naissance (~21)

Splénomégalie, hépatomégalie, perte de 50% de la population de la moelle osseuse et 90%
dans le thymus

Signalisation NF-kB et IFN-y augmentée, hyperprolifération des HSC

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

(Gardam et al. 2011)

(Massoumi et al.
2006; Jin et al. 2007)

(Chu et al. 2012)

(E. G. Lee et al. 2000)
(Turer et al. 2008)

(Tavares et al. 2010;
Chu et al. 2011;
Hovelmeyer et al.
2011)

(Chu et al. 2012)

(Nagamachi et al.
2014)
(Nagamachi et al.
2014)

(Nakagawa et al.
2015; Nakagawa et
Rathinam 2019)

KINASES ACTIVATRICES DES IKK

NIK Nik-/-
Cd19-Cre
Nik-/-
Cd19-Cre
Nik-wt

(Locus Rosa26)

Défauts de structures dans les ganglions lymphatiques, les plaques de Peyer, la rate et le
thymus

Réduction drastique du nombre de B matures (FO et MZ)

Altération de la commutation de classe

Splénomégalie et lymphadénopathie

Expansion de la ZM
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Non

Non

Non

(Yin et al. 2001)
(Hahn et al. 2016)

(Sasaki et al. 2008)
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Cd19-Cre
NikAT3
(Locus Rosa26)
Cd19-Cre
Nik-wt
(Locus Rosa26)
Bcl-6
(Locus IgH)

IKKB (IKK2)

Cd19-Cre
Ckk2ca
(Locus Rosa26)

Cd19-Cre
Ikk2ca
(Locus Rosa26)
Cy1-Cre
Ikk2ca
(Locus Rosa26)

BCL-3

Ep-Bcl3
(Locus aléatoire)

Cd19-Cre
Bcl38°F
(Locus Rosa26)
IkBa (NFKBIA)
IkbB-wt

(Locus ikba)

IkBe (NFKBIE)

Ikkb-/-

Cd19-Cre
Ikkb-/-

Baffr-/-

Blimp1-/-

Bcl3-/-

Ikba-/-
Ikba-/-
Ikba-/-

Ikbe-/-
Ikbe-/-

Splénomégalie et lymphadénopathie plus importante que dans le modéle NIKwt
Expansion de la ZM

Splénomégalie et lymphadénopathie, grande cellule B, survie médiane 406 jours
Prolifération et survie des cellules B accrue
Nombre réduit de mutations sur la région V du locus IgH

IKK
Mort embryonnaire (E13)

Réduction des cellules B FO et ZM ainsi que tous les sous-ensembles de cellules B
périphériques

Défaut général de la capacité a activer la voie de signalisation canonique NF-«kB (LPS, anti-

CDA40 et anti-lgM)
Survie similaire aux souris sauvages
Splénomégalie tardive (550 a 600 jours)

Hyperplasie des cellules B et prolifération induite par anti-lgM augmente fortement 'activité

canonique de NF-kB
Cellules B matures normales, y compris les cellules B de la ZM

Splénomégalie
Lymphome clonal a grandes cellules B
Survie médiane 466 jours

Architecture splénique altérée, défaut de formation du CG
Diminution des cellules B dans les organes lymphoides secondaires
Défaut dans réponse humorale

Splénomégalie et accumulation de cellules B matures dans les ganglions lymphatiques, la
moelle osseuse et la cavité péritonéale

Augmentation des IgG1 et IgA dans le sérum

Splénomégalie accumulation de cellules B matures dans les organes lymphoides
secondaire

Diminution du nombre de cellules B dans la zone marginale et réduction significative du
nombre de cellules B-1

Inhibition de la formation du CG et taux d’lgG1 non altéré

Mort aprés 7 & 10 jours due a une inflammation généralisée

Augmentation de la prolifération B & la suite de stimuli mitogéniques

Survie de 35 jours

Mort juste aprés la naissance

Absence de cellules B et T, nombre réduit de cellules NK

Augmentation du switch isotypique et de la production d’'IgM, d’IgG1 et de cytokines (IL-1,
IL-6)

Pas de maodification de la prolifération B
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DLBCL

Non

ABC-DLBCL

(Sasaki et al. 2008)

(B. Zhang et al. 2015)

(Z.-W. Li et al. 1999)

(Pasparakis, Schmidt-
Supprian, et Rajewsky
2002; Z.-W. Li et al.
2003)

(Sasaki et al. 2006)

(Sasaki et al. 2006)

(Calado et al. 2010)

(G. Franzoso,
Carlson, Scharton-
Kersten, et al. 1997;
Schwarz et al. 1997)

(Ong et al. 1998)

(Hovelmeyer et al.
2014)

(A. A. Beg et al. 1995)

(J. D. Cheng et al.
1998)
(Goudeau et al. 2003;
Samson et al. 2004)
(Mémet et al. 1999)
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c-Rel

NFKB2 (p52, p100
(IkB3))

PLCy2

PTEN

Cd19-Cre
CAG-c-Rel
(Endogene)

nfkb2ACT/ACT

Ikba-/-
Ikbe-/-

c-Rel-/-

c-RelACT/ACT

Nfkb1-/-
c-Rel-/-

Rela-/-
c-Rel-/-
Rela-/-
c-Rel-/-
tnf-/-

Nfkb2-/-

Nfkb2-/-
Nfkb1-/-

Plcy2-/-

Mb1-Cre
Pten-/-

Mort juste aprés la naissance
Absence de cellules B et T, nombre réduit de cellules NK

SOUS-UNITEES NF-kB

Augmentation de I'apoptose des cellules B
Défaut de cycle avec blocage en phase G1/S et de switch isotypique

Moelle osseuse hypoplasique, hématopoiése extramédullaire, splénomégalie

Diminution de la prolifération des cellules B

Cellules B péritonéales CD5 + nettement diminuées
Défaut dans la formation du CG et réduction de la ZM
Mort embryonnaire (E13)

Mort a la naissance

Expansion des cellules B du CG, prolifération et survie accrue

Production d'auto-anticorps

Switch des plasmocytes a IgG1 et IgA et diminution de la quantité d’'IgM sérique
Altérations de I'architecture des organes lymphoides secondaires, défaut de formation des
centres germinatifs

Absence de zone marginale splénique

Diminution de la prolifération B en réponse au LPS et CD40L
Hyperkératinisation de la rate

Lymphadénopathie, infiltration lymphoide dans divers organes

Augmentation de la prolifération B

Perte de la zone marginale et des cellules B folliculaires matures

Défauts graves du développement des organes lymphoides secondaires

AUTRES ENZYMES

Réduction du nombre de cellules B matures et B1

Réduction de la prolifération des cellules B via activation du BCR ou CD40

Blocage au stade cellule B précoce, pas d’expression du BCR en surface, phénotype
anergique, diminution du taux d’lgM

Rétablissement de I'expression de I'lgD et du développement des cellules B FO grace a
FoxO1 (dépendant de PTEN) via transduction
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(Goudeau et al. 2003;
Samson et al. 2004)

(Grumont et al. 1998;
S. Cheng et al. 2003;
Pohl et al. 2002)
(Carrasco et al. 1998)

(Pohl et al. 2002;
Grumont, Strasser, et
Gerondakis 2002)
(Grossmann et al.
1999; 2000)
(Gugasyan et al.
2004)

(Kober-Hasslacher et
al. 2020)

(Caamario et al. 1998;
Guido Franzoso et al.
1998; Carragher et al.
2004)
(Ishikawa et al. 1997)
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II- Objectifs

Malgré les traitements des patients symptomatiques avec le rituximab couplé a la
chimiothérapie, la MW reste incurable de nos jours et de nouvelles stratégies sont donc
nécessaires (Baron et al. 2019). Notre laboratoire a été parmi les 1° & rapporter la mutation
de MYD88 dans la MW (Gachard et al. 2013). A I'époque, aucun modéle animal de lymphome
avec MYDB88 muté n’existait. Nous avons voulu créer un tel model murin en posant la question
du role de MYD88 dans la transformation lymphome B (indolent/agressif). La mutation
MYD8826°P étant présente dans plus de 90% des cas de la MW et 30% des cas de DLBCL-
ABC nous avons reproduit I'expression de son orthologue chez la souris, MYD88-2°2" dans le
locus Rosa et conditionnellement aux cellules B grace a I'expression de la CRE-recombinase

via le promoteur du géne Cd19.

- Le premier objectif a donc été de caractériser ce nouveau modéle murin suractivant
NF-kB via la protéine mutée MYD88'%2" dans les cellules B et développant un
lymphome ressemblant a la MW

L’émergence d’'un lymphome dépend a la fois de la capacité des cellules tumorales a
survire et/ou a proliférer, mais aussi a échapper a 'immunité. Les cellules tumorales de
certains LNHB, comme les cellules B immortalisées par virus d’Epstein Barr (EBV), sont aptes
a moduler la réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T. Comme nous I'avons vu dans
I'introduction, le facteur de transcription NF-kB est trés fréquemment suractivé dans la
lymphomagénése des cellules B via la dérégulation des voies du BCR, TLR/IL1R, CD40, Fn14,
BAFFR, LTBR, CD30, RANK, BCMA, TACI, TNFR1, RCPGs mais aussi LMP1. Il permet la

modulation de [I'expression d’une multitude de génes (http://www.bu.edu/nf-kb/gene-

resources/target-genes/) entrainant la survie et la prolifération des cellules malignes mais

aussi la modulation du micro-environnement. Parmi les génes dérégulés par NF-kB, on
retrouve des génes en commun avec la signature transcriptomique de I'échappement
immunitaire des LNH (Laurent et al. 2015) : IDO1, CCL22, IL10, CD80, PTGS2, ICOS,
LGALS3, CSF1, MYC, IL13, CD86, CD274, CCL2, HGF, IL6 et PIM1. En paralléle au premier
objectif, nous nous sommes intéressés a CD274 (PD-L1), géne de I'échappement immunitaire
ciblé et régulé positivement par le facteur de transcription NF-kB. Nous avons alors réalisé 2

autres études portant sur le microenvironnement tumoral des lymphomes B :
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- La premiére, chez I'humain, sur le réle de I'échappement immunitaire in vitro des
cellules B infectées par I'EBV en latence lll ainsi que leurs conséquences sur le

microenvironnement tumoral et notamment sur I'activité des cellules T autologues

- Ladeuxieme, chez la souris, comme modéle de thérapies en phase préclinique in vivo
visant 'échappement immunitaire dans un modéle murin développant un lymphome de

type LZM via I'expression une protéine chimérique LMP1/CDA40 par les cellules B
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[1l- Résultats

lll.1.Caractérisation d’un modéle murin développant un lymphome proche de la
MW

[11.L1.1. Synthése de P'article

L’aberration du géne MYDB88, dans plus de 90% des cas de MW, semble étre I'événement
génétique primaire de cette maladie. Cependant le rble exact de MYD88 dans I'émergence
d'un clone lymphoplasmocytaire de cellules B n'est pas connue (Baron et al. 2019). Afin de
connaitre le role de MYD88 dans la lymphomagénése plusieurs modeéles ont été créés.
L’expression de MYD88 avec la mutation humaine L265P dans le modéle de Sewastianik et
al., ne permet pas le développement d’'un lymphome chez la souris ce qui révéle 'importance
de la configuration de la protéine murine dans la lymphomagéneése (Sewastianik et al. 2019).
Lorsque la mutation murine MYD88'25?" (orthologue murin de la mutation L265P chez
I’humain) est introduite dans le locus endogéne de Myd88, (modéle de Knittel et al.), la majorité
des souris développe un désordre lymphoprolifératif-B (DLP-B) et développe un lymphome de
type DLBCL-ABC lorsque BCL-2 est surexprimé avec I'expression endogénique de Myd88-252P
(Knittel et al. 2016).

Quand nous avons commencé, il n’existait pas de modele associé a MYD88-%52P. A I'heure
actuelle il n’existe toujours pas de modéle développant un lymphome indolent caractéristique
de la MW. Nous avons réalisé un nouveau modéle de souris dans lequel le cDNA de Myd88
possédant la mutation L252P, est inséré dans le locus Rosa26 avec une expression de la
protéine restreinte aux cellules B. Or ces souris développent un lymphome
lymphoplasmocytaire clonal a cellules B (de type LLP) avec un pic d'IgM sérique ainsi d’un
taux plus élevé de plasmocytes dans la moelle osseuse et un continuum de différenciation
plasmocytaire chez les souris jeunes. Nous avons par la suite mis en évidence une forte
similarité entre la signature transcriptomique de cellules B purifiées de patients atteints de la
MW, porteur de la mutation MYD88-25F, avec celle des souris MYD88-2°2" développant un
lymphome de type LLP. Parmi ces génes dérégulés nous avons retrouvé 34 genes de la

signature plasmocytaire surexprimés parmi le réseau de Xbpl.

L’étude des souris jeunes nous a aussi permis de déceler dans un premier temps
I'apparition d’'une plus forte concentration sérique en IgG et modérée en IgM au cours d’'une
hypergammaglobulinémie pour les souris de 6 & 8 mois, puis un pic d’IgM pour les souris de

plus de 8 mois. La concentration en IgM, étant corrélée avec la taille de la rate (splénomégalie),
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permet de suivre I'évolution du clone jusqu’au développement du lymphome de type MW aprés
8 mois. Cette hypergammaglobulinémie a prédominance IgG précédant le pic d’IgM pourrait

donc prédire le développement du lymphome

Le potentiel transformant de MYD88 a donc bel et bien été confirmé au travers de son
aptitude a former un clone lymphoplasmocytaire ainsi qu’a développer un lymphome indolent
chez la souris. Ce modéle peut étre trés intéressant pour des tests précliniques ainsi que pour
I'étude des LLP. Ainsi, méme si des différences existent, notre modéle est le 1°" se rapprochant
de la MW humaine.
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[1.1.2. Article

Continuous activation of MYD88 expands and then transforms IgM differentiating

plasma cells.

Running title: IgM lymphoplasmcytic differentiation is at the heart of MYD88 related B-
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Abstract

Activating mutations of MYDS88 (MYDS8S8"5F being the far most frequent) are found in most
cases of Waldenstrom macroglobulinemia (WM) as well as in various aggressive B-cell
lymphoma entities with features of plasma cell (PC) differentiation, such as activated B-cell

type diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL).

To understand how MYDS88 activation exerts its transformation potential, we have developed

81232 protein, the murine ortholog of the human

a new mouse model in which the MYDS
MYDS88%F one, is continuously expressed in CD19 positive B-cells together with the Yellow

Fluorescent Protein.

In the bone marrow, IgM B and plasma cells were expanded with a CD138 expression
continuum from IgM"¢" CD138"°% to IgM'** CD138"e" cells and with the progressive loss of

the B220 marker.

Serum protein electrophoresis (SPE) longitudinal analysis of 40 MY D8gL265

mice ranging 16
to 56 weeks old demonstrated that ageing was first associated with serum polyclonal hyper

gammaglobulinemia (hyper Ig) and then with a monoclonal immunoglobulin (Ig) Ig peak

related to progressive increase of IgM serum levels.

In the spleen, all MYD88"**" mice exhibited spleen enlargement which size was directly
correlated with the SPE profile, being maximum for monoclonal Ig peaks. MYD8§-26"
mutation was very early associated with IgM PC differentiation. Related to early increase of
Ki67 proliferation index, IgM lymphoplasmacytic (LP) and plasma cells continuously
expanded with age being first associated with hyper Ig and then with monoclonal Ig peak.
Monoclonal Ig peak was constantly associated with a LP-like B-cell lymphoma of the spleen.

Clonal expression of both membrane and secreted p chain isoforms was demonstrated at the

mRNA levels by high throughput sequencing. The MYD88"*°?" tumor transcriptomic signature
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pointed on both proliferation and canonical NF-kB p65/RelA activation. MYD8§“?%" WM
comparison demonstrated that MYD88"***" tumor also had the typical lymphoplasmacytic

transcriptomic signature of WM bone marrow purified tumor B-cells.

Altogether these results demonstrate for the first time that MYD88 specifically exerts its
transformation potential in IgM differentiating B-cells. Since MYD88“>?" transforming
potential targets the IgM PC differentiation continuum, it provides an interesting preclinical
model for development of new therapeutic approaches in both WM and MYDS88 associated

aggressive DLBCLs.
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Contribution to the field

Waldenstrom’s macroglobulinemia (WM) is a rare incurable indolent B-cell lymphoma
characterized by a bone marrow infiltration of immunoglobulin M (IgM)-expressing B cells
and monoclonal IgM secretion in blood. WM is genetically identified by the presence of a
mutation in the adapter protein MYD88 (MYDS88"%F) which is present in up to 90% of
patients. This mutation is also found in aggressive B-cell lymphomas with partial plasma cell
engagement. This gain of MYD88 function leads to a constitutive activation of MYD88 and
downstream pathways such as NF-xB pathway. To better understand the role of MYDS88 in B
cell transformation, we introduced the mouse orthologous mutation Myd88'»%" in Rosa26
locus. We first demonstrate that MY D88 transformation potential is strongly associated with a
shift of B-cell peripheral differentiation toward IgM plasma cells with IgM secretion. Then, we
show that the B-cell restricted expression of MYD88-%*? induced an oligoclonal or clonal IgM
lymphoplasmacytic-like B-cell lymphoma with a serum IgM monoclonal peak. These tumors
had marked transcriptomic proximities to WM. These results shed light on the reason why
MYDS88 continuous activation is associated not only with WM but also with all aggressive B-

cell lymphomas with features of plasma cell differentiation.
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Introduction

Waldenstrém’s macroglobulinemia (WM) is an incurable indolent B-cell lymphoma of the
elderly accounting for less than 5% of B-cell lymphomas with, as unique characteristics, a
serum IgM peak and primary medullary localization of lymphoplasmacytic cells that exhibit
continuous differentiation from mature B lymphocytes to IgM secretory plasma cells (1).
Secondary lymphoid organ infiltration and/or a leukemic phase is found in 20% cases. Other
manifestations include neuropathy, cryoglobulinemia, skin rash, cold-agglutinin hemolytic
anemia, and amyloidosis (2). The discovery of the activating mutation of MYD88 (MYD88"%F
being the far most frequent) in more than 90% of WM cases contributed to the concept that this
entity is genetically distinct from other B-cell lymphomas (3,4). Being present in 50% of
monoclonal gammapathy of undetermined significance (MGUS) of IgM type, MYDS&S
mutations are very likely to be a primary event in WM (5). Considered as secondary genetic
events, activating mutations of CXYCR4 (CXCR4533®X or CXCR4WM) 3 receptor important for
migration and BM homing of leucocytes, are found in 30% of WM cases (6). Additional

mutations of CD79b, ARIDIA or TP53 have been reported (7).

Despite these advances, WM pathophysiology is incompletely understood. Its treatment
remains challenging and the exact role of MYDS&S mutations in the emergence of a
lymphoplasmacytic B-cell clone is not known (7,8). Indeed, MYD88 mutations are also found
in 30% of activated B-cell type diffuse large B-cell lymphoma (ABC-DLBCL), more than half
of primary cutaneous DLBCLs, leg type, and many DLBCLs at immune-privileged sites but
not in plasma cell myelomas, even IgM types (9). It should be noted IgM expression is a
surrogate marker of ABC-DLBCLs (10). Moreover, all these aggressive tumors of B-cells
associated with MYD88, which often exhibit morphological features of plasma cell (PC)

differentiation, are all associated with expression of the PC differentiation marker IRF4.
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MYDS88 protein is the canonical adapter for inflammatory signaling pathways to downstream
members of the Toll-like receptor (TLR) and interleukin-1 receptor (IL-1) families. Forming
the myddosome complex, MYDS88 binds IL-1 receptors (IL-1R) or members of the TLR family
to kinases of the [IRAK family. Activation of IRAK molecules leads to the activation of the NF
kappa B (NF-«B) transcription factor and interferon 3 and 7 regulatory factors (IRF3 and 7).
MYDS88L?P constitutively increases formation of the myddosome complex with downstream
NF-kB activation (3,11,12). Experimentally, MYD882%*" is essential for survival of ABC-
DLBCL and WM cell lines (3,11). A recent publication suggests the involvement of HOIP and
LUBAC-dependent NF-kB activation in the transformation potential of MYD88 activation in
a mouse model (13). The current published mouse models with continuous MYDS8S activation
in the B-cell lineage develop aggressive clonal B-cell lymphomas that resemble human ABC-
DLBCLs (13-15). Although discussed by Jo et al in the HOIP/LUBAC activation context, no
IgM peak was reported in these models. Therefore the question of a direct role of MYDS8 in
the development of a lymphoplasmacytic lymphoma with monoclonal IgM secretion is still

open.

