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Tout le monde se trompe, le génie comme le demeuré, et ce n'est pas l'erreur qui est
dangereuse mais le fanatisme de celui qui croit qu'il ne se trompe pas.

(Eric-Emmanuel Schmitt)
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Introduction

Préambule

Le systéme immunitaire chez 'Homme est défini comme I'ensemble des acteurs tissulaires,
cellulaires et moléculaires responsables de la réponse immunitaire. Celle-ci va permettre a
'organisme de « prévenir les infections et d’éradiquer les infections déclarées » (Abbas et
Lichtman. Les bases de Iimmunologie fondamentale et clinique. 2009). Les réles du systeme
immunitaire sont variés et peuvent étre impliqués dans la défense contre les infections, la
défense contre les cellules tumorales mais également la défense contre les cellules ne portant
pas les marqueurs du soi dans le cas d’un rejet de greffe par exemple. L'immunologie
représente alors la branche de la recherche dédiée a I'étude de cette réponse immunitaire qui
peut étre divisée en deux types d'immunité : la premiére est 'immunité innée et la seconde
limmunité adaptative. L'immunité innée est responsable de la protection initiale, primaire et
basique contre les infections tandis que I'immunité adaptative se développe de fagon plus lente
avec des mécanismes de défenses qui se mettent en place de plus tardivement cependant,
c’est ce type de réponse qui s’avére plus précis et plus efficace contre les infections.

L’'immunité innée a pour fonction primaire le recrutement des cellules immunes sur les sites
d’infections et d’'inflammations notamment par le biais de la production de cytokines. Les
cytokines, regroupant également les chimiokines ou chemokines, sont des protéines sécrétées
possédant des fonctions dans la croissance, la différenciation et I'activation cellulaire qui
permettent de réguler et déterminer la nature de la réponse immunitaire et le controle précis
du trafic des cellules ainsi que le réarrangement des organes immunitaires (Borish, L. C., &
Steinke, J. W. 2003) Egalement appelés organes lymphoides, ils se décomposent en deux
catégories, les organes lymphoides primaires dans lesquels les lymphocytes sont générés, se
développent et maturent ; et les organes lymphoides secondaires ou la rencontre entre les
lymphocytes matures et I'antigene a lieu (Cruse, J., Lewis, R., & Wang, H. 2004). La production
en quantité de ces cytokines permet la libération d’autres molécules comme les anticorps ainsi
que des glycoprotéines permettant d’activer le complément. Le systéme complément est défini
comme un composant thermolabile du plasma qui permet d’augmenter I'opsonisation afin de
favoriser la phagocytose des bactéries et donnant la capacité aux anticorps de les tuer. Cette
activité est qualifiée de complément car elle vient compléter I'activité antibactérienne des
anticorps. L’activation du complément conduit ainsi a une cascade de signalisation dont les
fonctions sont de reconnaitre et opsoniser des antigenes les rendant vulnérables a la
phagocytose, processus par lequel les cellules immunitaires sont capables d’ingérer les
particules étrangeres. L'immunité innée est la réponse immunitaire qui va permettre a
'organisme de se débarrasser des cellules mortes et des complexes d’anticorps formés et
enlever toute substance étrangére présente dans les organes, les tissus, la circulation
sanguine ou encore le systeme lymphatique. Cette réponse innée est egalement capable
d’activer la réponse immune adaptative par le biais du phénoméne de présentation de
'antigéne.

La réponse immunitaire adaptative requiert deux populations cellulaires : les lymphocytes B et
les lymphocytes T. Les lymphocytes B vont servir a la production d’anticorps et les
lymphocytes T vont permettre de recruter des lymphocytes T dits effecteurs tout en collaborant
étroitement avec les lymphocytes B. Cette réponse se subdivise en deux sous-types : une
réponse immunitaire dite humorale et réponse immunitaire dite cellulaire. La réponse
immunitaire humorale est effectrice dans le cas d'une rencontre avec un microbe. Les
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lymphocytes répondeurs sont les lymphocytes B et le mécanisme effecteur aboutit a la
production d’anticorps sécrétés qui permettent de bloquer les infections et éliminer les
microbes situés dans le milieu extra cellulaire. La réponse immunitaire cellulaire, quant a elle,
s’applique aux microbes ayant subi la phagocytose et donc internalisés dans un macrophage
mais également des microbes intracellulaires comme des virus qui ont la capacité de se
répliquer une fois internalisés. Dans le premier cas, ce sont les lymphocytes T dit auxiliaires
qui activeront les macrophages afin de tuer les microbes internalisés. Dans le second cas, les
lymphocytes T dit cytotoxiques permettront de tuer la cellule infectée et éliminer les potentiels
réservoirs d’infection. La réponse immunitaire adaptative se met en place dans les 5 jours
suivant la rencontre avec I'agent pathogéne. Ces deux types de réponses permettent ainsi une

prise en charge complémentaire de I'élément pathogéne a éliminer tout en permettant a
'organisme de se prémunir d’'une seconde rencontre avec ce méme agent.

Mon manuscrit de thése s’intéresse a une des voies clés de régulation de la réponse immune,
la voie NF-kB. Dans un contexte physiologique, cette voie cruciale est impliquée a la fois dans
limmunité innée et adaptative. Elle participe également a la prolifération, la différenciation et
la maturation des cellules immunitaires. En revanche, nous verrons que sa dérégulation et son
activation aberrante sont a I'origine de nombreuses pathologies et notamment des cancers du
systeme immunitaire comme les Lymphomes B Diffus a Grandes Cellules, Diffuse Large B
Cell Lymphoma (DLBCL).

Léa PREVAUD | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 29
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Chapitre I. Inmunité et voie de signalisation NF-kB dans un contexte physiologique
l. Acteurs de la réponse immunitaire
[.1 Acteurs moléculaires et réponse immunitaire

Dans un contexte physiologique, la réponse immunitaire est rendue possible par un ensemble
de cascades de signalisation cellulaire. En effet, 'ensemble des cellules de la réponse immune
innée et adaptative a évolué au cours du temps dans un but bien précis : étre capables
d’exprimer a la surface des récepteurs ou ligands spécifiques afin de répondre au mieux aux
signaux de I'environnement qui les entourent. Ces molécules de signalisation situées a la
surface des cellules (Figure 1) représentent des atouts vitaux pour la différenciation, la
reconnaissance et le bon fonctionnement cellulaire (Zhu, Y., Yao, S., & Chen, L. 2011). A
travers ces récepteurs uniques capables de distinguer des signaux spécifiques, il est alors
possible de répondre de fagon régulée aux différents stimuli.
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Figure 1. Molécules de surface responsables
dans la réponse immunitaire.

de la signalisation cellulaire impliquée

Les principaux signaux primaires ainsi que les co-signaux de stimulation ou d’inhibition sont
représentes sur cette figure pour chaque sous type de cellules immunitaire. TLR= Toll-Like
Receptor, RLR-= RIG-Like Receptor et NLR NOD-Like Receptor. (Adaptée de Zhu, Y., Yao,
S., & Chen, L. 2011)
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Dans cette premiere partie nous allons développer les acteurs cellulaires majeurs de la
réponse immunitaire et faire le lien avec 'une des voies clé responsable de la réponse
immune, la voie de signalisation cellulaire NF-kB.

Pour commencer, les deux types cellulaires requis pour la reconnaissance spécifique de
'antigéne sont les lymphocytes B (LB) et les lymphocytes T(LT). lls représentent alors les
seules cellules de I'organisme capables de reconnaitre et de répondre de fagon spécifique a
chaque épitope antigénique. Un épitope, également appelé un déterminant antigénique,
représente le site de I'antigéne capable d’interagir avec le site de liaison « antigen-binding »
de la région variable d’un anticorps, également appelée paratope. Cette fixation spécifique et
précise entre I'épitope et le paratope est basée sur une interaction en 3 dimensions et une
union non covalente. Cependant, I'épitope peut également interagir avec un récepteur
cellulaire qui lui est spécifique. A noter qu'un antigéne isolé peut avoir plusieurs épitopes
différents disponibles pour réagir avec des anticorps ou des récepteurs de lymphocytes T
(Cruse, J., Lewis, R., & Wang, H. (Eds.). (2004). Inmunology guidebook. Elsevier). Un
antigéne représente alors un ensemble de molécules capables d'initier et stimuler une réponse
immune. Chaque antigéne a des caractéristiques particulieres a sa surface induisant des
réponses spécifiques et complexes.

Les cellules B ont la capacité de se différencier en plasmocytes afin de produire des anticorps
pour neutraliser I'antigéne, c’est ce que I'on appelle 'immunité humorale dépendante des
cellules LB tandis que I'immunité dite cellulaire est médiée par les cellules LT.

Les LT et les LB sont dotées de récepteurs pour la reconnaissance de Iantigéne
respectivement le TCR récepteur des cellules T pour les LT et le BCR récepteur des cellules
B, exhibant tous les deux des spécificités propres a leur surface. Les génes codants pour ces
structures subissent alors une série d’événement de recombinaison au niveau de leur ADN
permettant ainsi de leur conférer une large diversité phénotypique (Cano, R. L. E., & Lopera,
H. D. E. (2013). Introduction to T and B-lymphocytes. In Autoimmunity: from bench to bedside
[Internet]. EI Rosario University Press.).

Nous allons donc décrire ici 'ensemble de ces molécules de surface impliquées dans les voies
de signalisation cellulaire en lien avec la réponse immune et en particulier la voie de
signalisation qui fait 'objet de mon travail de thése, NF-kB.

1.1.1 Cellules T affT et ydTCR

Le systéme immunitaire des vertébrés est intimement lié aux lymphocytes T (LT) qui se
développent dans le thymus. Celui-ci représente un organe lymphoide primaire d’une
importance majeure dans le développement de ce sous-type cellulaire. En effet, les LT en
développement exprimant des récepteurs pouvant étre a 'origine d’attaque immune contre les
protéines de son propre organisme peuvent étre éliminer dans cet organe. Ce processus porte
le nom de tolérance centrale. (Benveniste, P. M., Roy et al. 2018).
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Figure 2. Evéenements majeurs de la différenciation cellulaire LT

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) de la moelle osseuse donnent naissance aux
progéniteurs thymiques précoces (ETP) possédant un potentiel de différenciation en cellules
B et en cellules dendritiques (Gowans et al. 1962). Lorsque ce potentiel de différenciation est
perdu, les ETP deviennent des cellules doubles négatives (DN) qui ne vont pas exprimer de
récepteur des lymphocytes T ou les co-récepteurs CD4 et CD8. En revanche, elles vont subir
des réarrangements majeurs des genes du récepteur T. Le processus de sélection du gene
TCRB induit la génération de cellules doubles positives exprimant une chaine B TCR
réarrangée TCRplow et les co récepteurs CD4 et CD8. S’en suit un réarrangement du locus
de la chaine a TCR et I'expression a8 TCR (Boehmer, H. V. 1988 ; von Boehmer, H., & Fehling,
H. J. 1997). S’il n’y a pas de contact avec les molécules du CMH alors il y a un processus de
mort cellulaire. Dans le cas contraire, les cellules ayant la capacité d’entrer en contact avec le
CMH-I conservent I'expression de CD8 et perdent celle de CD4 ; les cellules se liant au CMH-
Il conservent le CD4 et perdent le CD8. Ce processus est appelé sélection positive (Jameson,
S. C., Hogquist, K. A., & Bevan, M. J. 1995). Si un seuil d’avidité de liaison au CMH est
dépassé alors les cellules sont délétées par sélection négative dans la moelle (Palmer, E.
2003). Certaines cellules thymiques CD4+ autoréactives ayant une avidité pour les molécules
du CMH-II en dessous du seuil de sélection négative sont capables de réguler a la hausse le
facteur de transcription Forkhead box P3 (FOXP3) et ce petit pourcentage de cellules exerce
alors des fonctions cellulaires T régulatrices (Treg) Fontenot, J. D., Gavin, M. A., & Rudensky,
A. Y. 2003). Le sous-type T yo dérivent de cellules double négatives n’ayant pas encore subi
de sélection B (Hayes, S. M., Li, L., & Love, P. E. (2005). Il existe également d’autres
thymocytes (non représentés sur ce schéma) double positif exprimant des RT auto-réactifs
restreint, utilisant généralement le segment de gene variable Va14. Leur sélection est positive
sur les thymocytes CD1d+ double positifs et se différencient en cellules tueuses naturelles T
(NKT) (Bendelac, A. et al.1997). (D’apres Miller, J. F. 2011)

Les cellules souches hématopoietiques (HSCs) provenant de la moelle osseuse donnent
naissance au progéniteurs précoces thymiques (ETP), qui possédent encore la capacité a se
différencier en cellules B et cellules dendritiques (Wu, L. et al. 1991). Lorsque les ETP perdent
leur capacité a se différencier, ils deviennent des cellules double négative (DN) n’exprimant
plus le récepteur T ni les co-récepteur CD4 et CD8. Débute alors le processus clé de
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réarrangement des génes du récepteur T (TCR). La sélection des génes TCR B conduit a la
génération de cellules double positive exprimant une chaine réarrangée constituant la TCR (3-
chain (TCRplow) et a la fois les corécepteurs CD4 et CD8. Cet événement est suivi par le
réarrangement du locus de la chaine a et de I'expression du récepteur T a8 (Boehmer, H. V.
1988). Si un échec de contact avec les molécules du CMH a lieu, cela résulte par la mort des
cellules. Celles dont le TCR se lie aux molécules du CMH de classe | conservent I'expression
du CD8 et perdent celle du CD4 alors que les TCR dont les molécules se lient au CMH de
classe Il conservent le CD4 et perdent le CD8. Ce processus porte le nom de sélection positive
(Jameson, S et al. 1995).

Pour rappel, le principe du modéle du soi et du non-soi selon Burnet (Burnet S. F. M. 1949) se
résume ainsi : un organisme déclenche une réaction immunitaire contre une entité qui ne porte
pas les marqueurs du soi donc reconnue comme le non-soi. A l'inverse I'organisme tolérera
toute entité possédant les marqueurs du soi.

Ce modele du soi a pu étre appuyé par les nombreuses expériences de rejet/tolérance de
greffe qui démontrent que I'animal ne développe quasiment jamais la capacité de réagir d’'un
point de vue immunologique a des tissus/cellules étrangeres auxquels ils auront été
préalablement suffisamment exposés dans leurs vies feetales (Re, B. 1953). Concernant le
phénomeéne de sélection négative, il est défini par le fait que la tolérance au soi se fait par
élimination clonale plutét que par suppression. De la méme fagon, cette induction a la
tolérance du soi a lieu dans le thymus (Kappler et al. 1987). Le modéle du soi est alors qualifié
de peptidique car il serait défini par un groupe de peptides ayant pour origine des protéines
cellulaires et ces peptides seraient présentés aux lymphocytes T dans le contexte des
molécules HLA (Human Leucocyte Antigen ou CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité)
chez 'Homme ou H2 chez la souris (Kourilsky et Claverie.1988), c’est-a-dire le systeme de
reconnaissance du soi.

Si l'avidité de liaison aux ligands CMH-peptide dépasse un certain seuil, les cellules sont
éliminées par sélection négative dans la moelle (Palmer, E. 2003).

Les LT peuvent étre classifiés en deux sous types les af§ LT et yd LT. Ces deux sous-types
de LT vont alors exprimer différents récepteurs T a I'antigéne ou TCR pour T cell Receptor
comme I'apf TCR ou le yd TCR dont la composition inclue différents ensembles de chaines
TCR ayant subi des réarrangements somatiques ainsi que des sous-unités CD3 (Figure 3).
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Figure 3. Structures des récepteurs T I'afT (A) et ydT chez ’Homme (B)

Le récepteur T af situé a gauche (A) de l'image posséde un site de liaison a l'antigéne
composé de TCR-a/TCR- (TCRap) en bleu et d’'un complexe CD3 en gris. Le récepteur T a8
est divisé en une région variable (V) avec les CDR formant ainsi le site de liaison a 'antigene
et la région constante. La boucle FG dans le récepteur T 3 qui communique avec le CD3 est
montrée en violet. Les motifs de glycosylation du CD3 ainsi que les motifs intra-cellulaires
comme les ITAMS immunoreceptor-based activation motif en vert et les séquences riches en
proline PRS proline rich sequence en rouge situées dans le CD3¢ sont indiqués sur ce schéma.
(B) Le récepteur T ydT est composé d’un site de liaison a I'antigéne TCR-y/TCR-6 heterodimer
(TCRYy®d) coloré en orange. Les sous-unités CD3 sont réarrangées différemment, la boucle FG
est plus beaucoup plus courte, le pont dissulfure entre les sites de liaison du ligand sont placés
différemment et les motifs de glycosylation du CD3 divergent de ceux du récepteur T af.
L’abréviation PM représente la membrane plasmique (PM plasma membrane). (D’apres
Morath, A., & Schamel, W. W. 2020)

Le développement ainsi que les fonctions des cellules T a dépendent alors de la capacité du
récepteur T aff a reconnaitre les peptides antigéniques présentés par les protéines du
Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH). Dés la reconnaissance des peptides du
complexe CMH, les cellules T af3 se différencient en cellules effectrices pouvant alors exercer
des fonctions cytotoxiques ou produire des cytokines dans le but d’activer les cellules de la
réponse immune innée ou les lymphocytes B. Ce phénoméne permet alors de protéger
'organisme contre les invasions de pathogénes et les tumeurs (Gaud, G., Lesourne, R., &
Love, P. E. 2018).

Alinverse, il n’existe pas de mécanisme similaire pour le sous-type T yd. En effet, le récepteur
T yd est capable de reconnaitre des composés de structures et de fonctions biologiques
differentes comme les lipopeptides dérivés de microorganismes et les protéines du soi. Ces
protéines du soi incluent les protéines associées au stress et les protéines non classiques
(Vermijlen et al.2018) ; (Vantourout, P., & Hayday, A. 2013) et classiques du CMH (Benveniste,
P. M et al.2018). A noter que la reconnaissance de l'antigéne ainsi que les signaux de
différenciation du sous-type T yd divergent de ceux des LT ap.
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Pour résumer, ces deux populations distinctes de LT différent au niveau de la structure du
récepteur, son agencement dans I'espace, les motifs de glycosylation, I'organisation de la
membrane plasmique mais également I'accessibilité aux motifs localisés dans la queue
intracellulaire du CD3. Ces différences reflétent alors les modes d’activation propres de ces
récepteurs et la signalisation cellulaire qui en découle. Il a été montré que la mise en évidence
des séquences riches en proline dans le CD3¢ a lieu pour tous les ligands des récepteurs T
af et est requis pour induire la signalisation spécifique de ces récepteurs. A l'inverse, cette
méme exposition des séquences riches en proline dans le CD3¢ n’est pas induite par les
ligands du récepteur T yd. La signalisation du récepteur T yd a donc lieu indépendamment de
ces régions riches en proline du CD3¢. En outre, ce phénoméne peut étre amplifié par des
anticorps des anti-CD3¢ (Ab-induced enforcement of CD3e PRS exposure) (Morath et
al.2020).

I.1.2 Mastocytes

Les mastocytes possedent des fonctions importantes pour le bon fonctionnement du systéme
immunitaire et sont originaires de la lignée hématopoiétique et plus précisément d’une cellule
pro génitrice pluripotente de la moelle osseuse. Leur maturation est rendue possible par
influence du ligand c-kit et des facteurs de cellules souches en présence de nombreux autres
facteurs de croissance. Ces facteurs sont amenés par le microenvironnement du tissu ou les
mastocytes se destinent a résider. Cela inclut les tissus suivants : tissus de la muqueuse et
épithéliaux ; cavité péritonéale et thoracique ; tissus vascularisés a I'exception des tissus du
systéme nerveux central et de la rétine (da Silva, E. Z. M., Jamur, M. C., & Oliver, C. 2014).
En conditions normales, les mastocytes matures ne se retrouvent pas dans la circulation
sanguine. Cependant leurs progéniteurs sont capables de migrer vers les tissus et se
différencier en mastocytes par l'intermédiaire de facteurs et cytokines spécifiques. lls sont
présents a travers 'ensemble de 'organisme et jouent un role important dans la maintenance
de nombreuses fonctions physiologiques mais également impliquées dans la physiopathologie
de nombreuses maladies (Krystel-Whittemore, M., Dileepan, K. N., & Wood, J. G. 2016).

Le mécanisme clé de l'activation des mastocytes est la réaction allergique médiée par I'lgE
par le biais des récepteurs FceRlI. Les IgE sont produites par les cellules B matures en réponse
a une interaction avec les cellules CD4+Th2. Les cellules B matures naives sont capables de
produire des IgM et des IgD. Lorsqu’elles deviennent activées par un antigéne, les cellules B
vont proliférer. Or, si ces cellules interagissent avec des cytokines comme IL-4 (modulée elle-
méme par les cellules CD4+ Th2), un switch de classe d’'une IgM vers une IgE se produit
(Hofmann AM, Abraham SN 2009).

Les IgE sont majoritairement retrouvées liées au récepteurs FceRI des mastocytes et peu d’'IgE
se retrouvent sous forme d’un anticorps soluble dans la circulation. Lorsque I'antigéne entre
en contact avec le mastocyte, il se lie a deux ou plus de molécules du FceRI et active le
relargage de granules par les mastocytes (Siraganian, R. P. 2003). Les IgE sont retrouvées
au niveau des tissus conjonctifs sous les couches des tissus épithéliaux de la peau dans le
tractus respiratoire mais également dans le tractus gastrointestinal (da Silva, E. Z. M., Jamur,
M. C., & Oliver, C. 2014). En plus des récepteurs FceRI, les mastocytes possedent également
des Fc récepteurs pour I'lgA et I'lgG, des récepteurs a l'adénosine, C3a, chimiokines,
cytokines et aux motifs moléculaires associés aux pathogénes, PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) mais également des TLR (toll-like receptors). Ensemble, ils sont
responsables de I'activation du mastocyte ainsi que de la réponse immune (Figure 4). La voie
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cellulaire le plus communément associée a l'activation du mastocyte est I'activation via
antigéne/IgE/ FceRI.

Common Mast Cell Activation Mechanisms, Responses, and Therapeutic Targets
Activators
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Figure 4. Principaux mécanismes d’activation des cellules mastoidienne, leurs réponses
ainsi que leurs cibles thérapeutiques

Sur cette figure sont représentées les différentes voies d’activation des cellules
mastoidiennes, leurs réponses spécifiques, les maladies auto-immunes associées a ce sous
type-cellulaire ainsi que leurs cibles thérapeutiques. Les cellules mastoidiennes peuvent étre
activées via les TLRs, les anaphylotoxines du complément, les récepteurs Fc (FceR et FcyR),
des neuropeptides, des hormones et des cytokines. L’'une des pathologies en lien avec les
cellules mastoidiennes est la polyarthrite rhumatoide, définie comme une maladie chronique
inflammatoire auto-immune affectant les articulations et associée a la production accrue
d’auto-anticorps ciblant diverses molécules dont des épitopes du soi modifiés (Mcinnes, I. B.,
& O'Dell, J. R. 2010). L’activation des cellules mastoidiennes médiée par I'lL-33 augmente I'lL-
8, le TNF et la production d’IL-10. L’augmentation de I'lL-17, de la tryptase et de la chymase
ont ete observees dans le cerveau de patients atteints de scléerose multiple. La libération d’IL-
6 par les cellules mastoidiennes activées dans le pancréas va favoriser la différenciation des
cellules T vers un phénotype Thl7 associé au diabéte de type 1. Enfin, les cellules
mastoidiennes TNF positives, et 'augmentation de I'histamine ainsi que ses métabolites sont
quant a eux observés chez les patients avec une maladie inflammatoire de la vessie. Sur cette
figure, les différents agents thérapeutiques ainsi que leurs actions sont indiqués en rouge.
(D’apres Noto et al.2021).