Here, we present a new mouse model in which the MYD8823?F protein, the murine ortholog of
the human MYD882%F one, is continuously expressed in the B-cell lineage together with the
Yellow Fluorescent Protein (YFP). We show that these mice first developed early expansion of
CD93"%¢ IgM PCs with increase of both IgM secretion and bone marrow relocalization of IgM
B-cells. Morcover, these mice also had increased percentages of [gM™¢" CD138°% and IgM'*™
CD138Meh cells with a CD138 expression continuum between the two cell types. Then, these
mice develop an oligoclonal or clonal IgM lymphoplasmacytic-like B-cell lymphoma together
with a serum IgM monoclonal peak. These tumors had marked transcriptomic proximities to

WM. But they were located in the spleen and exhibited significant proliferation increase.
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Despite differences between MYDS88 1252 LP-like B-cell tumors and WM, our results
demonstrate that the MYDS88 transformation potential is strongly associated with a shift of B-
cell peripheral differentiation toward plasma cells with IgM secretion. These results shed light
on the reason why activation of MYDS8S is found in most WM and in various aggressive B-cell

lymphomas with IgM PC differentiation engagement such as ABC DLBCLs.
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Materials and Methods

Generation of the transgenic mouse line MYDS88 L252P

The transgenes (cDNA) Myd88"T-IRES-Yfp and Myd88"*°P-IRES-Yfp were synthetized
(Genecust, Dudelange, Luxembourg) and inserted into the pcDNA3.1 vector. Sequences of
these transgenes are given in Supplementary Materials and Methods. The Myd88-*?_IRES-
Y/p insert was cloned into the pROSA26-1 vector (16) containing a LoxP-flanked region,
consisting of a stop cassette and the Neomycin gene (17). The transgene Myd88">*?FIRES-Yfp
was inserted downstream of the stop cassette. JM8 ES cells were transfected with the targeting
vector according to a previously described protocol (18). Targeted ES cells were screened for
homologous recombination by PCR. Genomic DNA extraction was performed with an in house
protocol and consisted of gDNA precipitation with absolute ethanol. Twenty nanograms gDNA
were used for each PCR (primer sequences in Supplementary Materials and Methods) using
LongAmp® Tag DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA) according the
manufacturer’s recommendations. Recombined ES cells were injected into C57BL/6J
blastocysts which were transferred into foster mothers to obtain chimeric mice (MYD88L32™
ISTOP ice).
Mice

Cd19° mice (19) and mice carrying the MYDS8§*?*F_IRES-Yfp allele were crossed to induce
the expression of the transgene in B cells (MYDS88'**?" mice). Offspring were routinely
screened by PCR using specific primers for the insertion of the transgene (Supplementary
Materials and Methods). Animals were housed at 21-23°C with a 12-hour light/dark cycle. All

procedures were conducted under an approved protocol according to European guidelines for
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animal experimentation (French national authorization number: 8708503 and French ethics

committee registration number APAFIS#14581-2018041009469362 v3).

Cell transfection and nuclear factor kB- dependent dual-luciferase reporter assay

Five million A20 cells were co-transfected with 5 pg of either empty pcDNA3.1, pcDNA3.1-
MydS88"" or pcDNA3.1-Myd883%F vectors, plus 100 ng of the pRL-TK Renilla luciferase
expression vector (Promega Corporation, Madison, WI) and 5 pg of either the 3X-xB-L vector
with three copies of the major histocompatibility complex (MHC) class I kB element or its
mutated counterpart, the 3X-mutkB-L vector (20) using Amaxa L013 program (AMAXA
Biosystems, Cologne, Germany). Twenty four hours after transfection, cells were lysed and
luciferase activities were measured using the Dual-Luciferase Reporter Assay System and the

Turner Designs TD-20/20 Luminometer (Promega Corporation, Madison, WI).

Sera analyses
Serum was obtained from blood collected retro-orbitally. Specific ELISA and serum

electrophoresis assay were performed as previously described (18,21).

Flow cytometry and in vivo proliferation assays

Bones of the two hind legs of the Cd79¢¢ and MYD882**" mice were rinsed PBS in order to
collect the bone marrow cells. Spleen cells from Cd19“" and MYD88*%2F were filtered through
a sterile nylon membrane. Blood samples were collected intra-orbitally. Red cells were lysed
by RBC Lysis Buffer (Biolegend, San Diego, CA). Cell suspensions were resuspended at 4°C
in a labeling buffer (PBS, 1% BSA, 2mM EDTA) and labeled with fluorescent monoclonal
conjugated-antibodies listed in Supplementary Materials and Methods. Labeled cells were

analyzed using a BD Fortessa SORP flow cytometer (BD Bioscience France, Le Pont de Claix,
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France). Results were analyzed using Kaluza Flow Cytometry software 1.2 (Beckman Coulter,

Brea, CA).

Immunohistochemistry

Five micrometer paraffin embedded tissue sections were deparaffinized as follow: slides were
immersed successively 3 min in xylene 2 times, 3 min in ethanol 100% 3 times, 3 min in ethanol
95% once and 5 min in PBS 3 times. Then, slides were immersed in citrate buffer pH7 and heat
5 min 40 sec with a microwave at 800W 4 times. Image acquisition was performed with the
Nanozoomer 2.0RS Hamamatsu and NDP.scan software (812 Joko-cho, Higashi-ku,
Hamamatsu City, 431-3196, Japan). Quantification of Ki67 nuclear labelling was performed

with the imagelS and the Ki67 module:

http://imagejs.org/?http://module.imagejs.googlecode.com/git/mathbiol.chromomarkers.js&ht

tp://module.imagejs.googlecode.com/git/ki67 (22).

Gene expression profiling

A series of seven mice (three Cd/9“ and four MYD88**?") was studied in parallel with bone
marrow purified tumor B-cells from a series of 11 patients with MYDS8S%" WM (series 1) as
well as lymph nodes from a series of 58 patients: 19 MYDS88" chronic lymphocytic leukemia,
15 MYD8S%P WM, 12 MYDS88"T Nodal marginal zone lymphoma, 5 MYDSES"T WM, 4
follicular lymphoma and 3 patients with follicular hyperplasia (series 2, Supplementary Tables
1 and 2). MYDS88 and CXCR4 mutational status was determined as previously described (6).
Total mRNA was extracted from whole infiltrated tissues and purified B-cells as reported (23).
For humans and mice, amplification of RNAs and hybridization onto microarrays were
performed on an Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array and on an Affymetrix Gene

Atlas system® with the MoGene-2_1-st-vl Affymetrix chip (Affymetrix, Santa Clara, CA)
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respectively according to a protocol already described (24) (GEO accession number

GSE138273). Bioinformatic analyses are detailed in Supplementary Materials and Methods.

Repertoire analysis

RNA was extracted from total spleen, and 1pg was used for sequencing. Transcripts were
amplified by S’RACE PCR using reverse primers hybridizing within either the membrane or
secreted exon of the p or y genes. ProtoScript® II Reverse Transcriptase (New England Biolabs,
Ipswich, MA) was used for reverse transcription and the amplicons were obtained using
Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA) according to
the manufacturer’s instructions. Primers used are listed in Supplementary Materials and
Methods. [llumina sequencing adapter sequences were added by primer extension, and resulting
amplicons were sequenced on an Illumina MiSeq sequencing system using MiSeq kit Reagent
V2 500 cycles. Paired reads were merged using FLASH (25). Repertoire analysis was done
using the IMGT/HighV-QUEST online tool (http://www.imgt.org/IMGT_vquest/vquest). The

resulting output was parsed by in-house R script.
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Results

Generation of a mouse model with insertion of the mouse mutation Myd88 L252P in Rosa26
locus.

To study the effect of MYDS88 continuous activation on B-cell differentiation, we created a
transgene constituted by the mutant murine cDNA sequence of Myd88 (Myd88-232F) which is

8§-265F in frame with the Yellow Fluorescent

orthologous to the human mutant sequence MYD§
Protein (Yfp) sequence and separated by an Internal Ribosome Entry Site (IRES) sequence
(Myd88-**F-IRES-Yfp) (Supplementary Figure 1A). To validate this transgene, we checked
that it induced expression of both MYD88**" and YFP proteins in the A20 murine B-cell line
(Supplementary Figures 1B and C) and that it was responsible for constitutive NF-kB activation
(Supplementary Figure 1D). The Myd88-**?F-IRES-Yfp insert was cloned into the pPROSA26.1
vector(16) (Supplementary Figure 1E). In this construct, the insert was subcloned downstream
from a Neomycin-STOP cassette flanked by LoxP sites. Chimeric mice were intercrossed to
obtain stable germinal transmission of the Myd88-**?"-IRES-Y/p transgene (MYD8§L232F-ISTOP
mice). MYDS8§L22PASTOP and  Cd/9“¢ mice were crossed. Mice with both transgenes
(MYDS88?" mice) were then studied, with their age matched Cd/9 littermate as controls
(Cd19° LMC). B-cell specific expression of the transgene was found in more than 90% of B
cells from blood and spleen compared to virtually no expression in the T-cell compartment

(Supplementary Figure 1F). As expected and reflecting NF-xB activation, MYD88">?F

splenocytes over-expressed the NF-kB target gene Tnfaip3 at the mRNA level (Supplementary
Figure 1G).

8L252P

Serum protein electrophoresis profiles segregate MYDS mice according to age
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As a first exploratory step, a serum protein electrophoresis (SPE) was systematically performed
on a series of 40 MYDS88>?F mice and 26 age matched Cd79* LMCs. As shown in Figure
1A three SPE profiles were seen: normal, with polyclonal hyper gammaglobulinemia (hyper
Ig) and with a monoclonal Ig peak. All CdI9°° LMCs exhibited normal SPE whatever old they
were. In other words, SPE with hyper Ig or Ig peak were found only in MYD88"**" mice
(Figure 1A and 1B). Figure 1B shows the relationship between the age of MYDS88%2F mice
and the SPE profile. Young MYD8&8*?" mice (16-23 weeks) had a normal or hyper Ig SPE
profile. In contrast, most mice older than 32 weeks had an Ig peak. In between these two groups,
24 to 31 weeks old mice (middle age) presented an hyper Ig or an Ig peak in 65% and 35%
cases respectively (Fisher test, p=2.10%). ELISA quantification of serum Ig revealed that young
MYD88">5?P mice with normal SPE exhibited a moderate IgM and IgG hyper Ig when compared
to their Cd19"* LMC. Variations of serum IgG levels of middle aged and old MYD88">5?" mice
were moderate when compared to their young counterpart. This was in contrast with serum IgM
levels that were significantly increased in middle aged mice and even more in old mice (Figure
1C).

These results first indicate that continuous activation of MYDS88 in B cells was associated with
a global increase of Ig secretion. Second, appearance with age of polyclonal hyper Ig and then
of monoclonal Ig peak related to the increase of IgM serum levels suggests that, after a

8L252P mijce was associated with clonal restriction

polyclonal expansion phase, aging of MYD8
of IgM-sccreting B-cells, very likely reflecting the MYD882?" B-cell transformation power in

these cells. Therefore, these first results point on a strong relationship between MYD882P

and IgM-secreting B-cells.

Whereas differentiation of MYDS8 L252P B-cell precursors was marginally affected, bone

marrow IgM plasma cell content was increased with a CD138 expression continuum.
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Analysis of the bone marrow from 16 weeks old mice with normal SPE demonstrates that
expression of the transgene was mainly found in CD19"2h B-cells. Indeed, with an on/off effect,
percentages of YFP positive cells (i.e of LoxP rearranged cells) was directly related to the CD19
mean fluorescence intensity (Figure 2A). As shown in Figure 2B, global B-cell content was
comparable to the one of Cd/9"* LMCs. Among B-cells, proportions of MYD88->*2" CD19'¥
B220"% and CD43"" pro B-cells were moderately increased while those of CD19"eh B-cells
tended to be decreased. Among CD19"" B-cells, proportion of CD23"¢ immature B-cells was

increased while those of CD23P% recirculating B-cells was reduced (Figure 2C).

Comparison of CD/9* LMC and MYD88"***" mice with either normal SPE or hyper Ig did
not reveal any significant B-cell infiltration. But MYD88%%?F mice with hyper Ig had increased
levels of IgMP* CD19%h B-cells (Figure 3A and 3B). Strikingly, a CD138 expression
continuum was clearly evidenced on a triple parametric B220/CD138/IgM histogram gated on
CD43%€" mature B-cells and/or PCs in MYD88>%*" mice only (Figure 3A, lower panel see in
red the decrease of B220 and the increase of CD138 expression). This CD138 expression
continuum, that we recently showed as a characteristics of MYD882%" WM bone marrow
tumor B-cells (Gayet et al, in revision), started from IgM"#h CD138"" and ended to IgM'*¥
CD138Me" cells (Figure 3A, lower panel). This CD138 expression continuum was absent in
Cd19°¢ LMCs. Consequently, MY D88%52F mice showed increased percentages of both IgM"ieh
CD138"" B-cells (likely to be the precursors of IgM PCs) and total bone marrow PCs (Figure
3B). Moreover, the proportion of bone marrow IgM PCs was significantly increased in

MYD88"**?P mice with normal SPE and even more with hyper Ig (Figure 3C).

Altogether, these results indicate that expression of the transgene started in the minority of pro

B cells and was mainly expressed at the latest stages of B-cell lymphopoiesis when CD19
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expression was high. As a consequence, differentiation of bone marrow B-cell precursors was
slightly shifted toward moderate expansion of B-cell progenitors but without any B-cell
differentiation blockade. Second, evidences for bone marrow increase of both IgM™eh CD 138w
and PCs with the characteristic CD138 expression continuum may either suggests that the bone
marrow of MYD882>?F mice had the ability to home IgM PC precursors and PCs and/or a shift

of peripheral B-cell differentiation toward IgM PC in MYD88>°?" mice.

MYDS8S8Y5F first induced peripheral early lymphoplasmacytic and plasma cells expansion and
then B-cell transformation into a lymphoplasmacytic-like lymphoma

Young MYD8852" mice with normal SPE tended to have spleen enlargement when compared
to their age related Cdd19“"* LMCs (Figure 4). Spleen enlargement was dramatically increased
in MYD88"*?" mice with hyper Ig and even more in those with an IgM peak, a feature that was
likely to be related to B-cell transformation. Indeed, the B/T cell ratio was markedly increased
in these latter mice (Supplementary Figure 2).

While spleen histology of young MYD88"**" mice was comparable to that of their Cdl9"
LMCs, with an apparent normal spleen architecture, MYD882" mice with hyper Ig or with
an Ig peak exhibited enlarged and congruent lymphoid nodules (Figure 5A-E). At high
magnification, a marked lymphoplasmacytic aspect consisting in a mixture of small to large
lymphocytes with numerous lymphoplasmacytic cells (LP cells) and PCs was noted in all
MYD88%52F mice whatever their SPE profile (Figure SF-J). This morphological aspect clearly

822" mice with an Ig peak

evokes a lymphoplasmacytic like lymphoma (LP-like) in MYDS8
(see also the cytological imprint in Supplementary Figure 3). Presence of LP cells and PCs in
MYD88%52F spleen was invariably confirmed by immunohistochemistry after intracellular Ig

labeling whatever the SPE status, with numerous LP cells and terminally differentiated PCs

(cells with intermediate or strong intracytoplasmic Ig labeling respectively). Noteworthy,
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densities of these cells were markedly increased in MYD882°?" mice with hyper Ig or with an

Ig peak (Figure SK-O).

Based on B-cell expression of CD21 and CD23 by flow cytometry, it was found that frequencies
of CD21P* CD23"e" follicular B-cells was not significantly altered in MYD88252" mice
whatever their SPE status (Figure 6A). In contrast, a decrease of CD21"#" CD23P* marginal

zone B-cells was seen. This cell content nearly disappeared in MYD88-232F

mice with an Ig
peak. Proportion of total PCs was increased only in these mice (Figure 6B). But among total
spleen PCs, percentages of IgM PCs were increased in a similar manner in all MYD8§#2F

mice whatever their SPE status (Figure 6C). Moreover, the IgM PCs were predominantly

CD93™ suggesting that belonged to the proliferating PC compartment (26) (Figure 6C).

Therefore, morphological and immunophenotypic results indicate that continuous activation of
MYDS88 was very early associated with continuous peripheral IgM PC differentiation and that
these LP and PC subsets continuously expanded with age being first associated with hyper Ig

and then with Ig monoclonal peak and a spleen LP-like lymphoma aspect.

Proliferation index of MYD88%F LP-like tumors was moderately increased in MYD8S P

tumors with an LP-aspect.

To better investigate these MYD88"2%2P LP-like tumors, we compared their Ki67 proliferation
index to that their of Cd19" LMCs as well as to L.CD40, L.CD40/,c-MYC mice as controls.
L.CD40 mice are a model of marginal zone spleen B cell indolent lymphoma without any
plasma cell differentiation but with NF-xB activation (27). L.CD40/Lc-MYC mice are a model
of ABC-DLBCLs with both c-Myc and NF-kB activation in B-cells of the latter (23). Very few

9(‘ re

Ki67 positive cells were seen on spleen sections from Cd/ mice outside germinal centers
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(Figure 7A panel A). Ki67 index was weak in L.CD40 mice (Figure 7A panel B). By contrast,
the vast majority of cells from L.CD40/Ac-MYC tumors were Ki67 positive (Figure 7A panel
C). Being moderately increased in young mice with normal SPE, Ki67 proliferative index was
further enhanced in mice with hyper Ig and even higher in those with an Ig peak, but never
reached proliferation index levels of L.CD40/Ac-MYC tumors (Figure 7A panels D to F and
7G). In vivo incorporation of BrdU was tested for four mice with an Ig peak and one with
polyclonal hyper Ig. Results confirmed that the proliferation index was constantly increased

(Supplementary Figure 4) albeit always below 30% with this technique.

Altogether, these results show that expression of MYD88">%?" in B-cells was responsible for
progressive peripheral B-cell expansion related to early increase of B-cell proliferation
capacities. Mice with an Ig peak clearly exhibited a lymphoproliferative disease with marked
increase in proliferation index but with features of an LP-like lymphoma such as presence of

numerous LP cells and PCs.

MYDS88"3%F mice with Ig peak developed IgM but not IgG monoclonal B-cell lymphoma with
expression of both membrane and secretory heavy chain mRNA.

Since MYD88*?" mice had a global hyper Ig even if predominant on IgM, it was important to
assess the clonality of the surface and secreted immunoglobulin of the tumors according to the
u or y chain at the molecular level. Six LP-like cases with monoclonal Ig peak and five Cdl9"
mice were studied. A mRNA reverse transcription followed by RACE PCR with primers
specific for either the membrane or the secreted form of mouse p or y heavy chain was
performed, followed by high throughput sequencing (HTS) of the VDJ-Cp or VDJ-Cy region
(Figure 8A). Figures 8B and 8C show the relative frequency of the five most abundant mRNA

clones for the p or the y heavy chain respectively. RACE PCR and HTS results indicate that
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MYD88-%32P mice developed clonal or oligoclonal B-cell expansion with expression of both
secreted and membrane forms of the p heavy chain that had the same VDJ-Cpu clonal
rearrangement (Figure 8B), without any bias in terms of V segment usage (not shown). The
same RACE PCR technique with primers specific for either the membrane or the secreted form
of the mouse y heavy chain did not identify any significant B-cell clonal expansion in

MYD88252 tumors (Figure 8C).

8L252P mice,

These results indicate that, despite initial IgM and IgG hyper Ig in young MYD8
MYD88-252F specifically promoted IgM B-cell lymphomagenesis with clonal expression of
both membrane and secreted p chain isoforms with the very same VDJ gene rearrangement.

These results are in full agreement with the lymphoplasmacytic aspect MYD88%*?" tumors and

the persistent [gM plasma cell differentiation continuum

Transcriptomic signature of MYD88*?F LP-like tumors point on NF-kB RelA activation,
proliferation and plasma cell differentiation and overlapped with Waldenstrom’s

Macroglobulinemia gene expression profile.

To explore the transcriptomic signature of MYD88"**?F LP-like tumors in similar conditions as
those of most studies on human B-cell lymphomas and to search for common features with WM
, we select a short series of massively invaded MYD88??F spleen tumors with monoclonal Ig

peak. Comparison was first done with their Cd79"¢ LMCs, and then with WM patients.

With a fold change of 2, a set of 1515 differentially expressed genes were found in MYD88232

spleen tumors when compared to spleen of Cdl9¢ LMCs (Supplementary Table 3). To analyze
this set of genes, we combined both K-mean and hierarchical clustering and principal

component analysis, as already published (28). Following this methodology, deregulated genes
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in MYD88">*?" spleen tumors could be segmented in 14 classes of co-regulated genes (Figure
9 with methodological details in Supplementary Materials and Methods, Supplementary Figure
5 and Supplementary Table 4). Consistently with increased B/T ratios in MYD88"2%P LP-like
tumors, expression of genes belonging to the T-cell lineage, as well as T-cell signaling and
activation signatures were down-regulated in MYD882°%" spleen tumors (Figure 9, see clusters
I, K and L). Of note, RelB signature was associated with that of T-cells and was decreased in
MYDB88L232P spleen tumors. At the opposite, expression of genes belonging to the proliferation,
Rel4 NF-xB activation pathway and plasma cell differentiation signatures were up-regulated

(Figure 9, cluster J mainly as well as cluster B, G and M for proliferation).

To search for MYD88">%" deregulated genes in common with those of WM patients with the
MYDS88"*5F mutation, transcriptome of MYD88"2%?" tumors was compared to one of purified
WM bone marrow B-cells from a series of 11 WM patients with the MYD88-?%F. A subset of
319 coherently dysregulated genes in both MYD882>%F LP-like tumors and WM tumor B-cells
(163 up and 156 down, Supplementary Tables 5 and 6) was extracted from the 1515
differentially expressed genes in MYD88"*?" LP-like tumors. Unsupervised hierarchical
clustering showed a 95% coherency between the branches of up and down regulated genes in
both WM tumor B-cells and LP-like MYD885?F spleen tumors (Figure 10A, left and middle
panels and Supplementary Tables 5 and 6). To check whether this MYD88232F/WM signature
could discriminate WM from other indolent NHLs, an independent series of 58 patients,
including 15 MYD88 5 WM, five MYD8S"" WM, 12 MYD88"" NMZLs and 19 MYD88""
CLL was analyzed (Supplementary Tables 2 and 7). All MYD88"?%*” WM patients clustered
together after unsupervised hierarchical clustering (Figure 10A, right panel and Supplementary
Tables 7 and 8). Belonging also to the MYDS88"?" WM cluster were 3/5 (60%) MYDS88"T WM
and 2/12 (17%) MYD8S"T NMZLs. We used the linear predicting score described by Wright et

al (29) to estimate the informativeness of the MYD88*?F/WM signature for WM diagnosis.
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As shown in Figure 10B, as set of 174 genes (84 up and 90 down, Figure 10B) was found to

predict WM with a probability over 90% (Supplementary Tables 9 and 10).