Les mastocytes sont donc impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques telles que
la vasodilatation, 'angiogenése et I'élimination des bactéries ainsi que des parasites. En plus
de cela, ils jouent un réle dans la régulation spécifique de certains types cellulaires comme les
cellules dendritiques, les macrophages, les LT, les LB, les fibroblastes, les éosinophiles, les
cellules endothéliales et épithéliales. Les mastocytes sont capables de générer et libérer de
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multiples molécules multifonctionelles comme l'histamine, les protéases, des prostanoides,
des leucotrienes, de I'héparine ainsi que de nombreuses cytokines ; chimiokines et facteurs
de croissance. Elles régulent ainsi de nombreuses fonctions dans des organes et tissus variés.
L’'une des fonctions phare des cellules mastoidiennes est son réle dans 'lhoméostasie des
vaisseaux et des bronches. Elles peuvent également jouer un rble prépondérant dans la
régulation de la croissance des os, le remodelage et 'homéostasie minérale. Il a été montré
dans une revue (Norrby K. 2002) que les mastocytes sont impliqués dans I'amplification du
phénoméne d’angiogenése car elles ont des propriétés sécrétrices de facteurs pro-
angiogeéniques tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), bFGF (Basic Fibroblast
Growth Factor), TGF-beta (Transforming Growth Factor), TNF-alpha (Tumor Necrosis Factor
alpha) et I'lL-8. Par ailleurs, les mastocytes sont également capables de libérer des protéases
et de I'héparine qui a leur tour vont sécréter des facteurs pro-angiogéniques capables de se
lier a ’héparine. La libération d’histamine par les mastocytes induit une perméabilité des micro-
vaisseaux entrainant la aussi une angiogenése. Dans un contexte pathologique, ce processus
d’angiogenése exacerbé peut se produire en faveur de la croissance d’'une tumeur. Les
mastocytes constituent donc une premiére ligne de défense efficace contre les antigénes
pouvant pénétrer dans le corps di a leurs localisations principalement situées dans les tissus
et les muqueuses (Bulfone-Paus S et al.2015). Une autre étude montre que leur présence est
primordiale afin de garantir 'lhoméostasie des bactéries de la flore commensale au niveau du
tractus digestif (Goto Y et al.2015). D( a son exposition constante aux différents antigenes
comme les bactéries (commensales et pathologiques) et les antigénes alimentaires,
I'épithélium du systéme digestif confére une barriere protectrice contre ces menaces. Dans ce
cas de figure, les mastocytes sont importants pour la différenciation des cellules T folliculaires
« helper » via un signal ATP dépendant résultant a une fonction de maturation des IgA et de
fagon générale dans 'homéostasie des bactéries du systeme digestif (Goto Y et al.2015)
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Figure 5. Représentation des réponses cellulaires de la cellule mastoidienne apres son
activation

Les cellules mastoidiennes sont activées afin d’assurer la synthese et/ou la libération de
molécules néo synthétisées. La sécrétion de ces produits a des effets variés et spécifiques a
certains types cellulaires, mais également sur des pathogenes ainsi que des endo et exo
peptides conduisant a une amélioration de la réponse immune innée et adaptative (D’aprés
Metz, M., & Maurer, M. 2007)
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[.1.3 Phagocytes

Les phagocytes du systeme immunitaire incluent un grand nombre de sous populations
dérivées de la lignée myéloide regroupant les monocytes, les macrophages et les cellules
dendritiques (Figure 6). Ces populations cellulaires sont hétérogénes a la fois sur le plan
phénotypique mais également sur le plan fonctionnel (Roussel, M., Bartkowiak, T., & Irish, J.
M. 2019).

Les MDSC sont impliquées dans la réponse immune dans certaines conditions pathologiques
et sont souvent associées a un mauvais pronostic dans le cancer (Veglia, F et al. 2021). Les
MDSC sont divisées en 2 catégories cellulaires différentes chez ’'Homme et chez la souris.
Premiérement, les granulocytiques/polymorphonulaires MDSC
(granulocytic/polymorphonuclear MDSCs PMN-MDSCs) et ensuite les monocytiques MDSCs
(M-MDSCs) classées selon leurs origines. On parle alors de la lignée granulocytique ou bien
de lignée monocytique (Bronte, V et al.2016).

Bone marrow

—
CMP Granulocytes
> @

Figure 6. Représentation schématique de la différenciation des cellules myeloides en
conditions physiologiques

Les cellules myeloides sont issues des cellules souches hématopoietiques de la moelle
osseuse (HSCs hematopoietic stem cell en vert) qui vont se différencier en progéniteur
commun myeloid (CMPs common myeloid progenitors en bleu). En conditions physiologiques
de myelopoiese, les CMPs se différencient en granulocytes comme les éosinophiles, les
basophiles, les neutrophiles mais également les monocytes (jaune), macrophages (rose) et
cellules dendritiques (orange). Les MDSC se différencient a partir des CMP et sont regroupés
en deux catégories les MO-MDSCS (bleu clair) ou les PMN-MDSC (violet). Correspondance
des abréviations suivantes sur le schéma : HSC, hematopoietic stem cell; CMP, common
myeloid progenitor; DC, dendritic cell, M®, macrophage; MO-MDSCs, monocytic myeloid-
derived suppressor cells; PMN-MDSCs, polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cells.
(Modifié d’apres Parker, K. Het al. 2015)
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Dans la littérature, il a été proposé le concept suivant : un état pathologique d’activation de la
réponse immune est un phénoméne associé a I'émergence des cellules de type MDSCs
(Veglia, F et al. 2018). La voie d’activation classique de ces cellules repose sur une réponse
aux pathogénes et 'endommagement des tissus. Cela est particuliérement médié par des
motifs moléculaires spécifiques appelés DAMPS pour « danger-associated molecular
patterns » ; les PAMPS et I'activation des TLR. Cela va conduire au recrutement et a la
mobilisation rapide des neutrophiles et des monocytes depuis la moelle osseuse et se
manifeste par 'activation de différents mécanismes cellulaires. Le premier est le phénoméne
de phagocytose défini comme le processus par lequel un phagocyte, majoritairement
représenté par les monocytes et les neutrophiles (Laskin, D. L., Gardner, C. R., & Laskin, J.
D. 2010), a la capacité d’entourer et de détruire des substances étrangéres, comme les
bactéries, et éliminer les cellules mortes. Les deux derniers mécanismes sont la dégranulation
et la formation du pieége extracellulaire des neutrophiles (NET neutrophil extracellular trap)
(Figure 7).
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Figure 7. Représentation des fonctions effectrices des neutrophiles

(a) La phagocytose est un processus complexe impliquant l'internalisation puis I'élimination
finale des agents pathogénes apres formation du phagosome qui correspond a une vésicule
qui se forme par invagination de la membrane plasmique avec ses lipides et protéines associés
lors de la phagocytose de microbes ou de protéines microbiennes. (Eley, B. S., & Beatty, D.
W. 2009) (b) La dégranulation constitue le mécanisme par lequel s’effectue la libération de
granules internes contenant des enzymes et des produits chimiques cytotoxiques de maniére
contrélée lors de l'inflammation ou de la reconnaissance d'agents pathogenes. (¢) Oxydative
burst, le complexe NADPH oxydase est responsable de la génération d’espéces réactives de
l'oxygéne ROS pouvant étre libérées dans le milieu intra ou extra cellulaire. Les cytokines
elles, sont constituées de petites protéines sécrétées qui ont un effet spécifique sur la
communication et l'interaction cellule-cellule. (d) La phagocytose dépendante de I'anticorps a
lieu dans le cas d’une interaction spécifique antigene/ Fc-FcR résultant en un mécanisme
d’internalisation. (e) Le burst oxydatif dépendant de I'anticorps a lieu apres une interaction
spécifique antigene/Fc-FcR aux complexes immuns entrainant une production de ROS. (f) Le
phénomene de NET Neutrophil extracellular traps est médié par la libération de fibres d’ADN
dans le milieu extra-cellulaire causée par la décondensation de la chromatine dans le but de
lier puis d’immobiliser des pathogénes. Le mécanisme de Nétose suicide Suicidal NETosis
conduit a la mort cellulaire alors que la nétose vitale vital NETosis, la membrane externe reste
intacte permettant aux neutrophiles de continuer d’assurer son bon fonctionnement. (Adapté
de George, S et al. 2021)
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A linverse, l'activation pathologique des MDScs est liée a une stimulation continue du
compartiment cellulaire myéloide en raison de la présence prolongée de facteurs de
croissance myéloides et de signaux inflammatoires dans les contextes particuliers de cancer,
d'infections ou d'inflammations chroniques et de maladies auto-immunes (Veglia et al.2021)

Pour résumer, les MDSCs ont des propriétés cellulaires clés dans le but d’'inhiber les réponses
immunes notamment celles médiées par les LT, les LB et les Natural Killer (NK). Les deux
sous-types MO-MDSCS et les PMN-MSCs ont en commun des fonctions biochimiques
capables d’arréter la réponse immunitaire, en particulier la surexpression du signal STAT3
(signal transducer and activator of transcription 3), linduction du stress du réticulum
endoplasmique et I'expression de l'arginase 1 et I'expression de 100A8/A9 (marqueur
macrophagique). Pour finir, leurs caractéristiques uniques les rendent également incapables
dans certaines situations d’assurer une bonne régulation de la réponse immune (Veglia et
al.2021)

1.1.4 NK et NKT

Les cellules Natural Killer (NK) constitue un groupe de population de lymphocytes innés et
voués a jouer un rOle important dans la défense contre les infections et les cellules
cancéreuses. Les NK sont a l'origine de l'initiation de la réponse immune contre les cellules
infectées par des virus et les tumeurs. Elles représentent donc la premiere source de
production de cytokines TNF-a, GM-CSF, et IFN-y (Ahmadi, A et al. 2022). On distingue deux
stades de maturation parmi les NK basés sur I'expression spécifique du CD27 et du CD11b.
Les 3 grandes sous-populations de NK sont donc: les cellules NK immatures
(CD27+CD11b-), les cellules NK intermédiaires (CD27+CD11b+), les cellules NK terminales
matures (CD27-CD11b+) (Hayakawa, Y., & Smyth, M. J. 2006) (Figure 8). Les cellules NK
possedent alors une activité cytolytigue conséquente dans le but de tuer de maniere ciblée
une cellule et simultanément sécréter diverses cytokines inflammatoires de type IFN-y, TNF-
a, et GM-CSF, mais aussi des chimiokines CCL3 et CCL5 (Freud, A. G et al. 2017). L’activation
des cellules NK dépend de la balance entre signaux inhibiteurs et activateurs au niveau des
récepteurs. Les signaux en faveur d’une activation des cellules NK regroupent le NKp30,
NKp44 et NKp46, c-type lectin (NKG2D), Fc receptor (CD16), et les récepteurs de cellules
killer (killer cell immunoglobulin-like receptors (KIRs). A l'inverse les signaux inhibiteurs vont
étre médiés par des récepteurs comme le CD94/NKG2A/B, KIR2DL et KIR3DL (Freud et
al.2017 ; Pende et al.2019).
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Figure 8. Caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques des cellules NK immatures
(gauche) et matures (droite)

Caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques des cellules NK immatures (gauche) et
matures (droite). Les NK immatures expriment CD56, possédent ou non le maqueur CD16,
sont faibles en KIR et CD27 et sont également connues sous le nom de NK régulatrices. Ces
cellules ont une faible cytoxicité mais une production accrue de cytokines. Les cellules NK
matures sont CD56 positives mais de facon moins importante que les immatures, CD16 éleve,
KIR fort et CD57 positives. Elles portent également le nom de NK cytotoxiques qui exhibent
donc de fortes propriétés cytotoxiques et une faible production de cytokines. (D’apres Heipertz
et al.2021)

Concernant les cellules NKT ou Natural killer T (NKT) cells, elles représentent un sous type
spécifique de cellules LT capables de reconnaitre des motifs glycolypidiques d’antigénes en
présence du marqueur CD1d, une molécule appartenant au CMH de classe | (Bendelac, A et
al.2007 ; Godfrey, D et al.2010 ; Kronenberg, M., & Gapin, L. 2002). Les cellules NKT ont la
capacité de médier de fortes réponses anti-tumorales et représentent ainsi une cible de choix
dans les immunothérapies contre le cancer. Parmiles NKT, on retrouve les NKT de type | pour
invariant NKT (iNKT) cells constituant le sous-groupe cellulaire le mieux caractérisé des
populations CD1d LT. Les NKT expriment un TCR Vaf qui ne varie pas et sont connues pour
leurs capacités a produire rapidement des quantités élevées de cytokines de type Th1, Th2,
et Th17 aprés une stimulation par les complexes CD1d/antigéne (Wang, H., & Hogquist, K. A.
2018).

Cette population de cellules NK et NKT peuvent alors assurer leurs fonctions effectrices au
travers de la réponse immune adaptative et innée (Figure 9).
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Figure 9 Récepteurs des différentes populations de cellules NK

Les cellules de phénotype NK acquiérent 'expression du marqueur CD56. Au milieu, le
répertoire de récepteurs des cellules NK like est représenté, a gauche le répertoire de
récepteurs des cellules T communs avec les NK like, et a droite le répertoire de récepteurs NK
communs aux NK like. Les LT et NK interviennent toutes deux dans la réponse immune
adaptative et innée respectivement alors que le sous-type NKT like est rattaché a la réponse
innée did au fait des mécanismes communs avec les LT et NK. Une cellule NKT like mature
est CD45RA et CD57 positive et possede un nombre varié de récepteurs activateurs et
inhibiteurs comme le NCR, KIR, NKG2A/C/D, a3 TCR et IL2R(. Les NKT like ont la capacité
de produire des cytokines en grand nombre et ainsi exécuter leur pouvoir cytotoxique. Les
couleurs bleues et vertes représentent les granules et les cytokines. Sur le schéma sont
mentionnés le TCR—T cell receptor;, NCR—natural cytotoxic receptor; KIR—killer-cell
immunoglobulin-like receptor. (D’apres Almeida, J et al. 2023)

1.1.5 Cellule B

L’un des acteurs prépondérants dans la réponse immunitaire est le Lymphocyte B (LB). Il
constitue également la cellule d’étude dans le cadre de mes travaux de thése en lien avec la
dérégulation de la voie NF-kB dont nous reparlerons. Dans ce paragraphe nous allons
développer les caractéristiques principales ainsi que les fonctions des LB, le chapitre 2 du
manuscrit sera consacrée a leur développement de la moelle osseuse vers les organes
lymphoides.

La premiere observation microscopique des LB remonte aux travaux de Flemming en 1885 au
travers de I'observation dans les tissus lymphoides de foyers de divisions cellulaires.

L’étude détaillée de cellule B a débuté au cours des années 1960 1970 en paralléle des études
menées sur la cellule T. Au départ, le but premier de la cellule B est de remplir des fonctions
de production et de médiation de la réponse immune (Good, R. A., & Zak, S. J. 1956). Les LB
sont intimement liés a la notion d'immunité humorale souvent opposée a la médiation de la
réponse immune cellulaire (Figure 10). En 1890, Emil Behring et Shibasaburo Kitasato
démontrent que les souris immunisées contre la diphtérie et les toxines responsables du
tétanos sont capables de développer dans leur sang des cellules pouvant assurer des activités
antitoxiques. Cette propriété clé de protection peut alors étre conférée a d’autres animaux par
le biais du sérum (Behring, E. & Kitasato, S, 1890). Ce processus a également été démontré
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dans le cas de la réponse immune humorale contre les toxines de plantes comme le ricin ou
'abrine (Ehrlich, P. 1891) et un peu plus tard la preuve que cette réponse humorale est
capable de lyser les organismes responsables du choléra et de la typhoide (Pfeiffer,
R.Z.1895). C’est en 1960 que Brunet propose la théorie de la sélection clonale permettant
d’expliquer les fonctions des LB et LT ainsi que leur réponse en cas de rencontre avec un
antigéne dans l'organisme. Frank Macfarlane Brunet décrit ainsi le processus de formation
des anticorps lors des étapes initiales de la réponse immune. Cette théorie de sélection clonale
de Brunet est également utilisée dans les études portant sur la tolérance immunologique des
cellules cancéreuses pouvant étre expliquée par ce principe de sélection clonale. Selon les
travaux de Andor, Maley et Hanlee, la sélection clonale est alors définie comme la capacité
d'un organisme a tolérer et a résister a l'introduction de cellules sans déclencher de réponse
immunitaire tant que les cellules sont introduites aux premiers stades du développement de
l'organisme (Andor, N., Maley et al.2017). Le principe de diversité moléculaire des
immunoglobulines rendu possible par le réarrangement des genes dans les cellules B en
développement sera expliqué en 1988 par Tonegawa (Tonegawa, S. 1988). C’est grace aux
génes RAG (Recombination Activating Gene) que peut avoir lieu le processus de
réarrangement VDJ des segments d’Immunoglobulines (lg) dans les LB, capables alors de
générer une large diversité d’anticorps (Schatz et al., 1989 ; Briney et al. 2012). Les champs
de recherche dans le but d’'une meilleure compréhension des LB sont vitaux car nous verrons
également dans ce paragraphe comment ces cellules et leurs fonctions contribuent a
difféerentes pathologies comme les maladies auto-immunes, les allergies et le cancer.
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Figure 10. Médiation humorale et cellulaire dans la réponse immune

L’immunité adaptative requiert une activation ainsi qu’'un développement des lymphocytes LT
et LB apres une rencontre avec un antigéne. Les pathogenes, une tumeur ou un vaccin vont
étre reconnus par des cellules présentatrices d’antigenes (CPA). Une fois activées, les
peptides antigéniques sont présentés a la surface du CMH de classe Il (CMHII) reconnu par
les RT situés sur les cellules CD4+ naives. Le RT désormais activé par les CPA, les LT CD4+
naifs va se différencier en différents sous-populations T helper (Th)1, Th2, Th9, Th17, Th22,
T follicular helper (Tfh), et T regulatory cells (Treg) en fonction d’un environnement cytokinique
et de signaux de polarisation précis. Les LB co-stimulés par les cytokines produites via les LT
CD4+ se transforment en cellules plasmatiques alors capables de produire de grandes
quantités d’anticorps pouvant ensuite rejoindre la circulation sanguine et les liquides
extracellulaires. La réponse humorale est alors médiée par ces anticorps produits et sécrétés
par les LB et sont donc spécifiques pour chaque antigéne. Les LT CD8+ reconnaissent et se
lient via le RT aux antigénes ayant été internalisés, présentés par les molécules du CMH de
classe 1 situées a la surface des CPA et des cellules infectées. Les LT CD4+ libérent alors
des cytokines stimulant a leur tour les LT CD8+ pouvant relarguer des molécules effectrices
telles que le granzyme, la perforine et les interférons y (IFN-y) qui vont détruire la cellule héte
infectée. Une petite population de cellules B et T mémoires permettront a I'organisme de se
protéger de nouveau contre un pathogene ou antigéne déja rencontré. (IFN-y, interferon
gamma; IL, interleukin; TGF-B, transforming growth factor B; TNF-a, tumor necrosis factor a)
(Adapté de Schijns et al.2021)

Les LB représentent environ 15% des leukocytes présents dans la circulation sanguine. Leur
caractéristique majeure est la capacité a produire des immunoglobulines (lg). La structure
générale d’'une immunoglobuline est la suivante : 2 chaines lourdes identiques de 50 KDa et
de 2 chaines légéres identiques kappa k ou lambda A de 25 KDa (Figure 11). Les parties
terminales des chaines lourdes et Iégeres peuvent varier en termes de séquences en acides
aminés d’'un anticorps a l'autre. Ces domaines variables sont appelés VH et Vk ou VA,
respectivement. La juxtaposition d’'un segment VH et d’'un segment Vk ou VA initie la formation
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du site de liaison a I'antigéne de la molécule d’'lg. Les régions variables a la fois des chaines
lourdes et légéres contiennent 3 sous régions hautement variables entre les différents
anticorps. Ces séquences hypervariables sont assemblées ensemble dans I'lg pour former le
domaine de liaison a I'antigéne. Chaque Ig a 2 sites identiques de liaison a I'antigéne. La
portion carboxy-terminale des chaines lourdes et Iégéres demeurent constantes dans chaque
sous classe d’anticorps. Les régions constantes des chaines lourdes s’assemblent pour former
le domaine Fc de la molécule responsable de la majorité des fonctions effectrices de la
molécule d’lg, incluant la liaison au récepteurs Fc activant les systéme complément.

B
: C = Constant domian
| V =Variable domain
| H=Heavy chain
L = Light chain
IgG IgD ii IgE o ey,
Papain LR

cleavage e & %‘ﬁ};g
sites '
H = gamma H = delta H = epsilon \VH b !

’\cn :

Joining chain

Figure 11. Représentation schématique d’une Ig et de ses sous types IgG, IgA, IgD, IgE,
IgA, IgM

(A) IgM représente le sous type d’lg le plus abondant 10-15% des Ig totales du sérum, IgD
0.2% et IgE 0.3% représente une proportion mineure des anticorps retrouvés dans le sérum.
(B) Structure générale d’'une immunoglobuline. (D’aprés Wu, Y., & Song, H. 2022)

Les génes codant la chaine Iégére kK sont retrouvées sur le chromosome 2, et les génes de la
chaine légére A sur le chromosome 22. Le locus complexe de la chaine lourde est codé sur le
chromosome 14. Les loci des chaines lourdes et |égéres sont-elles mémes composées d’une
serie de régions variables V (Variable) suivie de plusieurs segments D (Diversity) pour la
chaine lourde seulement ; et de certaines régions J (Joining) et C (Constant Region) exons.
Les régions constantes de chaines Iégéres K et A sont codés sous forme d’exons uniques alors
que les génes de la chaine lourde contiennent des exons pouvant coder 9 régions constantes
différentes tres utiles pour produire les différentes classes et sous classes d’'lg.

Les LB dérivent d’'une Cellule Souche Hématopoiétique (CSH) de la moelle osseuse. C’est a
cet endroit que le BCR (B cell receptor) est assemblé grace a des mécanismes dépendants
de RAG1/RAG2 similaires a ceux utilisés pour la production d’'un TCR fonctionnel (Thomas,
L. R et al. 2009). La portion terminale en acides aminés de chaque chaine lourde est initiée
par la jonction somatique de génes codants les domaines des régions VH (Variables), DH
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(Diversity) et JH (Joining). Les génes JH codent des éléments a la fois variables et constants
de la chaine capables de générer la portion terminale de celle-ci. Les jonctions VDJ alors
formées par cette recombinaison constituent la région hypervariable contribuant au bon
assemblage du site de liaison a I'antigéne. La diversité de cette région hypervariable est la
résultante de la diversité combinatoire VDJ mais également de la diversité jonctionnelle liée a
'action d’'une enzyme clé la TdT (terminal desoxynucleotidyl transferase) exprimée lors du
développement B meédullaire ou les réarrangements VDJ ont lieu. L'initiation de la
recombinaison V(D)J repose sur l'activation de 2 génes RAG-1 et RAG-2 (recombination
activating genes 1 and 2) qui sont exprimés seulement au sein des lymphocytes en
développement. Ainsi, les RAG vont induire une cassure double brin entre I'extrémité du
segment de géne réarrangé et les séquences de signal de recombinaison adjacentes (Figure
12). Ces cassures induisent la mise en place de processus de réparation de ’ADN comme le
mécanisme de jonction d'extrémités non homologues NHEJ (non homologous end-joining)
commun a I'ensemble des types cellulaires.
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Figure 12. Mécanisme de recombinaison VDJ

Représentation de 'ensemble des phases de clivage et de jonction de la recombinaison
V(D)J. La phase de clivage débute lorsqu'un complexe d’hétéro-tétramére RAG1 + RAG2
(ovale bleu) se lie a un 12-RSS (triangle plein) ou a un 23-RSS (triangle ouvert), avec les
séquences consensus indiquées. Ce processus crée ensuite un complexe avec un partenaire
RSS de la longueur complémentaire de I'espaceur. Le complexe RAG coupe ensuite un brin
d’ADN de chaque RSS et catalyse l'attaque hydrophile par le groupe hydroxyle résultant sur
l'autre brin d'’ADN dans une réaction de trans-estérification directe, pour générer des
extrémités codantes en épingle a cheveux et des extrémités de signal émoussées. Les
extrémités codantes et signal sont réparées par la machinerie NHEJ, bien que les extrémités
codantes soient souvent réparées de maniére imprécise pour augmenter la diversité, comme
l'indiquent les nucléotides rouges. Les extrémités signal restent liees aux protéines RAG
jusqu'a ce que l'expression de RAG soit régulée négativement ; la ligature ultérieure des
extrémités signal forme une articulation signal (SJ) et aboutit a la génération d'un cercle
épisomique, le cercle signal excisé (ESC). Chez I'hnomme, ceux-ci vont de 655 pb (au locus
TCRB) a ~ 1 Mb (au locus IgH). (D’apres Smith et al.2019)

Le processus de recombinaison VDJ débute par I'action de la recombinase qui va fusionner
une région DH a une région JH suivi d’'une délétion des séquences d’ADN intermédiaires, a
noter que cette recombinaison DHJH a lieu sur les deux chromosomes. Aprés cette étape, la
recombinase assemble une région VH au segment DHJH réarrangé. La TdT s’exprime a cette
période et permet I'addition de nucléotides de facon aléatoire sur les sites DH-JH et VH-DHJH
recombinés, leur conférant une grande diversité de combinaison en acides aminés codés par
le géne VHDHJH réarrangé. Ce géne VHDHJH forme la majeure partie de la région 5’ de la
chaine lourde réarrangée suivie par une série d’exons en aval codant les régions constantes
pour produire une IgM ; bien plus loin se situent les exons codant la région constante de la
chaine lourde utilisée pour constituer une IgD (Figure 13).
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Figure 13. Mécanismes de I’épissage alternatif pour la co-expression d'IgM et d'IgD de
surface

Les cellules B matures transcrivent constitutivement les genes VDJ, Cu et C6 pour former un
long pré-ARNm via un processus impliquant ZFP318. Celle-ci facilite la transcription du gene
Co6 en masquant un site d'arrét dans la partie terminale du gene Cu. Le pré-ARNm résultant
subit alors un épissage alternatif pour éliminer les introns et favoriser la double expression des
ARNm matures VDJ-Cu et VDJ-CO codant pour les récepteurs IgM et IgD. ZFP318 peut
également faciliter I'épissage des exons Co& inclus dans le pré-ARNm, notamment en
favorisant I'assemblage de la machinerie spliceosome au site de départ 5 'des exons Co. Les
différents graphiques représentent un segment du locus IgH humain et le pré-ARNm et les
ARNm matures résultants. L, séquence de téte. Eu, IgH enhancer u, également appelé IgH 5’
enhancer ou IgH intronic enhancer. Iu, exon d'initiation u. uS, segment 3' de I'exon Cu4 codant
pour la piece sécrétoire (S) d'IlgM. Poly-An, exon terminal de polyadénylation. um, exon codant
pour la région transmembranaire des IgM. 00, région de commutation cryptique. 6H, exon
codant pour la région charniere (H) des IgD. 6S, exon codant pour la piéce sécrétoire d'IgD.
om, exon codant pour la région transmembranaire des IgD. (D’apres Gutzeit, C et al. 2018)

Les chaines p et & résultent d’'un épissage alternatif de 'exon VHDHJH soit vers des exons y
ou des exons &. Si les réarrangements des régions VH, DH et JH arrivent a produire un
transcrit de chaine lourde se situant dans le cadre de lecture et codant des protéines
fonctionnelles de cette méme chaine lourde, alors celle-ci va étre synthétisée et assemblées
dans la cellule avec deux protéines clés A5 et VpreB agissant comme des substituts de la
chaine Iégere. Cet ensemble constitue alors un pré-BCR a la surface de la cellule (Figure 14)
prévenant ainsi le réarrangement VH a un segment DHJH sur I'autre chromosome assurant
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ainsi la capacité a la cellule B en développement une spécificité antigénique. Ce processus
porte le nom d’exclusion allélique. En revanche, si le premier réarrangement VHDHJH n’est
pas dans le cadre de lecture et ne produit pas de chaine lourde fonctionnelle, alors le gene
VH ira se réarranger sur I'autre chromosome dans la seconde tentative de génération d’'un
réarrangement de la chaine lourde fonctionnelle. Si cette seconde tentative failli, la cellule est
éliminée par apoptose.