The plasma cell signature was the main component of the MYD88**2? /WM GEP. Genes such
as EDEM]I and 2, IRF4 or XBP1 were over-expressed while others such as PAX5 or BCL6 were
markedly down-regulated (Figure 10). Consistently, functions revealed by the Gene Set
Enrichment analysis mainly corresponded to endoplasmic reticulum and Golgi apparatus (not
shown). In accordance with results published by Hunter et al (30), expression of genes such as
CXCR4, DUSP22, PIMI and 2 or TRAMI was increased while expression of SNEDI was
decreased. Few genes of the MYD8832P/WM signature overlapped with those of ABC/GC
DLBCLs published by Wright et al (29). These overlapping genes, corresponding only to those
that are overexpressed in ABC DLBCLs, were /RF4, IGHM, CXCR4, P2RX35, PIMI and PIM?2.
In other words, the MYD88-?32P/WM signature did not significantly overlap with that of GCB
DLBCLs. Among other deregulated genes were cyclin kinase inhibitors CDKNIB (p27¥%") and
CDKN2C (pl8/INK4AC), mutations of the former being found in hairy cell leukemia (31).
RASSF3 and KRAS were also up-regulated. RASSF3 belongs to the Ras association domain

family (RASSF).

Altogether, the MYD882*?" tumor signature points on proliferation as well as on the canonical
NF-kB p65/RelA activation (but not on RelB), that is in agreement with the known fact that
MYDS88 activates the classical NF-xB pathway. The MYD88"**" tumor signature also
strikingly confirms that lymphoplasmacytic differentiation is at the heart of MYDS8S related B-

cell transformation in mice, a feature shared with WM tumors with the MYD&8%F mutation.
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Discussion

Different mouse preclinical models with continuous activation of MY D88 in B-cell have been
published, all demonstrating the B-cell transformation potential of MYDS88 but without
presenting evidences for a relationship with IgM B-cell LP and PC differentiation. (13—15). The
first report was published by Knittel et al. (14). The authors generated a mouse model that

allows for B-cell conditional expression of the Myd88L%32F

allele from the endogenous Myd88
locus. In this model, expression of Myd88-*?F would be regulated in a similar manner to the
one of the wild type allele. At least three regulatory levels of MYDS8 activity have been
reported. The MYDB88 regulatory region harbors various transcription binding sites such as
those for NF-xB, IRF1, SP1 or STAT factors and showed that this gene is regulated by IL-6
(32), which suggests a role of its expression in either plasma cell differentiation or
inflammation. An alternative splice variant of MYD&8, MYD&8s, lacks exon 2 and is unable to
activate NF-xB. This variant is also able to form a heterodimer with the full length MYD88
protein, resulting in decreased formation of the myddosome complex (33). Being increased
during sepsis, MYD88s is thought to ensure robust termination of MYD88 dependent
inflammation (34,35). As a third regulation mechanism, hypomethylation and upregulation of
MY D88 are important for NF-xB activation (36). MY D88 promoter demethylation is important
in glioblastoma and is associated with increased MYD&S8 protein expression in lung cancers
(37,38). Mice of the Knittel’s model occasionally developed DLBCLs when aged. Therefore,
the Knittel mouse model raises the question of the relationship between B-cell
lymphomagenesis and regulation of the endogenous Myd88 locus throughout B-cell life. But,
this model also exhibit hyper Ig, even if polyclonal, which may suggests that expansion of Ig

secreting B-cells could precede the lymphoma development.
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To our knowledge, two papers, from Wang et al and Sewastianik et al reported on the effect of
the human MYD88%F protein in murine B-cells (39,15). In the model of Wang et al, primary
murine B-cells were retrovirally infected ex vivo before reinjection. In this model, an initial
boost of B-cell proliferation was seen followed by B-cell apoptosis in a Bim-dependent manner.
Importantly, no increase in immunoglobulin secretion was reported in this paper. Beside the
fact that retroviral infection of B-cells may have its own interfering effects, this model raises
the question whether the human MYD88%F protein may have exactly the same activation
properties on a mouse B-cell background as in human B-lymphocytes. In the model of
Sewastianik et al, the human loxP-flanked-stop-MYDS8S %" transgene was inserted
downstream from the mouse Collagen type I alpha I chain (CollAl) gene and MYD8g-26"
expression was induced by crossing with the Aid“" mice (15). In addition to focal skin rashes,
some WM features were reported such as expansion of lymphoplasmacytic cells and increased
[gM serum levels. However, only DLBCL clonal transformation was seen. Because AID is
mainly expressed in germinal center B-cells and because the promoter of the CollAI gene is
highly active in fibroblasts and osteoblasts (40), this model raises the question whether
temporality and/or expression pattern could be important in MYD88 driven B-cell

lymphomagenesis.

The Rosa26 locus has been solidly proven to be valuable for expression of numerous oncogenes
in the B-cell lineage (see reference (41) for discussion as well as the literature of the K
Rajewsky’s group). By inserting our Myd88"?*?F-IRES-Y#p transgene in this locus, we enforced
continuous expression of the mutated MYDS88 protein in a heterozygous-like context while
respecting the native MYD88 activation pathways of mouse B-cells. Moreover, we were able
to monitor our transgene expression by flow cytometry due to YFP. Thereby, we created a

conditional MYD88"*2" mouse model closed to the one published by Jo et al (13). But these
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authors mainly focused their work on the synergy between MYDS&E& and the catalytic subunit
HOIP which increases LUBAC ligase activity that in turns promotes NF-xB canonical

activation and only four so-called CD19-cre-MYDS8BLP have been studied at the tumor stage.

Here, longitudinal analysis of a series of 40 MYD88"**F mice compared to their age matched
Cd19°"¢ LMCs allowed to demonstrate that IgM plasma cell expansion is at the heart of MYD88
dependent B-cell transformation. Indeed, pointing on clonal restriction of IgM secreting B-
cells, we first show that ageing of MYD88%*?" mice was associated with polyclonal hyper Ig
followed by monoclonal Ig peak due to IgM serum increase. Second, we present evidences
indicating that bone marrow relocalization of IgM B-cells, [gM"¢" CD138*" cells and IgM PCs

was increased in MYDg&gM>52P

mice with a CD138 expression continuum, that is a characteristics
of WM tumor B-cells. Third, analysis of spleen morphology and spleen B-cell subsets by flow
cytometry indicates that continuous activation of MYD88 was very early associated with
peripheral LP cell and CD93"% [gM PC expansion and that these cell subsets were markedly
increased at the time of the Ig monoclonal peak. Fourth, appearance of a monoclonal Ig peak
was constantly associated with a B-cell lymphoma with marked features of lymphoplasmacytic
differentiation, so-called MYD88"*?" LP-like lymphoma. Fifth, at the molecular level,
MYD88%52F specifically promoted IgM B-cell lymphomagenesis with mRNA clonal
expression of both membrane and secreted p (but not y) chain isoforms. Finally, the
MYD8852F tumor gene expression profile not only points on the canonical NF-xB p65/RelA
activation pathway and the proliferation, but also and strikingly shares with MYD88"%F WM
an Xbpi centered lymphoplasmacytic B-cell differentiation signature, that signature allowing

to differentiate MYD88?" WM from other indolent B-cell tumors including marginal zone

lymphomas.
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To establish the gene expression signature from bulk MYD88%%" spleen tumors rather than
from purified B-cells is matter of discussion. The very well-known disadvantage of working on
bulk tumors is certainly that all mRNA species from all the cell types present in the tissue are
mixed together. Even if massively invaded, both stromal and other residual immune cells (T-
cells, macrophages, dendritic cells. ..) are constantly persisting in the tumor. In these conditions,
to specifically ascribe a given mRNA expression pattern to tumor cells is always hazardous.
But, because the tumors were immediately snap-frozen, all the mRNA species are supposed to
be well preserved without any significant experimental bias. On the other hand, working on
purified cells may also induce artefacts since abundance of the different mRNA species may
differently vary during the time of purification by itself, that can also stress the cell. Above all,
in the specific case of MYD882% spleen tumors, which exhibit an LP aspect with continuous
PC differentiation, the key question would have been to choose the right negative selection
marker. Indeed, tumor cells are phenotypically heterogeneous with variable expression of B220,
surface Tg or CD138 for example. Should we had to select B220"e" versus B220"% B-cells or
CD138" versus CD138"#" cells ? Rather to make wrong or partial choice of which tumor cell
to purify, we chose to work on bulk MYD88L2%F spleen tumors with all well preserved mRNA
species and to compare this bulk signature to the one of WM, including purified WM bone

marrow BM cells.

Gene expression profile of LP-like MYDS88*2" tumors clearly suggests the involvement of
RelA rather than RelB. RelA, but not RelB, is clearly associated with EBV-dependent B-cell
immortalization and with EBV-associated DLBCL tumors, which exhibit a phenotype closed

to the one of ABC-DLBCLs (24). RelA is also essential for development of GC-derived PCs
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(42) and immunohistochemistry detection of nuclear RelA has been reported in WM B-cells
(43). Indeed, LP-like MYD88?*?" Bcell tumors shared strong overlaps with human WM in
terms of gene expression profile. Even if a few genes were in common with the ABC-DBCL
signature such as IGHM, CXCR4 or PIMI and PIM2, the MYD88">>?" /WM signature points to
the dysregulation of plasma cell differentiation as the keystone of MYDS88 transforming
physiopathology. It also suggests that KRAS activation could be important. Indeed RASSF3 and
KRAS itself were up-regulated in both MYDS88'*?" B-cell tumors and human WM.
Consistently, and in agreement with results from the group of Treon (30), we also found
RASSF6 overexpression in WM patients (NG and JF unpublished results). CXCR4, whose
expression is increased in WM, may activate the RAS pathway through RasGAP-associated
proteins (44). The most frequent mutations involve KRAS and NRAS genes in multiple myeloma
(45). Even if such mutations have not been reported in WM (6), our results highlight the putative

role of the Ras activating pathway in WM, which may lead to the design of novel therapies.

Despite similarities between WM and MYD88'"»?" LP-like tumors such as serum Ig
monoclonal peak, increase of IgM prePCs and PC bone marrow relocalization and marked
lymphoplasmacytic differentiation of tumor cells some major differences exist. As a first
difference, is the predominant site of tumor involvement. Even if splenomegaly is found in 20%
of bona fide WM patients, it is largely admitted that bone marrow is the primary tumor site in
this cancer. In contrast, MYD88%%?" LP-like mouse tumors mainly developed in the spleen.
Physiologically, IgM PCs mainly tend to reside in the spleen whereas switched IgG PCs migrate
to the bone marrow (46). This raise the question of why WM IgM tumor B-cells migrate to
bone marrow. In that view, it is largely suspected that mutation of CXCR4 could play a role in

the bone marrow homing.
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Another significant difference is the presence of large cells and the increased proliferation in
MYD88>?F LP-like mouse tumors. Increased proliferation index was an early event since it

was also found in young MYD8§8L2%%"

mice with normal SPE. As we previously discussed(23),
only three mouse models for indolent lymphomas of the spleen have been published, one
mimicking TRAF3 inactivation, the second with constitutive expression of BCL10 and the last
one with continuous CD40 signaling (the L.CD40 model that we used as control in figure 7)
(27,47,48). These three models are characterized by an increased activation of RelB. We
previously demonstrated that the immune surveillance may influence the morphology and the
proliferation in the L.CD40 model. In this model, immunosuppression led to transformation of
small B-cell indolent L.CD40 tumors into large B-cell with increased proliferation while
reactivating the anti-tumor response thanks to anti-PD-L1 immunotherapy led to regression of
the tumor (49,50). These results on this mouse model suggests the immunologically silent
“indolent phenotype” of a B-cell tumor could be related to the immune pressure exerted on the
tumor B-cell. Whether and how the activation of the alternative and canonical NF-kB
differently disturb the immune surveillance remains to determine, and comparison of both
L.CD40 and MYD882%2F mouse models could bring some answers. But, like in the L.CD40
tumor model and in spleen marginal zone lymphomas (50,51), the PD1/PD-L1 axis is very
likely to play a role in the immune escape of aggressive tumor B-cells with MY D88 activation,
Indeed, using Ep-MYC transgenic hematopoietic stem cells (HSC) stably transduced with
naturally occurring NF-kB mutants to generate various primary mouse lymphomas, Reimann
et al recently showed that MYD88 tumors express high levels of PD-L1 and that anti-PD-1
therapies induces T-cell dependent senescence of tumor cells (52). PD-L1 surface expression
is weak or absent on WM tumor B-cells. But levels of serum soluble PD-L1 levels are increased

in WM patients and PD-L1 is upregulated by IL6 (53).
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In summary, our longitudinal study of MYDS88"?" mice demonstrate that continuous
activation of MYD@&S is able to early promote expansion of IgM LP cells and PCs with first
serum polyclonal hyper Ig and then monoclonal Ig peak. Ig peak was constantly associated with
a B-cell lymphoma sharing proximities with WM. Two major differences with WM were the
spleen localization of MYD882%2F tumors with proliferation increase. But, we proved for the
first time that IgM lymphoplasmacytic B-cell differentiation is at the heart of the MYD88-232"
transforming potential. Thus, we also provide an interesting preclinical model for development
of new therapeutic approaches or to study immune surveillance for example not only in WM
but also in others B-cell lymphomas with features of plasma cell differentiation. Indeed, a better
understanding of the underlying molecular mechanisms is necessary in turn to be exploited to

develop new therapies in these incurable B-cell cancers.
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Legends for figures

Figure 1: MYD881252" transgenic mice exhibited serum IgM hypergammaglobulinemia

and then monoclonal IgM peak when ageing.

Figures 1A: examples of serum protein electrophoresis of Cd7 9 mice {respectively 16 and 36
weeks-old) and three MYD88"***F mice at 16, 24 and 36 weeks-old with normal, polyclonal

hypergammaglobulinemia (hyper Ig) and monoclonal Ig peak respectively.

Figures 1B: Frequencies of cases according to the SPE profile and the age for MYD88§L>%F

mice (n=40).

Figure 1C: IgM and IgG serum levels in Cd/9“"¢ and MYD88%*?® mice. For Cd/9“"* (n=15),
MYD88"F (n=36). Results are expressed as the mean = SEM. Mann Whitney test p-value <

0.01 and < 0.001 are symbolized by ** and *** respectively.
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Figure 2: Analysis of B-cell differentiation in bone marrow of 16 weeks-old Cd79¢ and

MYD88L252P mice.

Figure 2A: Analysis by flow cytometry of the expression of the transgene according to the

CD19 expression levels (n=9).

Left panel: example of CD19 monoparametric histogram sliced according to CD19 MFI’s
intervals. For each CD19 MFI interval, the percentage of bone marrow B220P* YFP positive
cells was noted. Two examples of YFP monoparametric histogram are presented in the upper
part, one for CD19'°* B220P* B-cells and one for CD 19" B220P° B-cells with their respective

percentages of YFPP® cells

Right panel: percentage of YFPP* B220P* B-cells (Y axis) according to CD19 MFI (X axis)

Figure 2B: Percentage of CD19°* and/or B220P* B-cells in the bone marrow of 16 weeks-old

Cd19° (n =9) and MYDS8>*?" mice (n = 9). Results are expressed as the mean = SEM.

Figure 2C: Percentage of pro-B cells (CD19™ B220"% and CD43""), CD19"&" B-cells,
Immature B cells (CD19"sh CD23"#), and recirculating B cells (CD19"e" CD237%) in the bone
marrow of 16 weeks-old Cd19 (n =9) and MYD88">*?" mice (n = 9). Results are presented

as the mean + SEM. Mann Whitney test p-value < 0.01 is symbolized by **.

Lilian ROLAND| Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021
145



Figure 3
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Figure 3: Increase of the IgM PCs compartment in bone marrow of MYDS§§.25F

transgenic mice.

Figure 3A: example of bi and triple parametric flow cytometry histograms gated on CD43high
mature B or plasma cells for expression of IgM, B220 and CD138 for Cd79°" and MY D882

mice (left and right panels respectively).

Upper panels: [gM'® or neg CD138™%, [gMhigh CD138"", IgMhigh CD138"e" and [gM'*™
CD138high cells were colorized in blue, orange, red and purple respectively using a hinged
quadstat of the Kaluza software on and IgM/CD138 biparametric histogram. The hinged

quadstat was set-up one Cd19°™ mice.

Lower panels: triple parametric histogram using the radar function of the Kaluza software. Note
the CD138 expression continuum on MYD88>*?" bone marrow B-cells that correlated with
progressive decrease of B220 expression. This CD138 expression continuum was virtually

absent in Cdl9“* mice.

Figure 3B: Percentages of total IsMP*® B cells and of IgM™&" CD138!°Y pre PCs and B220'¥
CD138"eh PCs in the bone marrow of 16-24 weeks-old Cd/9° (n =6) and MYD88"***F mice
with normal SPE or with hyper Ig (n = 6 and n = 3 respectively). Results are presented as the

mean = SEM. Mann Whitney test p-value < 0.05 is symbolized by *.

Figure 3C: Percentages of IgMP* CD138"2" PCs among total PCs in the bone marrow of 16-31

weeks-old Cd19¢"¢ (n =6) and MYDS88"*%2P mice with normal SPE or with hyper Ig (n = 6 and
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Figure 4
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n = 3 respectively). Results are presented as the mean = SEM. Mann Whitney test p-value <

0.05 is symbolized by *.

Figure 4: MYD88'25?’ mice exhibited a progressively increasing splenomegaly
consistently related with the SPE profile. Spleen size of Cdl9°"* and MYD88"?5?F age-paired
mice. MYD88“**P mice were sacrificed together with at least one Cd/9“" mouse of the same
age. Left panel: distribution of the spleen weights; right panel: example of the spleen
macroscopy (Cd19“* n =9 for 16-31 weeks-old and n =16 for > 32 weeks; MYD88"**?" with
normal SPE: n=9; with hyper Ig: n=13; with Ig peak: n =19 for Peak group. Results are
presented as the mean + SEM. Mann Whitney test p-value < 0.01 and p-value < 0.001 are

symbolized by ** and *** respectively.
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Figure 5: Morphological and immunophenotypic plasma cell engagement of MYD88252F
tumors. Hematein eosin morphological aspect (panels A to J) and intracytoplasmic Ig labeling
(panel K to Q) of Cd9°* and MYD88**?" spleens: one 16-31 weeks-old Cd/9" (panels A,
F and K), one > 32 weeks-old Cd/9“ (panels B, G and L) and three MYD88>5?" (panels C, H
and M for Normal group, D, I and N for Hyper Ig group and E, J and O for Peak group) mice

are shown.

Panels A to E: at low magnification, MYDS88252F tumors often exhibited a nodular pattern

(panels C to E).

Panels F to J: at high magnification, most MYD88>2 tumors had small B-cell aspects with

marked lymphoplasmacytic engagement (panels H to J).

Panels K to O: MYD88"*?" tumors with a lymphoplasmacytic aspect exhibited a marked
plasma cell differentiation engagement as revealed by the presence of intracytoplasmic Ig in

numerous cells (arrows) with various labeling intensities (panels M to O).
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Figure 6

>

% of cells among B cells
S

801

60

20

* kK

Follicular

Mz
*

B

= 6

]

Q

[an]

x

£

a o L

o -

Q

S

c T T T

X PCs
C

80- * p=0.0503
3
o *
%n 60

£ a0
3 20 L
bS]
O\ 0- T T T

IgM PCs CD93" IgM PCs

3 16-31 weeks
[ =32 weeks
[ Normal
8 Hyper g
Bl Peak

Cd19¢e

MYDSSLZSZP

[ 16-31 weeks
[ 232 weeks
2 Normal
B Hyper Ig
B Peak

Cd19¢re

MYDSSLZSZP

[ 16-31 weeks
3 =32 weeks
3 Normal
B Hyper g
Bl reak

Cd19cre

MYDSBLZSZP

Lilian ROLAND| Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021

152



Figure 6: Analysis of B-cell differentiation in spleen of Cd19¢ and MYDS88L252P mice.

Figure 6A: Percentage of Follicular B cells (CD21P° CD23"2") and marginal zone (MZ) B cells

(CD21"gh CD23P>),

Figure 6B: Percentage of plasma cells (PCs, B220"°Y CD138high),

Figure 6C: Percentage of [gM* PCs and of CD93"*¢ [gM PCs.

MYD88%32P mice (with normal SPE: n=7; with hyper Ig: n=10; with Ig peak: n = 9) were
compared to Cd19" mice LMCs (16-31 weeks and > 32 weeks-old mice, n = 9 for each group)
Results are presented as the mean = SEM. Mann Whitney test p-value < 0.05, p-value < 0.01

and p-value < 0.001 are symbolized by *, ** and ***.
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Figure 7
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Figure 7: Intermediate increase in MYD88'252F tumor proliferation rate.