Pre-BCR

Figure 14. Représentation schéematique du Pre BCR

Le Pre-BCR est constitué de 2 chaines HC lourdes recombinées (HC vert) et une chaine SL
(SLC) qui consiste en 2 polypeptides invariants A5 (bleu) et VpreB (rouge). (D’aprés
Martensson, | et al. 2010)

Une fois la chaine lourde produite, la cellule va alors diminuer I'action de la TdT et initie le
réarrangement de la chaine légére. En premier, un segment Vk se réarrange avec un segment
Jk formant ainsi une chaine Iégére fonctionnelle. Ensuite la chaine Iégére Kk s’associe avec la
chaine lourde pour former une protéine d’immunoglobuline Ig fonctionnelle et tout autre
réarrangement de la chaine légére est stoppé. Si le premier réarrangement kK est un échec,
alors le processus continue mais sur I'autre chromosome. Si encore une fois le réarrangement
n’est pas fonctionnel, alors le réarrangement de la chaine A a lieu. Les deux génes RAG1 et
RAG2 sont exprimés durant les phases de réarrangements de la chaine lourde et Iégere. Cet
ensemble de processus donne naissance a ce que l'on appelle le répertoire B. Le répertoire
des cellules B est défini comme la faculté de chaque LB a développer un unique récepteur B
et chaque récepteur constitue alors le répertoire B (Zheng, B et al.2022). Ce répertoire est
rendu possible par la différenciation des progéniteurs B dans la moelle sous la dépendance
des cellules stromales assurant la production d’IL-7. Les LB en développement vont alors
suivre un programme de différenciation. Comme le TCR décrit précédemment, la cellule B
mature possede un récepteur complet incluant également des protéines transmembranaires
appelées lga et IgB responsable de I'activation des signaux intracellulaires aprés que le
récepteur se soit lié a 'antigéne (Figure 15).
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Figure.15 Composition du Pré-BCR de la cellule B et des complexes BCR

Le pré-BCR et le BCR contiennent tous deux une forme transmembranaire de la chaine lourde
d'immunoglobuline (IgH) qui est associée de fagon non covalente a un hétérodimere d'lga et
d'lgB, et la chaine légere de substitution (SLC), qui est composée de A5 et VpreB, ou la chaine
légere d'immunoglobuline (IgL), respectivement. La signalisation est initiée par la
phosphorylation médiée par la protéine tyrosine kinase (PTK) de la famille SRC des motifs
d'activation a base de tyrosine des immunorécepteurs Iga et IgB (ITAM), générant ainsi des
sites d'amarrage pour I'homologie cytosolique SRC 2 (SH2) -domain- contenant la PTK rate
tyrosine kinase (SYK). CD19 et CD45 interagissent avec les pré-BCR et BCR et sont des
régulateurs positifs de la signalisation. Inversement, les co-récepteurs tels que CD22 (illustré),
CD72, CD5 et le récepteur apparié de type immunoglobuline B (PIRB) sont des régulateurs
négatifs de la signalisation BCR. Ces protéines transmembranaires contiennent des motifs
inhibiteurs a base de tyrosine immunorécepteurs (ITIM) jouant le réle de substrats pour les
PTK de la famille SRC et fonctionnent afin de recruter des protéines tyrosine phosphatases
cytosoliques (PTP) telles que la PTP 1 contenant le domaine SH2 (SHP1) vers le BCR.
(D’apres Monroe J.G 2006)

Les LB sont également dotées d’un complexe de corécepteurs : CD19, CD81 et CD21 activé
par liaison a la protéine C3d. Que ce soit I'lga ou I'lgB, elles ont toutes deux des domaines
ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) dans leurs régions cytoplasmiques et
utilisent une transduction du signal similaire aux LT. La famille des kinases SRC BLK, Fyn et
Lyn font partie la voie de signalisation des LB car elles sont capables de phosphoryler les
ITAM des Iga et IgB. L'activation du signal et ensuite transmise par le biais de la tyrosine
kinase Syk et la protéine linker BLNK aux autres composants situés en aval de la cascade, la
phospolipase C et la « Guanine Nucleotide Exchange Factor ». Comme pour les LT,
'activation de la protéine kinase C, la mobilisation du calcium et I'activation RAS/RAC
dépendante des MAP kinases entrainent I'expression de nouveaux génes impliqués dans la
prolifération et la maturation de la cellule.

Les cellules B matures naives expriment a leur surface des IgM et des IgD et quittent la moelle
osseuse. Dans les organes lymphoides secondaires apres la rencontre avec I'antigéne, ces
LB poursuivent leur maturation sous l'influence des LT « helper » : les cytokines dérivées des
LT sont a l'origine d’'un événement de recombinaison de 'ADN appelé la commutation de
classe ou CSR (class switch recombination) (Stavnezer, J., & Schrader, C. E. 2014). La CSR
(Figure 16) est définie par un changement des fonctions effectrices des anticorps et améliore
la capacité propre de ces anticorps a reconnaitre et éliminer le pathogéne. La CSR implique
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le remplacement des régions constantes u et & de la chaine lourde (CH) de I'lg avec les régions
CHy, eoua.

Le réarrangement de 'ADN au cours de la CSR est médié par I'action de I'enzyme clé AID
(activation-induced cytidine deaminase) dont nous reparlerons dans la partie développement
B ; mais également des enzymes UNG (uracil-DNA glycosylase), I'endonucléase APE1 et
'enzyme de réparation de '’ADN DNA-PK. La commutation de classe va déplacer le segment
VHDHJH pour le positionner directement en amont des exons alternatifs de la chaine lourde
permettant ainsi 'utilisation de cet exon VHDHJH réarrangé pour produire des anticorps de
différents isotypes avec la méme spécificité antigénique. L’IL-10 dérivée des LT va favoriser
le « switch » vers des IgG1 et IgG3. L’IL-4 et I'IL-3 engagent le « switch » vers I'isotype IgE et
le TGFB (Tranforming Growth Factor ) vers I'lgA.
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Figure 16. Mécanisme de Recombinaison de Classe des Inmunoglobulines

Le mécanisme (CSR) permet d’échanger le géne codant pour la région constante de la chaine
lourde de I'immunoglobuline (CH) avec I'un des génes CH en aval (la figure représente la CSR
entre Su et Sa1 dans le locus de la chaine lourde de I'immunoglobuline humaine (IGH)). Cette
réaction de délétion-recombinaison nécessite I'action d’'une enzyme clé : la cytidine
désaminase (AID). L’AID induite par I'activation provoque ensuite la génération de cassures
double brin (DSB) Double Strand Break de I'ADN dans les régions de commutation (S) (qui se
trouvent en amont du géne CH) suivie d'une réparation de DSB. Cela conduit a la juxtaposition
de I'ADN VHDJH réarrangé (qui code la région variable de la chaine lourde) avec un groupe
d'exons CH en aval et a la suppression de la séquence intermédiaire entre les régions S sous
la forme d'un cercle extrachromosomique. y, pseudogene ; amplificateur 3'aE, 3'a; iEu,
activateur intronique IGH ; Région intermédiaire IH, IGH. (Xu, Z et al 2012).

Les anticorps sécrétés, sont des glycoprotéines produites par les cellules B. Leur fonction est
de reconnaitre et de se lier de fagon spécifique a des antigénes pouvant étre des bactéries ou
des virus afin de permettre leur élimination. La différence majeure entre les immunoglobulines
et les anticorps repose sur le fait que les immunoglobulines possédent un domaine
transmembranaire dans le but de rester attachées a la membrane de la cellule B tandis que
les anticorps ne possedent pas cette caractéristique.

Il existe 5 sous-types des immunoglobulines chez les mammiféeres : immunoglobuline M IgM,
immunoglobuline D IgD, immunoglobuline G 1gG, immunoglobuline A IgA et immunoglobuline
E IgE. Ces différents sous-types d’immuglobulines différent les uns des autres selon de taille,
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nombre de polypeptides, charge, séquence d’acides aminés, et agencement des
carbohydrates (d’apres Male et al. Immunolgy 8th edition 2010). La plus abondante est
'immunoglobuline G (IgG) qui regroupe 4 sous-types les IgG1, 19G2, IgG3 et IgG4 tandis que
I'lgA se subdivise en 2 sous-types IgA1 et IgA2. Dans le sérum les anticorps sont polyclonaux
et peuvent assurer la reconnaissance de différents antigénes. La plupart des anticorps sont
qualifiés de bi-fonctionnels, sauf I'lgD, car ils assurent la reconnaissance de I'antigéne de
facon spécifique et promeuvent son élimination par le systéme immunitaire.

I . B
1gM 18M Pentamére & héxamére (Keyt at al.2020) Premiére ligne de défense contre les infections

{Liu et al.2019)

186 1g61 4 chaines polypeptidiques Abondante dans le serum

1862 (Vidersson etal 2014)
1863
1gG4

Igh IgAL Monomeére ou Dimére Monomére -> sérum

Modulation réponse et tolérance immunitaire

Fonctions effectrices via iaison au réceptaur Fc

Protection contre les infections 4 long terme

1gD

IgE

IgA2

18D

Monomere

‘Monomére

Dimére -> sécrétée
Anticorps sécrété majeur dans la salive, les
larmes, le colostrum, lintestin, tractus génital,
et sécrétions respiratoires
Protection des surfaces épithéliales (Daha, M.
R., & van Kooten, C. 2016}

Lymphocyte diffrencication (Goding e.1978)

Protection contre parasites, liaison au cellules
‘mastoides et basophiles, réaction allergiques
(Mauer et al.2018; Mukaiet al.2016; Schwartz

et al.2016)

Table 1. Familles d’Immunoglobulines et fonctions effectrices

Tableau récapitulatif des classes, noms, isotypes structures et fonctions des différentes
immunoglobulines chez 'lHomme

En méme temps que les LB subissent la CSR, un autre processus se produit lors de I'activation
et produit des mutations aléatoires dans la portion du site de liaison a I'antigéne de la chaine
lourde et légere, c'est le processus d’hypermutation somatique (Figure 17). Il nécessite
également AID, UNG, APE1 et des enzymes de réparation de 'ADN. Si ces mutations sont
responsables d’'un gain d’affinité pour I'antigéne, alors la cellule produisant cet anticorps aura
un avantage prolifératif en réponse a I'antigéne et dominera le pool de cellules B de haute
affinité, c’est I'expansion clonale. Ces événements de mutation somatique ainsi que
'expansion clonale ont lieu dans le centre germinatif ; structure qui sera détaillée dans le
chapitre 2 de ma thése, avec les tissus lymphoides secondaires.
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Figure. 17 Mécanisme d’hypermutation somatique (SHM)

L'hypermutation somatique (SHM) est le phénoméne physiologique utilisant des mutations
programmeées dépendantes de I'AID dans la région variable des segments de génes
d'anticorps pour créer un grand nombre d'anticorps dans le but d’engendrer une plus grande
affinité pour l'antigene. Chaines lourdes (VH) et légeres (VL) d'anticorps, ainsi que l'antigene
(cercle noir) (D’aprés Gullickson, P et al.2022)

La réponse B peut étre dépendante ou indépendante d’une interaction avec les LT (Figure 18).
Dans le premier cas, l'activation des LB par I'antigéne conduit, aprés internalisation du
complexe BCR/antigéne, a la présentation des peptides antigéniques via le CMH de classe |l
aux LT ayant un TCR spécifique. Les LB deviennent donc des APC (Antigen Presenting Cell)
pour les LT CD4+ (Adler, L et al. 2017). Ce phénoméne augmente I'expression des molécules
de CMHII ainsi que I'expression des marqueurs CD80 et CD86 par le LB. Par conséquent les
LT activés par cette combinaison de co-stimulation et via I'axe TCR/CMHIl/peptide antigénique
induisent a leur tour des signaux réciproques aux LB via l'interaction CD40L (ligand LT)) et
CDA40 (LB).
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Figure 18. Schéma descriptif des Interactions entre lymphocytes B-cellules T

L'interaction bidirectionnelle entre les lymphocytes B et les lymphocytes T fournit la base du
concept selon lequel, dans certaines maladies auto-immunes, un cycle d'amplification pourrait
permettre I'émergence d’une immunopathologie. Cela serait dii a un facteur « déclencheur »
mineur mais possédant des conséquences graves. En effet, méme mineur, cela induirait des
événements anormaux dans la cellule B ou la cellule T incluant la génération aléatoire dans le
BCR ou le TCR. (D’apres Edwards, J. C., & Cambridge, G. 2006)

La signalisation via le CD40 est essentielle pour la CSR, par ailleurs ce processus ainsi que
I'hypermutation somatique sont impliqués dans I'obtention des lymphocytes B mémoires. La
réponse mémoire permet de répondre rapidement a la menace d’'un antigéne lors d'une
seconde rencontre avec celui-ci (Palm, A. K. E., & Henry, C. 2019 ; Dogan et al.2009 ; Yoshida
et al.2010 ; Pape et al.2011 ; Mcheyzer-Williams et al. 2015).

Enfin, la réponse B indépendante d’'une interaction avec les LT permet aux antigénes
polymériques d’activer les cellules B. L’explication la plus probable a ce phénoméne est la
capacité de ces antigenes polymeériques a s’associer et induire la formation d’un cluster d’lg a
la surface du LB. La réponse B indépendante d’une stimulation T inclue également le LPS
(Bacterial Lipopolysaccharide), d’autres types de polysaccharides et certaines protéines
polymériques. A noter que I'hypermutation somatique n’a pas lieu dans la réponse B
indépendante d’une stimulation T, entrainant de ce fait une mémoire immunitaire plus faible.

La réponse immune qu’elle soit innée ou adaptative repose sur un ensemble d’acteurs
moléculaires et cellulaires aux structures diverses. A noter que le systéeme immunitaire chez
'Homme et la souris sont trés proches et de nombreux travaux ont montré la pertinence de
I'utilisation de modéles murins afin de mieux comprendre la réponse immune chez 'Homme
(Shay, T et al 2013 ; Masopust, D et al. 2017). La signalisation au travers du récepteur B
regroupe un ensemble de grandes voies de signalisation clé (Figure 18) comme la voie des
MAPKinases, la voie NFAT, la voie AKT/mTor et enfin la voie NF-kB (Nuclear Factor kappa B)
(Young, R. M., & Staudt, L. M. 2013).
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Figure 19. Voies de la signalisation au travers du BCR

Le récepteur des cellules B (BCR), le co-récepteur CD19 et divers intermédiaires de
signalisation sont engagés, apres la liaison du BCR a l'antigéne. Plusieurs voies en aval du
signal peuvent étre déclenchées, comme indiqué. L'astérisque indique les régions protéiques
affectées par des altérations somatiques récurrentes dans les lymphomes humains (détaillées
dans la partie 3 de cette thése). BLNK, protéine de liaison des lymphocytes B ; BTK, Bruton
tyrosine kinase; CARD11, protéine 11 contenant le domaine de recrutement de la caspase ;
CBM, CARD11-BCL-10-MALTT1 ; CIN85, protéine interagissant avec Cbl de 85 kDa ; DAG,
diacylglycérol; IKK, inhibiteur de NF-kB kinase ; IgH, chaine lourde d'immunoglobuline; IgL,
chaine légéere d'immunoglobuline; IP3, triphosphate d'inositol; MALTT1, protéine 1 de
translocation du lymphome du tissu lymphoide associée aux muqueuses ; MAPK, protéine
kinase activée par un mitogene; mTOR, cible mammifere de la rapamycine ; NF-kB, facteur
nucléaire-kB ; NFAT, facteur nucléaire des lymphocytes T activés ; PI3K, phosphoinositide 3-
kinase; PIP2, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate; PIP3, phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate; PKCg, protéine kinase CB; PLCy, phospholipase Cy; SFK, kinase de la famille
SRC (D’aprés Young, R. M., & Staudt, L. M. 2013)

La voie NF-kB régule a la fois les deux types de réponses immunitaire humorale et cellulaire.
Elle est activée en réponse a une grande variété de stimuli comme les pathogénes, les signaux
de stress cellulaire, et les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF et I'lL-1 (L, Q., &
Verma, I. M. 2002). NF-kB est au cceur des travaux de recherche menés au cours de cette
thése, nous allons donc décrire les signalisations conduisant a I'activation des complexes NF-
KB dans un contexte physiologique.
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Chapitre |. Partie 2 Voie classique ou canonique NF-kB

|.2 Historique de la découverte de la voie NF-kB

Dans la mini revue « Discovering NF-kB » (Baltimore, D. 2009), Baltimore revient sur les
étapes clés menant a la découverte de NF-kB. La premiéere description de NF-kB a été faite
dans les années 1980, avec les investigations portant sur le réarrangement de la chaine lourde
(Siden, E et al. 1981) et I'étude de la chaine légére kappa par Queen et Baltimore (Queen, C.,
& Baltimore, D. 1983). La technique clé pour trouver des facteurs de transcription associés
aux promoteurs est la technique EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) ou retard sur gel.
Cette technique est a la fois qualitative et quantitative et permet la caractérisation et surtout la
détection d’interactions protéines/ADN. Elle repose sur l'utilisation de protéines et d’acides
nucléiques combinés, et ces mélanges sont ensuite soumis a I'électrophorése en conditions
natives sur un gel de polyacrylamide. Apres électrophorése, la distribution des protéines
associées aux acides nucléiques marqués au 32P est déterminée par autoradiographie
(Hellman, L. M., & Fried, M. G. 2007). En 1986, cette technique a permis la découverte de
multiples facteurs se liant a la fois a des « enhancers » de la chaine lourde et de la chaine
légére k des immunoglobulines (Sen, R., & Baltimore, D. 1986). Parmi ces facteurs, un seul
est capable de se lier aux « enhancers » de la chaine légéere kappa couvrant la séquence
GGGACTTTCC. Il fut appelé NF-kB car ce facteur est nucléaire, se lie de maniére spécifique
a I’ « enhancer » kappa et fut découvert dans des extraits de cellules B tumorales.

[.3 Sous-unités activatrices

NF-kB est impliqué dans de nombreuses fonctions physiologiques telles que I'apoptose, la
prolifération et la survie cellulaire (Fullar et al.2012). NF-kB joue un réle majeur dans I'immunité
innée et adaptative a travers la maturation et la prolifération des cellules B et T
(Vallabhapurapu et al.2009). Nous reviendrons sur cette fonction clé dans la maturation de la
cellule B au cours du chapitre 2 de la these.

NF-kB est une famille de facteurs de transcription au nombre de cinq chez les mammiféres :
p50, p52, RelA ou p65, RelB et c-Rel (Hayden et Ghosh 2008). Les précurseurs de p50 et p52
sont respectivement p105 (NFKB1) et p100 (NFKB2). Ces cing sous unités protéiques vont
former des diméres ou des hétérodiméres impliqués dans la régulation transcriptionelle de
nombreux genes cibles. p50, p52, RelA, RelB et c-Rel sont séquestrées dans le cytoplasme
par des protéines inhibitrices regroupant IKBa, IKBB et IKBe. Dans la littérature, il est décrit
deux voies principales d’activation de NF-kB : une voie dite canonique et une voie alternative
(Figure 20). Dans un premier temps, nous allons décrire la voie classique ou canonique de
NF-kB.
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Figure 20. Représentation de la voie de signalisation NF-kB, voie classique a gauche et
voie alternative a droite (D’aprés Mirzaei, S et al 2021)

La voie canonique nécessite la phosphorylation des protéines IkB par un complexe
multiprotéique IkB kinase (IKK) composé de deux sous unités catalytiques IKKa (IKK1) et IKK3
(IKK2). La régulation du complexe IKK s’effectue grace a une sous unité régulatrice IKKy ou
NEMO (NF-kB essential modifier) (Jost et Ruland 2007). De plus, la voie canonique requiert
l'activation et la libération principalement de RelA/p50 et/ou c-Rel/p50 rendue possible par la
phosphorylation de IkB, suivie de sa dégradation protéasomale. Cette voie canonique cible
notamment des génes impliqués dans la survie cellulaire, la prolifération, I'inflammation et
limmunité innée et adaptative (Gasparini et al.2014). L’activation de la voie classique est
mobilisée par le BCR (B cell receptors), le TNFR (tumor necrosis factor), les TLR/IL1-R (Toll-
like receptor/Interleukin (IL)-1) et le CD40 (cluster of differentiation 40). L’'un des principaux
inhibiteurs de la voie NF-kB est 'A20 déubiquitinase, essentielle pour le bon maintien de
’homéostasie immunitaire (Shembade et al.2012).
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[.3.1 Récepteurs impliqués

La signalisation NF-kB va pouvoir s’effectuer par le biais de récepteurs divers et variés
représentés sur la figure 21.
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Figure 21 Récepteurs impliqués dans la voie canonique NFkB

Signalisation impliquant a) Le TNFR ; b) Le RT ; c) IL1RI et d) TLR4 et voies de signalisation
associées a la transduction du signal NF-kB (D’apres (Yu, H et al. 2020)

1.3.1 a Signalisation via le récepteur TNFR

L’activation du récepteur TNFR1 (Tumor Necrosis Factor receptor 1) conduit au recrutement
de TRADD (TNF-R-Associated Death Domain) et favorise les interactions des ubiquitines
ligase E3 clAP1/2, TRAF2 et la protéine kinase RIP1. RIP1 est par la suite polyubiquitinylée
de fagcon K63 dépendante et peut alors recruter NEMO (NF-kB Essential Modulator) afin de
former le complexe TAK1-IKK. TAK1 va phosphoryler et activer IKKB pouvant ainsi induire la
phosphorylation et la dégradation de IkBa permettant alors la libération et la translocation des
dimeres NF-kB vers le noyau afin de moduler la transcription de génes cibles.

1.3.1 b Signalisation via le récepteur des LT

La signalisation via une stimulation dépendante des LT induit l'activation de la voie
canonique/classique NF-kB au travers du complexe CARD11/Bcl10/MALT1 (CBM). CARD11
(caspase recruitment domain family member 11) ; Bcl10 (BcL10 Immune Signaling Adaptor) ;
MALT1 (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue lymphoma translocation protein 1). Aprés une
stimulation, CARD11(CARMAA1) est recruté et phosphorylé par 'action de la PKC-8, protéine
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kinase C 6 induisant le recrutement et la mobilisation de Bcl10 et MALT1 pour former le
complexe CBM. MALT1 recrute a son tour TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6),
capable de médier une ubiquitinylation K63 dépendante pour lui-méme et pour Bcl10 suivi
d’'une activation de TAK1 et d’'une activation de la voie canonique/classique de NF-kB médiée
par les IKK.

1.3.1 ¢ Signalisation via les récepteurs IL-1Rl et TLR

Les récepteurs IL-1RI (Interleukin 1 receptor ou CD121a) et TLR (Toll Like Receptor) (¢ ; d sur
la Figure 21) vont médier la transduction du signal via MyD88, un adaptateur cytosolique jouant
un réle dans la réponse immune. Le TLR4 va recruter TIRAP (TIR domain containing adaptor
protein) et TRAM qui mobilisent a leur tour MyD88 et TRIF (TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-B). IL-RI, lui, recrute directement MyD88. MyD88 va induire le recrutement
des IRAK1 et 4 (Interleukin-Receptor-Associated Kinase) qui vont aller interagir avec TRAF6
pour activer le complexe TAK1 (Transforming growth factor-p (TGF-B) -activated kinase 1) et
les voies de signalisation en aval.