Figure 7A: Examples of Ki67 labeling on spleen sections from three controls (left) and three
MYD88%?F mice (right, n=28). Controls were Cd/9* LMCs (n = 5 for 16-31 weeks-old mice
and n = 8 for > 32 weeks-old mice), L.CD40 mice with a spleen indolent lymphoma of marginal
zone B-cells (n=2), as well as L.CD40/kc-Myc mice (n=2) with a ABC-DLBCL lymphoma
(23,27). The three MYD88??" tumors are one example of each group defined according the
SPE profile (normal n = 5, hyper Ig n = 8 and Ig peak n = 15). Here, L.CD40 mice were taken
as a model of indolent B-cell lymphoma with a low proliferation index while L.CD40/Ac-Myc

mice is a model of aggressive B-cell lymphoma with a high proliferation index.

Figure 7B: Quantification of Ki67 labeling. Box plots represent the median and quartile of
percentages of Ki67 positive cells. Mann Whitney test p-value < 0.05, p-value < 0.01 are

symbolized by * and ** respectively.
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Figure 8
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Figure 8: p and y heavy chain mRNA clonal abundance analysis:

Figure 8A: RACE PCR technique used to quantify the clonal mRNA abundance of membrane

and secreted forms of mouse p and y heavy chain.

Ighu/Ighy locus (upper panel): Igh locus with variable regions (VDJ), the enhancer Ep and
constants genes (for IgM or IgG). Box “S” represents the secreted exon used for the secreted
form of Ig, “M1 and M2” represent the membrane exons for the membrane form of Ig. Green

or blue dotted lines show the RNA splicing respectively for secreted and membrane Ig.

RACE mapping (lower panel): 5’RACE PCR followed by preparation of the libraries for
[llumina sequencing. First, we performed an amplification of the cDNA between either the
primer specific for the membrane or secreted form (black arrows) and 5’RACE oligonucleotide.
Amplicons for [llumina sequencing were then obtained after two nested PCRs, the first with the
5’ Race CAP primer and either membrane (blue arrow) or secretion (green arrow) exon specific
primer, and the second with the same 5 primer and a CHI exon specific primer (grey arrow).
For sequencing, forward (grey) and reverse (red) primers used for the second PCR are
composed of adaptors (blue and purple) and a barcode (orange), each barcode sequence being

specific for one sample only.

Figure 8B and 8C: Relative frequency of the five most abundant mRNA clones coding for the
membrane (left) and secreted (right) forms of p (Figure 8B) and y (Figure 8C) heavy chains for
Cd19° (n=5) and MYD88'>?" (n=6) mice. The most abundant clones are highlighted in red
when VDIJ sequences of the dominant membrane and secreted clones were identical.
MYD88?52F mice exhibited IgM but not IgG clonal expansion with expression of both secreted

and membrane form of the p chain. Wilcoxon’s test p-value are given in the figure.
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Figure 9
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Figure 9: whole transcriptome analysis of Cd79 and MYD88252F mice: total mRNA was
extracted from whole spleen tissues. Gene expression profiles were obtained using the
MoGene-2_1-st-vl Affymetrix chip. Three thousand two hundred thirty six mRNA transcripts
were selected to be differentially expressed using the Limma R package. Genes that were too
heterogeneously expressed were eliminated, resulting in a final selection of 1515 genes. These
genes were partitioned in 40 Kmean clusters. The closest Kmean clusters were merged 2 by 2
according to their proximity by principal component analysis of the mean vectors. This was
repeated until maximization of the absolute value of Chi2 (Faumont et al, J Virol 2009). This
resulted in 14 aggregated clusters. Functional annotation of the aggregated Kmean clusters was

performed using the Ingenuity Pathway Analysis (IPA) Software.

Annotated heatmap of the 1515 genes are partitioned in the 14 aggregated clusters. On the left
are the aggregated Kmean clusters with the corresponding number of genes; on the middle are
the main pathways and or function identified with the IPA software, on the right are some

relevant genes.
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Figure 10
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Figure 10: Comparison of gene expression profile (GEP) of MYD88'25?F mice and patients
with WM or other indolent B-cell NHL. Affymetrix differential gene expression profile
(GEP) between four MYD88">?" mice (MUT, n=4) and three Cd19“¢ mice (WT, n=3) was
compared to the Affymetrix GEP of purified bone marrow tumor B-cells from 11 WM patients
with the MYDS8?5F mutation, resulting in selection of 462 probesets (319 genes). This
selection was used on the Affymetrix transcriptome of an independent series of lymph node
biopsies from 58 patients: 19 MYD88" chronic lymphocytic leukemias (CLL), 15 MYD885F
WM (WM _L265P), 12 MYD88" nodal marginal zone lymphomas (NMZL), 5 MYD88"" WM
with IgM peaks (WM_WT), 4 follicular lymphomas (FCL) and 3 patients with follicular

hyperplasia (NT).

Figure 10A: Hierarchical clustering and heatmap of the 462 selected probesets for mice (left),
purified bone marrow MYD88"?5" WM B-cells (middle) and lymph nodes (right). Down and
up-regulated genes are in blue and red respectively. Branches of down and up regulated genes
in MYD88L232P-YFP mjce, MYDS8S 57 WM bone marrow B-cells and MYD88"°*F WM lymph
nodes are delineated by dashed lines. Venn diagrams of the intersections between the branches
are shown, highlighting the consistency between branches across the different clustering. Some
genes of interest are noted on the right. In bold are those of the plasma cell signature; *: genes
in the predictor (see Figure 7B); +: genes reported by Hunter et al in WM (30); 1 : genes of the

ABC/GC DLBCL signature (29).

Figure 10B: Informativeness of MYD88*%" WM diagnosis using the 462 selected probesets
defined in Figure 8A. The 462 probesets defined from MYD88**?" mice and bone marrow
tumor B-cells of MYD88:?%F WM patients were used to predict MYD8S*F WM diagnosis

(WML2%P versus non WM) from other lymphomas within the series of 58 lymph node biopsies.
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Probabilities that each sample belongs to WM"*%" versus non WM group are indicated. The

WML versus non WM or not attributed (NA) assignment is shown on the left.
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Supplementary information provided
- Supplementary Materials and Methods
- Additional references
- Supplementary Table 1: MYD88 and CXCR4 mutation status of the 11 WM patients from the
series 1 for bone marrow B-cell
- Supplementary Table 2: Main clinical characteristics of patients
- Supplementary Tables 3-10: Excel File for transcriptome analysis

- Supplementary Figure legends (Supplementary Figures 1, 2, 3,4 and 5)
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Supplementary Materials and Methods

Sequence of the transgene

EcoRl  Ascl Clal Kozak

GAATTCGGCGCGCCATCGATGCCGCCATGTCTGCGGGAGACCCCCGCGTGGGATCCGGGTCCCTGGACTCCTT
CATGTTCTCCATACCCTTGGTCGCGCTTAACGTGGGAGTGAGGCGCCGCCTATCGCTGTTCTTGAACCCTCGGA
CGCCCGTGGCGGCCGACTGGACCTTGCTGGCGGAGGAGATGGGCTTCGAGTACTTGGAGATCCGAGAGCTGG
AAACGCGCCCTGACCCCACTCGCAGTTTGTTGGATGCCTGGCAGGGGCGCTCTGGCGCGTCTGTCGGCAGGLT
GCTAGAGCTGCTGGCCTTGTTAGACCGTGAGGATATACTGAAGGAGCTGAAGTCGCGCATCGAGGAGGACTG
CCAGAAATACTTAGGTAAGCAGCAGAACCAGGAGTCCGAGAAGCCTTTACAGGTGGCCAGAGTGGAAAGC
AGTGTCCCACAAACAAAGGAACTGGGAGGCATCACCACCCTTGATGACCCCCTAGGACAAACGCCGGAACTT
TTCGATGCCTTTATCTGCTACTGCCCCAACGATATCGAGTTTGTGCAGGAGATGATCCGGCAACTAGAACAGAC
AGACTATCGGCTTAAGTTGTGTGTGTCCGACCGTGACGTCCTGCCGGGCACCTGTGTCTGGTCCATTGCCAGC
GAGCTAATTGAGAAAAGGTGTCGCCGCATGGTGGTGGTTGTTTCTGACGATTATCTACAGAGCAAGGAATGT
GACTTCCAGACCAAG 'I'I'TGCACTCAGCCTGTCTCCAGGTGTCCAACAGAAGCGA-A'I'I'CCTA'I'I'AAATACAA

- GGCGATGAAGAAGGACTTTCCCAGTATCCTGCGGTTCATCACTATATGCGACTATACCAACCCTTGCACCAAGT

Clal CCTGGTTCTGGACCCGCCTTGCCAAGGCTTTGTCCCTGCCCTGATCGATGAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTAT | FRT

TCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCctcgagggtaccccaattccgeccccCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCC
GCTTGGAATAAGGCCGGTGTGCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGG
GCCCGGAAACCTGGCCCTGTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAATGCAAGG
TCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAACGTCTGTAGCGACCCTTT
GCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGGTGCCTCTGCGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTG
CAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACGTTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAG
CGTATTCAACAAGGGGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTG
CACATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGGGACGTGGTTTTCCT
TTGAAAAACACGATGATAATATGGCCACAaccatgATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGT
GCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCG
ATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTC
GTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGATGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAA
GTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGC
GCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGA
CGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAG
AAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCAC
TACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCG
CCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCA
CTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAtaatccgggatccggagagetcccaacGAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCT FRT
ATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCCTCGAGGTTGGATGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCTGTGC
CTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTG BGH
TCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTG  poly A
GGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGG
GGCGCGCCGCGGCCGC

MYD88

IRES

YFP

Ascl Notl

Screening of ES clones and mice

Primers sequences for screening ES cells and transgenic mice were: 1) for recombined allele,

5pROSA_arm: 5’-CGCCTAAAGAAGAGGCTGTG-3’ ; neol: 5-GGA TGA TCT GGA CGA AGA GC-3', 2) for
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WT allele, Rosa_fw: 5'-CTC TCC CAA AGT CGC TCT G-3’; Rosa_rev: 5'-TAC TCC GAG GCG GAT CAC AAG
C-3"; 3) for CD19_Cre allele, CD19c: 5’-AAC CAG TCA ACA CCC TTC C-3’; CD19d: 5'-CCA GAC TAG ATA

CAG ACC AG-3’ ; CD19Cre7: 5’-TCA GCT ACA CCA GAG ACG G-3'.

Flow cytometry

For bone marrow analysis, antibodies used were: CD19 BVY510 (clone 1D3, BD Biosciences, San Jose,
California), CD21 PECF594 (clone 7G6, BD Biosciences, San Jose, California), CD23 BV711 (clone B3B4,
BD Biosciences, San Jose, California), IgM PC7 (clone eB121-15F9, Invitrogen), IgD PerCpCy5.5 (clone
11-26c¢.2a, BD Biosciences, San Jose, California), CD38 APC-R700 (clone 90, Invitrogen), CD138 Biot-
(clone 281-2, Biolegend , San Diego, California), Streptavidin BV786 (BD Biosciences, San Jose,

California), CD93 BV650 (clone AA4.1, BD Biosciences, San Jose, California).

For splenocytes, antibodies used were: CD80 APC, (clone 16-10A1, Biolegend , San Diego, California),
CD86 PE-Cy7 (clone GL-1, Biolegend , San Diego, California), CD3 APC (clone 17 A2, Biolegend , San
Diego, California), CDA5R/B220 BV421 (clone RA3-6B2, Biolegend, San Diego, California), CD138 APC-

R700 (clone 281-2, BD Biosciences, San Jose, California).

Bioinformatics analysis of transcriptomes

All analyses were performed with the version 1.1.463 and 3.6.1 of RStudio and R (Free Software
Foundation, Inc, Boston, MA). RMA normalization was done with the “oligo” R package (1). This
resulted in a table giving the normalized signal intensity of 54675 and 770069 probesets for Human
Genome U133 Plus 2.0 and MoGene-2_1-st-v1 chips respectively, the latter corresponding to 41345
transcripts. After filtering invariant and unannotated probesets, differential analysis was performed
with the “Limma” R package (2). For the MoGene-2_1-st-v1 chip, signal levels of selected probesets

were mean-aggregated according the Affymetrix transcript_cluster_id. Unsupervised clustering were
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performed with the LPS package. Mouse plasma cell signatures were issued from (3} as well as from

GSEA website (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.isp) (4,5). Unsupervised clustering and

Linear Predicting Score were done using the LPS package (https://bioinformatics.ovsa.fr/LPS and (6)).

Repertoire analysis

Primers were: 1) for membrane p exon, Mm_IgM_Memb_rev: 5’-TTC CTC CTC AGC ATT CAC CT-3’; 2)
for membrane y exon, Mm_IlgG_Memb_rev : 5’-GCT GAT GAA GAT GGT GAT GG-3’; 3) for secreted p
exon, Mm_lgM_Sec_rev: 5’-CGC TAG CAT GGT CAA TAG CA-3’; 4) for secreted y exons,
Mm_IgG1_Sec_rev : 5'-CAA GGA CAC TGG GAT CAT TTA C-3', Mm_IgG2A-B_Sec_rev : 5'-TGG GTG CTG
AGCTCATTT AC-3’, Mm_lgG2C_Sec_rev : 5'-GAA AGAACCAGG ACAGTT TTA C-3’, Mm_IgG3_Sec_rev:

5’-CTA GGT GCT GTT CTC ATT TAC-3".

Additional references

1. Carvalho BS, Irizarry RA. A framework for oligonucleotide microarray preprocessing.
Bioinformatics. 1 oct 2010;26(19):2363-7.

2. Ritchie ME, Phipson B, Wu D, Hu Y, Law CW, Shi W, et al. limma powers differential expression
analyses for RNA-sequencing and microarray studies. Nucleic Acids Res. 20 avr 2015;43(7):e47.

3. ShiW, Liao Y, Willis SN, Taubenheim N, Inouye M, Tarlinton DM, et al. Transcriptional profiling of
mouse B cell terminal differentiation defines a signature for antibody-secreting plasma cells. Nat
Immunol. juin 2015;16(6):663-73.

4. Mootha VK, Lindgren CM, Eriksson K-F, Subramanian A, Sihag S, Lehar J, et al. PGC-1alpha-
responsive genes involved in oxidative phosphorylation are coordinately downregulated in
human diabetes. Nat Genet. juill 2003;34(3):267-73.

5. Subramanian A, Tamayo P, Mootha VK, Mukherjee S, Ebert BL, Gillette MA, et al. Gene set
enrichment analysis: a knowledge-based approach for interpreting genome-wide expression
profiles. Proc Natl Acad Sci USA. 25 oct 2005;102(43):15545-50.

6. Mareschal S, Dubois S, Viailly P-J, Bertrand P, Bohers E, Maingonnat C, et al. Whole exome
sequencing of relapsed/refractory patients expands the repertoire of somatic mutations in
diffuse large B-cell lymphoma. Genes Chromosomes Cancer. mars 2016;55(3):251-67.
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Supplementary Tables 3-10: Excel File for transcriptome analysis

Supplementary Figure legends (Supplementary Figures 1, 2, 3, 4 and 5)

Supplementary Figure 1: In vitro model with expression of Myd88'2°?"-|RES-Yfp insert

Figure 1A: schematic representation of the Myd88:%>?°-|RES-Yfp insert: the Myd88*? sequence was in
frame with the Internal Ribosomal Entry Site (IRES) and the coding sequence for Yellow Fluorescent
Protein (Yfp). This 2.6 kB sequence was directly synthetized and cloned within the pcDNA3.1 vector
upstream from the pCMV promoter (pcDNA3.1/Myd88'%% vector). As a control the same construct

with the wild type Myd88 sequence was built (pcDNA3.1/Myd88"" vector).

Figure 1 B: MYD88 protein expression after transfection of A20 murine B-cells. Empty pcDNA3.1 (Ctrl),
pcDNA3.1/Myd88"5? (L252P) and pcDNA3.1/Myd88"T (WT) vectors were transiently transfected into
A20 murine B-cells. MYD88 protein expression of non-transfected (NT) and transfected cells was

assessed by Western blot. Revelation of tubulin was used as a loading protein control.

Figure 1C: Flow cytometry detection of YFP 48H after transfection of A20 murine B-cells with either
the empty pcDNA3.1 (Ctrl), pcDNA3.1/Myd88-%%" (L252P) and pcDNA3.1/Myd88"" (WT) vectors.

Percentages of positive cells are indicated in each histogram.

Figure 1D: Luciferase gene reporter assay: A20 murine B cells were co transfected with either the
empty pcDNA3.1 (Ctrl) , pcDNA3.1/Myd88*% (L252P) and pcDNA3.1/Myd88"T (WT) vectors and the
Renilla luciferase vector (pRL-TK) which harbors the luciferase reporter gene downstream from the

CMH class | NF-kappa B binding site (3X-kB-L) or its mutated inactive variant (3X-mutkB-L).

Figure 1E: Targeting strategy for insertion of a conditional Myd88:%?*-IRES-Yfp (MYD88252PfISTOP) into

the murine Rosa26 locus. This strategy was similar to the one published by Homig-Holzel et al (41).
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Briefly, CRE mediated recombination leads to deletion of the stop cassette and expression of the
Myd88->2P-|RES-Yfp insert (MYD88"*52" mice) under transcriptional control of the endogenous Rosa26

promoter. STOP: Stop cassette.

Figure 1F: Flow cytometry detection of YFP in T and B cells from peripheral blood (upper panel) or
splenocytes (lower panel) of 6 months old MYD88'252" mice. Gating done on CD3 positive and B220

positive lymphocytes for T and B cells respectively.

Figure 1G: Tnfaip3 expression analysis by quantitative RT-PCR in splenocytes. mRNA levels from 12
months-old MYD88'52" mice compared to their LMC Cd19¢ were normalised to Hprt expression (n=3)
for each group. Results are expressed as the mean £ SEM. Mann Whitney test p-value <0.05 is

symbolized by *.

Supplementary Figure 2: Distribution of spleen B/T cell ratio from aged Cd19°¢ (n=9) and
MYD88'%52°(n=14) mice (= 32 weeks old). Results are expressed as the mean + SEM. Mann Whitney

test p-value <0.001 is symbolized by ***,

Supplementary Figure 3: Cytological aspect of spleen imprints from one Cd19°* (left) and two
MYD88'252PY** mice. Cells from MYD88'?" spleen exhibited marked lymphoplasmacytic morphology.

Examples of these lymphoplasmacytic cells are surrounded by dashed black lines.

Supplementary Figure 4: In vivo proliferation index of spleen B cells from Cd19¢ and MYD8g"?>*"
mice. BrdU was intra peritoneally injected 18 hours before sacrifice. Percentage of BrdU positive B

cells was assessed by flow cytometry. The red square represents a mouse with a tumor in
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transformation whereas black squares indicate mice with LPL phenotype. Wilcoxon’s test p-value <

0.05 is symbolized by *.

Supplemental Figure 5: Aggregation of the 40 Kmean clusters generated from the 1515 differentially
expressed genes betweed Cd19° and MYD88'%%” mice: total mRNA was extracted from whole spleen
tissues. Gene expression profiles were obtained using the MoGene-2_1-st-vl Affymetrix chip. Three
thousand two hundred thirty six mRNA transcripts were selected to be differentially expressed using
the Limma R package. Genes that were too heterogeneously expressed were eliminated, resulting in a
final selection of 1515 genes. These genes were partitioned in 40 Kmean clusters. Each Kmean cluster
was taken as a metagene, corresponding to the expression mean of the genes from a given cluster for
each sample. An Euclidean distance between each metagene was calculated after principal component
analysis using the first two components. The two closest Kmean clusters (metagene or mean vectors)
were merged. This was repeated until maximization of the absolute value of Chi2 (Faumont et al, J
Virol 2009). This resulted in 14 aggregated clusters. Functional annotation of the aggregated Kmean

clusters was performed using the Ingenuity Pathway Analysis (IPA) Software.

Left panel: principal component analysis (upper) and heatmap with its hierarchical clustering (lower)
of the 40 Kmean clusters taken as metagenes. On the periphery of the PCA graph and on the right of

the heatmap are the arbitrary numbers of the 40 Kmean clusters.

Right panel: principal component analysis (upper) and heatmap with its hierarchical clustering (lower)
of the 14 aggregated Kmean clusters taken as metagenes. On the periphery of the PCA graph and on

the right of the heatmap are the list of Kmean clusters aggregated together.
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lll.2.Etude de I’échappement immunitaire dans les lymphomes liés a ’'EBV

[11.2.1. Synthese de P’article

L'EBV peut étre lié a divers troubles lymphoprolifératifs des cellules B, notamment au
lymphome de Hodgkin, au lymphome de Burkitt, aux lymphomes diffus & grandes cellules B
et au lymphome primitif des séreuses (Shannon-Lowe et Rickinson 2019). Les cellules B
proliférantes, possédant I'EBV en latence Il surexprimant PD-L1 inhibent les cellules T
effectrices et cellules NK autologues (Durand-Panteix et al. 2012; Goodman, Patel, et Kurzrock
2017). Il est aussi connu que I'lL-10, cytokine immunosuppressive est surexprimée par les
cellules B infectées par 'EBV (Taga et al. 1995; Sarris et al. 1999). Ces caractéristiques,
semblables a celles des lymphocytes B régulateurs (Breg), nous ont amenés a nous intéresser
aux autres facteurs de la tolérance immunitaire tels que la sécrétion de molécules anti-
inflammatoires et immunosuppressives [I'IL-35 et le TGF-B1 ainsi qu’a l'expansion des
lymphocytes T régulateurs (Treg) (Rosser et Mauri 2015; Mauri et Menon 2015; Rincén-
Arévalo et al. 2016)

Au cours de ces expérimentations nous avons pu prouver gque les cellules B transformées
par 'EBV en latence Il ont un profil immunorégulateur. Ceci se traduisant par une expression
élevée de PD-L1 via la signalisation de la protéine virale LMP1, mais aussi par une
augmentation de la sécrétion d’IL-10, de TGF-B1 et des deux sous-unités de IL35 (EBI3 et
IL12A). De plus, nous avons mis en évidence la capacité de ces cellules B EBV en latence llI,
a inhiber la prolifération des cellules T autologues. Ceci est en partie dU a I'expansion des
cellules T régulatrices conventionnelles et non conventionnelles dépendant de I'axe PD-1/PD-
L1.

Ces caractéristiques démontrent pour la 1°¢ fois que les cellules B EBV miment
phénotypiquement et fonctionnellement les Breg et ont la capacité de moduler la réponse
immunitaire de I'néte, ce qui expliquerait pourquoi certaines de ces cellules échappent a la
réponse immunitaire anti-EBV. La dérégulation de PD-L1 a été mise en évidence dans de
nombreux cancers dont des lymphomes B non liés a 'EBV (Xing et al. 2016). Parmi les
DLBCL, ceux exprimant PD-L1 sont associés a de mauvais pronostics (Kiyasu et al. 2015).
C’est pourquoi les thérapies visant I'axe PD-1/PD-L1 se sont avérées efficaces (Galanina,
Kline, et Bishop 2017).
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EBYV Latency III-Transformed B Cells Are Inducers of
Conventional and Unconventional Regulatory T Cells in a
PD-L1-Dependent Manner

Héloise Auclair,* Catherine Oul«;-Martin,”"1 Lilian Roland,*’1 Pauline Santa,*
Hazar Al Mohamad,* Nathalie Faumont,* Jean Feuillard,*‘f and Chantal Jayat-Vignoles*

EBY infects and immortalizes B cells in vitro and in vivo. It is the causative agent of most immune deficiency-related lympho-
proliferative disorders and is associated with various lymphomas. EBV latency IlI-transformed B cells are known to express two
immunosuppressive molecules, IL-10 and PD-L1, two characteristics of regulatory B cells (Bregs). In this study, we show that, in
addition to secretion of the Breg immunosuppressive cytokines IL-10, IL-35, and TGF-B1, EBV latency III-transformed B cells
were able to repress proliferation of their autologous T cells preactivated by CD2, CD3, and CD28. This inhibitory effect was
likely caused by CD4" T cells because EBV latency III-transformed B cells induced a strong proliferation of isolated autologous
CDS8 T cells. Indeed, EBV was able to promote expansion of autologous FOXP3* CD39"#" CTLA4", Helios*, GITR*, LAG3* CD4
T cells (i.e., regulatory T cells [Tregs]). Two types of Tregs were induced: unconventional CD25"*® and conventional CD25"*
Tregs. These Tregs expressed both the latency-associated peptide (LAP) and the PD-1 receptor, two markers of functional Tregs.
Expansion of both Treg subtypes depended on PD-L1, whose expression was under the control of LMP1, the main EBV oncogene.
These results demonstrate that, like Bregs, EBV latency III-transformed B cells exhibit strong immunoregulatory properties.
These data provide clues to the understanding of how after EBV primo-infection, EBV-proliferating B cells can survive in an
aggressive immunological environment and later emerge to give rise to EBV-associated B cell lymphomas such as in elderly

patients. The Journal of Immunology, 2019, 203: 000-000.

When EBV infects B cells, its linear dsDNA is circular-

ized (EBV episome) in the nucleus, and the full range of
EBYV latent genes is transcribed. By subverting some key activa-
tion pathways, this latency program, called latency III or prolif-
eration program, leads to immortalization of the infected B cells.
For example, Epstein-Barr nuclear Ag 2 (EBNA2), which or-
chestrates the latency I1l/proliferation program, reroutes the Notch
pathway by targeting the cellular RBP-Jk DNA-binding factor. The
viral latent membrane proteins LMP1 and 2A, whose expression is
under the control of EBNA2, provides constitutive survival signals
that mimic those of CD40 and the BCR, respectively (1).

T he EBV infects ~95% of the worldwide adult population.
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Despite its B cell immortalization capability, EBV primo-infection is
spontaneously resolved, either asymptomatically or after the symp-
tomatic phase (infectious mononucleosis) due to a vigorous immune
response. However, the EBV episome will never be eliminated by the
host immune system. It remains hidden in the nucleus of memory
B cells, resulting in the establishment of a life-long persistent infection
after clinical resolution of the primary EBV infection. This
demonstrates that some EBV-proliferating B cells can escape the
hostimmune system. Any rupture of balance between the immune
system of the host and the virus may lead to development of an
EBV-associated cancer. EBV is the causative agent of immune
deficiency-related lymphoproliferative disorders, such as post-
transplant lymphoproliferative disorders and AIDS-associated
B cell lymphomas (2, 3). EBV is associated with some solid
tumors, such as gastric carcinomas or nasopharyngeal carcino-
mas, as well as with various lymphoproliferative disorders, in-
cluding Hodgkin lymphoma (HL), Burkitt lymphoma (BL), or
diffuse large B cell lymphomas (DLBCLs) of the elderly.

With others, we showed that EBV-proliferating B cells over-
expressed PD-L1/CD274/B7H1, leading to decreased autologous
anti-EBV cytotoxicity (4, 5). Secretion of the immunosuppressive
IL-10 by EBV-infected B cells, either in vitro or in vivo during
infectious mononucleosis or HL, was reported many years ago (6, 7).
IL-10, a major factor of human B cell activation, proliferation, and
differentiation (8), is also a key immunosuppressive cytokine of
regulatory B cells (Bregs), a B cell subset that supports immu-
nological tolerance (9, 10). Bregs contribute to immune suppres-
sion during various infectious diseases or in pathogenesis of
autoimmune and neoplastic disorders (11-13). Breg properties are
related to a variety of mechanisms, including secretion of anti-
inflammatory and immunosuppressive molecules such as IL-10,
1L-35, and TGF-B1, or expression of the immunosuppressive
molecule PD-L1. Bregs are able to inhibit proliferation of
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2 EBV-TRANSFORMED B CELLS INDUCE Tregs THROUGH PD-L1
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effector T cells and can induce CD4-positive regulatory
T cell (Treg) expansion (9, 10, 14).

In this study we explored the immunoregulatory potential of EBV
latency [I-transformed B cells, especially in connection with PD-L1.
These cells expressed the Breg immunosuppressive cytokines IL-10
and TGF-B1 as well as the two subunits [L-12« and CD27f3 of 1L-35.
They were also able to repress proliferation of autologous activated
T cells. Expressing PD-L1 in an LMPI-dependent manner, EBV
latency ITl-transformed B cells were strong inducers of conventional
Tregs (cTregs) and unconventional Tregs (uTregs) in a PD-L1—
dependent manner. These features demonstrate that EBV-proliferating
B cells have the ability to moderate the host immune response, which
would explain why some of these cells constantly escape the anti-
EBV immune response.

Materials and Methods

Cell culture conditions

EBV-negative BL cell lines BL2 and BL41 and their EBV-positive
counterparts, BL2B95.8 and BL41B95.8, as well as the lymphoblastoid

cell lines (LCLs) RUD and PRI and the atypical BL cell line P3HR1 were
cultured at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere in RPMI 1640
medium (Life Technologies, BRL-Life Technologies Cergy-Pontoise,
France) supplemented with 10% decomplemented FCS (Clontech, Palo
Alto, CA), 50 IU/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin, and 2 mM
L-glutamine. Amino acids, vitamins, and pyruvate were added at supplier-
recommended concentrations (all from Life Technologies, Carlsbad, CA).
Samples from healthy subjects were obtained from the Centre de
Ressources Biologiques of the University Hospital Center of Limoges after
their informed consent. New CD19- and CD20-positive LCLs (C0401,
J1209, and N2803) were established and characterized by Genethon (Evry,
France). They were cultured in the same conditions as the other cell lines.
The EREB2.5 latency III inducible cell line (15) was cultured in the same
conditions with addition of [-estradiol (1 wM). All cell lines were my-
coplasma free (MycoAlert Mycoplasma Detection Kit; Lonza, Levallois,
France).

Plasmid selection

Escherichia coli were transformed with luciferase (Luc), LMPI wild type
(LMPI1-Wt), or LMPICT PRTI vectors (16, 17). Clones were selected,
amplified in Luria—Bertani medium with ampicillin (100 ng/ml), and pu-
rified using the NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel). EREB2.5
cells were transfected (20 X 10° cells for 20-ug vector in 500 wl of RPMI)
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with the Gene Pulser II Bio-Rad system (250 V, 400 pwF) and selected with
hygromycin (400 pg/pl).

Flow cytometry

For surface labeling, 500,000 cells were labeled for 15 min in 50 p.l of PBS
at room temperature in the dark. The different Abs and conjugated fluo-
rochromes, as well as final dilutions are listed in Supplemental Table I.
Cells were washed in PBS and fixed in 300 pl of PBS with 1% PFA.
Intracellular FOXP3 and BMRFI labeling were performed using the
IntraPrep Permeabilization Reagent (Beckman Coulter, Pasadena, CA),
according to the protocol recommended by the supplier (after surface la-
beling for 45 min in the dark at room temperature for FOXP3). Acquisition
was performed on BD Biosciences flow cytometers: FACSCalibur for
B cell labeling, FACSAria III for Treg labeling and LSRFortessa for the
proliferation assay. Results were analyzed with Kaluza V3.1 (Beckman
Coulter) or CellQuest Software (Becton Dickinson). Mean fluorescence
intensity ratios were calculated as the mean fluorescence intensity of the
relevant Ab on its isotypic control.

Proliferation and T cell activation

Cells were incubated with Violet Proliferation Dye 450 (VPD450; BD
Biosciences) for 15 min at 37°C. After two washes, cells were resuspended
in culture medium in the different test conditions. T cells were activated
using the T cell activation expansion kit (particles conjugated to CD2,
CD3, and CD28 mAbs; Miltenyi Biotec, Paris, France), according to the
manufacturer’s protocol. After 5 d of culture, cells were washed, labeled
with CD4-FITC and CD8-allophycocyanin-H7 mAbs for 15 min at room
temperature, and analyzed by flow cytometry.

RNA extraction and real-time quantitative PCR

For RNA extraction, 10° cells were washed and resuspended in 500 pl of
TRIzol (Life Technologies). Total RNA was extracted according to the
manufacturer’s recommendations. Total RNA (2 pg) was retrotranscribed
with the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Bio-
systems, Foster City, CA) according to the manufacturer’s protocol in
20 pl of final reaction volume. Reverse transcription was performed for
10 min at 25°C, 2 h at 37°C, and 5 min at 85°C. Quantitative mRNA
expression of [L-10, TGF-B1, EBI3, ILI2A, PD-LI, and HPRT! was
performed in duplicate with 6 ng of ¢cDNA using the TagMan Assay
On Demand Gene Expression system (reference Hs00961622-ml,
Hs00820148-g1, Hs01057148-ml, Hs01073447, Hs01125301-ml,
and Hs02800695-ml, respectively; Life Technologies) on an ABI
PRISM 7000 automat. Forward (F) and reverse (R) sequences of primers were
F-5"-TGGAGCGTGCTTTGCTAGAG-3" and R-5'-GGCCTGGTCTCCGTA-
GAAGAG-3' for BNLF2A (18) and F-5-GGACCCTGAAGCCAAAGACCA-
3" and R-5"-TCTCACACGGCAGGAACCTG-3" for BCRFI. Each guantitative
PCR was performed in triplicate. The ACT was calculated as the mRNA
cycle threshold (CT), the HPRT1 CT (ACT). The AACT was calculated as
previously described (19). The calculated relative mRNA expression level
was equal to 2734€T,

ELISA ftests

To measure cytokine secretion (IL-10, TGF-31, IL-27, and IL-12), cells
were cultured at 0.4 % 10° cells/m] for 48 h. Supernatants (50 ml) were
concentrated by centrifugation (4000 X g for 30 min using Amicon
Ultracel-10K [Millipore, Darmstadt, Deutschland]). ELISA tests were
performed in triplicate following the manufacturer’s instructions: (human
IL-10, human latent TGF, human IL-27, human IL-12 (p70); BioLegend,
San Diego, CA).

Negative immunoselection of peripheral T lymphocytes

Samples from healthy subjects were half diluted in RPMI 1640 com-
plemented with 10% FCS. PBMCs were recovered after separation
on lymphocyte medium separation (Eurobio, Les Ulis, France). After
washing in PBS, cells were resuspended in 500 pl of RPMI 1640 with a
mixture of Abs against all PBMC subtypes except T cells (Human T Cell
Isolation Kit; STEMCELL Technologies; Grenoble, France), following the
kit’s instruction. The purity of recovered T cells was confirmed during
experiments (samples with T cells alone).

Blocking by anti-PD-L1 mAb

Assays were performed by incubation of LCL B cells with their
autologous T cells (B cell/T cell [B/T] ratio = 4) for 48 h in the absence of or
with 10 pg/ml isotypic control (purified mouse IgG1, k) or B7H1 blocking
mAb (purified mouse mAb, clone MIHI1; eBioscience).

Statistical analysis

Student ¢ tests were performed with Excel Software.

Results
EBV latency HI-transformed B cells display an
immunoregulatory profile

To explore the immunoregulatory properties of the three new LCL
EBV latency Ill-transformed B cells characterized by Genethon,
we first looked at the transcriptional expression of two viral
immunoevasines in EBV’s lytic phase: BCRFI (which encode the
viral homolog of IL-10, vIL10) and BNLF2A (involved in viral
evasion from HLA class [-restricted T cell immunity). As shown
in Supplemental Fig. 1, BCRFI was highly expressed only in the
J1209 LCL when compared with the B95.8 EBV-producing cell
line, and BNLF2A was found to be expressed at low levels.
No relationship was found between BCRF/ expression levels and
the lytic cycle (assessed by expression of BMRFI1, a DNA poly-
merase processivity factor essential for lytic virus replication)
(Supplemental Fig. 1).

Expression of IL-10 by both EBV latency III B cells and Bregs is
well known. Two other immunosuppressive cytokines have been
reported to be secreted by Bregs: TGF-p (an inducer of PD-1 on
T cells and Tregs) and 1L-35 (composed of two subunits: IL-12«,
encoded by the EBI3 gene and IL-27-B, encoded by the ILI2A
gene). Expression of IL-10 and TGF-B1, as well as expression of
TL-35 subunits, was analyzed at the transcriptional level by reverse
transcriptase quantitative PCR and at the secretory level in culture
medium by ELISA on a series of five classical LCLs (the three
C0401, J1209, and N2803 recently established LCLs plus two
LCLs, established more than two decades ago (PRI and RUD) as
well as two EBV-converted BL cell lines. As negative controls, we
used the EBV-negative counterpart of EBV-converted BL cells,
the P3HRI1 cell line (EBNA2-negative, atypical EBV latency), as
well as normal freshly isolated resting B cells (Fig. 1). As ex-
pected, all EBV latency Ill-transformed B cells expressed high
levels of IL-10. Despite some variations between cell lines, all
EBV-proliferating B cells (classical LCLs and EBV-converted
BLs) also strongly overexpressed TGF-B1 and the two constitu-
tive subunits of IL-35 at both transcriptional and secretory levels

Latency |

——

Latency Il

18 P=0.048

15 l

1,2
0,9

0,6

0,3

PD-L1 mRNA relative expression

0

Luc  LMP1-Wt LMP1-CT Luc LMP1-Wt LMP1-CT

FIGURE 2. EBV latency I and latency III B cells overexpress PD-L1 in
a LMPI1-dependent manner. Transcriptional expression of PD-LI was
studied in the EREB2-5 B cell line (latency I), which is inducible for the
latency IIT program by addition of B-estradiol (1 pM). Cells were stably
transfected to express Luc, LMP1-Wt, or LMP1-CT (dominant negative of
LMP1). In latency I or III, PD-L1 expression was positively correlated
with that of LMPI-WT and negatively correlated with that of LMP1-CT.
Each experiment was performed at least three times.
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4 EBV-TRANSFORMED B CELLS INDUCE Tregs THROUGH PD-LI1

(Fig. 1A, 1B). As expected, EBV latency Ill-transformed
B cells strongly expressed PD-L1 in comparison with controls
(Fig. 1C). Expression of PD-L1 was also found on SCID tumors
derived from either the three recent LCLs or the old LCL PRI
(Supplemental Fig. 2).

EBYV latency Ill-transformed B cells express PD-LI in an
LMP1-dependent manner

Transcriptome results suggested that PD-L1 expression during
EBV latency Ill/proliferation program was mainly due to LMP1,
the main EBV oncogene (unpublished data and ([20]). To confirm
this result, the EREB2-5 cell line, an EBV latency III cell line
that is estradiol conditional for EBNA2 activity (essential for the
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initiation of the latency III program expression) (21) was stably
transfected with the doxycycline-regulatable PRTI vector in
which the cassette was a cDNA coding for either Luc, LMP1-Wt,
or a dominant negative variant of LMP1, LMP1-CT (22). The
simultaneous expression of the NGFRt cDNA by the PRT1 vector
allowed selection of transfected cells. As shown in Fig. 2, estradiol
withdrawal (resting cells expressing EBNALI [i.e., latency I state])
decreased expression of PD-L1 (Fig. 2). Even if not statistically
significant compared with the Luc assay, overexpression of LMP1-
Wt increased PD-L1 expression either in the latency III or latency I
state, whereas inhibition of LMPI1 signaling by LMPI-CT de-
creased its expression. This is in agreement with the fact that PD-L1
expression was dependent of LMP1 presence. Additionally, we
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FIGURE 3. Autologous EBV latency III B cells inhibit proliferation of both CD4" and CD8" T cells. Freshly isolated T cells were labeled with the
VPD450 dye and incubated with either a mixture of beads coated with CD2, CD3, and CD28 mAbs (activated beads) or with inactivated beads in the
absence of or with autologous EBV latency III B cells at B/T ranging from 0 to 4 on day five. Cells were labeled with anti-human CD4-FITC and anti-
human CD8-allophycocyanin-H7 mAbs and analyzed by flow cytometry. (A) Examples of VPD450 fluorescence monoparametric histograms for CD4 and
CD8 T cells. Each experimental condition is indicated at the left of the panel. Results show decreased proliferation of both CD4 and CD8 T cells in the
presence of their cognate EBV latency 1T B cells (J1209). (B) Results for three different healthy subjects for CD4" (upper panel) and CD8" (lower panel)
T cells. Altogether, results show decreased proliferation of both CD4 and CD8 T cells in presence of their cognate EBV latency III B cells.
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looked at gene expression of IL-10, TGF-B, EBI3, and IL-12A
and found that, although both IL-10 and EBI3 were induced by
the latency III program, only EBI3 was under the dependence
of LMPI in this cellular model (Supplemental Fig. 3).

EBYV latency Hl-transformed B cells inhibit proliferation of
their autologous T cells

To determine whether EBV latency Ill-transformed B cells have
immunoregulatory functions like Bregs, we assessed the ability of
three (C0401, 11209, and N2803) recently established independent
LCL cell lines to repress autologous T cell proliferation. T cells
were stimulated or not with a mixture of beads coated with anti-
CD2, anti-CD3, and anti-CD28 agonist mAbs (CD2/CD3/CD28
mixture), which mimics T cell stimulation by APCs (23) in the
presence of their cognate EBV-proliferating B cells (B/T ratios
ranging from 0 to 4). As expected, the anti-CD2/-CD3/-CD28
mixture strongly stimulated T cell proliferation (Fig. 3). At a
B/T ratio between 0.5 and 2, proliferation of autologous CD4
and CD8 T cells was moderately and heterogeneously inhibited
but with fewer proliferation cycles (Fig. 3). At a B/T ratio of 4, all
three LCLs almost completely blocked proliferation of their au-
tologous CD2-/CD3-/CD28-activated T cells. This inhibition of
proliferation was comparable for both CD4 and CD8 T cells
(Fig. 3B).

One of the major immunosuppressive mechanisms of Bregs is
to favor Treg expansion. Various Treg subtypes have been de-
scribed. In the view of possible expansion of Tregs, we compared
the effect of EBV latency 111 LCLs on whole CD3* T cells and

their cognate-purified CD8" T cells. Consistently with Fig. 3,
EBV latency IIT LCLs repressed proliferation of whole cognate
CD3* T cells (Fig. 4A). By contrast, no inhibitory effect was
seen when purified CD8* T cells were coincubated with their
cognate EBV latency III LCLs. On the contrary, the number of
proliferation cycles was increased and, even if not statistically
significant, the proliferation rate tended to be higher (Fig. 4B).
This result indicates that EBV latency Il LCLs kept a very
strong activation power on their cognate CD8" T cells and
suggests that the inhibitory effect could be ascribed to CD4
T cells.