L’activité de la voie de signalisation classique/canonique de NF-kB peut étre régulée a de
multiples niveaux. L’expression de A20 est activée par NF-kB et conduit a la déubiquitinylation
de RIP1, TRAF6 et NEMO afin de déstabiliser le complexe IKK.

1.3.2 Complexe IKKy, IKKa et IKKB

Il existe des similarités et des particularités propres aux sous unités IKKy, IKKa et IKK (Figure
22).
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Figure 22 Représentation schématique de IKKa, IKKB et IKKy et processus d’activation

(A) Représentation schématique des principales sous-unités IKK, IKKa, IKKB et IKKy, leurs
structures et leurs motifs fonctionnels. LZ, leucine zipper; HLH, helix-loop-helix; CC, coiled coil;
ZF, zinc finger; NBD, NEMO-binding domain. (B) Modeéle de régulation au travers de
I'autophosphorylation des sous unités IKK. Les sous-unités catalytiques IKK sont dimérisées
au travers de leurs motifs LZ. Le motif HLH interagit avec le domaine kinase. C’est la
phosphorylation de deux sérines clés dans la boucle d’activation de la sous-unités IKK qui
active la kinase. Lorsque l'activité de la kinase est a son plus haut potentiel, il peut y avoir un
peu ou pas du tout de phosphorylation au niveau du C terminal. IKK activée peut donc
phosphoryler ses substrats mais peut également phosphoryler ses propres régions C-
terminales afin d’induire un changement de conformation qui va affaiblir le signal entre le motif
HLH et le domaine kinase induisant un déclin général de l'activité kinase. Dans cette phase,
IKK est rendue plus sensible aux autres déphosphorylations et inactivations médiées par les
phosphatases. (D’aprés Hacker, H., & Karin, M. 2006)
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1.3.2 a IKKa

IKKa, appelée également IKK1 peut étre retrouvée a la fois dans le noyau et le cytoplasme
alors que pour IKKf est exclusivement au niveau du cytoplasme. Du fait de sa présence dans
le noyau mais également dans le cytoplasme, IKKa contribue a la régulation du cycle cellulaire,
a la différenciation des cellules, a 'apoptose et également a la progression des tumeurs lors
du processus de métastase (Anest, V et al.2003 ; Yamamoto, Y et al.2003; Sil, A. K et
al.2004). Les souris déficientes pour IKKa ont une altération majeure au niveau de I'épiderme,
se traduisant par une hyper prolifération incontr6lée des kératinocytes (Hu, Y et al.1999 ;
Takeda et al. 1999 ; Li et al. 1999). Concernant le réle de IKKa dans le contexte nucléaire, IKKa
participe a la régulation moléculaire de la transcription des génes sous influence de NF-kB,
elle possede également un réle dans la régulation de la transcription de génes liés a NF-xkB
mais dans un contexte indépendant en ciblant directement des facteurs de transcription
(Huang, W. C., & Hung, M. C. 2013). IKKa nucléaire est également capable de cibler p53 et
p73 afin de déclencher le processus d'apoptose. Dans le noyau, IKKa est lié a I'arrét du cycle
cellulaire en transition G1/S par le fait d’augmenter I'activité de smad facilitant ainsi la
dégradation protéosomale par la cycline D1 et I'expression du FGF (Fibroblast Growth Factor).
IKKa nucléaire peut aussi promouvoir la progression du cycle cellulaire en G2/M en
augmentant I'activité de la kinase Aurora A et en dé-réprimant I'expression du gene 14-3-3 ¢
afin de protéger I’'ADN et les méthylations d’histones sur le promoteur. Enfin, IKKa a un impact
dans la progression tumorale via 'augmentation du signal NF-kB, la transcription des génes
dépendants de Notch et en supprimant 'expression médiée par FOXA2. En stimulant I'activité
transcriptionelle de STAT3 et smad tout en supprimant I'expression de maspin, IKKa nucléaire
contribue au développement de métastases.

1.3.2 b IKKB

IKKa et IKKB peuvent étre décrits comme biologiquement et structurellement similaires dans
le complexe IKK. Cependant, ils n'ont pas de rdles physiologiques identiques et peuvent
différer au niveau de leurs fonctions moléculaires exercées en dehors de ce complexe IKK.
IKKB ou IKK2 est la protéine responsable de la phosphorylation de I'inhibiteur. Les travaux de
Li et al. (Li, Z W et al.1999) ont montré que les souris déficientes pour IKKB meurent a mi-
gestation a cause de phénoménes d’apoptose incontrélés dans le foie, phénotype retrouvé
chez des souris déficientes pour les sous-unités RelA(p65) et NFkB1 (p50/p105). Les souris
déficientes pour IKKB ne sont plus capables d’activer le complexe IKK ainsi que le signal NF-
kB de fagon générale en réponse aux stimuli via le TNFa ou 'lL-1. Cependant, seul IKK( joue
un réle majeur dans l'activation du complexe IKK et I'induction de I'activité NF-kB. En effet, si
IKKB est absente, la sous-unité IKKa ne répond plus aux signaux d’activation du complexe
IKK.
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1.3.2 ¢ IKKy

IKKy ou NEMO, est un composé majeur du complexe IKK essentiel au bon fonctionnement et
a la bonne activation de la voie NF-kB (Shifera, A. S. 2010). Les travaux de Li et al. (Li, X. H.,
Fang, X., & Gaynor, R. B. 2001) ont montré que IKKy est capable de recruter les autres sous-
unités IKK afin de former un complexe de haut poids moléculaire. L’assemblage du complexe
IKK par IKKy est médiée par son interaction avec IKK, et le recrutement d’IKK peut se faire
indépendamment de son activité kinase. En revanche le domaine N-terminal d'IKKp est requis
pour le bon assemblage de ce complexe. Enfin, le réle de IKKy est prépondérant pour stimuler

I'activité kinase de IKKp.
AT
complex
X

Figure 23. Représentation schématique du complexe IKK de la voie canonique/classique
NFkB (Adapté de Kennedy et al.2018).

Le complexe IKK est composé de IKKy, IKKB et IKKa en amont et en aval Ik responsable de
linhibition des dimeres RelA p50 et c-Rel p50 de la voie canonique NF-kB.

Ensemble, IKKa, IKKB et IKKy forment le complexe IKK (Figure 23) jouant un rdle central dans
l'activation du facteur NF-kB (Courtois, G. 2002). Dans la plupart des cellules, les dimeres
NFkB sont retenus au cytoplasme par des interactions médiées par les protéines inhibitrices
IkB. Ces protéines inhibitrices IkB se lient au domaine RHD (Rel Homology Domains) qui
assure les propriétés de dimérisation, de signal d’export nucléaire, et de liaison a 'ADN des
protéines REL/NFkB (Beg, A. A., & Baldwin Jr, A. S1993 ; Gilmore, T. D., & Morin, P. J. 1993 ;
Baldwin Jr, A. S. 1996). En réponse a un stimulus via des cytokines pro-inflammatoires (IL-1,
TNF), les LPS et TPA (phorbol ester), les sous-unités IKKa et IKKB subissent une
autophosphorylation rapide, les rendant actives et capables de phosphoryler les inhibiteurs
IkB. Ces derniers sont polyubiquitinylés et dégradés via le protéasome 26S (Alkalay, | et al.
1995 ; Brockman, J. A et al. 1995 ; Brown, K et al. 1995 ; Chen, Z et al 1995 ; DiDonato, J. A.,
Mercurio, F., & Karin, M. 1995 ; DiDonato, J et al. 1996 ; Traenckner, E. M et al. 1995 ;
Whiteside, S. T et al. 1995). Ce phénoméne induit alors la libération des dimeres NF-«kB
pouvant ainsi transloquer au noyau pour aller activer la transcription de génes cibles situés en
aval.
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1.3.3 IkBa

IkBa (Figure 24) fait partie de la famille des protéines Ikp et posséde la capacité de transloquer
du cytoplasme au noyau et vice versa. Elle se situe donc a la fois dans ces deux compartiments
mais cette distribution intracellulaire se fait sous forme dynamique (Huang, T. T., Kudo, N.,
Yoshida, M., & Miyamoto, S. 2000).

IxBa
SRD PEST
1 7273 280 281 317
@ @ £ £ c1s6 N2]0 1\244 P P P P ‘Il;
K21 K22 532 S36 K38 Y42 ! ﬂ 5283 5289 mz Sz” -
45«54 265+—277
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S) Sumoylation o)) Ubiquitination P Phosphorylation
G Glutathionylation @ Hydroxylation

Figure 24. Structure et modifications post-transrationnelles de la protéine humaine IkBa

IkBa, nuclear factor-kappa B inhibitor alpha; SRD, signal-receiving domain; ARD, ankyrin
repeat domain; PEST domain, proline—glutamic—serine—threonine domain; NES, nuclear
export sequence; K, Lys, lysine; S, Ser, serine; Y, Tyr, tyrosine; C, Cys, cysteine; N, Asn,
asparagine; T, Thr, threonine (D’aprés Wang et al.2020)

La protéine IkBa est composé de trois régions majeures, un domaine N terminal de 70 acides
aminés ou a lieu la phosphorylation et I'ubiquitinylation, un domaine ARD fait de répétition
d’ankyrines d’environ 220 acides aminés et d’'une séquence C-Terminale PEST des résidus
275 a 317. Lorsque la cellule n’est pas stimulée, le domaine ARD de IkBa est associé aux
domaines RHD des dimeres NF-kB formant ainsi un complexe trimérique retenu dans le
cytoplasme. Quand la cellule regoit un stimulus, IkBa subit des modifications post-
traductionnelles comme des phosphorylations et des ubiquitinylations conduisant a sa
dégradation par le protéasome. Le signal NLS (Nuclear Localisation Signal) situé dans le RHD
est démasqué et reconnu par l'importine a/B. Cette liaison forme un complexe qui est
acheminé vers le noyau grace au NPC (Nuclear Pore Complex), initiant la transcription des
génes cibles (Turpin, P., Hay, R. T., & Dargemont, C. 1999 ; Lee, S. H., & Hannink, M. 2002).
Parce que IkBa est également un géne cible de NF-kB, il est rapidement reconstitué lorsque
la voie NF-kf est activée. Par conséquent la sous-unité IkBa néo-synthétisée entre dans le
noyau et transloque les diméres NF-kB vers le cytoplasme (Turpin et al. 1999 ; Chen, L. F., &
Greene, W. C. 2004).
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[.3.4 RelA ou p65

La sous-unité RelA ou p65 (Figure 25) constitue 'une des sous-unités NF-kB majoritaire. Elle
est composée d'un domaine RHD (Rel Homology Domain), de deux domaines de
transactivation appelés TAD1 et TAD2.

RELA | _prme—— N TAD1 =
(p65) 1 =REL homolggx dom"a_l_n.[—m' JAD1= 551

19 301 428 521

Figure 25. Représentation schématique de la sous-unité RelA (p65) (D’aprés Perkins, N.
D. 2012)

L’hétérodimere p50/RelA (p65) représente la forme la plus abondante de diméres de la famille
NFkB retrouvé dans la quasi-totalité des cellules. Les complexes p65/p65, p65/c-Rel, p65/p52,
c-Rel/c-Rel, p52/c-Rel, p50/c-Rel, p50/p50, RelB/p50, et RelB/p52 ont également été décrits
mais certaines de ces combinaisons ne sont retrouvées que dans une proportion moindre de
sous-type cellulaire (Hayden, M. S., & Ghosh, S. 2004). Ainsi, les protéines de la famille
NFkB/REL peuvent former jusqu’a 15 dimeres différents. Différentes approches de modéles
mathématiques et combinatoires ont montré l'existence de ces différentes possibilités
d’association, cependant la pertinence biologique de toutes les associations de diméres
possibles n’a pas encore été démontré. RelB est uniquement retrouvée en association avec
p50 ou p52 (Ryseck, R. P et al. 1992 ; Dobrzanski, P., Ryseck, R. P., & Bravo, R. 1994). Enfin,
le dimére c-Rel/p50 représente le composé primaire d’une activation constitutive de NF-kB
dans les cellules B matures (Grumont et al. 1994b; Miyamoto et al. 1994).

En contexte physiologique dans la cellule B, RelA va contribuer a la prolifération des LB ainsi
qu’au « switch » isotypique (Doi, T. S et al. 1997). Dans un contexte de stimulation via le TNF,
RelA va jouer un réle anti-apoptotique dans les cellules dendritiques et les macrophages (Beg,
A. A., & Baltimore, D. 1996). De plus, RelA joue un r6le clé dans la biologie des cellules T
régulatrices en favorisant la génération de leur phénotype ainsi que la maintenance de leur
identité. (Ronin, E et al.2019). La sous-unité RelA est également impliquée dans le maintien
de la senescence cellulaire par son activité régulatrice qui va moduler la stabilité génomique
ainsi que les processus de réparation de 'ADN (Wang, J et al. 2009). A noter qu’en association
avec la sous-unité c-Rel, RelA participe a la survie des B transitionnels 2 et des B matures
(Grossmann, M et al. 2000) et ils sont tous les deux requis pour la différenciation des
érythrocytes et des monocytes.
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[.3.5 c-Rel

Dans le cadre de mon projet de thése, nous nous intéressons a la voie de signalisation
canonique/classique NF-kB et en particulier de la sous-unité activatrice c-Rel NF-«B.

" TAD1 587

8 290 422 497 518

Figure 26. Représentation schématique de la sous-unité REL

REL est composé d’un domaine d’homologie appelé RHD et de 2 domaines de transactivation
TAD1 et TAD2 ((Perkins, N. D. 2012)

La sous unité c-Rel (Figure 26) est codée par le géne REL situé dans la région 2p16 du
chromosome 2. 587 acides aminés composent la protéine c-Rel pour un poids moléculaire
d’environ 65 KDa (Brownell et al. 1985). Le géne REL est composé de 10 exons. c-Rel assure
la prolifération et la survie des lymphocytes B issus du centre germinatif (GC Germinal Center)
(Gilmore et Gerondakis, 2011). c-Rel est constitué de : un domaine d’homologie RHD (Rel
Homology Domain), d’un signal de localisation nucléaire (NLS Nuclear Localization Signal),
d’'un domaine d’inhibition RID (Rel Inhibitory Domain) et enfin d’'un domaine de transactivation
TAD (Transcativation Domain). De plus, REL a été décrit dans la littérature comme étant
’'homologue du géne v-Rel aviaire (Avian Reticuloendotheliosis) (Figure 27) possédant un fort
pouvoir oncogénique. Des études ont montré que v-Rel pouvait induire rapidement des
tumeurs lymphoides et avait la capacité de transformer différents types de cellules aviaires in
vitro (Gilmore et al. 1999 ; Kralova, J et al. 1994).
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Figure 27. Représentation schématique de I’homologue aviaire v-Rel et c-Rel ainsi que
le pourcentage d’identité en composition d’acides aminés.

A) Représentation schématique des homologues v-Rel et c-Rel. B) Pourcentage d’identité en
composition en acides aminés entre le poulet, la souris et lTHomme de la séquence c-Rel dans
le domaine RHD (Rel Homology Domain) et dans les séquences c-Terminales de ce méme
domaine RHD (Adapté de Gilmore et al.1999)

Il existe également un variant d’expression de REL (Figure 28), A9 REL, dont I'expression a
majoritairement était retrouvée dans des tumeurs DLBCL (Leeman et al.2008). La délétion de
exon 9, entraine une perte de RID conduisant a une activité de transactivation plus
importante.
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Figure 28. Variants d’épissage du géne REL retrouvés dans des cellules de lymphomes
humaines et lymphocytes primaires

Représentation schématique de la protéine REL WT en haut et les exons utilisés pour générer
trois ARNm REL retrouvés dans des lignées humaines de lymphomes. L’agencement des
exons ainsi que la séquence en acides aminés sont codés pour chaque isoforme sont indiqués
(RHD, Rel homology domain; RID, REL inhibitory domain; | and Il, transactivation subdomains
I'and ll). (D’aprés Leeman et al.2008).

c-Rel possede de nombreux génes cibles impliqués dans des fonctions de
prolifération/croissance avec c-Myc ( Grumont et al.2004 ; Li et al.2020 ), survie et apoptose
avec Bcl-XL (Chen et al.2000), et adhésion cellulaire avec la Selectine ( De Siervi, et al.2009).
De méme, c-Rel est un acteur majeur de la réponse immune et des mécanismes de réparation
de 'ADN (Gilmore et Gerondakis 2011). Dans le cadre de cette réponse immune, les géenes
pouvant étre cités sont Gamma | (Kaku et al.2002), TNFa (Bunting et al.2007), ou encore
FOXP3 (Son et al.2011) ou CD40L (Pham et al.2005) par exemple. De plus, c-Rel possede
des génes cibles en lien avec la réparation de ’ADN comme la Claspine (Kenneth et al.2010)
a titre d’exemple. Les nombreux réles, fonctions (Figure 29) et génes cibles sont détaillés dans
la revue compléte de Gilmore et Gerondakis (pour revue Gilmore and Geronakis 2011).
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Figure 29. Cellules cibles et fonctions de c-Rel

Fonctions de c-Rel en conditions physiologiques de développement (vert) et pathologiques
(rouge). c-Rel joue un réle a la fois dans les cellules T, les cellules B et certains autres types
cellulaires (D’aprés Gilmore and Gerondakis 2011)

La sous-unité c-Rel peut étre inhibée de différentes facons, en agissant sur la translocation
nucléaire, 'expression propre de la protéine c-Rel ou alors la force d’interaction avec 'ADN.
En ce qui concerne la translocation nucléaire trois composés inhibiteurs majeurs ont été
développés : STA-5326 (Keino et al.2008), FK 506 (Sen et al. 1995, Cha-Molstad et al.2007)
et PIN (Fan et al.2009). L’expression de la protéine c-Rel peut étre inhibée avec la technique
classique de siRNA (Small Inhibiting RNa) comme dans les travaux de Tian et Liou (Tian and
Liou 2009). De plus, la pentoxifyline peut inhiber I'expression de c-Rel induite par I'anti CD3
dans les cellules T comme le montre les travaux de Wang et al (Wang et al. 1997). Enfin, les
composeés quinoides peuvent moduler les interactions de liaison a I’ADN de c-Rel conduisant
ainsi a l'inhibition de son activité (Liang et al.2006).

Le role de la sous unité c-Rel a également pu étre étudié et approfondi grace a de nombreux
modéles murins de knock out (KO) (Carrasco et al 1994, Kéntgen et al 1995, Hsiou-Liou et
Hsia 2003, Gerondakis et al 2006, Hunter et Perkins 2016).

c-Rel possede un réle clé physiologique dans le centre germinatif (Germinal Center GC). Les
centres germinatifs sont des structures clés de I'expansion clonale des cellules B ainsi que de
la maturation de leur affinité. C’est dans les GC qu'ont lieu les processus de sélection
Darwiniens de diversification somatique et de sélection des immunoglobulines basée sur leur
affinité dans le but de produire des anticorps de haute affinité afin de garantir une bonne
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réponse immune humorale. (Victora, G. D., & Nussenzweig, M. C. 2022). Le chapitre 2 du
manuscrit exposera plus en détail le réle prépondérant de c-Rel dans le développement B, en
particulier dans le GC. En effet, un modéle murin de knock out c-Rel a démontré des défauts
lors de la formation des GC (Pohl et al.2002). Les phénotypes des souris c-Rel KO ont
également révélé la part importante de cette sous-unité NF-kB dans la prolifération, la survie
et I'expression des anticorps pour les cellules B (Gerondakis et Siebenlist 2010) mais
également son implication dans la prolifération des cellules T (T cells) et la génération de
cytokines (Grigoriadis et al. 1996, Gerondakis et al. 1996). De la méme fagon, les souris c-Rel-
/- possedent seulement 15% de lymphocytes T régulateurs (Treg) normaux dans le thymus
(Isomura et al.2009). De plus, dans les cellules B activées grace au BCR (B cell receptor), c-
Rel joue un r6le dans la transition GO/G1 (Grumont et al. 1998). Enfin, c-Rel est impliqué dans
la croissance des cellules durant la phase G1 grace a une boucle de régulation positive de la
transcription de 'oncogéne c-Myc (Grumont et al.2002).

Cependant, en conditions physiologiques, c-Rel n’est pas indispensable pour la lymphopoiése
et 'hématopoiése (Gerondakis et al.2006).

L’étude de c-Rel dans un contexte pathologique apporte également de nombreux éléments de
compréhension concernant ses fonctions. En plus de son implication dans de nombreuses
fonctions physiologiques, la sous unité c-Rel a pu étre étudiée dans des contextes de
pathologies humaines. En effet, il a été observé des polymorphismes SNP (single nucleotide
polymorphisms) dans le locus REL (Gilmore et Gerondakis 2011). Ces SNPs sont alors a
l'origine de pathologies comme des cancers ou bien des maladies auto-immunes humaines
comme la polyarthrite rhumatoide (Gregersen et al.2009), le psoriasis (Strange et al.2010)
mais également les lymphomes B (Enciso-Mora et al. 2010). Dans le cas des cancers, c-Rel
peut inhiber la croissance et 'expression de génes pro apoptotiques conduisant a un défaut
du cycle cellulaire et I'apparition de malignités via ses interactions avec ANp63a et Tap73
(Yang et al. 2011, Lu et al.2011). Pour les cancers du sein, I'addition d’'une dérégulation des
récepteurs a I'cestrogéne et une surexpression de c-Rel promeut I'expression de la cycline D1.
Ce phénomeéne, associé a une réduction de I'expression de p27, leve le blocage du cycle
cellulaire et conduit a une prolifération aberrante des cellules (Belguise et Sonenshein 2007).
Dans un modele d’étude de kératinocytes humains (Lorenz et al.2014), la dérégulation de c-
Rel affecte la progression du cycle cellulaire en : augmentant 'apoptose et en induisant un
délai entre la phase G2/M avec des aberrations au niveau de la formation des fuseaux
mitotiques. c-Rel peut également promouvoir I'invasion d’un tissu par les cellules cancéreuses
comme I'ont montré Sekiya et al (Sekiya et al.2017) dans une étude sur les capacités invasives
des cellules de choriocarcinome via la voie de signalisation PI3SK/AKT. De plus, certains
modéles d’études de maladie inflammatoire comme I'IBD (Inflammatory Bowel Disease) ont
démontré un réle de c-Rel dans cette pathologie. En effet, les souris KO c-Rel dans ce modéle
étaient protégées du développement de I'IBD car elles ne pouvaient pas produire d’IL23, une
cytokine importante pour le développement de la maladie (Wang et al.2008). Concernant
certaines affections respiratoires comme I'asthme, Donovan et al (Donovan et al.1999) ont
montré que les souris c-Rel KO n’induisaient pas d’inflammation pulmonaire aprés exposition
a 'ovalbumine, un puissant aérosol induisant des maladies pulmonaires. En 2004, une étude
bioinformatique a décrit c-Rel comme un facteur de transcription important dans le phénomene
de consolidation de la mémoire a long terme (long term memory LTM) (Levenson et al. 2004).
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En outre, c-Rel est essentiel a la réponse du foie en cas de blessure afin d’assurer une bonne
cicatrisation et régénération des tissus (Gieling et al. 2010). Enfin, des travaux récents ont
montré que c-Rel était impliqué dans le développement d’hypertrophie cardiaque et de fibrose
en agissant sur la régulation de I'expression de Mef2A (myocyte enhancer factor 2A) et
GATA4, deux régulateurs transcriptionnels de I'hypertrophie (Gaspar-Pereira et al. 2012).
L’étude de la sous-unité c-Rel dans les Lymphomes et en particulier les Lymphomes B Diffus
a Grandes Cellules du Centre Germinatif (Germinal Center Diffuse Large B Cell Lymphoma,
GCB-DLBCL) feront I'objet d’'une partie plus développée dans le chapitre 3 de mon manuscrit.