EBYV latency Ill-transformed B cells promote expansion of both
cTregs and uTregs

Tregs can be separated into two main subsets, those that are
CD4* FOXP3" CD25" cTregs and those that are CD4" FOXP3*
CD25 uTregs. Expression of FOXP3 and CD25 is shared by
both c¢Tregs and activated T cells. Indeed, 48-h activation of
freshly isolated primary T cells with anti-CD2/-CD3/-CD28
mixture resulted in coexpression of both FOXP3 and CD25 on
CD4" T cells, CD25 being highly induced (Fig. 5A, 5B). Coin-
cubation of CD3" T cells with their cognate LCLs led also to
expansion of CD4" FOXP3* CD25" T cells. But this expansion
was moderate, and the expression pattern of FOXP3 and CD25
on these cells was different from activated T cells. Moreover, a
significant expansion of CD4* FOXP3*CD25 T cells was seen
(Fig. 5C, 5D). These CD4" FOXP3* CD25™ T cells were al-
most absent from CD2-/CD3-/CD28-activated T cells (compare
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FIGURE 4. EBYV latency III B cells induce proliferation of isolated CD8"* T cells. Freshly isolated CD3" or CD8" T cells were labeled with the VPD450
dye and incubated with either a mixture of beads coated with CD2, CD3, and CD28 mAbs (activated beads) or with inactivated beads in the absence of or
with autologous EBV latency III B cells (B/T = 4) on day five. Cells were analyzed by flow cytometry. (A) Examples of VPD450 fluorescence monop-
arametric histograms for CD3 T cells and results for three healthy subjects. (B) Examples of VPD450 fluorescence monoparametric histograms for CD8
T cells and results for three healthy subjects. Altogether, these results show that EBV latency III B cells decreased proliferation of cognate CD3 T cells as a
whole, whereas EBV latency III B cells induce proliferation of isolated CD8" T cells.
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FIGURE 5. Treg expansion by autologous EBV latency IIT B cells. (A and B) T cells from healthy donors were incubated with either a mixture of beads
coated with CD2, CD3, and CD28 mAbs (activated beads) or with inactivated beads during 48 h. Cells were analyzed by flow cytometry. (A) Examples of
FOXP3/CD25 fluorescence cytograms and (B) results for three healthy subjects. (C-E) T cells from healthy donors were incubated with culture medium
(negative control) or supernatant containing or not cells of cognate autologous EBV latency IIT B cell lines (B/T = 4). After 48 h incubation, cells were
labeled with the CD3-V500, CD4-FITC, CDg-allophycocyanin-H7, CD25-BV421, and FOXP3-PE panel and analyzed by flow cytometry for each ex-
perimental condition indicated in the legend. (C) Examples of FOXP3/CD25 fluorescence cytograms and (D and E) results for three different healthy
subjects. These results show induction of FOXP3*, mainly CD25~ CD4" T cells after coculture with cognate EBV latency 11 B cells.

Fig. 5A-D). Expansion of both CD4* FOXP3* CD25" and CD25
T cells was hardly induced in the presence of autologous super-
natants alone (Fig. 5E). Altogether, these results suggest that EBV
latency III LCLs were able to induce expansion uTregs mainly and
cTregs weakly and that expansion is likely to be due to B/T
contact.

According to Zhou and colleagues (24), bona fide CD4*
FOXP3" Tregs also express increased membrane CD39 levels.
We thus evaluated FOXP3 expression on T cells induced by
contact with EBV latency III B cells, according to their CD39
expression. As shown in Fig. 6, CD4™ T cells could be separated
into three subsets according to CD39 expression: CD39 ,
C39™% and C39"2" (Fig. 6A). FOXP3 expression was high in CD4*
C39ME" T cells, weak in CD4* CD39™* T cells, and negative on

CD39" T cells (Fig. 6B). Gating on CD4* C39"#" T cells showed that
most of them were FOXP3" CD25~, whereas some were FOXP3*
CD25" (Fig. 6C). Moreover, expansion of both CD25* and CD25~
CD4* CD39"" FOXP3" T cells varied in the same manner as the ratio
between EBV latency III B cells/autologous T cells (Fig. 6D). Tregs
are also known to express CTLA4, IKZF2 (Helios), TNFRSF18
(GITR), and LAG3 molecules (25). These molecules were highly
expressed by both CD25* and CD25~ CD4* CD39"=" T cells
(Fig. 7). Thus, EBV latency III LCLs appeared to induce expan-
sion of both cTreg and uTreg compartments.

To assess whether EBV latency Ill-induced Tregs were
functional, we tested the expression of both latency-associated
peptide (LAP) (a propeptide that remains associated with ma-
ture TGF-B) and PD-1 on CD39hieh cTreg and uTreg subsets.
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FIGURE 6. cTregs and uTregs express both the FOXP3 and the CD39 key markers of Tregs. T cells from healthy donors were incubated with their

cognate autologous EBV latency III B cell line (J1209) at a B/T ratio varying from 0 to 4. After 48 h incubation, cells were labeled with the CD3-V500,
CD4-FITC, CD25-BV421, CD-39-allophycocyanin, and FOXP3-PE panel and analyzed by flow cytometry. (A) Example of CD4" T cell distribution
according to CD39 expression. Cells were analyzed on a CD39/CD4 biparametric histogram gated on CD3* T cells. Three subpopulations were defined:
CD39~, CD39"**, and CD39"", (B) Histograms of FOXP3 expression according to CD39 expression. CD4~ CD39 ™ T cells (corresponding to CD8”
CD39 " T cells) were used as a negative control. CD39 and FOXP3 were clearly coexpressed. (C) Example of CD25 expression for FOXP3* CD3yhish
T cells. Cells were analyzed on a FOXP3/CD25 biparametric histogram gated on CD4" CD39"E" T cells. Among FOXP3" CD39"en Tregs, the majority of
cells were CD25 ™ (uTregs), whereas some CD25* cTregs were also induced. (D) Histograms showing the percentage of CD4* CD39'“*'}‘, CD25, or CD25%
T cells for increasing B/T ratios (ranging from 0 to 4). Number of both Treg subsets increased with B/T ratio; CD25 cells still remained the majority. Each

experiment was performed at least three times.

CD8" T cells were used as an internal control. Coincubation of
EBV latency III B cells and autologous T cells induced mod-
erate LAP expression on uTregs, (Fig. 8). PD-1 expression was
found on uTregs even in the absence of EBV latency III B cells
and was not influenced by addition of cognate B cells. This sug-
gests that uTregs were constitutively but moderately active. By
contrast, expression of both LAP and PD-1 was strongly induced
on cTregs in a dose-dependent manner after coincubation with
EBV latency III B cells. This shows that cTreg became strongly
active in an inducible manner after coincubation with their cog-
nate EBV latency IIT B cells.

Expansion of Tregs upon EBV latency Ill-transformed B cells
depends on PD-L1

Because PD-1 was expressed on both ¢Tregs and uTregs and EBV
latency III B cells strongly expressed PD-L1, we next examined
whether PD-L1 could play a role in the induction of CD4* FOXP3*
T cell expansion by EBV-proliferating B cells. In fact, PD-1 ex-
pression was significantly increased after induction of prolifera-
tion by the anti-CD2/-CD3/-CD28 mixture, and even more so in
the presence of autologous EBV-proliferating B cells (Fig. 9A,
9B). Furthermore, autologous T cells were incubated with either

culture medium, an isotypic control, or a blocking anti-PD-L1 mAb in
the presence or not of their cognate EBV latency Ill-infected B cells.
Compared with culture medium, the isotypic control did not, or
only very weakly, affect expansion by EBV-proliferating B cells,
whereas CD4" FOXP3" T cell expansion was dramatically de-
creased in the presence of anti-PD-L1 blocking Ab (Fig. 9C, 9D),
reaching levels close to those of supernatants alone (Fig. SE). This
result emphasizes that cTreg and uTreg expansion strongly de-
pends on PD-L1 expression on LCLs.

Discussion

In this study, we demonstrated that EBV-proliferating B cells
exhibited strong immunoregulatory properties. They were
able to repress proliferation of their cognate-activated T cells,
express immunosuppressive cytokines and PD-L1 due to LMP1,
and promote expansion of both cTregs and uTregs in a PD-L1-
dependent manner.

The ability of some B cells to moderate the immune response has
been ascribed to a particular subset, the Bregs. Bregs were first
described as a specific B cell subset that moderates chronic in-
flammation in bowel disease in mice (26). Then they were de-
scribed in humans some years later (27). Breg immunoregulatory
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properties are related to their ability to secrete immunosup-
pressive cytokines, mainly IL-10 (28) but also TGF-B (9, 29)
and IL-35 (30). Taking into account the cytokine expression
profile and the immunoregulatory functional properties, different
immunophenotypic characteristics have been reported. A con-
sensus on Breg properties and phenotype was published in 2015
(10). From this, it appeared that common characteristics of all
Breg subsets are to repress proliferation of autologous T cells and
to secrete IL-10. Bregs may also have the ability to orient T cell
fate toward Treg expansion (29) From our results, it appears that
strong similarities exist between EBV latency III-transformed
B cells and Bregs.

12500 -

CD309 expression is primarily expressed by immune-suppressive
FOXP3* Tregs (24, 31). FOXP3/CD39 coexpression has been
reported on Tregs from patients with chronic infections such as
coinfection by HIV and tuberculosis (32) or was correlated with
the progression of HBV infection (33). This suggests some com-
mon features between persistent viral chronic infections. In this
paper, we showed that EBV latency III B cells induced expan-
sion of CD4 T cells that coexpressed both FOXP3 and CD39,
strengthening the fact that EBV latency III B cells, like Bregs,
were able to bias T cell fate toward Treg differentiation pathway.

EBV-proliferating B cells are highly immunogenic (34) and
prone to CD95-induced apoptosis by cognate T cells (35). EBV
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FIGURE 8. cTregs and uTregs express the inhibitory functional markers LAP and PD-1. T cells from healthy donors were incubated with their cognate au-

tologous EBV latency III B cell line (C0401, J1209, N2803) at a B/T ratio varying from O to 4. After 48 h incubation, cells were labeled with the CD3-V500, CD4-
FITC, CD8-allophycocyanin-H7, CD25-BV421, CD39-allophycocyanin, and PD-1-PE or LAP-PE panel. Cells were analyzed by flow cytometry. CD8" CD39~
cells were used as an internal control. LAP and PD-1 were increased on both uTregs and cTregs. Each experiment was performed at least three times.
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overexpression on T cells after CD2, CD3, and CD28 activation or in presence of cognate EBV latency III B cells J1209 (B/T = 4) compared with
resting T cells. Monoparametric histograms of PD-1 expression were gated on CD4" T cells by flow cytometry. (B) Histogram showing PD-1
expression for each experimental condition. Each experiment was performed on three different LCLs. (C) Example of FOXP3/CD25 biparametric
histograms gated on CD4" T cell after 48 h coculture of T cells in presence or not of their cognate autologous EBV latency III B cells with either
medium alone, isotypic control, or anti-PD-L1-blocking mAb, (D) Histogram showing levels of CD4" FOXP3™ T cells in each experimental
condition for three healthy donors after 48 h incubation with autologous EBV latency 111 B cells. Blocking PD-L1 resulted in repression of FOXP3*

T cell expansion.

latency Ill-immortalized B cells express high levels of IL-10,
TGEF-B1, IL-35, and PD-L1. Filtered cell supernatant from EBV-
proliferating B cells marginally induced expansion of FOXP3-
positive T cells, suggesting the requirement of a direct cell-cell
contact. Nevertheless, it cannot be excluded that this effect was
also related to release of exosomes from EBV-infected B cells.
Indeed, Wada and colleagues (36) have shown that exosomes from
malignant effusions could carry LAP-TGF-f that drive expansion
of Tregs. In this study, we found that high levels of surface PD-L1
were under the dependence of LMPI. This result in latency
IlI-transformed B cells is consistent with results reported on EBV-
related NK/T lymphomas (37). Induction of Treg expansion by
EBV latency Ill-transformed B cells was under the dependence of
at least the PD-1/PD-L1 axis. PD-L1 moderates autologous cy-
totoxicity of CD8 T cells against these EBV-immortalized B cells
(4). PD-L1 expression is deregulated in numerous cancers, in-
cluding EBV-negative lymphomas (38, 39). PD-L1 dysregulation
may be related to structural rearrangements of chromosome 9
in diffuse B cell non-HLs (40), a very strong genetic indication
that tumor selection pressure favors transformed cells that are able
to escape from immune surveillance. Increased PD-L1 expression
is also found in EBV-negative or -positive HLs (41, 42). In breast
cancer, PD-L1 expression is associated with poor patient prognosis
(43). Expression of this immune checkpoint is associated with Tregs
within the tumor for breast cancers. Several studies have reported
that the PD-1/PD-L1 axis is implicated in the differentiation of Th1
cells into Tregs (44). Presence of intratumoral Tregs correlates with

a poor prognosis for breast cancer (45). Immunotherapies targeting
the PD-1/PD-L1 axis have proven to be effective for treatment of
this cancer (46). The fact that expansion of Tregs by EBV latency
III B cells depends on PD-L1 suggests a major role for this mole-
cule in EBV immune escape.

Altogether, our results demonstrate that EBV-proliferating
B cells have major intrinsic immunosuppressive properties, with
a major role for PD-L1 in the induction of both uTregs and cTregs.
Even if it has been largely demonstrated that the EBV burden is
under the strict control of the host immune system, these results
give clues to reasons why EBV-proliferating B cells are not de-
finitively eliminated as for other viruses responsible for chronic
infections, such as hepatitis B virus (47). These results could also
shed some light on the reasons why EBV-positive DLBCLs occur
on a more fragile background, such as in elderly patients, who are
known to have an increased pool of Tregs (48) and decreased
capacities to elaborate immune protection when vaccinated (49).
Because of continuous NF-kB activation, either related to LMP1
expression for EBV or to mutations in the NF-kB-activating
track for activated B cell-DLBCLs, both EBV-proliferating
B cells and activated B cell-DLBCLs are phenotypically closed.
Kiyasu and collaborators (50) showed the role of PD-L1 dysreg-
ulation in DLBCLs, which is correlated with poor prognosis. Our
results raise the question whether these poor prognosis, aggressive
B cell lymphomas could also mimic Bregs by modifying their im-
mune microenvironment through, for example, secretion of immu-
nosuppressive cytokines or promoting expansion of FOXP3" Tregs.
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Supplementary Figure 1. Immunoregulatory properties of the new EBV latency III-
transformed B cells according to the E  BV’s lytic phase. Transcriptional expression of
the two immunoievasines (A) BCRFI (which encode the viral homologue of IL-10, vIL10) and
(B) NLF2A (an inhibitor of the transporter associated with antigen processing, TAP) was
studied with the B95.8 EBV producing cell line as reference. (C) Expression of BMRF1 (a
polymerase processivity factor for lytic virus replication) was analyzed at the protein level by
flow cytometry. BCRF1 was only highly expressed by the J1209 LCL without any relationship

with the lytic cycle.
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Supplementary figure 2:
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Supplementary Figure 2. SCID tumors derived from EBV latency III B-cells overexpress
PD-L1. SCID mouse were engrafted subcutaneously with 10x10° cells of each, newly (C0401,
J1209, N2803) or formerly (PRI) created human EBV latency III B cell lines. After fifteen days,
generated tumors were recovered, dissociated and the expression of CD274/PD-L1 was studied

by flow cytometry. Tumor cells strongly expressed PD-L1.
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Supplementary figure 3:
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Supplementary Figure 3. EBV latency I and latency III B-cells overexpress PD-L1 in a
LMP1 dependent manner. Transcriptional expression of IL-10, TGF-p, EBI3 and ILI12A was
studied in the EREB2-5 B cell line (latency I), inducible for the latency III program by addition
of B-estradiol (1uM). Cells were stably transfected to express luciferase (Luc), LMP1 wild type
(LMP1-WT) or LMP1-CT (dominant negative of LMP1). Compared to the Luc condition, only
EBI3 is under the dependence of LMP1 in this cellular model. Each experiment was performed

at least three times.
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Supplementary table 1: Antibodies used for flow cytometry

Specificity Fluorochrome Clone Supplier Dilution
Primary antibody
CD3 V500 SK7 BD Biosciences 1/2.5
CD4 FITC RPA-T4 BD Biosciences 1/2.5
CD8 APC-H7 SK1 BD Biosciences 1/10
CD25 BV421 2A3 BD Biosciences 1/10
CD25 PE B1.49.9 Beckman Coulter 1/10
CD274/PD-L1 PE 29E.2A3 Biolegend 1/10
CD279/PD-1 PE EHI12.2.H7 Biolegend 1/10
FOXP3 PE 259D/C7 BD Biosciences 1/2.5
CD39 APC TU66 BD Biosciences 1/2.5
LAP PE TW4-6H10 Biolegend 1/10
CTLA4 PE L3DI10 Biolegend 1/10
Hélios PE 22F6 Biolegend 1/10
GITR PE 621 Biolegend 1/10
LAG3 PE T47-530 BD Biosciences 1/10
BMRF1 Unconjugated* R3 Millipore 1/10
(EBV EA-D-p52/50)
Isotypic control

Mouse IgG1 APC MOPC-21 BD Biosciences 1/2.5
Mouse IgG1 APC-H7 MOPC-21 BD Biosciences 1/10
Mouse IgG1 BV421 X40 BD Biosciences 1/10
Mouse IgG1 FITC MOPC-21 BD Biosciences 1/2.5
Mouse IgG1 PE MOPC-21 BD Biosciences 1/2.5
Mouse IgG1 V500 X40 BD Biosciences 1/2.5
Mouse IgG2b PE MPC-11 Biolegend 1/10

* Revealed by Alexa Fluor 488 Goat anti-mouse IgG (H+L), Sigma-Aldrich, 1/10.
CD: Cluster of Differentiation, APC: Allophycocyanin, BV: Blue Violet, FITC: Fluorescein

isothiocyanate, PE: Phycoerythrin, V: Violet
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[11.3.Etude de thérapies visant I’axe PD-1/PD-L1 sur un modéle de suractivation de
NF-kB via LMP1/CD40

[11.3.1. Synthése de l’article

La protéine PD-L1 est dérégulée dans de multiples cancers liés a 'EBV mais aussi dans
d’autres tumeurs solides comme le cancer du sein, des poumons ou le cancer colorectal (H.
Yu et al. 2016; Schiitz et al. 2017; Stein et al. 2018). Dans des cas de lymphomes B
indépendant ou non de 'EBV, PD-L1 est aussi fréquemment surexprimée via le facteur de
transcription NF-kB (Xu-Monette, Zhou, et Young 2018).

En paralléle a 'article précédent nous avons donc voulu tester des traitements visant 'axe
PD-1/PD-L1 dans un cas d’un modéle murin transgénique LMP1/CD40 suractivant les voies
NF-kB et développant un lymphome de type LZM (H6mig-Hoblzel et al. 2008). Les cellules B
du modele présentant une surexpression de PD-L1, le traitement in vivo avec des Ac anti-PD-
L1 s’est avéré efficace et a permis une réduction de la taille de la rate. Cela est d( a une
diminution de la prolifération des cellules B, sans impact sur le nombre de cellules T et de

granulocytes.

Dans ce modéle, en plus de la dérégulation du géne Pd-I1 via la suractivation des voies
de NF-kB, nous avons pu observer la surexpression d’autres génes de la signature de
I'échappement immunitaire (Laurent et al. 2015) comme Pd-I2, 11-10, Cd80 (B7.1) et Mcl1. La
signalisation autocrine via I'lL10R et la surproduction d’IL10 entraine I'activation des voies
JAK/STAT3 permettant aussi la surexpression de Pd-I1. De plus, cette synergie peut étre
encore amplifiée comme dans certains cas de DLBCL via 'engagement du BCR et de CD19
(L. Li et al. 2018). Nous avons donc confirmé que les 3 molécules ciblant ces voies (la PHA-
408 ciblant directement NF-kB, I'ibrutinib ciblant la BTK et le ruxolitinib ciblant JAK1/2)
permettent une diminution de I'expression de PD-L1 aprés traitement ex vivo de splénocytes
des souris LMP1/CD40. Ces molécules peuvent donc possiblement étre associées aux

thérapies anti-PD-L1 qui pourrait fonctionner dans les lymphomes B surexprimant Pd-I1.
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Ce travail est a rapprocher de deux autres publications du laboratoire pour lesquelles
I'environnement immun des LZM spléniques humains est décrit d’'une part et, d’autre part,
montrant que limmunosuppression induit la transformation du LZM dans le modéle
LMP1/CD40. L'ensemble de ces travaux a conduit a proposer un modéle d’émergence clonale
du lymphome B indolent tel que la cellule B soit 'objet d’'une immunosurveillance imparfaite

néanmoins réelle a la phase indolente de la maladie (Figure 42).

Immunosuppression
Altération(s) génétique(s)

Echappement immunitaire partiel
Immunosurveillance imparfaite

E du dl Lymphome indol “Lymphome
mergence du clone ymphome indolent PR —
4
Années Mois

Figure 42 Modeéle de I'’émergence clonale du lymphome B indolent.
(Figure adaptée de (C.Vincent-Fabert, Barcelona, International Splenic Lymphoma Study
Group meeting 17th-18th May 2019))
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Abstract

kinase inhibitors.