[.3.6 Sous unité p50

La sous-unité p50 de la voie canonique/classique NF-kB (Figure 30) a pour précurseur p105.
P50, également appelée géne NFkB1 n’a pas d’activité transcriptionnelle propre. NFkB1 est
localisée chez ’'Homme sur le chromosome 4q24 et code la protéine p105. p50 correspond a
la partie N terminale de p105 contenant le RHD (REL Homology Domain). Dans la littérature,
p50 est générée par I'élimination de la séquence consensus en C-Terminal de p105 par le
protéasome 26S (Lin, L., DeMartino, G. N., & Greene, W. C. 1998). Une fois p105 clivée, p50
posséde le domaine de liaison a 'ADN et doit alors former un dimére avec RelA, RelB ou c-
Rel pour pouvoir agir en tant que facteur de transcription. L’homodimére p50 peut également
recruter un coactivateur Bcl-3, membre de la famille IkB (Perkins, N. D. 2007 ; Massoumi, R
et al. 2006). Des études ont montré que Bcl-3 possede un réle dans l'inhibition de la liaison
des homodiméres p50 NF-kB et de son homologue p52. La phosphorylation médiée par Bcl-3
peut inactiver partiellement cette propriété inhibitrice de p50. p50 est également impliquée
dans la survie des cellules B qui ne sont pas encore activées (Grumont, R et al. 1998) et requis
dans l'activation des B (William, C. S., Liou, H. C., Tuomanen, E. I., & Baltimore, D. 1995).
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Figure 30. Représentation schématique de la sous-unité P50 NFk1

La sous-unité p50 posséde comme c-Rel, un domaine d’homologie REL RDH pour Rel
Homology Domain
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I.4. Fonctions clés de la voie NF-kf3 canonique/classique

La voie NF-kB canonique posséde un role dans les deux types de réponses immunitaires,
innée et adaptative (pour revue Bonizzi, G., & Karin, M. 2004) (Figure 31). Premiérement, il a
été montré qu’en cas de déficience RelA et IKKB sur des modeéles de souris, cela les rendaient
plus susceptibles aux infections. (Alcamo, E et al.2001 ; Senftleben, U., Li, Z. W., Baud, V., &
Karin, M. 2001).
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Figure 31. Stimuli et fonctions de la voie classique/canonique NFkB dans la réponse
immune

La voie NF-kB est activée par une variété de signaux inflammatoires, entrainant I'expression
simultanée de multiples génes de la réponse inflammatoire et immune comme les cytokines,
les chemokines, certaines enzymes et molécules responsables de I'adhésion cellulaire. Les
cytokines pro inflammatoires IL-1b et TNFa vont activer NFkB formant une boucle
d’ampilification de la transduction du signal. (D’aprés Bonizzi, G., & Karin, M. 2004)

La plupart des revues de la littérature mentionnent I'implication de la voie classique/canonique
NF-kB dans l'inflammation via COX2, NOX, TNF ou encore I'lL-6 ; dans I'immunité innée via
la sécrétion de cytokines, chemokines, protéases et molécules de I'adhésion cellulaire ; et
enfin dans la survie cellulaire en ciblant BCL-xL, clAPS, GADD4583, BFL1 et SOD2 (Karin, M.,
& Greten, F. R. 2005 ; Rahman, M. M., & McFadden, G. 2011).

Mais la voie de signalisation classique NF-kB ne se limite pas a des fonctions pro-
inflammatoires et immunitaires, elle peut également étre impliquée dans le métabolisme
cellulaire comme le montre les travaux de Capece et al. (Capece, D et al. 2022). NF-kp est en
effet capable de cibler des enzymes du métabolisme comme la 3PFKFB3 (6-phosphofructo-
2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase isoform), la GDH1 (glutamate dehydrogenase 1) et la
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CES (carboxylesterase 1) qui sont des enzymes responsables de I'adaptation métabolique
des cellules cancéreuses.

Ainsi, la voie de signalisation canonique/classique NF-kB est capable de contréler de fagon
directe ou indirecte I'inflammation, la prolifération des cellules cancéreuses et leur survie, la
transition épithélio-mésenchymateuse durant le développement embryonnaire et la
régénération des tissus (Roche, J. 2018) ; les comportements invasifs de certaines cellules,
'angiogenése et la formation de métastase. De méme, NF-k3 peut induire certaines altérations
génétiques et épigénétiques, favoriser la formation de cellules souches cancéreuses,
optimiser leur métabolisme et leur conférer des propriétés de résistances aux thérapies. Enfin,
l'activation de NF-kB peut induire un processus d’immunosuppression par différents
mécanismes (pour revue Taniguchi, K., & Karin, M. 2018).

Chapitre I. Partie 3 Voie alternative/non canonique NF-k3

Concernant la voie alternative, elle mobilise RelB/p52 (Figure 32) et une kinase activatrice NIK
(NF-xB inducing kinase) qui phosphoryle IKKa. En fonction des voies d’activation, les
récepteurs engagés ainsi que les stimuli different (Bonizzi et Karin 2004). Le précurseur de
p52 est p100. Ce dernier sert a la fois de précurseur et d’inhibiteur spécifique de RelB (Sun,
S. C. 2011). La voie alterne dépend du BAFFR (B cell activating factor receptor), du LTBR
(lymphotoxin béta receptor) et comme la voie classique, du CD40 (Kennedy et Klein 2018).
Dans ce cas de figure, la kinase NIK va phosphoryler IKKa pour l'activer puis celle-ci
phosphoryle les sérines situées dans la région C-terminale de p100 entrainant sa dégradation
sélective. Cela induit la génération de p52 et par la suite la translocation nucléaire du dimére
p52/RelB ou p50/RelB au noyau.
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Figure 32. Représentation schématique de la sous-unité RelB et p52 de la voie
alternative/non canonique NFkf

REL B posséde un motif en glissiére a leucine ou leucine zipper (LZ), un domaine d’homologie
RHD et un domaine de transcactivation TAD. Concernant p52 elle ne posséde que le domaine
RHD sans TAD ni motif LZ.
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Figure 33. Fonctions de la voie alternatives non canoniques de NF-k3 en conditions
physiologiques

NF-kB alternative/non canonique est responsable de la médiation de la survie et de
I'homéostasie des LB, de la génération et le bon fonctionnement des T helper (Th17), la
différenciation des ostéoclastes a partir des monocytes, de la production de chemokines par
les cellules endothéliales et la production de glucagon par les hépatocytes (pour revue Sun,
S. C. 2017 ; Yu, J et al. 2014 ; Gardam, S et al.2008 ; Xie, P et al 2007 ; Dejardin, E. 2006 ;
Novack, D. V. 2011 ; Li, Y et al. 2016 ; Maijer, K. | et al. 2015 ; Sheng, L. et al.2012)

Les spécificités de la voie non canonique/alternative reposent sur une transduction du signal
plus lente mais persistante, dépendante de la synthése de protéines, répondant a une petite
partie de signaux médiés par les TNFR, et conduisant a des fonctions plus spécifiques que la
voie classique. La voie non canonique NF-kB est alors sollicitée pour 'organogenése des
tissus lymphoides, limmunité adaptative, certaines propriétés anti-inflammatoires, la
maturation des cellules B, et la formation des ostéoclastes (Gasparini et al.2014) (Figure 33).
RelB est nécessaire pour la production d’'lg dans la situation d’'une activation des LB a la fois
dépendante et indépendante des LT (Weih, F., Warr, G., Yang, H., & Bravo, R. 1997). Cette
sous-unité RelB est également requise pour le développement de la réponse adaptative
médiée par les LT et le développement des cellules NK (Caamano, J et al. 1999). Enfin, RelB
est garant du bon développement des cellules thymiques et les cellules dendritiques de la rate
(Wu, L. et al. 1998) ainsi que la promotion des interactions entre LT et macrophages et I'activité
cytotoxique des LT (Weih, F et al. 1997).
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Au travers de ce premier chapitre nous avons pu voir les deux types de réponse immunitaire
adaptative et innée et également le role clé du LB via la voie de signalisation NF-kB. Il est
maintenant crucial de détailler le lien intime de cette voie de signalisation dans le contexte du
développement B pour pouvoir mieux appréhender le contexte pathologique d’'une activité
aberrante de NF-kB et ses conséquences.
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Chapitre 2 Développement B et voie NF-kB

Nous avons évoqué dans le chapitre 1 la signalisation de la voie NF-kB de la cellule B lors du
contexte physiologique d’'une réponse immune. Nous avons mentionné le réle central de
certaines des sous-unités activatrices de la voie canonique comme RelA et c-Rel qui ont des
fonctions importantes dans le développement et la maturation de la cellule B. Afin de mieux
comprendre le contexte de ce projet de these, il est important de détailler le développement
de la cellule B du stade médullaire au stade périphérique, tout en corrélant I'implication de NF-
KB a ce processus physiologique.

l. Développement B médullaire

Les premiéres études portant sur le développement des cellules B démarrent dans les années
1970 et 1980 notamment par le biais de I'utilisation de modéles murins (Good, R. A., & Zak,
S. J. 1956). Des études sur des modeles de transplantation chez la souris ont permis de
démontrer que les cellules qui dérivaient de la moelle osseuse étaient responsables de la
médiation de la réponse immune via les anticorps (Miller, J. P., & Mitchell, G. F. 1968 ; Mitchell,
G., & Miller, J. F. A. P. 1968). A noter que la revue de Lebien et Tedder (LeBien, T. W., &
Tedder, T. F. 2008) mentionne que le réarrangement fonctionnel des locus lg, aussi bien chez
'’Homme (LeBien, T. W. 2000) que chez la souris (Hardy, R. R., Kincade, P. W., & Dorshkind,
K.2007), est une condition sine qua non au devenir de la cellule B.

Bone marrow

Pre-BCR complex IgM
( — — —
HSC Pro-8 cell Pre-B cell Immature

B cell
CD1S+ CD19+
CD10+ CD10+
CD20- CD20hi
CD4Shi

Figure 34. Focus sur les Stades du développement médullaires

Le développement de la cellule B commence dans la moelle osseuse a partir d’'une cellule
souche hématopoiétique qui va ensuite passer au stade pro B puis Pre B avant d’effectuer
une migration vers la circulation sanguine en tant que B transitionnels (Adapté d’aprés Patel,
A. M et al.2021)
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[.1 Cellule Souche Hematopoiétique

La cellule Souche Hématopoiétique ou HSC (Hematopoietic Stem Cell) est définie comme une
lignée cellulaire Lin~ B220~ KIT* SCA1* FLT3(fms-related tyrosine kinase 3) ~CD34". C’est-a-
dire une lignée cellulaire hématopoiétique capable de s’autorenouveler mais avec des
potentiels de cellules progénitrices appelée MMP (Multipotential progenitors). Ces cellules
MMP sont déficientes pour le marqueur de différenciation vers les erythro-mégakaryocytes
mais elles conservent le potentiel de différenciation en cellules myéloides et lymphoides. Elles
sont ainsi appelées LMPP (lymphoid-primed multipotential progenitors). Le sous-type
Lin"KIT°*SCA1"°¥IL-7R* va donner naissance aux cellules B et T mais pas aux cellules
appartenant a la lignée myéloide, mais elles constituent une population de progéniteurs
Lymphoides Communs ou CLP (Common Lymphoid Progenitors) (Nagasawa, T. 2006). La
lignée myéloide va permettre de donner les sous-types granulocytes, monocytes,
macrophages et les cellules dendritiques par le biais de la myélopoiése dans la moelle
osseuse (De Kleer, | et al. 2014). La lignée lymphoide inclut les sous-types LT, LB et NK
(Kondo, M et al. 2003 ; Weissman, . L. 2000)
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Figure 35. Différenciation myéloide et lymphoide a partir d’une cellule souche
hématopoiétique

Les cellules myéloides sont générées a partir d’une cellule souche hématopoiétique et de
cellules pro génitrices MMP. La figure représente alors le réseau de cellules pro génitrices
capables de donner naissance a I'ensemble des lignées de cellules souches
hématopoiétiques. Les abréviations mentionnées sont les suivantes : cDC, conventional DC ;
CDP, common DC progenitor; CLP, common lymphoid progenitor; CMLP, common
myelolymphoid progenitor; CMP, common myeloid progenitor; DC, dendritic cell, GMP,
granulocyte and macrophage progenitor; MCP, mast cell progenitor; MDP, macrophage and
DC progenitor; MEP, megakaryocyte and erythroid progenitor; NK, natural killer; pDC,
plasmacytoid DC (D’apres Gabrilovich, D. I., Ostrand-Rosenberg, S., & Bronte, V. 2012).

Les précurseurs des LB sont positifs pour le marqueur B220. Selon les capacités d’expression
de différents marqueurs de différenciation, ces cellules B220+ peuvent alors étre divisées en
quatre sous-types cellulaires : les cellules pre-pro B, pro B et pre B qui seront détaillées dans
la suite de cette partie 1 (Hardy, R. R et al. 1991).

Comme mentionné dans le premier chapitre, la voie NF-kB est intimement liée au
développement des lymphocytes et en particulier de la cellule B. En 2018, Nakagawa et
Rathinam (Nakagawa, M. M., & Rathinam, C. V. 2018) ont démontré que ['activation
constitutive de la voie canonique NF-kB dans les CSH entraine une déplétion du pool de CSH,
une pancytopénie et une mort prématurée. Cela est di a I'activation constitutive de IKK2 ou
IKKB dans ces mémes CSH conduisant a leur quiescence. Les études mécanistiques ont
montré une réduction des signaux de type TPO (thrombopoietin (TPO)-mediated signals) et
une régulation diminuée sur sa cible P57 due a I'expression réduite de c-MPL. A noter que la
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voie TPO/c-MPL joue un réle important dans la capacité d’auto-renouvellement et la
quiescence des cellules souches leucémiques (Wang, N., & Zhu, H. Y. 2021). Les études
moléculaires quant a elles montrent que KIf1 est un suppresseur clé de c-MLP dans les CSH
présentant une forte activité NF-kB. Cette étude a donc permis d’identifier un mécanisme
inconnu de la voie canonique NF-kB au niveau du stade CSH du développement B pouvant
conduire a des processus pathologiques.

En outre, une revue de Espin-Palazén & Traver (Espin-Palazén, R., & Traver, D. 2016) expose
l'implication de la voie NF-kB notamment dans I'embryogenése, dans 'homéostasie et la
différenciation des lignées hématopoiétiques et la génération des CSH. Lors du
développement embryonnaire chez les vertébrés, de nombreux défauts en lien avec NF-kB
ont pu étre décelés dans : la morphogenese de squelette ; développement des membres, du
foie et de la peau ; développement neural, formation de la notochorde ; développement des
poumons et des muscles et les capacités de différenciation spécifiques propres aux CSH.
Ainsi, les acteurs spécifiques de NF-kB vont pouvoir étre exprimés de maniére différentielle
dans les sous types de populations hématopoiétiques et cela va permettre de réguler a la fois
la lymphopoiése, I'érythropoiése et la myélopoiése (Figure 32) (Bottero, V., Withoff, S., &
Verma, I. M. 2006 ; Denk, A., Wirth, T., & Baumann, B. 2000 ; Zhang, M. Y., Sun, S. C., Bell,
L., & Miller, B. A. 1998 ; Grossmann, M., Nakamura, Y., Grumont, R., & Gerondakis, S. 1999)
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Figure 36. Voie NF-kB dans la différenciation hématopoiétique

L’expression de NF-kB est qualifiee de tissu spécifique et constitue donc un facteur de
transcription crucial dans 'hématopoiese. p65 et p50 sont des protéines ubquitaires, les autres
membres de NF-kB sont spécifiques a des sous-types cellulaires. Ainsi, 'expression de c-Rel
est propre aux lymphocytes, monocytes, granulocytes et cellules erythroides. RelB de la voie
non canonique/alternative est exprimée dans les cellules dendritiques et les lymphocytes.
Quant a p52 elle est retrouvée au niveau de [I'épithélium de I'estomac et les cellules
dendritiques ainsi que les macrophages et les lymphocytes. C’est par le biais de différents
modeéles murins d’études qu’ont pu étre caractérisés les mécanismes majeurs par lesquels
NF-kB peut moduler la différenciation hématopoiétique. Sur la figure, la mention NF-kB indique
que la sous-unité spécifique de la voie n’a pas encore été identifiée. (D’apres Bottero, V.,
Withoff, S., & Verma, I. M. 2006).

NF-kB est garant du bon développement des précurseurs hématopoiétiques et leur survie ;
joue un role clé dans les stades précoces de 'hématopoiese, le développement des cellules
T, la différenciation en progéniteur commun lymphoide ou myéloide (pour revue Gerondakis
et al. 2012). Une étude démontre également que NF-kB va permettre de protéger les CSH via
des signaux de survie (Yamashita, et al. 2016). Une autre étude montre que la délétion de
RelA/p65 conduit a de nombreux défauts de fonction des CSH (Stein, S. J., & Baldwin, A. S.
2013). Enfin, nous pouvons citer une étude mettant en avant le réle des signaux de type
cohésine médiés par NF-kB dans le freinage de la capacité d’auto-renouvellement des CSH
dans un contexte de vieillissement et d’inflammation (Chen et al. 2019).

|.2 Stades pre-pro B et pro B
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L’engagement du progéniteur vers une différenciation B est rendu possible grace a
l'intervention de I'lL7Ra et de Pax 5 (Burrows et al.2020). Le premier stade de différenciation
est le stade pre-pro B ou les cellules sont B220 positives et possédent les genes relatifs aux
Immunoglobulines en configuration germinale (Allman, D., Li, J., & Hardy, R. R. 1999). Une
étude de single cell (Morgan, D., & Tergaonkar, V. 2022) a permis de mettre en lumiére les
différentes signatures transcriptomiques (chez 'lHomme) associées aux différents stades de
maturation B. Ainsi, au stade pre-pro B sont retrouvés les marqueurs suivants : CD34, CD38,
la TdT évoquée dans le chapitre 1, CD179b, VpreB, CD10, IL7Ra, CD19, CD45/B220, CD43
et RAG1. Dans les cellules pre-pro B, des facteurs de transcriptions associés aux lignées
myéloides sont également exprimés (RUNX2, IRF8, BST2 et TCF4) mais ceux-ci sont
réprimés dés 'engagement vers le stade de différenciation suivant en pro B.

Le stade pro B est divisé en deux phases, on parle alors d’'une phase précoce pro B ou « early
pro B » puis d’'une phase tardive ou « late pro B ». Les cellules pro B précoces sont alors
CD34, CD38, CD24 et TdT positives. Elles possedent également RAG2, EBF1, PAX5, SOX4,
LEF1, RAG1, VpreB et IGLL1. Le stade pro B tardif possede les marqueurs listés
precédemment avec en plus le CD179B, CD10 et IL7RA. SOX4 sert a produire les enzymes
RAG1 et RAG2 indispensables pour la recombinaison VDJ au locus de la chaine lourde,
d’abord une recombinaison DH->JH (pro B précoce) puis VH-DJH (pro B tardif) (Figure 33).
Enfin EBF1 va permettre de produire le VpreB pour la production de la chaine Iégére de
substitution.
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pro-B-cell DNA
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Figure 37. Schéma des réarrangements DH-JH puis VH-DJH aux stades de
différenciation pro B puis pre B

Les rearrangements au niveau du locus de la chaine H précédent ceux de la chaine L. Les
réarrangements se font de maniere séquentielle et conduisent dans un premier temps au
réarrangement d’un segment DH avec un segment JH. Par la suite le segment VH est
recombineé avec ce rearrangement DJH. Malgré l'absence du domaine D, le principe de
réarrangement des locus IG de la chaine légere sont similaires a celui-ci. Les abréviations
mentionnées sur le schéma sont les suivantes Ig H chain: immunoglobulin heavy chain, VH:
heavy chain variable genes, DH: heavy chain diversity genes, JH: heavy chain joining genes,
CH: heavy chain constant genes (D’apres Aribi, M. 2020)
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Concernant le lien entre ce stade pro B et la voie NF-kB, une étude (Paun, A., Claudio, E., &
Siebenlist, U. K. 2021) a démontré qu’une activation constitutive de la voie NF-kB canonique
et non canonique (modéle mb1°"WY) |ors des stades précoces de développement B (pre pro
B, pro B précoces puis tardifs) va altérer le programme transcriptionnel et conduire a la perte
des cellules B via I'apoptose (Figure 38).

Fraction A Fraction B Fraction C
Pre-pro-B Early pro-B Late pro-B

T Classical and alternative NFxB

mb10PWY e M
+ Ebf1 T Caspase 3/7 _
+ Paxs T pro-apoptotic Apoptosis

v Ikaros + Anti-apoptotic

Figure 38. Conséquences de I’activation constitutive de NF-kB lors des stades précoces
de développement B

Une souris mb1°PWY posséde les deux voies NF-kB constitutivement actives subit une perte

des cellules B qui débute en stade pro B et cette perte est amplifiée au stade tardif pro B di
notamment a l'apoptose de ces cellules. Ce processus a lieu dans les cellules de fagon
autonome mais affecte de maniere conséquente les caractéristiques phénotypiques des
organes lymphoides secondaires et le niveau d’anticorps circulants. Cet effet est décrit comme
temporaire car une activation similaire sous une Cre exprimée plus tard dans le
développement B n'a pas entrainé la génération d'un phénotype comparable. (D’apres Paun,
A., Claudio, E., & Siebenlist, U. K. 2021).

|.3 Stade Pre B

Le stade suivant de la différenciation est appelé pre B, c’est a ce moment-la que I'acquisition
d’un pre BCR a lieu. On parle de stade grand pre B puis petit pre B, c’est au moment du stade
grand pre B que le pré-BCR est formé alors qu’au stade petit pre B a lieu le rérrangement DL-
>JL. Au niveau des marqueurs, on va retrouver CD34, CD38, CD24, CD19, IL7RA, IGH, CD43,
RAG1, RAG2, SOX4, LEF1, EIF4EBP1, VpreB, CD79B, PAX5 et RSP27. Les recombinaisons
VDJ de la chaine lourde constituent un récepteur dit pré-BCR retrouvé au stade de
développement grand pre B. Par la suite, la réexpression de SOX4 permet le réarrangement
de la chaine légére sur le segment VJ (VJ->JL) grace aux recombinasses RAG1/2 au stade
petit pre B(Figure 35).
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Figure 39. Stades de différenciation précoces de la cellules B

Les différents stades précoces de développement B sont caractérisés par le processus de
recombinaison VDJ. Les chaines lourdes IgH et Iégeres IgL sont réarrangées aux stades pro
B et pre B respectivement. Chaque étape est subdivisée selon I'assemblage séquentiel des
segments VDJ. La réplication et la recombinaison sont des processus mutuellement exclusifs
comme indiqué par les fleches circulaires et le signe VDJ a l'intérieur des cellules. Les lignes
en pointillés séparent les stades pro B et pre B et indiquent le moment ou les signalisations du
pre BCR et du BCR sont requises pour effectuer la sélection positive et la progression de la
cellule B aux autres stades de maturation. Les lignes continues indiquent les récepteurs clés
qui vont contréler chaque stade du développement B. Il existe des différences d’intensité
concernant le signal IL7 indiqué en vert, soulignant que chaque sous étapes de différenciation
a besoin d’une concentration plus ou moins abondante en ligand IL7R (Adapté d”apres Pérez-
Vera, P., Reyes-Leon, A., & Fuentes-Panana, E. M. 2011)

Pour rappel, un pré-BCR est assemblé a partir de la chaine lourde p (uH) et de la chaine
légére de substitution avec les molécules de signalisation Iga et IgB. La chaine légére de
substitution est composée de VpreB1/2 et A5 (Figure 40).
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Figure 40. Représentation schématique du Pre BCR (D’aprés Winkler, T. H., & Martensson,
I. L. 2018).

Sur le schéma est représenté un pré-BCR composé de l'anticorps (uH), des chaines légéres
de substitution comprenant les molécules de signalisation Iga et IgB. Les chaines de
substitution sont constituées de segments VpreB1/2 et A5 chacune contenant une région
unique représentée par une queue dépassant de la molécule respective

La littérature qualifie le stade pre B comme un « checkpoint » important de la différenciation B
(Figure 40). L’étude de Hendriks & Middendorp (Hendriks, R. W., & Middendorp, S. 2004) a
démontré que le pré-BCR était capable d’induire une signalisation cellulaire de maniére
constitutive et sans intervention du ligand. Par conséquent les cibles en aval de la cascade du
pré-BCR, comme SLP-65 et BTK, peuvent assurer la régulation de la prolifération des LB et
exercer un pouvoir de suppresseur de tumeurs.
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Figure 41. Représentation schématique de la différenciation B chez la souris

Les lignées cellulaires issues de la différenciation B peuvent étre classifiees en 4 stades basés
sur les statuts de réarrangement des loci Ig et I'expression d’un pré-BCR. Différents blocages
exercés par l'inactivation ciblée des genes sont indiqués en bleu. Les molécules qui sont up
régulées ou down régulées au stade large pre B arrétent le cycling et progressent en
maturation pour devenir des small pre be sont indiqués en rouge. Les abréviations suivantes
sont mentionnées sur le schéma : BCR, B-cell receptor; Btk, Bruton's tyrosine kinase; GL,
germline configuration; IRF, interferon regulatory factor; RAG, recombination-activating gene.
(D’aprés Hendriks, R. W., & Middendorp, S. 2004)

Le pré BCR peut exercer ses fonctions de « checkpoint » en régulant certaines voies de
signalisation dont NF-kB. En effet, les premieres étapes de la signalisation du pré-BCR ont
lieu aprés phosphorylation de Lyn, Blk et Syk avec ZAP70, Btk, Vav, PLC-y2 et différentes
protéines adaptatrices comme BLNK, LAB, LAT and SLP-76 (Anbazhagan et al.2013). En
aval, ces molécules vont activer la voie PI3SK/AKT et la voie des MAPK entrainant une
augmentation de la voie de la signalisation canonique NF-kB et I'activation de cFos/AP1. Le
pré-BCR induit également une diminution de I'expression des genes RAG1/2, E2A et PAX5
de fagon PI3K dépendante. L’ensemble de cette étude démontre que le pré-BCR avec le CD19
vont engendrer une augmentation des signaux de divisions cellulaires. L’expression
membranaire du pré-BCR survient donc au stade grand pre B comme mentionné
précédemment et prend fin au stade petit pre B avec le début du réarrangement de la chaine
légére.