Keywords: B-cell lymphomas, PD-L1, Immune surveillance

Escape from immune control must be important in the natural course of B-cell lymphomas, especially for those
with activation of NF-kB. The pre-clinical LMP1/CD40-expressing transgenic mouse model is characterized by B-cell
specific CD40 signaling responsible for NF-«B continuous activation with a spleen monoclonal B-cell tumor after 1
year in 60% of cases. LMP1/CD40 tumors B-cells expressed high levels of PD-L1. This expression was dependent on
activation of either NF-kB, JAK1/JAK2 or BTK pathways since these pathways were activated in tumor B-cells and ex
vivo treatment with the inhibitery molecules PHA-408, ruxolitinib and ibrutinib led to decrease of its expression.
Treatment of LMP1/CD40-expressing lymphomatous mice with an anti-PD-L1 monoclonal antibody induced tumor
regression with decreased spleen content, activation and proliferation rate of B-cells as well as a marked increase in
T-cell activation, as assessed by CD62L and CD44 expression. These results highlight the interest of therapies
targeting the PD-1/PD-L1 axis in activated lymphomas with PD-L1 expression, with passible synergies with tyrosine

Background

Aberrant expression of the programmed death-ligand 1
(PD-L1, also known as B7-H1 or CD274) checkpoint
molecule has been reported in many cancers such as
breast, lung and colon tumors as well as during chronic
viral infections like those with Epstein-Barr virus (EBV)
for example [1, 2]. Efficacy of immunotherapies against
the PD-1/PD-L1 axis in lung tumors or melanomal dem-
onstrated the importance of the immune checkpoints in
the control of emergence and growth of tumors [2]. As
reviewed recently, various publications have indicated
that disruption of immune checkpoints is also a critical
step in B-cell non-Hodgkin’s Lymphomas (NHL) [3].
NF-xB, one of the most cited transcription factor in B-
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cell lymphomas, is able to increase tumor cell expression
of PD-L1 either directly or indirectly [3]. NF-kB consti-
tutive activation is found either in aggressive diffuse
large B-cell lymphomas (DLBCL) with an activated
phenotype (ABC-DLBCL), or in indolent B-cell lymph-
omas such as chronic lymphocytic leukemia, Walden-
strom  Macroglobulinemia, marginal zone B-cell
lymphomas (MZL) [4]. Here, we wanted to explore the
putative interest of PD-L1 immune therapy against B-
cell lymphoma with NF-«kB activation. To experimentally
address this question, we used a transgenic mouse model
which specifically express in B-cells a chimeric protein
composed of the transmembrane moiety of the Epstein-
Barr Virus latent membrane protein 1 (LMP1) and the
transduction tail of CD40 (LMP1/CD40 protein), that
results in continuous activation of NF-«xB, responsible
for a spleen monoclonal B-cell tumor (LMP1/CD40 B-
cell lymphoma) after 1 year in 60% of cases [5].

© The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commens Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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Methods

Mouse models and in vivo and ex vivo treatments
LMP1/CD40-expressing mice have been already described
[5]. Animals were housed at 21-23°C with a 12-h light/
dark cycle. All procedures were conducted under an ap-
proved protocol according to European guidelines for ani-
mal experimentation (French national authorization
number: 87-022 and French ethics committee registration
number “CREEAL”: 09-07-2012). For in vivo PD-L1 treat-
ment, LMP1/CD40-expressing mice were injected intra-
peritoneally every 4 days for 3 weeks with 200 pg anti-PD-
L1 antibody (clone 10F.9G2; Bio X cell; US). For ex vivo
treatments, splenocytes were cultured for 48 h in
complete RPMI medium (Eurobio) supplemented with
10% of FBS, 2 mM of L-Glutamine, 1% of Na pyruvate,
100 U/ml of penicillin and 100 pg/ml of streptomycin
(ThermoFisher Scientific) and with the following treat-
ments: either 10 uM of PHA-408 or 1.5 pM of ruxolitinib
or 1 pM of ibrutinib.

Flow cytometry

Spleen from mice were collected and immune cells were
filtered through a sterile nylon membrane. Cell suspen-
sions were stained at 4 °C in FACS Buffer (PBS, 1% FBS,
2mM EDTA) with the following fluorescent-labelled
antibodies: anti B220-BV421 (clone RA3-6B2, 1/400),
anti CD4-FITC (clone RM4-5, 1/2000), anti CD8a-APC
(clone 53-6.7, 1/400), anti CD62L-BV421 (clone MEL-
14, 1/200), anti CD44-PE (clone IM7, 1/200), anti-PD-
L1-PE (clone 10F.9G2, 1/80), anti PD-1-PECy7 (clone
29F.1A12, 1/50), anti CD80-APC (clonel6-10A1, 1/
2500) and anti CD86-FITC (clone GL-1, 1/600). Stained
cells were analyzed using a BD-Fortessa SORP flow cyt-
ometer (BD Bioscience; US). Results were analyzed using
Kaluza Flow Cytometry software 1.2 (Beckman Coulter;
France).

Proliferation

For in vivo proliferation, mice were injected intraperito-
neally with 2mg BrdU (Sigma-Aldrich, US), 18 h before
isolating cells. Splenocytes were stained for B220 and
phases of cell cycle were analyzed by measuring BrdU
and Propidium Iodide (PI)-incorporation, using the
FITC-BrdU Flow Kit (BD Pharmingen; US).

Real time quantitative reverse-transcription PCR

Total RNA was extracted from CD19_Cre or LMP1/
CD40 splenocytes and complementary DNAs were re-
verse transcribed from 1 pg of total RNA samples using
the High Capacity cDNA Archive Kit (Life Technologies,
Carlsbad, USA). PCR products were amplified from each
cDNA using the TagMan® Universal PCR Master Mix
and TagMan® Gene Expression Assays: IL-10/
MmO01288386_m1, PD-L1/Mm03048248 m1, GAPDH/
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Mm99999915 gl. The GAPDH gene was used as a ref-
erence gene for the control of amplification. The calcu-
lated relative gene expression level was equal to 2 -
DDCT, where DDCT is the delta delta cycle threshold.
Gene expression fold changes were calculated as the ra-
tio of the test condition to its control.

Immunoblot

10 % 10° cells were lysed and sonicated in Laemmli sam-
ple buffer. Lysates were separated on 12% SDS-PAGE
gel and transferred to PYDF membrane. Revelation were
done using anti-TRAF1 antibody (N-19) purchased from
Santa Cruz Biotechnology; anti-STAT3 antibody (124H6)
and anti-phosphoSTAT3 antibody (Tyr 705) (D3A7)
from Cell Signaling Technology; and anti-ERK (p-44/42)
antibody and anti-phosphoERK antibody (Thr 202/Tyr
204) from Cell Signaling Technology. Signals were visu-
alized with Immobilon™ Western Chemiluminescent
HRP Substrate (Millipore). The amount of loaded pro-
tein was standardized against GAPDH using an anti-
GAPDH antibody from R&D Systems. Membranes were
numerized with ChemiDoc™ Touch Imaging System
(Bio-Rad) and images were analysed with the Image Lab
Software (Bio-Rad).

Results

Our previous transcriptome studies from LMP1/CD40-
expressing mice suggested that those tumors might ex-
press high levels of CD274/PD-L1 [6]. We thus analyzed
the Immune Escape Gene Signature published by C
Laurent et al (Additional file 1: Table S1) [7] from the
Affymetrix transcriptome (HT MG-430 PM Array, Add-
itional file 1: Table S2 and Additional file 2: Table S3) of
a series of six LMP1/CD40 B-cell lymphomas that were
compared to their CD19_Cre littermate. As shown in
Fig. la, both PD-L1 (red arrow) and PD-L2 (orange
arrow) were co-clusterized with the immunosuppressive
interleukin 10 (IL-10, green arrow), CD80 and MCLI,
being over expressed. We confirmed overexpression of
IL-10 and PD-L1 by RT-QPCR in 12-month-old LMP1/
CD40-expressing mice when compared to CD19_Cre
mice (Fig. 1b). We also showed higher levels of total PD-
L1 expression by immunoblotting and of PD-L1
exported to the membrane by flow cytometry on LMP1/
CD40 lymphoma cells from those mice than on B-cells
from age related CD19_Cre mice (Fig. 1c and d).

To address in vivo the role of PD-L1 in these B-cell
lymphoma, LMP1/CD40-expressing mice were treated
with an antibody blocking PD-1/PD-L1 signaling for 3
weeks according to a methodology already described [8,
9]. We observed a reduction of spleen size and absolute
number of splenocytes in anti-PD-L1 treated LMP1/
CD40-expressing mice (Fig. 2a), due to decreased B-cell
numbers (Fig. 2b) without significantly affecting total
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RT-QPCR and (c) western-blot analysis of PD-L1 expression from 12-month-old CD19_Cre and LMP1/CD40-expressing mice. d Left panel, overlay
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numbers of T-cells and granulocytes (Additional file 3:
Figure S1). With PD-L1 blockade, we noticed a decrease
in numbers of activated B-cells in LMP1/CD40-express-
ing mice (Fig. 2c). This was associated with a reduction
in the in vivo proliferation rate of spleen B-cells, as
assessed by the decrease of in vivo BrdU incorporation
over 18 h (Fig. 2d). Morphologically, spleen lymphocytes
from anti-PD-L1 treated LMP1/CD40-expressing mice
were smaller with a more condensed chromatin (Fig.
2e). We then studied the impact of PD-1/PD-L1 block-
ade in T-cell compartment. Expression of T-cell activa-
tion markers CD62L and CD44 was increased on both

CD4 and CD8 T-cells (Fig. 3a). In parallel, an increase in
PD-1 expression was observed on the surface of CD4 T-
cells. This increase in PD-1 expression was more hetero-
geneous on CD8 T-cells (Fig. 3b).

In addition to be able to activate the classical pathway,
CD40 is a strong inducer of the alternative NF-«xB acti-
vating pathway as already shown in LMP/CD40 mice
[5]. CD40 constitutive activation of B-cells increases IL-
10 expression [10]. IL-10 receptor signaling is mediated
by the JAK1 and Tyk2 tyrosine kinase that leads to acti-
vation of STAT3 transcription factor, STAT3 being a
major inducer of PD-L1 gene expression [11]. CD40
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significance was determined by unpaired t-test (**P < 0.01; *P < 0.05)

imprint May-Grunwald staining of the same spleen of Ctrl- (left panel) and aPD-L1- (right panel) LMP1/CD40-expressing mice. Statistical

stimulation can also augment BCR-induced B cell re-
sponses by activation of Bruton’s tyrosine kinase (BTK)
either directly [12] or by interacting with CD19 [13].
The BCR is also able to induce the IL-10/STAT3 signal-
ing with increased expression of PD-L1 in diffuse large
B-cell lymphoma [11]. Comparing splenocytes of LMP1/
CD40 mice to those of CD19_Cre mice, allowed to
check activation of NF-kB, as assessed by increased ex-
pression of TRAFI. Increased phosphorylation of STAT3
and ERK indicated that IL-10 and BCR-related signaling
pathways were also constitutively activated (Fig. 4a).
LMP1/CD40 lymphoma B-cells were ex vivo treated
with the PHA-408 molecule, an inhibitor of IKK2/NF-
kB activation, the JAK1/JAK2 tyrosine kinase inhibitor

(TKI) ruxolitinib, and the BTK inhibitor ibrutinib. As
expected, treatment with PHA-408 led to decreased ex-
pression of TRAF1 protein. This treatment also resulted
in decreased phosphorylation of both STAT3 and ERK.
Ruxolitinib treatment only decreased STAT3 activation.
In presence of ibrutinib, TRAF1 expression and STAT3
phosphorylation were moderately decreased while ERK
phosphorylation was completely abolished (Fig. 4b). As
shown in Fig. 4c, PD-L1 mRNA expression was de-
creased in presence of the three inhibitors. This result
was confirmed at the protein level. At the membrane
level, PD-L1 expression was strongly reduced 48 h after
treatment with either PHA-408 or Ruxolitinib and mod-
erately with ibrutinib (Fig. 4d). These inhibitors also
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decreased IL-10 expression (Additional file 3: Figure S2).
Of note, modulation of PD-L1 expression was no longer
observed on wild type CD19_Cre splenocytes treated
with inhibitors (Additional file 3: Figure S3). Further-
more, CD40 plus IL-4, BCR, and IL-10R stimulation of
CD19_Cre splenocytes induced over-expression of PD-
L1, that induction being repressed when cells were
treated with these inhibitors (Additional file 3: Figure
S4).

Altogether, these results show that CD40, IL-10 and
BCR signaling pathways have complex interplays. As
summarized in Fig. 5, the CD40 signaling pathway would
be directly responsible for NF-kB activation and would
increase the BCR signaling. Both BCR and CD40 signal-
ing would lead to IL-10 secretion that secondary activate
the JAK/STAT pathway in an autocrine manner. With
NF-«B, both ERK and STAT3 activation would up-regu-
late expression of PD-L1. Blocking either NF-«B, BCR or
STAT3 activation would led to decreased PD-L1 expres-
sion. PD-L1 expression was thus under the control of
CD40 activation, either directly through NF-kB activa-
tion or indirectly through IL-10 induction of BCR
sensitization and BTK activation.

Discussion

Expression of PD-1 and PD-L1 in B-cell lymphomas and
effect of immune therapies against the immune check-
point axe has been recently reviewed [3]. Expression of
PD-L1 by tumor cells and effect of anti-PD-1 immune
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lymphoma, a tumor which is constantly associated
with both NF-kB and STAT3 activation. In DLBCL,
expression of PD-L1 is variable but participates to the
gene immune escape signature of ABC-DLBCLs (3,
7]. ABC-DLBCL are not only associated with NF-«kB
activation but may exhibit a chronic active BCR [14]
and are sensitive to BTK inhibitors [15]. STAT3 acti-
vation mainly found in ABC-DLBCLs and is associ-
ated with poor survival [16].

Here, our results show that NF-kB activated B-cell
lymphoma of the LMP1/CD40-expressing mouse model
exhibited an immune escape gene signature involving
expression of PD-L1 and PD-L2, which expression was
co-clusterized with IL-10. Over-expression of PD-L1 not
only involved NF-kB activation by CD40 but also BTK
and JAK/STAT signaling, the latter probably being indir-
ectly regulated via an autocrine loop with participation
of IL-10 for example. Indeed, PD-L1 expression could be
down-regulated after treated with NF-kB, JAK1/JAK2
and BTK inhibitors. Expression of PD-L1 was very likely
to be associated to tumor immune escape as demon-
strated for numerous solid cancers such as melanoma of
lung cancers [2]. Indeed, in vivo blockade of PD-L1 was
able to rapidly repress expansion of these B-cell lymph-
omas, with concomitant decrease in both B-cell prolifer-
ation and B-cell expression of activation markers as well
as an increase in T-cell activation. Among these markers
are expression of PD-1 on both CD4 and CD8 T-cells.
PD-1 is transcriptionally induced in activated T cells

therapy has been clearly demonstrated in Hodgkin’s [17]. PD-1 expression on activated T-cells allowed
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Fig. 5 Graphical representation of signaling pathways leading to PD-L1 over-expression in tumor B-cells from LMP1/CD40 mice. CD19, BCR (B-cell
receptor), IgaB, LMP1/CD40, and IL-10R (IL-10 receptor) are located at the surface membrane. CD19 plus BCR/Igaf complex, and CD40 lead to
BTK (Burton’s tyrosine kinase) activation which in turn activate ERK and NF-kB that up-regulate PD-L1 expression. Indirectly PD-L1
by IL-10 by an autocrine loop. PHA-408, inhibitor of NF-kB. Ruxolitinib, inhibitor of JAK1/JAK2. Ibrutinib, inhibitor of BTK
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subsequent exhaustion and inhibition thank to PD-1/
PD-L1 interaction to return to unactivated state [18].
Our results indicate that such T-cell inhibition no longer
occurred when PD-L1 was blocked.

Conclusion

Our results indicate that therapies against the PD-L1/
PD-1 axis may work in lymphomas as long as the tumor
cells express PD-L1. Our results also suggest that com-
bination of immune therapy targeting the PD-1/PD-L1
axis and TKI specific for the JAK/STAT or the BCR/
BTK pathway could be of interest. Even if these chemical
inhibitors such as ruxolitinib or ibrutinib could have
their own inhibitory effect on actors of the anti-tumor
response such as cytotoxic T-cells or macrophages, our
results also raise the question of the effect of these mole-
cules on the local reactivation of the immune system.
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the Affymetrix HG-U133_Plus_2 array. Table S2. Immune Escape Gene
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treatment, LMP1/CD40-expressing mice were injected avery 4 days for
three weeks with 200 pg anti-PD-L1 antibody in On VivoPure Dilution
Buffer (clone 10F.9G2; Bio X cell; US). ns, non-significant. Figure S2. IL-10
mRNA expression in splenocytes from LMP1/CD40-

expressing mice treated with the PHA-408, ruxolitinib and ibrutinib
inhibitors. Results are expressed in logarithm of fold change by
comparison with the control. Figure S3. Analysis of NF-kB/TRAF1, JAK/
STAT3, and ERK pathways by western blot of protein extracts from
splenocytes of control CD19_Cre mice after 48 h in vitro treatment with
the PHA-408, ruxolitinib and ibrutinib inhibitors. GAPDH was used as
loading control. Figure S4. Analysis of PD-L1 expression by western blot
of protein extracts from splenocytes of CD19_Cre mice i) after 48 h in
vitro CD40 (R&D Systems), CD40 plus IL-4 (Peprotech), IL-10 (R&D
Systems), IgM (Jackson ImmunoResearch) stimulations (lane 2 to 5), and
i) after 24 h in vitro CD40, CD40 plus IL-4, IL-10, IgM stimulations
followed by 24 h treatment with the PHA-408, ruxolitinib and ibrutinib
inhibitors (lanes 6 to 9). GAPDH was used as loading control.
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ABC-DLBCL: Diffuse large B-cell lymphomas with an activated phenotype;
BCR: B-cell receptor; BTK Inhibitor (ibrutinib): Bruton’s tyrosine kinase
inhibitor; CD19_Cre mice: Mice expressing Cre-recombinase under the
control of the B-specific CD19 promoter; EBV: Epstein-Barr virus; LMP1/CD40
protein: Fusion protein containing the amino-terminal part and the
transmembrane part of the Epstein-Barr Virus latent membrane protein 1
and the transduction tail of CD40; LMP1/CD40-expressing mice: Mice
expressing LMP1/CD40 fusion protein only in B-cell thanks to a stop cassette
deletion by Cre-recombinase at the CD19 locus; NF-kB: Nuclear factor kappa
B; PD-1: Also known as CD279, Programmed cell death 1; PD-L1: Also known
as B7-H1 or CD274, programmed death-ligand 1; PHA-408: An inhibitor of |
kappa-B kinase 2; TKI (ruxolitinib): Janus kinase 1/2 tyrosine kinase inhibitor
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IV- Discussion et perspectives

Les difficultés de la mise en place d’'un modéle transgénique développant une pathologie
similaire & un lymphome humain sont telles que trés peu de tests précliniques sont réalisés
sur ces modeles. La trées grande majorité des tests est donc effectuée sur des tumeurs
transplantées via isogreffe ou xénogreffe respectivement dans des souris
immunocompétentes ou dépourvues de systeme immunitaire. Cependant, le développement
de thérapies ciblant les interactions avec le microenvironnement nécessite des modeles
transgéniques possédant un systéme immunitaire évoluant avec la tumeur. En effet ces
derniers sont plus représentatifs de la complexité de la modulation du microenvironnement par

les cellules tumorales et de 'émergence des lymphomes chez I'lhumain.

La protéine aberrante MYD88 dans les modéles de Knittel ou de Sewastianik ne permet
pas I'émergence d’un clone lymphoplasmocytaire proliférant modérément (Knittel et al. 2016;
Sewastianik et al. 2019). Le modéle d’expression endogéne de MYD88-%2" de Knittel,
développe dans certain cas un lymphome clonal mais avec un phénotype caractéristique des
ABC-DLBCL (Knittel et al. 2016). MYD88-25F est beaucoup plus fréquent dans la MW (90%)
que dans les ABC-DLBCL (30%). Alors pourquoi 'émergence clonale MYD88 dépendante est
associée a un phénotype agressif ? Ceci, pourrait étre di a la divergence entre I'organisme
murin et humain, et souléve la question du fond génétique murin le plus adapté a I'étude de la
MW. En effet, le modéle de Knittel a été réalisé avec la souche de souris C57bl/6 qui
prédispose les souris a la gammapathie monoclonale bénigne avec des niveaux plus élevés
d'lgG (van den Akker et al. 1988). Le croisement des souris MYD88%?F avec la souche Balb/c
peut favoriser les IgM MGUS et WM car des niveaux plus élevés d'IgM que d'lgG ont été
observé chez les souris Balb/c dgées (Kalpaktsoglou, Hong, et Good 1973). Dans le modéle
de Tompkins réalisé avec la souche murine Balb/c, la surexpression conditionnelle aux cellules
B (En) de BCL2 et IL6, entraine une lymphoprolifération des cellules B IgM+ cependant
'impact du fond génétique sur la clonalité a IgM est fortement biaisé par I'invalidation
ubiquitaire de AID dans ce modele (Tompkins et al. 2016; X. Yu et al. 2018). Notre modeéle est
issu d’un croisement entre les fonds génétiques C57bl/6 (MYD88-%%F) et Balb/c (Cd19-CRE),
et permet 'émergence d’'un lymphome lymphoplasmocytaire a clonalité IgM de phénotype
indolent. Seulement chez les souris plus agée, le lymphome se transforme en lymphome
agressif a grande cellules avec un fort pouvoir proliférant (ABC-DLBCL). Le « crossing over »
issu de la méiose de la génération F1 hétérozygote (C57bl/6 x Balb/c) peut donc étre une des
raisons pour laquelle le lymphome se transforme chez certaines souris. Le séquencage des
ARN totaux, et 'analyse par alignement des séquences avec le génome de référence C57bl/6
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d'une part, et Balb/c d’autre part, permettrait de retrouver les mutations germinales acquises
sur les genes exprimés (les mutations présentes seulement lors de l'alignement avec une
référence sont donc issues du génome de l'autre souche murine). De plus, cette
transformation pourrait étre aussi due a l'acquisition de mutations au cours de leur
développement. Le séquencage du génome (ou des ARN totaux) nous permettrait alors
d’analyser les mutations somatiques (ces mutations sont celles retrouvées lors de I'alignement
avec les deux génomes de références). De fait, la caractérisation des évenements génétiques
et/ou environnementaux entre la forme indolente et agressive au sein d'une méme souris dans
notre modeéle, pourrait permettre de découvrir de nouveaux phénoménes a l'origine de la
transformation d’'un lymphome. La transformation en lymphome agressif pourra aussi nous
permettre d’étudier la différenciation plasmocytaire retrouvée dans les cas de ABC-DLBCL
possédant la mutation MYD88-265F,

La contrepartie non tumorale des cellules de la MW se situe entre le lymphocyte B mature
post-CG et le plasmocyte ou le B mémoire (Parrens et al. 2008; Morice et al. 2009). Dans le
cas de notre modéle nous avons observé cette clonalité lymphoplasmocytaire a sécrétion
d’'IgM cependant nous ne pouvons pas certifier que le clone soit issu du CG. Mais les régions
VDJ (CDR3) sont peu mutées (résultats non montrés). Il se pourrait que I'expression précoce
de la mutation MYD882°2" ne permette pas la SHM ou que I'hypermutation somatique soit
difficilement reproductible chez la souris mettant en valeur une limite du modéle murin. Nous
développons donc un modeéle d’expression plus tardive chaine-J-cre_Myd88-%°?" (décrit ci-

apres).