[.4 Cellule B immature

Le développement B se poursuit dans la moelle par le stade cellules B immatures. Un B
immature est caractérisé par la signature suivante CD19+, CD20+, CD24+, CD38+, CD45+ et
EBF1+, EIFAEBP1+, TNFRSF13C (Morgan, D., & Tergaonkar, V. 2022). A ce stade, les
cellules B immatures vont étre rendues anergiques ou bien entrer en apoptose en réponse a
un antigéne du soi, c’est le processus de tolérance centrale (Figure 42). L’'IgM est exprimée a
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la surface de ces cellules B naives immatures mais ne sont pas encore au stade IgM+ et IgD+,
stade observé chez les cellules B naives matures.

La tolérance centrale est régulée par I'édition du BCR et I'apoptose qui opérent de fagon
successive durant une période de 2 a 3 jours. Ce processus d’édition du BCR implique la
recombinaison de la chaine légére d'immunoglobuline, conduisant a des réarrangements
secondaires qui peuvent altérer la spécificité du récepteur en remplagant une chaine Iégére
par une autre. A ce stade, la cellule B immature voit son signal BCR qualifié de BCR tonique
afin de promouvoir la sélection positive des cellules B avec des récepteurs « non liés » au
travers de la signalisation PISK dépendante tandis que le la stimulation antigénique du BCR
va amplifier le phénoméne de sélection négative (Nemazee, D. 2017).
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Figure 42. Elimination des cellules B auto réactives par le mécanisme de tolérance
centrale

Le développement des cellules B immatures a partir des cellules souches hématopoiétiques
est suivie de la génération d’'un phénomeéne d’auto-réactivité causé par le réarrangement
aléatoire du processus de recombinaison VDJ V(Variable), D (Diversity), J (Joining). Dans la
moelle osseuse, une proportion significative de B immatures auto réactifs est réduite grace a
ce checkpoint de tolérance centrale. Les mécanismes appartenant au phénomeéne de
tolérance centrale incluent 'anergie et I'édition du récepteur. La tolérance centrale et ses
meécanismes intrinséques sont mediés par la force de liaison du BCR des cellules B immatures
et des antigenes du soi présents dans la moelle osseuse. Les cellules B immatures qui ont
échappé aux mécanismes de tolérance centrale vont migrer en périphérie afin de poursuivre
leur développement en tant que cellules B transitionnelles. (D’aprés Bonasia, C. G. et al. 2021)

Au stade de la cellule B immature, NF-kB est impliquée dans la survie de ces cellules dans la
moelle osseuse. Par exemple, NF-kB va permettre la production de signaux de survie durant
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les réarrangements de la chaine légére Igh ou Igk. L’expression du BCR entraine une
différenciation en cellules B immatures qui est dépendante de NF-kB.

Il. Développement périphérique

Aprés une phase de développement médullaire se terminant par le stade B immature, les
cellules B vont poursuivre leur maturation en périphérie. Les stades concernés par le
développement périphérique sont les B transitionnels puis les B naifs (Figure 43).

Peripheral blood
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Transitional/Regulatory Naive B response
B cell cell
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CD24hi CD24+
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Figure 43. Développement B périphérique au niveau de la circulation sanguine (Adapté
d’aprés Patel, A. M et al.2021)
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Aprés un certain nombre de d’étapes de développement et de maturation au niveau de la
moelle osseuse, la cellule B immature va migrer dans la circulation sanguine en tant que B
dits transitionnels. Par la suite, ce B transitionnel va évoluer en B naif qui pourra a son tour se
différencier en cellules plasmatiques a courte durée de vie ou bien poursuivre sa maturation
au niveau des organes lymphoides secondaires.

[1.1 B transitionnels

Sur les LB transitionnels, on va retrouver les marqueurs CD19+, CD24 high, CD38 high, IgD+,
CD77 et CD45 high. Une classification basée sur des caractéristiques phénotypiques et
morphologiques établie par Loder et al. (Loder, B. F et al. 1999) permet de séparer deux sous-
types de B transitionnels, les T1 et les T2.

Les B transitionnels T1 sont fortement IgM, IgD-, CD21-, CD23- alors que les T2 conservent
également une IgM fortement exprimée mais sont IgD+, CD21+ et CD23+ (Chung, J. B.,
Silverman, M., & Monroe, J. G. 2003). En faisant usage du marqueur AA4, Allman et al.
(Allman, D et al. 2001) ont décrit un 3e sous-type de B transtionnels T3 qui ressemble au T2
a l'exception suivante, les T3 ont des niveaux d'IgM plus faibles. L’étude montre que
'expression de I'lgM de surface (slgM), CD23 et AA4 définissent ainsi 3 types de population
non prolifératives de cellules B périphériques immatures/transitionnelles. La premiére est une
population T1 (AA4+, CD23-, slgM high), la deuxieme T2 (AA4+, CD23+, sIigM high), et la
troisieme T3 (AA4+, CD23+, sigM low).

Les T1 et les T2 vont répondre de maniére différente a une stimulation antigénique. En effet
les T2 sont plus aptes a répondre a un stimulus via le BCR et cela s’explique par la présence
de nombreux marqueurs d’activation comme la protéine de survie BCL-xL et une prolifération
amplifiée. La stimulation du BCR des B T2 conduit également a la maturation phénotypique
de celles-ci alors que les T1 vont mourir. La stimulation du BCR associée au T2 dépend de la
kinase BTK (Bruton Tyrosine Kinase). La BTK joue un réle majeur dans la transition T1 vers
T2. On retrouve également des sérines/thréonines kinases ERK, p38 MAPK et AKT activeées
dans les T2 comparé aux T1, la aussi de fagon BCR dépendante. Ces voies de signalisation
vont pouvoir régir les processus de développement et de sélection critiques pour la formation
des cellules B matures (Petro, J. B et al. 2002).

Par ailleurs, une étude de Feng et al. (Feng, B., Cheng, S., Pear, W. S., & Liou, H. C. 2004) a
mis en lumiére le r6le de NF-kB dans la régulation de points de contrdle clés au cours du
développement des cellules B. Le premier concerne justement la transition pre B vers B
immature et en particulier leur viabilité faisant intervenir p50 et p65 ; le second va assurer la
délivrance de signaux de survie et de maturation pour le développement des B folliculaires
matures grace a p50, p52 mais également c-Rel. Les cellules B matures dépendent fortement
des complexes contenant c-Rel pour réguler leur survie ainsi que leur programme de cycle
cellulaire aprés la reconnaissance de I'antigéne par le BCR.

[1.2 LB naifs

Les cellules B naives possedent les marqueurs CD19+, CD24+, CD38- ou low, IgM-, IgD+,
CD27-, CD77-, CD45 high et CD44 high.
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La différenciation en cellule B naive peut s’opérer seulement si la capacité de transduction du
signal via le BCR et le BAFF (B-cell Activating Factor) est forte (Cariappa et al.2001). Les
cellules B naives vont alors pouvoir migrer au travers de la circulation sanguine et du systéme
lymphatique afin de rejoindre les organes lymphoides secondaires: rate, ganglions
lymphatiques, amygdales, plagues de Peyer et autres tissus lymphoides associés aux
muqueuses. Cette migration rapproche ainsi les cellules B naives des zones ou se trouvent
les cellules T. Si le B naif ne rencontre pas d’antigéne, alors il pourra de nouveau entrer dans
la circulation sanguine en revanche, en absence de signaux de survie, ces cellules mourront
en quelques jours. A l'inverse, si le B naif rencontre un antigéne et recoit 'appui d’une cellule
T, la cellule B ainsi activée restera dans les follicules des organes lymphoides secondaires et
initiera une réponse du centre germinatif (Kienzler, A. K., & Eibel, H. 2016).

Concernant le développement périphérique dans la rate, il existe des LB de la zone marginale
et des LB folliculaires. La zone marginale représente une petite population de cellules B innées
appelées MZB (Marginal Zone B Cells), retrouvée dans la rate mais également dans les
ganglions lymphatiques ainsi que le sang. La fonction principale des LB de la zone marginale
est de pouvoir répondre rapidement en cas d’infections causée par des microorganismes
pathogéne du sang, mais aussi de sécréter des anticorps. Cette derniere fonction est
importante pour la garantie de I'élimination des débris cellulaires aprés apoptose. Les cellules
MZB sont dotées d’un BCR faiblement réactif ou poly/auto réactif mais ils ne sont pas
pathogénes. En revanche si les MZB sont activées de maniere simultanée avec un antigene
du soi et/ou des PAMPs/DAMPs (damage-associated molecular patterns), les MZB vont
participer aux étapes initiales qui conduisent a la rupture de la tolérance immunologique (pour
revue Palm, A. K. E., & Kleinau, S. 2021). C’est pourquoi la présence de cellules MZB dans la
rate est fréquemment associée a des phénoménes d’auto-immunité et ces cellules sont
capables de présenter des antigeénes du soi et donc activer des lymphocytes T « helper »
également auto réactifs.

Les LB folliculaires dit FOB (follicular B cell) diverge des MZB et 'engagement de la
différenciation vers I'un ou l'autre est une étape clé de la différenciation périphérique de la
cellule B. Les cellules B sont sélectionnées pour se différencier en ces deux sous-types selon
la force de la signalisation du BCR. Ainsi, un fort signal du BCR favorise le développement
des FOB | alors que des signaux moins forts induisent le développement de cellules MZB. De
plus, I'association d’'un BCR fort et de BAFF (B cell-activating factor) sont suffisants pour
induire le type FOB IlI.

La voie canonique NF-kB située en aval du récepteur BAFF est essentielle au développement
des MZB. De fagon intéressante, I'activation de la BTK médiée par le BCR et I'activation de c-
Rel médiée par la PI3K sont requises pour le développement du sous-type FOB I. Il est
également important de mentionner que la signalisation de NOTCH2 est aussi importante dans
I'établissement des MZB. C’est aussi NOTCH2 qui est a l'origine de 'engagement vers le sous-
type FOB versus MZB en régulant les protéines de la famille E2A (pour revue Pillai, S., &
Cariappa, A. 2009).

Dans la littérature, les cellules B naives ont longtemps été décrites comme incapables d’activer
des cellules LT. Néanmoins, certains contacts spécifiques avec I'antigéne peuvent mener ces
cellules a former des contacts dont la stabilité s’étend sur plusieurs heures. Il a été montré que
ces cellules B naives conjuguées aux cellules T naives forment une synapse immunologique
au niveau de leur zone de contact. Les cellules B vont ainsi favoriser la prolifération cellulaire
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des LT, et leur stimulation va également initier la différenciation en cellules T régulateurs. Cette
sous population de B naifs impliquée dans la génération de T régulateurs est appelée bTregs
(Reichardt, P et al. 2007).
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Figure 44. Acquisition de la mémoire des cellules B en 2 phases

Lors de la phase 1 (gauche), les cellules B naives quittent la circulation sanguine pour entrer
dans les follicules des organes lymphoides secondaires et surveillent I'environnement a la
recherche d’antigénes. Les antigenes repérés et capturés par les cellules folliculaires
dendritiques activent les cellules B via le BCR. Les antigénes subissent différents processus
et sont ensuite présentés aux cellules T a la limite de rencontre LB LT, entrainant alors les
cellules B naives a proliférer et se différencier en 3 types cellulaires : cellules B du centre
germinatif (germinal center GC), des cellules B mémoires indépendantes du GC et des cellules
plasmatiques a courte durée de vie. Lors de la phase 2 de la réponse primaire (droite), les
cellules B du GC (GCB) nouvellement différenciées vont former les centres germinatifs et
subirent 'hypermutation somatique (SHM) dans la zone sombre avant de migrer vers la zone
claire ou elles rencontreront les antigenes présentés par les cellules folliculaires dendritiques.
Les GCB vont ensuite présenter I'antigene au LT folliculaire dits helper TFh et peuvent ensuite
se différencier en cellule B mémoire, en cellule plasmatique a longue durée de vie ou entrer
de nouveau dans la zone sombre du GC. Dans la réponse secondaire (en bas a droite) les
cellules B mémoires répondent a 'antigene, se différencient cellules plasmatiques a longue
durée de vie ou en B du GC qui vont subir les réactions propres aux GC (mentionnées dans
le chapitre 1) (D’aprés Akkaya, M., Kwak, K., & Pierce, S. K. 2020)
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La littérature montre qu’au stade de B naifs, la voie NF-kB est garante de la survie de ces
cellules et du bon déroulé du développement B a ces stades précoces (Gerondakis, S., &
Siebenlist, U. 2010 ; Kaileh, M., & Sen, R. 2012 ; Klein, U., & Heise, N. 2015).

[1.3 Cellules plasmatiques a courte durée de vie

Dans les organes lymphoides secondaires, il y a des follicules primaires | quiescents qui sont
constitués de cellules B naives capables de migrer et rechercher leur antigéne, mais
également des follicules secondaires Il activés contenant un centre germinatif constitué d’un
pool de cellules blastiques (Allen, C. D., & Cyster, J. G. 2008).

Aprés la rencontre avec l'antigéne, la cellule B peut se différencier en cellules B du centre
germinatif ou bien prendre la trajectoire d’une cellule B plasmatique a courte durée de vie
(Figure 44). Une cellule plasmatique a courte durée de vie posséde les marqueurs suivants :
CD19+, CD24-/low, CD38 high, IgD-, CD77-, CD20+, CD138+. Les cellules plasmatiques a
courte durée de vie vont étre rapidement formées au sein des organes lymphoides
secondaires ou elles vont subir des processus d’apoptose une fois la phase intensive de
sécrétion d’anticorps réalisée (Smith, K. G., Hewitson, T. D., Nossal, G. J. V., & Tarlinton, D.
M. 1996). Les cellules plasmatiques a courte durée de vie vont donc étre opposées a une
autre population de cellules plasmatiques qui va survivre sur une période plus longue afin de
maintenir une immunité humorale sur le long terme (Slitka, M. K., Antia, R., Whitmire, J. K., &
Ahmed, R. 1998).

Il existe un stade intermédiaire entre les cellules B naives et les plasmocytes a courte durée
de vie appelé plasmablastes (Figure 41) (pour revue Tellier, J., & Nutt, S. L. 2019).

Les plasmablastes sont des cellules a courte durée de vie, capables de circuler et produites
en grand nombre lors de la réponse immune précoce. Dans la réponse primaire, les
plasmablastes n’ont pas encore subi le processus d’hypermutation somatique dans les centres
germinatifs et produisent des anticorps de faibles affinités. Les plasmablastes peuvent étre
activés par des protéines de fagon T dépendante ou non, notamment via des polysaccharides.
Cette réponse primaire est notamment favorisée dans la zone marginale. Par ailleurs, les
plasmablastes sont retrouvés en supériorité numérique lors des phases de réponses
secondaires a l'infection, la vaccination ou lors d’'une pathologie auto-immune. En revanche,
ces plasmablastes qui dérivent de cellules B mémoires qui ont déja subi la maturation d’affinité
dans les réactions propres du centre germinatif sont capables de produire des anticorps
d’affinité conséquente pour leurs cibles (Nutt, Stephen L., et al.2015).

De fagon générale, les plasmablastes sont des cellules se divisant de maniere inégale (Tooze,
Reuben M.2013), et seulement une petite partie va avoir la capacité de se différencier en
plasmocytes a longue durée de vie (Amanna, lan J., Nichole E. Carlson, and Mark K. Slifka.
2007; Chang, Hyun-Dong, Koji Tokoyoda, and Andreas Radbruch. 2018; Landsverk, Ole JB,
etal. 2017).
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Figure 45 Schéma récapitulatif des propriétés métaboliques et cellulaires des cellules
sécrétrices d'anticorps

Sur le schéma est représenté le processus de maturation des cellules sécrétrices d’anticorps
ou ASC pour Antibody Secreting Cells). Les caractéristiques phénotypiques propres des
cellules B naives et des stades ultérieurs de différenciation (Plasmablaste, cellule plasmatique
a courte durée de vie et longue durée de vie) sont indiquées. Un « - » fait état d’'un manque
du composé mentionné ou d’un défaut de processus, et un « +» ou « ++» suggerent des
niveaux d’expressions ou d’activités élevés. Les abréviations mentionnées correspondent a :
Ab, antibody; BM, bone marrow; LP, lamina propria; SLO, secondary lymphoid organ; UPR,
unfolded protein response. (D’aprés Tellier, J., & Nutt, S. L. 2019)

1. Développement périphérique dans le thymus

En contexte physiologique, le thymus contient également une petite proportion de lymphocytes
B dont les origines ainsi que les fonctions ne sont pas toutes connues. Il est pourtant
mentionné dans la littérature que ce sous-type de cellules B développé a partir de progéniteurs
dans le thymus fonctionnent indépendamment du pool de LB situé en périphérie. On les
appelle les cellules B thymiques, elles sont phénotypiquement distinctes des cellules B
folliculaires et des cellules B1. Elles possédent une forte expression du CMHII, de diverses
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molécules de costimulation et sont capables d’initier des interactions cellulaires lors des
processus de présentation de I'antigéne. Les cellules B thymiques vont étre retrouvées a la
jonction cortico-médullaire suggérant ainsi qu’elles pourraient étre impliquées dans la sélection
négative des LT. La littérature démontre qu’en effet, les LB auto réactifs contribuent a la
sélection négative des LT tandis que les LB thymiques pourraient étre impliqués dans la
suppression spécifique d’'un sous type-particulier de LT auto réactifs (Fehervari, Z. 2013). Au
niveau du thymus, on parlera donc d’'un phénomeéne de tolérance périphérique. C’est-a-dire
que cette tolérance périphérique s’assure que les cellules B et T sortant du thymus ne peuvent
pas entrainer des phénomenes d’auto-réactivité.

Par ailleurs, une étude a montré que ce méme pool de LB dits thymiques, est capable de
promouvoir la formation de structures similaires aux centres germinatifs et peuvent aider a
I'expansion cellulaire des T folliculaires (Hidalgo, Y et al.2020).

Par ailleurs, il existe une population de cellules B dites B1 dont la maturation s’effectue au
niveau du foie contrairement au sous-type B2 retrouvé dans la moelle osseuse. Les cellules
B1 constituent un pool de cellules sélectionné pour leur capacité d’auto réactivité et constituent
un groupe cellulaire a longue durée de vie, capable de s’autorenouveler et de produire des
IgM (Baumgarth, N. 2011). Les cellules B2 quant a elles représentent la majorité des cellules
B, elles sont de courte durée de vie, recirculent et sont métaboliguement quiescentes. Elles
peuvent étre activées dans les organes lymphoides secondaires ou elles peuvent collaborer
avec les LT « helper » pour générer des anticorps spécifiques, c’est le sujet du paragraphe
suivant (Mahajan, V. S et al. 2021).

V. Développement périphérique dans le centre germinatif

Les B naifs vont étre impliqués dans une premiére phase de réponse a la suite de la rencontre
avec un antigéne. On parle de réponse primair.

Une grande partie du développement B va se passer dans une structure lymphoide secondaire
appelée centre germinatif ou GC (germinal center) (Figure 46). Les GC sont définis comme de
micro-structures anatomiques ou a lieu I'expansion clonale et le développement de I'affinité
des anticorps ainsi que leur maturation. C'est au niveau de ces mémes GC que les LB
subissent le processus de sélection Darwinien d’hypermutation somatique et de sélection par
criteres d’affinité des immunoglobulines dans le but de produire des anticorps de trés haute
affinité, essentiels pour la médiation de 'immunité humorale (Victora, G. D., & Nussenzweig,
M. C. 2022).
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Figure 46. Structure et microenvironnement des Centres Germinatifs

Les LB activés via un antigene vont se différencier en centroblastes qui vont subir I'expansion
clonale dans la zone sombre du GC. Durant la prolifération, le processus d’hypermuation
somatique va induire des changements de bases au niveau de la jonction V(D)J des genes
réarrangés codant pour les régions variables des segments IgV de la chaine lourde et légere.
Certaines de ces mutations conduisent a un changement de la séquence en acides aminés.
Les centroblastes vont ensuite se différencier en centrocytes et progresser vers la zone claire
ou ils vont modifier leur récepteur a I'antigene avec l'aide des cellules immunes T et cellules
dendritiques folliculaires. Le but ici est d’améliorer la capacité de liaison a l'antigene. Les
centrocytes néo synthétisés capables de produire des anticorps non favorables subissent
I'apoptose et sont éliminés. Une petite partie des centrocytes va s’engager dans le processus
de recombinaison de classe. Il existe une circulation dynamique des centroblastes et des
centrocytes entre la zone sombre et claire du GC médiée par un gradient de chimiokines établi
par les cellules stromales des 2 zones respectives (Allen, C. D et al. 2004). Les centrocytes
sélectionnés de facon favorable vont pouvoir se différencier en cellules B mémoires ou bien
en cellules plasmatiques. (D’apres Klein, U., & Dalla-Favera, R. 2008).

La premiéere description des GC remonte a 1884 par Flemming, et cette structure particuliere
est qualifiée de clusters de réplication pour les cellules dans les amygdales chez 'Homme.
Les GC sont également identifés comme source primordiale du pool de lymphocytes
(Nieuwenhuis, P., & Opstelten, D. (1984). Les GC sont donc des structures transitoires qui se
forment au sein des organes lymphoides périphériques en réponse a des antigenes
dépendants des cellules T (MacLennan, I. C. 1994). Au sein des GC, les cellules B vont
pouvoir exprimer des anticorps de haute affinité et se difféerencier en cellules sécrétrices
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d’anticorps les plasmocytes et cellules mémoires médiant et garantissant une protection
efficace contre les invasions de pathogénes. Les réactions du GC sont d’'une importance
primordiale car en cas de défaut les syndromes d’immunodéficience sont observés dans la
plupart des patients ne pouvant plus assurer la formation de ces GC, pour revue (De Silva, N.
S., & Klein, U 2015).

La formation du GC se fait donc en plusieurs étape aprés la rencontre de I'antigéne et selon
les étapes successives mentionnées sur la Figure 46.
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Figure 47. Initiation des réactions du GC et formation d'un GC mature dans le ganglion
lymphatique

Le schema représente les étapes successives conduisant aux réactions du GC et la formation
d’un GC mature au sein du ganglion lymphatique. Cette figure est établie a partir d’études
récentes ayant montré les mouvements des antigenes spécifiques aux cellules B et T dans les
ganglions lymphatiques durant la réponse immune (Kerfoot, S. M et al. 2011 ; Kitano, M et al.
2011). AJO, les LB et LT sont activés par la reconnaissance de leur antigéne dans le follicule
primaire et la zone T respectivement. A J1, les cellules B et T activées vont migrer dans la
région inter folliculaire et pouvoir initier des interactions entre elles. C’est a J2 que les cellules
B et T vont pouvoir former des interactions sur le long terme permettant le potentiel d’activation
le plus haut pour les cellules B. Les cellules T vont acquérir les caractéristiques phénotypiques
des cellules T follliculaire helper (Tth). A J3, les Tth vont migrer de la région interfolliculaire
vers lintérieur du follicule. Certains B activés par l'antigéne se différencient en cellules
sécrétrices d’anticorps, les plasmablastes précoces. Ceux-ci vont migrer dans une région
adjacente appelée sinus sous capsulaire (SCS subcapsular sinus). Au J4, les cellules B
migrent a leur tour de la région inter folliculaire vers la partie centrale du follicule qui est
caractérisé par un réseau dense de cellules folliculaire dendritiques (follicular dendritic cells
FDCs). Les B vont alors débuter leur prolifération et entrainer la poussée des cellules
folliculaires résidentes de cété pour former le centre germinatif précoce consistant en un pool
de cellules B blastiques entouré la zone du manteau. Cette structure est aussi appelée follicule
secondaire, le distinguant du follicule primaire qui est moins abouti en phénotype GC. Aux
jours 5 et 6, le GC continue son expansion de fagon rapide di a la prolifération intense des
cellules B blastiques. Au 7° jour, les zones sombres et claires se forment modelant ainsi
l'architecture du GC mature. La zone sombre consiste en une zone dense regroupant un
nombre consistant de cellules B blastiques alors que la zone claire contient les Tth et les
cellules FDCs. Les abréviations mentionnées sur le schéma sont : CD40L, CD40 ligand; DC,
dendritic cell; TCR, T cell receptor. (D’aprés De Silva, N. S., & Klein, U 2015)
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Le GC est donc une structure riche en cellules ayant leurs caractéristiques propres. La
premiere approche pour identifier les populations de LB du GC (ou GCB) se fait par le biais de
la cytométrie en flux puis, avec le perfectionnement des techniques scientifiques, les GCB ont
pu étre étudiées par approche single-cell mentionnée dans la revue de Attaf et al (Attaf, N.,
Baaklini, S., Binet, L., & Milpied, P. 2021). Les GCB sont caractérisées par un phénotype de
surface spécifique et sont reconnues via les marqueurs
CD19* B220* IgD~ CD38~ GL7* CD95* PNA* chez la souris et
CD19* IgD~ CD38" CD10* chez 'Homme. Les GCB sont également connues pour exprimer
fortement BCL6, mis en avant par un marquage intracellulaire. Ensuite, on peut distinguer les
GCB de la zone claire (LZ Light zone) CD83* CD86* CXCR4", des GCB de la zone sombre
(DZ Dark Zone) CXCR4" CD83~ CD86" (Victora, G. D., et al. 2010). Cette stratégie est utilisée
pour identifier les populations LZ et DZ également chez 'Homme (Victora, G. D et al. 2012).
La cytométrie est donc utilisée pour étudier I'expression de marqueurs additionnels ou bien
trier les populations GCB en vue de caractérisations plus poussées par utilisation du
séquencgage ou bien de culture cellulaire.

Les difféerentes méthodes de d’études des populations GCB sont représentées sur la figure

48.
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Figure 48. Approche single cell pour I'étude des populations GCB

Les méthodes de single-cell pour I'étude des populations GCB sont représentées sur cette
figure. (A) Représentation schématique de la stratégie de gating pour l'identification des
populations GCB humaines en haut et murines en bas puis le gating permettant la distinction
entre les populations LZ et DZ (B) Représentation schématique des méthodes de
séquencgages et de production de BCR a partir d’une seule cellule B : amplification par single-
cell RT-PCR des genes Ig puis séquengage des amplicons et clonage (haut) ou culture single-
cell in vitro sur feeder pour promouvoir la prolifération des cellules CB et leur différenciation
en cellules productrices d’anticrops plasmablastes (bas). (C) Représentation schématique des
méthodes nécessitant le single-cell RNA-seq pour l'analyse du transcriptome et des
séquences du BCR en parallele (d’apres Attaf, N., Baaklini, S., Binet, L., & Milpied, P. 2021)

Le GC ,du fait de sa constitution sa nature et ses fonctions, représente donc une structure trés
dynamique et essentielle a la bonne maturation des cellules B (Figure 49).
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Figure 49. Représentation schématique de la structure dynamique du GC

Durant les processus de maturation d’affinité dans les GC, les GCB subissent une série de
changements fonctionnels et de checkpoint de sélection (numérotés de 1 a 6) qui ont lieu de
fagcon séquentielle dans des microenvironnements distincts. La LZ (en haut) contient des FDC
et les GC TFh. La DZ (en bas) contient les FDC de la DZ. Les GCB de la DZ se divisent et
subissent la SHM dans la DZ (n°1). Les GCB post-SHM peuvent exprimer un BCR non
fonctionnel dans ce cas elles vont mourir par apoptose dans la DZ (n°2). Si les GCB expriment
un BCR fonctionnel alors ces GCB post-SHM migrent vers la LZ (n°3). Les GCB de la LZ
subissent ensuite une sélection selon leur affinité dans la LZ (n°4). Les cellules non
Sélectionnées vont mourir par apoptose dans la LZ. Les GCB post sélectionnés peuvent avoir
1 des 3 devenirs possibles (n°5) : se différencier en B mémoires, en cellules plasmatiques, ou
bien étre recyclées pour entrer de nouveau dans la DZ (n°6) et ré-initier un cycle de maturation.
(D’aprés Attaf, N., Baaklini, S., Binet, L., & Milpied, P. 2021)

Pour résumer (pour revue Klein, U., & Dalla-Favera, R. 2008), le GC constitue donc I'organe
lymphoide ou les cellules B ayant été activées par un antigéne peuvent diversifier leur géne
d’immunoglobuline par le processus de SHM afin de promouvoir la génération d’anticorps de
haute affinité. La plupart des cellules subissent ensuite la CSR pour garantir la génération
d’anticorps avec des fonctions effectrices spécifiques.

Comme vu dans le chapitre 1, que ce soit la SHM ou la CSR, les 2 processus sont associés a
des cassures de 'ADN. C’est pourquoi les cellules GCB vont utiliser des mécanismes
spécialisés leur permettant une activité de modification de 'ADN sans induire de réponse de
réparation de celui-ci, notamment en inhibant 'apoptose p53 dépendante et indépendante.

Nous verrons dans la suite de cette partie que ce sont les centroblastes qui subissent la SHM
et sont programmés pour proliférer de fagon importante afin de constituer un nombre élevé de
mutations d’immunoglobulines dans un temps restreint qui vont ensuite permettre la sélection
des anticorps de haute affinité. Cependant, ces centroblastes sont également dotés d'un
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programme pro-apoptotique qui est garant de I'élimination rapide de la cellule qui serait
amenée a générer des anticorps avec des propriétés de liaison sous-optimisées.

Le facteur de transcription BCL6 est I'acteur majeur de régulation de la différenciation des
GCB car il est responsable de la répression des génes impliqués dans la régulation négative
du cycle cellulaire et de l'inhibition des genes en lien avec I'activation des cellules B. BCL6
assure également le blocage de la différenciation en plasmocytes et en B mémoires ainsi que
la réponse au stress génotoxique.

Les GCB sont donc capables de produire des anticorps de haute affinité et sont sélectionnées
sur leur capacité a se différencier en plasmocytes et en cellules mémoires au travers de
changements de programmes d’expression génique qui vont coordonner la régulation de la
prolifération, 'apoptose et la différenciation. Il existe alors plusieurs facteurs de transcriptions
qui vont assurer la régulation de 'ensemble de ces processus comme BCL6 déja mentionné
mais aussi PAX5, NF-kB, IRF4, BLIMP1 et XBP1.

Cependant, les génes impliqués dans I'ensemble de ces processus complexes, prolifération,
apoptose et différenciation lors de la réponse du GC sont sujets aux dérégulations par
l'intermédiaire d’altérations génomique. Parmi elles, les translocations chromosomiques ou le
phénoméne de SHM dans des régions régulatrices, a pour conséquences I'induction d’erreurs
durant les modifications géniques de I'anticorps. La production d’anticorps de haute affinité est
donc source de transformation oncogénique. Cet aspect sera développé dans la chapitre
suivant.

Nous allons voir dans cette derniere partie du chapitre 2, les stades de développement et de
maturation B se déroulant dans le centre germinatif, du centroblaste au centrocyte (Figure 44).
A noter que la voie NF-kB est fortement impliquée dans les stades de maturation B dans le
GC, en particulier la voie canonique avec les sous-unités RelA et c-Rel.
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Figure 50. Etapes de développement B au niveau du Centre Germinatif

Aprés la rencontre avec l'antigene, les cellules B activées vont migrer dans les organes
lymphoides secondaires et vont entrer dans le centre germinatif afin de subir I'expansion
clonale et I'hypermutation somatique (SHM) dans la zone sombre (DZ). Les LB avec des
mutations défavorables sont éliminées par apoptose, ceux qui demeurent favorables pour une
bonne affinité vont interagir avec les cellules folliculaires dendritiques (FDC) et les LT helper
folliculaire (TFH) dans la zone claire (LZ). Les LB subissent la recombinaison de classe (CSR)
et regoivent les signaux de survie pour se différencier en B mémoires ou cellules plasmatiques
a longue durée de vie (Perez-Andres, M et al. 2010). Les cellules B naives peuvent se
différencier en cellules plasmatiques a courte durée de vie via les réponses extra folliculaires
(Elsner, R. A., & Shlomchik, M. J. 2020). Les B naifs peuvent également se différencier en
cellules B associées a I'age sous condition de stimulation (Ma, K et al. 2019). (D’aprés Patel,
A. Metal 2021).

Il est important de mentionner ici que la voie NF-kB par le biais de ses sous-unités activatrices
est capable de moduler I'environnement du GC (Figure 51) pour revue (Kennedy, R., & Klein,
U. 2018).
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Figure 51. Réle des sous-unités NFkB dans l'initiation des centres germinatifs, la
maintenance et la différenciation

Les cellules plasmatiques de haute affinité et les cellules B mémoires sont générées au
moment des réactions du centre germinatif. Au jour 7 de la réponse des centres germinatifs,
un micro-environnement polarisé du GC est établi comprenant une zone sombre (DZ) ou les
GCB subissent I'hypermutation somatique de leur régions IgV et migrent vers la zone claire
(LZ) ou elles vont améliorer leur affinité a I'antigene et subir la pression de sélection positive.
Ce processus implique les cellules dendritiques folliculaires ainsi que les cellules T folliculaires
helper. Les GCB sélectionnées peuvent repartir vers la zone sombre pour proliférer et
hypermuter leur IgV ou bien se différencier en cellules plasmatiques et B mémoires. c-Rel est
requis pour l'activation des cellules B alors que RelA n’est pas indispensable a cette étape.
De maniere indépendante, c-Rel et RelB/p52 permettent la recirculation de ces GCB
sélectionnés de la zone claire vers la zone sombre et pour la maintenance des réactions du
GC. A l'inverse, RelA est nécessaire pour la différenciation du GCB en précurseur de cellule
plasmatique : le plasmablaste. La sous-unité p52 seule (sans RelB) est essentielle pour la
physiologie des cellules plasmatiques. (D’aprés Kennedy, R., & Klein, U. 2018)

V.1 Centroblastes

Les cellules B naives entrent dans le centre germinatif en tant que centroblastes avec les
marqueurs suivants : CD19+, CD38+, IgD-, CD77+, CD20high, CD44-/low. C’est au stade
centroblaste que la cellule B subit les processus d’expansion clonale, d’'ou le nom de zone
sombre du GC due a la densité cellulaire, et le phénoméne d’hypermuation somatique (cf
Chapitre 1).

Les centroblastes sont programmés pour proliférer rapidement afin de générer un grand
nombre de mutations dans les immunoglobulines en un temps court. C’est a partir de ce pool
que peut ensuite avoir lieu la sélection des anticorps de haute affinité. C'est au niveau des
centroblastes que s’effectue une augmentation du facteur PAX5 (paired box protein 5) et une
augmentation de BCL6 entrainant une inhibition du facteur BLIMP1 (B-lymphocyte-induced
maturation protein 1). A noter lors des processus de transformation maligne, les fonctions
physiologiques de BCL6 peuvent étre altérées (pour revue Basso, K., & Dalla-Favera, R.
2012). Dans les GCB, BCL6 assure des fonctions de répresseur transcriptionnel en
supprimant les génes impliqués dans les voies de détections des dommages a I’ADN incluant
P53, ATR ou CHEK1 ainsi que les régulateurs du cycle cellulaire p21, p53 (Basso, K et
al.2010 ; Huang, C., Geng, H., Boss, I., Wang, L., & Melnick, A. 2014). Cela permet donc la
prolifération rapide des cellules et la capacité de tolérance aux cassures ADN requises pour
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la SHM. En plus de cela, BCL6 va également contréler la migration des cellules B dans le
follicule c’est pourquoi les cellules GCB BCL6 déficientes présentent des défauts de régulation
de CXCR4 normalement responsable de la localisation des GCB de la zone sombre. Les
cellules GCB BCL6 déficientes ne sont alors plus capables d’activer CXCR4 (Kitano, M et
al.2011) et ne peuvent plus réguler I'expression de la S1PR1 (sphingosine-1 phosphate
receptor type 1) ( Huang, C et al.2014) qui permet également le bon trafic des cellules B hors
des follicules (Cinamon, G et al.2004).

Concernant PAX5, il est essentiel pour 'engagement des cellules progénitrices vers une
différenciation B et posséde un double réle de répression des génes inappropriés a la lignée
B et d’activation des génes spécifiques de cette lignée (Cobaleda, C et al. 2007). PAX5 est le
régulateur de l'identité de la cellule B du stade pro B (Nutt, S. L., Urbanek, P., Rolink, A., &
Busslinger, M. 1997) au stade GCB mature (Horcher, M., Souabni, A., & Busslinger, M. 2001).
Dans les centroblastes, PAX5 régule I'expression de certains composés du BCR (la chaine
lourde IgH et le CD79A), CD19, CD21, BLK (B lymphocyte Kinase), les interférons IRF4 et 8
(Revilla-i-Domingo, R et al. 2012). Etant donné que PAX5 est un acteur majeur de
I'établissement de lidentité B, il est donc capable de réprimer I'expression des génes
responsables de I'établissement des autres lignées cellulaires comme FLT3 (Fms-like tyrosine
kinase 3), CCR2 et CD28 exprimés dans les plasmocytes aprés régulation négative de PAX5
et le récepteur au M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), NOTCH1, RAMP1, LMO2
et CCL3 exprimeés chez les CLP et ainsi que les cellules myéloides (Delogu, A et al.2006).

La voie NF-kB va étre « up » régulée dés le stade suivant de différenciation en centrocytes
(Figure 51).
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Figure 52. Programme transcriptionnel du Centre Germinatif et stades de différenciation
terminales post GC

Le centre germinatif posséde un programme de transcription différentiel entre un centroblaste
et un centrocyte. Cependant 'expression de ce programme ne peut se faire qu’au travers
d’une stimulation CD40 médiée par les cellules LT du GC qui conduit a la répression de BCL6
(B-cell Lymphoma 6) par I'IlRF4 (Interferon regulatory Factor 4). L’étape du centrocyte
représente alors une source commune de cellule pour un engagement vers la différenciation
en cellules mémoires et en cellules plasmatiques. L’inactivation du facteur PAX5 (Paired Box
Protein 5) par des stimuli et mécanismes non décrits semble constituer la premiére étape
d’engagement vers la différenciation plasmocytaire. Le stade pre-plasmablaste est caractérisé
par de bas niveaux de sécrétion en immunoglobuline résultant de la répression des génes
codants pour XBP1 (X-box binding protein 1) et ceux de la chaine J (joining). L’up-régulation
de BLIMP1 (B-lymphocyte-induced maturation protein 1) et d’IRF4 durant le stade
plasmablaste va établir les caractéristiques phénotypiques propres des cellules plasmatiques.
BCL-6 et BLIMP1 vont établir une boucle mutuelle de suppression entre les centroblastes et
les plasmablastes et/ou les cellules plasmatiques respectivement (Shaffer, A et al. 2002).
BLIMP1 réprime PAX5 dans les plasmablastes et les cellules plasmatiques (Lin, K et al. 2002) ;
la littérature montre que PAX5 peut également réprimer PRDM1 (positive-regulatory-domain-
containing 1) codant pour BLIMP1 (Kallies, A et al. 2007). Cette transduction continue du signal
via le CD40 est cruciale pour engager le centrocyte vers la différenciation en B mémoire, et
I'expression continue de PAX va maintenir l'identité B dans ces cellules B mémoires. (D’apres
Klein, U., & Dalla-Favera, R. 2008)

Grace au programme transcriptionnel appropri€, le centroblaste va migrer vers la zone claire
pour passer au stade de centrocyte.

IV.2 Centrocytes

Le centrocyte est une cellule B possédant les marqueurs de surface suivants : CD19+, CD38+,
IgD-, CD77-, CD20high et CD44-/low. C’est une cellule qui a réussi a satisfaire les critéres de
sélection positive, notamment en évitant la sélection négative et qui va pouvoir subir le switch
isotypique afin de devenir une cellule B mémoire ou bien un plasmocyte. Pour rappel le
mécanisme de switch isotypique (cf chapitre 1) ou recombinaison de classe est initié par
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'enzyme AID (activation-induced cytidine deaminase) qui va convertir des cytosines en
uraciles dans les régions S. Elles sont situées en amont de chaque région des fragments
constants de la chaine lourde (Cy) excepté pour Cd (Stavnezer, J., Guikema, J. E., & Schrader,
C. E. 2008). Les uraciles vont étre enlevés par 2 voies de réparation de 'ADN entrainant alors
des mutations, des cassures simple brin et double brins (Stavnezer, J., & Schrader, C. E.
2014).

Historiquement, la SHM est décrite comme ayant lieu dans la zone sombre (DZ) alors que la
CSR se produit dans la zone claire (LZ). Cette distinction n’est probablement pas aussi stricte
car récemment certains auteurs ont remis en compte ce concept.

Concernant l'implication de la voie NF-kB dans le GC, les hétérodiméres maijoritairement
retrouvées sont c-Rel/p50 et RelA/p50 (Heise, N et al. 2014). Que ce soit c-Rel ou RelA, elles
sont toutes deux induites par I'activation du BCR apres 1 a 2h post-stimulation (Damdinsuren,
B et al.2010). Elles peuvent ensuite induire I'expression de chimiokines, assurant la bonne
interaction des cellules B avec les T. La premiere, CCR7 est responsable également du
déplacement des cellules B a la périphérie des zones T (Reif, K et al 2002) tandis que CCL3
et 4 vont avoir des propriétés chimio-attractives vis-a-vis des T (Bystry, R. S et al. 2001). |l est
possible de mieux comprendre le role de ces deux sous-unités lors que les cellules en sont
déficitaires. Ainsi, la perte de c-Rel ne permet pas le maintien des GC. De plus, c-Rel étant
fortement activé par la signalisation médiée par le BCR (Damdinsuren, B et al.2010), les
cellules B déficientes seraient donc hypermutées, sélectionnées et capables d’engager un
nouveau cycle de mutations en entrant de nouveau dans la zone sombre. Le lien étroit entre
le BCR et l'activation de c-Rel laisse donc a penser que cette sous-unité joue un role
prépondérant dans les processus d’affinité et de maturation. A l'inverse RelA n’a pas un réle
redondant a celui de c-Rel, c’est pourquoi son ablation n'impacte pas le maintien des GC mais
résulte en une réduction du nombre de plasmocytes et une perte dans le sérum des IgG di a
la mauvaise régulation de BLIMP1 (Heise, N et al.2014).

L’autre facteur de régulation du GC est c-Myc qui est connu pour sa capacité a réguler la
croissance et la division cellulaire. L’expression de c-Myc est rapidement supprimée par BCL6
dans les centroblastes en division (Klein, U et al. 2003 ; Dominguez-Sola, D et al. 2012).
Cependant, dans la zone sombre du GC, les GCB sont capables de proliférer de maniére
indépendante de Myc, cela est donc rendu possible par linteraction de BCL6 avec les
protéines capables d’interagir avec Myc telles que MIZI. Ensemble, elles suppriment les
programmes de transcription responsables de l'arrét du cycle cellulaire dépendant de
CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) (Phan, R. T., Saito, M., Basso, K., Niu, H., &
Dalla-Favera, R, 2005). Donc malgré son absence des centroblastes, c-Myc arrive tout de
méme a moduler linitiation et le fonctionnement du GC. De la méme maniére, si une
stimulation antigénique est réalisée, c-Myc peut étre détecté de fagon transitoire et initie le
« boost » de la réponse a I'antigene des GCB. Par conséquent une perte de c-Myc avant la
réalisation des immunisations défavorise la formation des GC (Calado, D et al. 2012).
Egalement, c-Myc est détecté dans certains LB de la zone claire et serait impliqué dans leur
capacité a entrer de nouveau dans la zone sombre. Si la perte de c-Myc a lieu dans les GCB
apres formation des GC cela entraine le non-maintien de cette structure et son effondrement
d’ou son réle important dans I'environnement du GC.

Léa PREVAUD | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 106
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Il va y avoir une forte implication de la voie NF-kB et en particulier des sous-unités c-Rel et
RelA (Figure 53) dans les événements oncogeniques pouvant subvenir au stade centroblaste
de la zone sombre (DZ) et centrocyte de la zone claire (LZ).

Dark zone Light zone
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-

Germinal
center

Promotion of tumorigenesis by
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Promotion of tumorigenesis by
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Imposing a biological program
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the normal affinity selection
step and to continuously re-
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Enhancing cellular

metabolism which may
promote cell growth.

Figure 53. Conséquences possibles d'une aberration de la voie NF-kB

D0 a son réle clé dans le métabolisme et la croissance des GCB, une activité aberrante de c-
Rel pourrait promouvoir la tumorigenése en permettant aux cellules d’échapper a la sélection
positive dans le GC et recirculer de fagon incontrélée entre la zone sombre et la zone claire.
En revanche la sous-unité RelA a une activité dans les GCB qui pourrait quant a elle
déstabiliser les processus physiologiques responsables du contréle du développement des
cellules plasmatiques. Les abréviations mentionnées sur le schéma correspondent a : B — B-
cell; T - T-cell; FDC - follicular dendritic cell. (D’apres Klein, U., & Heise, N 2015).

Finalement, le centrocyte accedera au stade de maturation finaux des LB, soit en tant que LB
mémoires soit en tant que plasmocytes pour la production d’anticorps.

V.3 LB mémoires

Les LB mémoires sont des cellules B post-GC CD19+, CD24high, CD38-, IgD-, CD27+, CD20+
et CD45 high. Les travaux de Mak & Saunders (Mak, T. W., & Saunders, M. E. 2006) a
démontré le réle prépondérant du CD40, CD40L, IL2, IL10 et BCL6 dans I'engagement du
centrocyte vers un B mémoire versus un plasmocyte (Figure 48).
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Figure 54. Processus de différenciation du centrocyte en cellules plasmatiques ou B
meémoires

Apres 'hypermutation somatique, la sélection et le switch isotypique, les cellules B du GC
choisissent entre la différenciation en cellules plasmatiques sécrétrices d’anticorps ou une
cellule B mémoire. Une cellule du GC va se différencier en B mémoire en présence d’IL-2, IL-
10 et si la transduction du signal via le CD40 a induit 'expression transcriptionnelle du
répresseur BCL6. En effet, I'expression de BCL6 bloque la voie de différenciation en cellule
plasmatique. A linverse si la signalisation via le CD40 est absente, alors le centrocyte
deviendra un plasmablaste puis une cellule plasmatique capable de sécréter des anticorps
(D’apres Mak, T. W., & Saunders, M. E. 2006).

Dans le cas du développement d'une cellule B mémoire, le processus est entiérement
dépendant des cellules folliculaires dendritiques du GC, des LT et de la signalisation médiée
par le CD40L. Les cellules T jouent un réle important dans I'établissement de la mémoire
immunitaire car les LB T-indépendants peuvent se différentier en plasmocytes mais n’induisent
pas la génération de LB mémoires (Mak, T. W., & Saunders, M. E. 2006).

Les cellules B mémoires, constituent alors une population de LB ayant retenu le récepteur a
l'antigéne a leur surface tout en ayant besoin de signaux de différenciation venant du
pathogéne pour pouvoir activement défendre I'hdte contre les infections. L'étape de
différenciation terminale des B mémoires vers le stade plasmocytes sécréteurs d’anticorps,
est caractérisée par une absence de la phase de latence propre a la réponse immune primaire.
Ainsi, lors de la réponse secondaire, les LB mémoires vont jouer un réle clé dans I'induction
de cette réponse immune car elles portent un récepteur antigénique de la classe des I1gG a
leur surface, bien qu'il existe également des populations mémoires positives pour les IgM
(Wienands, J., & Engels, N. 2016). Les cellules B mémoires ont ainsi un role dans la réponse
immune secondaire et sont primordiales dans le développement des vaccins en constituant
cette mémoire immunitaire de la rencontre avec I'antigéne (Palm, A. K. E., & Henry, C. 2019).

Il est important de mentionner a ce stade le réle de BACH2 (BTB and CNC homology 1, basic
leucine zipper transcription factor 2) qui est une cible de la sous-unité c-Rel NF-kB. BACH2
est indispensable dans le GC. Des analyses de CHIP-seq révélent que BACH2 est aussi un
géne cible de c-Rel NF-kB dans les cellules B humaines transformées. Par conséquent, le
traitement des cellules du BL (Burkitt Lymphoma) par des inhibiteurs de NF-kB/IkB kinase ou
la délétion de c-Rel ou RelA résulte en la perte de I'expression de BACH2 ce qui impacte la
viabilité cellulaire. Ces données montrent le rle de suppresseur de tumeur de c-Rel dans le
développement du lymphome par sa capacité a réguler I'expression de BACH2 (Hunter, J. E.
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et al. 2016). BACH2 est donc exprimé de fagon abondante dans les GCB. En revanche son
expression est réprimée dans les plasmocytes. L’expression de BACH2 est aussi médiée par
PAX5 mentionné précédemment (Schebesta, A et al.2007 ; McManus, S et al.2011), et son
niveau d’expression est augmenté dans le GC par BCL6 et c-Rel (Alinikula, J et al. 2011). Il y
a donc ici une dynamique c-Rel/BACH2/BCL6 dans le contexte spécifique du GC. BACH2 est
crucial car il va assurer la répression de BLIMP1 est donc 'engagement vers la différenciation
plasmocytaire bloquée par I'axe PAX5/BCL6. A la sortie du GC, lorsque BCL6 n’est plus
exprimé, BACH2 soutient 'engagement vers le compartiment B mémoire. Les GCB déficientes
pour BACH2 ont des niveaux anormaux d’expression de BLIMP1 mais aussi des défauts
d’induction d’AID entrainant des probléemes de CSR (Muto, A et al.2010). De fagon plus
détaillée, I'inhibition de BLIMP1 par BACH2 peut se faire grace a son interaction avec MAFK
(v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homologue K). La reconnaissance
des seéquences ADN par MAFK dans le promoteur de BLIMP1 supprime son expression
(Huang, C et al.2014 ; Oyake, T., Itoh, K et al. 1996). De plus les interférerons IF4 et 8 sont
des acteurs de la régulation de I'environnement du GC. Dans ce contexte, de hauts niveaux
d’expression d’IRF4, causés par une signalisation du BCR accrue, sont nécessaires afin de
contre balancer les fonctions répressives de BACH2 et induire I'expression de BLIMP1 pour
assurer la poursuite de la différenciation (Igarashi, K., Ochiai, K., ltoh-Nakadai, A., & Muto, A.
2014).