Par rapport a la MW chez I'humain ou la tumeur est localisée dans la moelle osseuse, la
tumeur de nos souris Cd19-Cre_Myd88-2°2" est localisée majoritairement dans la rate. Or, 20%
des cas de MW ont une splénomégalie clinique. De plus, ce modeéle présente une
augmentation des plasmocytes a IgM avec la présence d’'un continuum de différenciation
lymphoplasmocytaire. Ces similitudes suggérent que I'événement primaire MYD88-2%5P chez
I'hnomme pourrait se produire dans la rate et qu’'un ou plusieurs évenements secondaires
seraient a l'origine de la localisation des cellules tumorales dans la moelle osseuse. Dans
notre modele murin, I'expression précoce de MYD88-°?" dans le développement B, pourrait
étre a l'origine de la transformation et de la prolifération d’'une cellule B mature naive pré-CG
semblables aux B blastiques se différenciant directement en dehors du follicule (ni SHM, ni
CSR) en plasmocytes a IgM de courte durée de vie. Ces derniers, ne migrant donc peu dans

la moelle osseuse. Pour répondre a la question de l'influence du CG sur la localisation des
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cellules tumorales de la MW des plasmocytes a IgM, nous développons un modéle murin
exprimant la mutation MYD8825?F plus tardivement dans le développement B, dont le géne
Myd88 muté est toujours floxé dans le locus Rosa mais la CRE-recombinase est sous le
contrdle du promoteur du locus de la chaine J, permettant une expression de la protéine mutée
spécifique par les plasmocytes. Ainsi, la cellule B pourra suivre un développement normal
jusqu’a la différenciation post-CG pouvant hypothétiquement former des plasmocytes a IgM
de longue durée de vie, migrant habituellement dans la moelle osseuse. Cependant, chez
'humain les plasmocytes a IgM présents dans la moelle osseuse ne sont pas clairement
identifiés comme des plasmocytes a IgM de longue durée de vie. Ces plasmocytes pouvant
étre de courte durée de vie, ils auraient alors subi un événement secondaire leur permettant
de migrer de fagcon non habituelle dans la moelle osseuse. C’est pourquoi, le géne Cxcr4 muté
dans 30 a 40% des cas de MW (Hunter et al. 2014) et responsable de la migration cellulaire,
semble étre un bon candidat pour une seconde mutation : CXCR453%¥X (Balabanian et al. 2012;
Poulain et al. 2016) dans le modéle Cd19-Cre_Myd88L252P. En ce sens nous développons
aussi un modéle MYD88/CXCR4 double muté.

Lorsque des cas de MW ne possédant pas de mutations sur le géne CXCR4 dans 60 a
70% des cas, la migration serait donc due a un ou plusieurs autres évenements secondaires.
Des évenements fréquents de la MW comme les délétions du chromosome 6q, 11q, 13q, 17p
ou aux trisomies des chromosomes 4 ou 18 (Nguyen-Khac et al. 2013) pourraient en étre a
lorigine. Il est intéressant de constater que les délétions sur le chromosome 6q et les
mutations du géne CXCR4 semblent étre mutuellement exclusives (Guerrera et al. 2018). En
effet, une récente étude basée sur le méthylome, a démontré que les mutations de CXCR4
sont corrélées avec les cas de MW a cellules B mémoires alors que les del6éq corrélent avec
les cas de WM a cellules différenciées en plasmocytes (Roos-Weil et al. 2020). Les génes
fréquemment délétés du chromosome 6 dans les cas de WM sont PLEKHG1 (70%), HIVEP2
(77%), BCLAF1 (70%), ARID1B (70%) et TNFAIP3 (50%) (Hunter et al. 2014; Guerrera et al.
2018). De plus d’autres génes semblent étre délétés plus fréquemment lorsque CXCR4 n’est
pas muté : PRDM2 (93%), BTG1 (87%) MKLN1 (77%), LYN (60%) et FOXP1 (37%) (Hunter
et al. 2014). Il serait donc aussi intéressant de réaliser les délétions de ces génes de maniére
conditionnelle aux cellules B dans notre modéle murin Cd19-Cre_Myd88-*?". Ceci en

privilégiant les génes de la signature de la migration ou de la voie NF-kB.

Parmi toutes ces protéines, TNFAIP3, HIVEP2 et LYN sont des inhibiteurs de la voie NF-

kB. Ces délétions fréquentes semblent donc entrer en synergie avec MYD88-2%?P. |es
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protéines LYN et TNFAIP3 respectivement impliquées dans la régulation de la voie du BCR et
de NF-kB induisent une différenciation plasmocytaire dans le modeéle Lyn” (Nishizumi et al.
1995; Chan et al. 1997) et la prolifération des plasmocytes dans le modéle Cd19-Cre-a20™
(Tavares et al. 2010; Chu et al. 2011; Hovelmeyer et al. 2011). Ces délétions pourraient étre
des événements secondaires trés intéressants pour I'étude de la lymphomagénése de la MW
dans notre modele murin porteur de la mutation MYD88-%2P. Cependant, aux vues de I'auto-
immunité due a la dérégulation du BCR dans le développement B précoce de ces modeéles, il
serait judicieux d’utiliser le systtme Cd21-Cre (B-T2) Aid-Cre (B-CG) pour déléter Lyn ou
Tnfaip3 a partir des stades périphériques des cellules B afin que la dégradation des B auto-

immuns précoces soit réalisée.

Lors de la caractérisation des aspects immunomodulateurs des cellules B humaines
infectées par 'EBV, nous avons pu mettre en valeur la surexpression de PD-L1 dépendante
de LMP1, permettant 'expansion des cellules T régulatrices autologues ainsi que la
surexpression des cytokines IL10, IL35 et TGF-B1. In vitro les cellules B infectées par 'EBV
sont donc phénotypiquement proches des lymphocytes B régulateurs. Chez I'humain, bien que
'impact des lymphomes B sur le microenvironnement soit mieux connu de nos jours, les
conséquences des lymphomes B liés a 'EBV sur le microenvironnement restent encore peu

connues.

Dans les cas de LH classiques positifs a 'EBV, PD-L1 est aussi surexprimé via LMP1, la
voie AP-1 et JAK/STAT (Green et al. 2012), justifiant leur sensibilité aux traitements anti-PD-
1 (nivolumab, pembrolizumab, tislelizumab, camrelizumab and sintilimab) (N. Lin, Song, et Zhu
2020). Les traitements visant ces checkpoints immunitaires sont efficaces dans environ 70%
des cas de LH, cependant la réponse a ces traitements dans les LNH sont plus faibles
(Kuzume et al. 2020).

Les cas de DLBCL surexprimant PD-L1 sont associés a une plus faible survie des patients
(Kiyasu et al. 2015). En plus de cette surexpression, lors des cas de DLBCL a EBV positif, il
est frequemment observé une sous-expression du BCR et du CMHIl pouvant amplifier
I'échappement immunitaire (Jiang et al. 2019). Cette capacité a passer sous le seuil de
détection du systéme immunitaire entre en synergie avec l'inhibition de ce dernier. En effet,
comme nous avons pu le démontrer in vitro avec I'expansion des Tregs via 'axe PD-1/PD-L1,
les cellules T du microenvironnement sont affectées par les cellules tumorales et surexpriment
les protéines CTLA4, Hélios, GITR et LAG3. Ces derniéres, avec TIM3 et PD-1 sont souvent
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retrouvées surexprimées par les cellules T du microenvironnement de divers tumeurs solides
(mélanome, cancer du sein, du poumon, des ovaires) et sont associées a un mauvais pronostic
lorsqu’elles sont surexprimées dans les lymphomes B, notamment pour LAG3 dans les LF et
DLBCL (Kuzume et al. 2020).

La surexpression des protéines permettant I'échappement immunitaire s’étend aussi aux
lymphomes non liés a 'EBV. L'importance de trouver des traitements efficaces ciblant et
inhibant ces protéines est donc cruciale pour améliorer les immunothérapies actuelles et éviter
I'épuisement des cellules T. Pour exemple, la surexpression de ces protéines checkpoints
entraine la résistance des lymphome B aux traitements par « CAR-T cell ». Certains tests
actuels consistent donc a coupler des traitements « CAR-T cell » vecteur de CD19 avec le
géne PD-1 inactivé ou encore a associer les thérapies actuelles avec des anticorps
monoclonaux ciblant les protéines CTLA4, PD-1, PD-L1, LAG3, TIM (Huemer et al. 2020).

Les thérapies combinées ciblant a la fois la tumeur et le microenvironnement tumoral
semblent étre une approche trés intéressante dans le traitement de lymphomes. C’est
pourquoi, nous nous sommes donc aussi intéressés a I'efficacité de la thérapie visant a inhiber
'axe PD-1/PD-L1 dans le traitement du lymphome de la zone marginale. Nous avons pu
prouver l'efficacité d’'une thérapie par Ac anti-PD-L1 (clone 10F.9G2) dans le cadre d'un
modeéle murin développant ce lymphome caractérisé par une surexpression de PD-L1. Nous
avons confirmé ex vivo la réduction de I'expression protéique et transcriptomique de PD-L1
lors de traitements anti-NF-kB (PHA-408), anti-JAK1/2 (Ruxolutinib) et anti-BTK (lbrutinib). Par
la suite nous pourrions tester de coupler ces traitements in vivo dans ce modeéle et d’autres

modéles murins développant un lymphome surexprimant PD-L1.

Une étude récente sur 'impact des génes fréquemment mutés dans les LNHB, activant la
voie NF-kB (MYD88, CD79B, CARD11, Ik{) dans un contexte agressif (transduction des génes
mutés dans des cellules souche hématopoiétique Ep-MYC et greffe syngénique de ces CSH
dans des souris immunocompétentes Balb/c) a démontré que les cellules tumorales possédant
CARD11 ou MYD88 mutés exprimaient fortement PD-L1 (Reimann et al. 2020).

Bien que I'expression de PD-L1 soit faible a la surface des cellules tumorales des patients
atteints de la MW, la forme soluble de PD-L1 est retrouvée en plus grande quantité dans le

sérum (Jalali et al. 2018). Il sera donc intéressant par la suite de visualiser si les cellules
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lymphoplasmocytaires de notre modéle surexpriment PD-L1 et/ou PD-L2 ainsi que leur forme
soluble et de caractériser les conséquences sur le microenvironnement ainsi que de tester des

thérapies en phase préclinique visant 'axe PD1/PD-L1.
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V- Conclusion générale

Au cours de ces 3 années de thése j'ai eu 'occasion de travailler sur 3 types de LNHB
différents : La MW et le LZM au travers de 2 modéles murins, et le lymphome lié a 'EBV au

travers de modeles cellulaires humain in vitro.

Nous avons pu valider une grande similarité de notre modéle murin avec la MW méme si
des différences existent. Il pourra étre sujet a une amélioration par association d’événements
secondaires visant a relocaliser la tumeur dans la moelle osseuse. Par exemple, en
développant un modéle double muté MYD88/CXCR4. Ce modéle pourra aussi étre amélioré
en retardant la transformation qui est un événement relativement rare chez I'humain. Par
exemple en renfor¢cant la surveillance immunitaire antitumorale. A I'heure actuelle, ce modele
est le plus proche de la MW, et permet de comprendre le réle que joue MYD88, activateur de
la voie canonique de NF-kB, dans I'émergence du clone et du continuum de différenciation
plasmocytaire dans ce lymphome ainsi que dans I'apparition du pic d’IgM. De plus, il peut faire
I'objet de tests précliniques ciblant les aspects précédemment cités retrouvé dans la MW mais

aussi dans certains cas de DLBCL.

L’étude de 'EBV par les modeles cellulaires B, se rapprochant phénotypiquement du
lymphocyte Breg, nous a permis de comprendre comment la cellule B influence le
microenvironnement tumoral. Nous avons mis en valeur I'importance de LMP1, activateur de
la voie canonique de NF-kB, dans la surexpression de PD-L1 et dans la répression des cellules
T autologues. Ceci mettant en valeur une des causes majeures de I'émergence des

lymphomes lié a EBV.

Le modéle de LZM murine de Homig-Hdlzel ou I'émergence du lymphome est di a la
protéine chimérique L.CD40, activateur des voies canoniques et non canoniques de NF-kB, et
surexprimant PD-L1, nous a permis de valider I'efficacité des thérapies anti-PDLL1 in vivo ou
ex vivo. Ce travail ouvre de nouvelles perspectives sur les tests précliniques ciblant

I'échappement immunitaire des LNHB liés a la mutation activatrice MYD88.

Les travaux tant sur 'EBV, que sur le LZM murin, nous ont permis d’acquérir I'expertise
pour I'étude de I'échappement a la surveillance antitumorale des LNHB, porteurs de la

mutation activatrice de MYD88 et du r6le de NF-kB en rapport.
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Résumeé

Les lymphomes ont causé 557 730 décés dans le monde en 2018 et sont la 5éme cause de mortalité due a un cancer en France. Les recherches
fondamentales et appliquées dans ce domaine sont donc cruciales pour améliorer les diagnostics et les thérapies. Les voies de signalisation cellulaire
du facteur de transcription NF-kB, jouant un role central dans la survie et la prolifération de la cellule, sont fréquemment dérégulées et impliquées
dans I'’émergence des lymphomes non Hodgkinien des cellules B (LNHB). Les études menées au laboratoire sur ces trois années concernaient le
role de MYD88 et de NF-kB dans le contexte de 'émergence des lymphomes liés a la cellule B. La mutation L265P de la protéine adaptatrice MYD88
(MYD88-%%5P), exacerbant la signalisation des « toll like receptor » (TLR), récepteurs impliqués dans la réponse immunitaire innée de la cellule B
entraine une activation constitutive de NF-kB. La protéine mutée MYD88-%%5F est retrouvée dans de nombreux cas de LNHB allant des lymphomes
lymphoplasmocytaires (LLP) indolents aux lymphomes agressifs diffus a grandes cellules B (DLBCL). La macroglobulinémie de Waldenstrom (MW)
présente dans environ 90% des cas, cette mutation MYD882%P, faisant d’elle un événement primaire dans I'émergence de ce LLP. Pour pouvoir
étudier les conséquences d'une telle mutation sur la transformation de la cellule B, nous avons réalisé une étude in vivo, via un modéle murin
exprimant MYD88?5%" (orthologue murin de la mutation MYD88-2%5F chez I'humain) seulement dans les cellules B grace a I'expression de la CRE-
recombinase via le promoteur du gene Cd19. En effet, I'étude de ce modéle développant un lymphome présentant des similarités avec la MW, nous
a permis de visualiser son pouvoir transformant sur la cellule B, mais aussi le comportement de la cellule dans le microenvironnement d’'un organisme
entier. Nous avons pu confirmer I'aptitude de MYD8825%" & former un clone lymphoplasmocytaire, ainsi que la présence d’un pic d'lgM monoclonal
dans le sérum et une invasion de plasmocytes a IgM dans la moelle osseuse, qui sont des caractéristiques de la MW.

L’échappement immunitaire est une composante majeure dans I'émergence des LNHB. Dans le cas des lymphomes liés au virus d’'Epstein Barr
(EBV), les cellules B immortalisées par ce virus sont aussi aptes a moduler la réponse immunitaire qui leur est adressée. Concernant ce dernier
phénomene, nous avons décrit le profil immunorégulateur in vitro de cellules B infectées par 'EBV en latence lll. La protéine LMP1, produite lors de
la latence Il et Ill, active essentiellement la voie canonique de NF-kB, et permet la surexpression des protéines immunomodulatrice PD-L1, IL-10,
TGF- B1 et IL35 (EBI3 et IL12A). Nous avons aussi mis en évidence, I'expansion des cellules T régulatrices (Treg) conventionnelles et non
conventionnelles dépendant de I'axe PD-1/PD-L1. Dans de nombreux cancers, la protéine de surface PD-L1 est surexprimée impactant fortement le
microenvironnement des cellules tumorales. Ainsi, dans le cas des DLBCL, cette surexpression est associée a un mauvais pronostic. Du fait de son
importance dans la progression de la tumeur, les tests thérapeutiques avec des anticorps anti-PD-L1 peuvent se révéler étre tres efficaces. Pour
cela, nous avons réalisé des tests précliniques in vivo ciblant PD-L1 directement, et ex vivo ciblant les voies permettant son expression dans le
modeéle murin L.CD40 (Imp1/cd40) développant un lymphome indolent se rapprochant du lymphome de la zone marginale (LZM) dans lequel nous
avons montré que les tumeurs B surexprimaient la protéine PD-L1. Nous avons pu démontrer les effets bénéfiques de ce traitement avec une
réduction de la taille de la rate in vivo, une diminution de I'expression du géne PD-L1 ex vivo et une réactivation des cellules T. Ce travail ouvre de
nouvelles perspectives de recherche sur 'échappement a la réponse immune dans les LNHB associés a la mutation activatrice de MYD88.
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Abstract

It was estimated that 557 730 deaths from lymphoma worldwide in 2018 and are the 5th leading cause of cancer death in France. Basic and
applied research in this area is therefore crucial to improve diagnostics and therapies. Cell signaling pathways of the transcription factor NF-kB,
playing a central role in cell survival and proliferation, are frequently deregulated and involved in the emergence of non-Hodgkin B-cell lymphomas
(B-NHL). The laboratory studies over these three years concerned the role of MYD88 and NF-kB in the context of the emergence of B cell-linked
lymphomas. The L265P mutation of protein adaptor MYD88 (MYD88-255"), exacerbating toll-like receptor (TLR) signaling, receptors involved in the
innate immune B cell response, results in constitutive NF-kB activation. This mutated protein MYD882¢*" is found in many cases of LNH ranging from
indolent lymphoplasmacytic lymphomas (LPL) to aggressive diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL). Waldenstrom's macroglobulinemia (WM)
presents in about 90% of cases this MYD88-%5" mutation, making it a primary event in the emergence of this LPL. To study the consequences of this
mutation on the transformation of the B cell, we carried out a in vivo study, thanks to a murine model expressing MYD882°?" (murine ortholog of the
MYD882%F mutation in humans) exclusively in B cells through the expression of CRE-recombinase due to the Cd19 promotor. Indeed, the study of
this model developing a lymphoma close to WM, allowed us to visualize its transforming power on the B cell, but also the behavior of the cell in the
microenvironment of an entire organism. We were able to confirm the ability of MYD88?%" to form a lymphoplasmacytic clone, as well as the presence
of a serum monoclonal IgM peak and an IgM plasma cells invasion in the bone marrow, which are characteristics of WM.

Immune escape is a major component in the emergence of B-LNH. In the case of lymphomas linked to the Epstein Barr virus (EBV), the B cells
immortalized by this virus are also able to modulate the immune response. Regarding this last phenomenon, we have described the immunoregulatory
profile in vitro of B cells infected by EBV in latency Ill. The LMP1 protein, produced during latency Il and Ill, essentially activating the NF-kB alternative
pathway, allows the overexpression of the immunomodulatory proteins PD-L1, IL-10, TGF-B1 and IL35 (EBI3 and IL12A). We have also demonstrated
the expansion of conventional and unconventional regulatory T cells (Tregs) depending on the PD-1/PD-L1 axis. In many cancers, the PD-L1 surface
protein is overexpressed, strongly impacting the microenvironment of tumor cells. Thus, in the case of DLBCL, this overexpression associated to poor
prognosis. Due to its importance in the progression of the tumor, therapeutic tests with anti-PD-L1 antibodies can be very effective. For this, we did
preclinical in vivo tests targeting PD-L1 directly, and ex vivo targeting the pathways allowing its expression. The L.CD40 (Imp1/cd40) murine model
developing indolent lymphoma close to marginal zone lymphoma (MZL), in which we shown the overexpression of PD-L1 from tumoral B cells. We
were able to demonstrate the beneficial effects of this treatment with a in vivo spleen size reduction and ex vivo PD-L1 downregulation, as well as T
cell reactivation. These studies open new research perspectives on our MYD88 mouse model.
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