IV.4 Plasmocytes a longue durée de vie

Comme les cellules plasmatiques a longues durée de vie représentent le stade de
différenciation terminale de la lignée B, elles possedent le niveau de spécificité le plus haut et
des caractéristiques cellulaires et morphologiques visibles sous microscope. A noter que les
plasmocytes a longue durée de vie sont capables d’exprimer un programme d’expression
génique propre et qu’elles produisent un grand taux d’anticorps tout au long de la vie de I'héte
(Nutt, Stephen L., et al. 2015).

Les cellules plasmatiques, a la différence des cellules B mémoires, sont CD19+, CD24 -/low,
CD38 high,IgD-, CD77-, CD20+ et CD138+. Comme mentionné ci-dessus, elles font partie des
stades de différenciation terminale de la cellule B et participent comme les B mémoires dans
linduction de la réponse secondaire (Figure 55). Les travaux de Hammarlund et al
(Hammarlund, E et al. 2017) ont démontré que les plasmocytes marqués au BrdU+ pouvaient
persister dans I'organisme 10 ans aprés I'administration du BrdU ou lors d’une vaccination.
Les plasmocytes a longue durée de vie représentent ainsi une population responsable de
I'établissement de la production d’anticorps sur la durée et assurant une mémoire sérologique
soit la persistance a long terme de titres d'anticorps spécifiques dans le corps.

Les plasmocytes sont la piéce maitresse de 'immunité humorale. La transition du B folliculaire
vers un plasmocyte se fait notamment grace a des changements morphologiques mais
également des changements au niveau de I'architecture du noyau. Ainsi le développement de
ces cellules se fait de maniére concomitante avec des interactions génomiques de type gain
d’euchromatine dans les loci codants la différenciation spécifique en plasmocytes incluant
PRDM1 et ATF4. Il existe également I'établissement de nouvelles interactions inter-
chromosomales a ce moment de la différenciation impliquant les histones H3K27Ac ou
H3K27me3 (Bortnick, A et al. 2020).
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Figure 55. Réles des cellules plasmatiques a longue durée de vie et des B mémoires
dans la réponse immune secondaire

Les cellules plasmatiques a longue durée de vie dans la moelle osseuse vont sécréter des
anticorps de haute affinité et de haute spécificité (en rouge) formant le premier rempart (en
bas du schéma)) contre les secondes infections par des pathogenes homologues. Les variants
de ces mémes pathogénes sont retrouvés dans les trous de ces remparts ; cependant ceux
qui échappent aux anticorps sécrétes par les plasmocytes a longue durée de vie, se heurtent
au second rempart (en haut du schéma) formés par les cellules B mémoires. Cependant,
celles-ci ont subi une pression de sélection moins forte et possédent donc des affinités et des
spécificités variées pour I'antigene. Les B mémoires sont justement activées par ces variants
de pathogenes et se différencient en cellules plasmatiques a longue durée de vie et pénétrer
de nouveau dans le centre germinatif pour réapprovisionner le pool de cellules B mémoires.
(D’apres Akkaya, M., Kwak, K., & Pierce, S. K. 2020)

La longévité est donc la marque caractéristique des plasmocytes a longues durée de vie. Cette
propriété est conférée par les signaux médiés de fagon continue par la niche de survie dans
la moelle osseuse. Ce sont des signaux faisant intervenir une régulation accentuée du facteur
anti-apoptotigue MCL-1 et I'activation de récepteur CD28 exprimés sur ces plasmocytes a
longue durée de vie. Les signaux de type BCMA (récepteur appartenant aux TNF),
augmentation du facteur de transcription ZBT20 et de 'enzyme ENPP1 participent aussi au
maintien de ces cellules. Un autre aspect important a prendre en compte est le paramétre de
forme métabolique ou « metabolic fitness » qui explique cette longévité par I'optimisation du
glucose pour générer du pyruvate durant les périodes de stress métaboliques afin de favoriser
la survie a long terme. L’autre acteur majeur est le microenvironnement ainsi que la niche de
survie. En effet de nombreux partenaires cellulaires comme les cellules stromales, les cellules
dendritiques et les cellules T régulatrices vont établir une niche pour les plasmocytes a longue
durée de vie. Cet environnement favorable a la survie se fait par I'expression de ligands
comme le CD80/86 pour CD28 et la production de facteurs solubles et stromaux contribuant a
la longévité des cellules. Il existe donc des mécanismes a la fois intrinséque et extrinséques
requis pour la longévité des cellules plasmatiques a longue durée de vie (pour revue Lightman,
S. M., Utley, A., & Lee, K. P. 2019).
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Nous avons donc pu voir dans ce chapitre, le développement de la cellule B de la moelle
osseuse vers les compartiments périphériques. A chaque point du développement B, nous
avons pu faire le lien avec la voie clé NF-kB au coeur de ce projet de thése. En conditions
physiologiques donc, un précurseur B donne successivement un pro-B, un pre-B, une cellule
B immature, un B transitionnel, une cellule B naive pouvant entrer dans le GC afin de
poursuivre son développement au stade centroblaste, centrocyte puis atteindre les stades de
différenciation terminale le LB mémoire ou le plasmocyte a longue durée de vie.

Cependant, en raison des nombreuses modifications physiologiques, morphologiques et
génétiques de cette cellule B en maturation, les différentes étapes du développement
constituent un environnement propice aux évenements oncogéniques et ce notamment en lien
avec la voie NF-kB. Du fait de son réle crucial dans l'inflammation, la réponse immune, divers
processus physiologiques et I'implication clé de ses sous-unités activatrices RelA et c-Rel,
beaucoup d’anomalies du développement B sont retrouvées associées a une activité
aberrante de NF-kB (Figure 56).
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Figure 56. Développement des cellules GCB et pathologies associées a une activité
aberrante de NF-kB

Alors que les Lymphomes de Burkitt (Burkitt Lymphoma BL) semble tirer leur origine de la
transformation de cellules au niveau de la zone sombre (DZ), des études récentes suggerent
que les lymphomes folliculaires (Follicular Lymphma FL) et les lymphomes B diffus a grandes
cellules du centre germinatif (GCB-DLBCL Germinal Center Diffuse Large B Cell Lymphoma)
dériveraient d’une transformation cellulaire au niveau de la zone claire. Le sous-type ABC-
DLBCL sous type activé (Activated Diffuse Large B Cell Lymphoma) surviendrait au niveau de
la zone claire pour des cellules engagées vers la différenciation plasmocytaire. Le lymphome
du Manteau (Conventional mantle cell lymphoma MCL) dérive quant a lui d’une transformation
oncogénique d’une cellule pre-GCB activée par un antigene. Le Myelome Multiple (MM) est
une tumeur survenant au stade plasmocytaire. Le lymphome de Burkitt semble avoir lieu au
niveau de la zone claire avec des récepteurs antigéniques paralysés. Les lymphomes B a
larges cellules du médiastin (Mediastnal Large B Cell Lymphoma MLBCL) émergent au
moment de la différenciation au niveau de la zone claire tandis que les lymphomes de la zone
marginale d’une différenciation post GC ou B mémoire. Enfin, la leucémie lymphoide
chronique (Chronic Lymphocytic Leukemia CLL) peut a la fois avoir ou non des mutations sur
les génes IgV. Plusieurs pathologies B sont associées a des degrés d’activité de la voie NF-
kB plus ou moins forts comme indiqué en bas du schéma. (D’aprés Kennedy, R., & Klein, U.
2018)

Nous allons donc voir dans le chapitre 3, les pathologies associées a des défauts au niveau
du développement des LB et en particulier ceux impliquant la voie NF-kB.
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Chapitre 3 Activité aberrante de la voie NF-kB et anomalies du développement B

Au cours du chapitre 1 et 2, nous avons pu voir comment la voie de signalisation NF-kB était
intimement liée au bon développement de la cellule B. En conditions physiologiques et ce du
stade médullaire aux centres germinatifs, NF-kB va moduler la prolifération et la maturation
des cellules. Cela explique pourquoi cette voie est également corrélée a des anomalies du
développement B. Nous allons donc développer dans ce chapitre 3 le cas des lymphomes B
et en particulier le lymphome qui fait I'objet de cette thése, le Lymphome B Diffus a Grandes
Cellules du Centre Germinatif ou Germinal Center Diffuse Large B Cell Lymphoma (GCB-
DLBCL).

l. Lymphomes Non-Hodgkiniens

Un développement défectueux du LB peut entrainer un ensemble de pathologies variées
comme des cancers et en particulier des lymphomes, des maladies auto-immunes comme la
polyarthrite rhumatoide, des maladies inflammatoires non auto-immunes comme le diabéte de
type 2, des problemes de rejets de greffes dans le cas des transplantations, une propagation
facilitée du VIH (Virus Immunodéficience Humaine) ou encore des pathologies propres aux
immunoglobulines. Dans le cadre de ces travaux de thése nous nous intéressons au premier
type de défaut B mentionné, le cas des lymphomes.

Les lymphomes B représentent un groupe de cancer du systéeme lymphatique incluant les
ganglions lymphatiques, la rate, le thymus, les tissus lymphoides associés aux muqueuses et
la moelle osseuse. Les lymphomes peuvent donc affecter tous ces organes et ce a travers le
corps entier.

Les lymphomes B se divisent en deux sous-catégories les Lymphomes dits Hodgkiniens
(Hodgkin Lymphoma, HL) et les Lymphomes B Non-Hodgkiniens (B-cell Non-Hodgkin
Lymphoma, B-NHL), ces derniers seront développés ci-apres.

Les B-NHL représentent un ensemble de pathologies pouvant varier au niveau du caractere
indolent du cancer jusqu’a son stade le plus agressif. Les B-NHL vont dériver de lymphocytes
B a différents stades de développement et les caractéristiques de chaque B-NHL vont étre
propres au stade cellulaire de maturation de la cellule d’origine (Armitage, J. O et al. 2017).

[.2.1 Généralités

Une suspicion de B-NHL est posée dans un contexte ou de larges ganglions lymphatiques
sont observés via une radio ou bien un examen clinique. Cependant, le diagnostic final de B-
NHL va étre rendu seulement aprés I'analyse d’une biopsie de tissu.

Le B-NHL de haut-grade le plus commun est le DLBCL (Diffuse Large B Cell Lymphoma) dont
les deux sous-types seront développés au cours de ce chapitre 3. Le DLBCL est une
pathologie agressive curable dans 60 a 70% des cas avec une stratégie de combinaison
d'immunochimiothérapie. A l'inverse, le grade le plus indolent des B-NHL est le Lymphome
Folliculaire (FL pour Follicular Lymphoma), non curable avec de nombreuses phases de
rechutes/rémission qui exigent un traitement dont la durée est indéterminée (Al-Naeeb, A. B.,
Ajithkumar, T., Behan, S., & Hodson, D. J. 2018).
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1.2.2 Origine

La cellule d’origine permet une classification des lymphomes B ainsi que sa prise en charge
thérapeutique selon son degré d’agressivité (Figure 57).

High grade
I Diffuse Large B cell Lymphoma
I Burkitt Lymphoma

Low grade

B Marginal Zone Lymphoma
B Follicular Lymphoma

B Mantle Cell Lymphoma

High and low grade

T Cell Lymphoma
(all subtypes)

Figure 57. Incidence relative des catégories majeures de NHL (d’aprés les données de
Smith, A et al. 2015) (D’apres Al-Naeeb, A. B., Ajithkumar, T., Behan, S., & Hodson, D. J.
2018).

Représentation schématique de l'incidence des NHL en fonction du grade (high, low ou high
et low) et du type de lymphomes (DLBCL, Burkitt, MZL, FL, MCL, TCL).

Ainsi, du plus haut-grade de B-NHL au moins haut on retrouve les DLBCL, le Lymphome de
Burkitt (BL Burkit Lymphoma), le Lymphome de la Zone Marginale (MZ Marginal Zone), le
Lymphome Folliculaire, et le Lymphome du Manteau.

Concernant les DLBCL, une partie de ce chapitre sera consacrée aux 2 sous-types majeurs
les ABC-DLBCL et les GCB-DLBCL.

Le BL est une pathologie agressive des cellules B pouvant affecter aussi bien les enfants que
les adultes. L’étude du BL a menée a lidentification d’'une aberration chromosomique
récurrente, la translocation t (8 ;14) (g24; q32) et la découverte du role central de MYC et de
'EBV (Epstein—Barr virus) dans les processus du tumorigenése. La plupart des patients
peuvent étre soignés par chimiothérapie mais ceux qui vont rechuter ou sont réfractaires aux
traitements meurent de ce type de lymphome (pour revue Ldpez, C et al. 2022).

Les MZ (pour revue Cheah, C. Y., Zucca, E., Rossi, D., & Habermann, T. M. 2022)
représentent un des sous-types les plus prépondérant de lymphomes indolents a raison de
7% des NHL aux USA (Reid, R., & Friedberg, J. W. 2013 ; Sriskandarajah, P., & Dearden, C.
E. 2017 ; Cerhan, J. R., & Habermann, T. M. 2021). Au sein méme des MZ sont retrouvés 3
sous-types différents : les MZ extranodaux associés au tissus lymphoides de la muqueuse ou
MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) concernant 50 a 70% des cas de MZ, les MZ de
la rate (20%) et les MZ nodaux (10%) (Campo, E et al.2008 ; Zucca, E., & Bertoni, F. 2016).
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Pour le FL (pour revue Jacobsen, E. 2022), il est indolent et est caractérisé par des
proliférations aberrantes de LB et en particulier de cellules folliculaires B transformées du GC.
Le FL présente des lymphadénopathies diffuses et des défauts au niveau de la moelle osseuse
accompagnés d’une splénomégalie. L’atteinte extra-nodale est peu fréquente en revanche les
cytopénies sont régulierement observées. Des symptdmes de fievre, des sueurs nocturnes et
de perte de poids sont décrits en cas de transformation du FL en DLBCL.

Le ML quant a lui, est un lymphome moins fréquent caractérisé par une grande hétérogénéité
et pouvant étre indolent et évoluer en pathologie agressive. Les ML (pour revue Armitage, J.
0., & Longo, D. L. 2022) tirent leur appellation de I'expansion survenant au niveau de la zone
du manteau (Weisenburger, D. D., Kim, H., & Rappaport, H. 1982). Les caractéristiques
immunophénotypiques de ce lymphome sont les suivantes : CD5+, CD10-, Bcl-2+, Bcl-6-,
CD20+ accompagné de la translocation chromosomique t (11 ;14) (q13; q32) et I'expression
de la cycline D1.

Par ailleurs, les différents sous-types/grades de B-NHL peuvent étre associés a différents
facteurs ou agents environnementaux comme les infections, des états d’'immunodéficience ou
encore des inflammations chroniques (pour revue Sapkota, S., & Shaikh, H. 2020). Parmi ces
facteurs nous pouvons citer :

- L’EBV pouvant favoriser la survenue de certains B-NHL comme le BL.

- Le virus de I'hépatite C « Hepatitis C virus » (HCV) favorise I'expansion clonale B. HCV
est également en lien avec les MZ de la rate et les DLBCL.

- L'« Human herpesvirus 8 » (HHV8) est associé avec le lymphome primitif des séreuses
ou « primary effusion lymphoma » (PEL) qui est un des B-NHL rare associé au
sarcome de Kaposi.

- L’infection par Helicobacter pylori est associé a un risque de cancer de la muqueuse
gastrique de type (MALT)

Certains médicaments comme la phénytoine, la digoxine ou les antagonistes aux TNF sont
associés aux NHL. De la méme fagon, certains composés organiques chimiques, des
pesticides, des phénoxy-herbicides, des agents de préservation du bois, la poussiére, les
colorations pour cheveux, les solvants, une chimiothérapie et ou encore une exposition aux
radiations peuvent étre associés au développement de B-NHL (Zhang, Y., Kim, C., & Zheng,
T. 2012 ; Eriksson, M., Hardell, L., Carlberg, M., & Akerman, M. 2008).

De plus, certains états d'immunodéficiences congénitales peuvent étre en association avec un
risque accru de NHL comme le syndrome de Wiskott-Aldrich, et les déficits immunitaires
combinés séveres SCID (severe combined immunodeficiency disease). De la méme facon,
les patients atteints du VIH peuvent avoir certains types de lymphome du systéme nerveux
central. Un risque accru de B-NLH est aussi observé en cas d'immunodépressions induites
par des médicaments immunosuppresseurs

Enfin, certaines maladies auto-immunes comme le syndrome de Sjogren, la polyarthrite
rhumatoide et la thyroidite de Hashimoto sont associées avec un haut risque de survenue d’'un
NHL. La thyroidite de Hashimoto est associée aux lymphomes primaires touchant la thyroide
(Anderson, L. A et al.2009). Concernant la maladie de Celiac, elle est également associée a
un risque élevé de développer un NHL.

Avec I'évolution des techniques d’investigation et de classification des cancers, il est alors
possible de remonter a la cellule cancéreuse d’origine et mettre en lumiére les mutations clés
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et événements oncogéniques conduisant aux cancers de type B-NHL. Parmi ces événements
oncogéniques, la voie NF-kB posséde des fonctions majeures dans les processus de
tumorigenese associées aux B-NHL et en particulier au DLBCL.

1.2.3 Implications de la voie NF-kB dans la survenue des B-NHL

Que les lymphomes soient de type HL ou non HL, la dérégulation de la voie NF-kB (Table 2)
est intimement liée a ces pathologies (pour revue Jost, P. J., & Ruland, J. 2007). Dans la
littérature, il est mentionné que NF-kB est retrouvée constitutivement activée dans des lignées
cellulaires de HL (Bargou, R. C et al. 1996) mais également dans les cellules de Reed
Sternberg (Bargou, R. C et al.1997). Nous avons également mentionné (Figure 56) dans le
chapitre 2, la corrélation entre une activité plus ou moins constitutive de NF-kB et la survenue
d’un type de lymphome en fonction des stades de différenciation B. Ainsi, les lymphomes ayant
une activation constitutive de NF-kB sont les ML, les HL, les lymphomes du médiastin, les
MZL, les ABC-DLBCL et les myélomes multiples. Ceux ayant une activité plus modérée de
NF-kB sont certaines CLL (Chronic Lymphocytic Leukemia), les FL et les GCB-DLBCL. Le cas
particulier des GCB-DLBCL sera développé dans le premier travail de la these. Enfin un
lymphome n’exhibe pas d’activité constitutive ou aberrante de la voie NF-kB, le BL (Kennedy,
R., & Klein, U. 2018).

Lymphama Meshanisma of deragulation of olassisal NF-KB signaling Meshaniama of deragulation of

subtype alternative NF-KB signaling

Hodgkin Signals from RANK, CD30, or CD40 sctivate IKK via TRAFs; EBV protein LMP1 mimics CD30, CD40, or EBV LMP1 use TRAFs to
CD40 signaling; inactivsting mutations of IKBo/< activate NIK

MALT-NHL 1{11118)(q21;q21), t(1;14)(p22;932), and 1{14;18)(q32;q21) cause IAP2-MALTI, BGL10, or MALT! | —

deregulation, which activates the IKK complex

ABC-DLBCL Upstream activation of IKK via CARMA1-, BCL10-, and MALT1-dependent mechanisms Rare mutations of p100
FEL KSHV protein vFLIP interacts with IKKy and activates IKK complex -
ATL HTLV-I TAX binds to IKKY and activates IKK complex Processing of p100 by HTLV-1 TAX

Table 2. Mécanismes moléculaires de I’activation dérégulée de NF-kB via la voie de
signalisation classique ou alternative dans les sous-types distincts de lymphomes

Hodgkin indique Hodgkin Lymphoma; ABC-DLBCL, activated B-cell-like diffuse large B-cell
lymphoma; MALT-NHL, marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphatic tissue;
PEL, primary effusion lymphoma; ATL, adult T-cell lymphoma/leukemia; —, none. (D’aprés
Jost, P. J., & Ruland, J. 2007).

Dans le cas du MALT, les translocations chromosomiques des molécules de signalisation NF-
KB entrainent I'expansion de la tumeur de maniére indépendante a I'antigéne. En effet, le
facteur FOXP peut coopérer avec NFAT ou NF-kB (Wu, Y et al. 2006 ; Bettelli, E., Dastrange,
M., & Oukka, M. 2005) et FOXP1 en particulier est responsable du contrle des premiers
stades de développement B en régulant 'expression de génes impliqués dans les processus
de recombinaison.

Dans la partie DLBCL, nous verrons qu’une activité aberrante de NF-kB est déterminante dans
I'attribution d’'un mauvais pronostic.
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De plus, les oncoprotéines virales associées a 'EBV ou HHV8 peuvent activer NF-kB
(Cesarman, E., Chang, Y., Moore, P. S., Said, J. W., & Knowles, D. M. 1995).

De la méme fagon, une revue de Packham (Packham, G. 2008) souligne ce lien entre la
survenue d’'une pathologie B et le niveau d’activité de NF-kB et en particulier pour la voie
canonique (Figure 58).

1. paracrine/autocrine

activation of NF-xB 2.EBV
LMP1
3. gain-of-function
mutations, CD40,
LTB, TACI 4. TRAF3 loss-of-function
mutations
5. BCL10, CARMA1,
MALT1, PKK
7. HTLV-1 TAX GLUB\CUOA':TA:T"
8. HHV-8 v-FLIP ko
9. NOTCH1
QQ 10. IxBa inactivating
@ mutations
11. amplifcation of 1
REL (p65) in HL, NHL
—

Coso 52
Figure 58. Mécanismes d'activation de la voie NF-kB dans les pathologies

Sur le schéma sont mentionnés les mécanismes d’activation de la voie canonique incluant :
paracrine/autocrine signalling, e.g., via CD30, CD40 and/or RANK in Hodgkin lymphoma (HL),
and IL-6 and/or BAFF receptors in multiple myeloma (MM) (1); expression of LMP1 in EBV
positive HL (2); gain-of-function mutations of CD40, LTB and TACI (3) and loss-of-function
mutations of TRAF3 (4) in MM; signalling via BCL10, CARMA1, MALT1, protein kinase C-
associated kinase in ABC-DLBCL (5); BCL10, MALT1 activation by translocation in MALT
lymphoma (6); binding and activation of IKK by human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1)
TAX in adult T-cell lymphoma/leukaemia (ATL) (7), HHV8 v-FLIP in primary effusion lymphoma
(PEL) (8) and NOTCHT1 in T-ALL (9); inactivating mutations of IkBa in HL (10); and amplification
of REL in HL and non-Hodgkin lymphomas (NHL) (11) (D’aprés (Jost et Ruland. 2007).

Nous verrons dans les premiers résultats de cette theése que certaines sous-unités NF-kB
peuvent constituer les sous-unités pivot d’'un type de lymphome en particulier : c-Rel avec le
GCB-DLBCL.
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[.2.4 Traitement

De fagon générale, le type de traitement classique d’'une pathologie comme les B-NHL se fait
par administration du R-CHOP, combinant le Rituximab avec les agents thérapeutiques
regroupés sous lappellation CHOP (Cyclophosphamide, Doxorubicin, Vincristine,
Prednisone). Cette chimiothérapie va alors pouvoir soigner 60% des patients environ mais le
probléme majeur reste les rechutes ou les patients réfractaires (lacoboni, G., Zucca, E.,
Ghielmini, M., & Stathis, A. 2018). C’est pourquoi il y a un besoin crucial d’adapté la prise en
charge des NHL vers des thérapies plus ciblées se basant notamment sur la cellule
cancéreuse d’origine et les processus oncogeéniques. La stratégie de ciblage des voies
oncogéniques, comme NF-kB, apparait alors comme une piste de recherche trés prometteuse.

1. Lymphomes B diffus a grandes cellules

[1.1Généralités

Les DLBCL représentent le type le plus fréequent de B-NHL et vont englober un ensemble de
lymphomes. Les DLBCL dérivent d’'un précurseur B néoplasmique périphérique. La plupart
des tumeurs DLBCL sont TdT+ CD19* CD79a* CD22+ CD207* CD10*- HLA-Dr*Slg- cMu*"
CD34*" et peuvent également coexprimer CD13 et ou CD33 dans certains cas d’aprés
Janossy et al. (Janossy et al. 1980). Les DLBCL contiennent de larges cellules dont le noyau
a environ deux fois la taille d’'un lymphocyte B normal et est plus gros que la taille d’'un noyau
de macrophage. La plupart de ces cellules ont la morphologie d’'un centroblaste c’est-a-dire
une cellules B du centre germinatif tandis que certaines arborent des caractéristiques propres
aux immunoblastes constituant les précurseurs des cellules lymphoides. L'immunophénotype
des DLBCL est : Slg*", Clg™, « B-cell-associated antigens* » (CD19, CD20, CD22, CD79a),
CD45+, CD57*, CD10"* d’aprés les études de Stein et al.1984 ; et Doggett et al.1984 (Stein
et al. 1984 ; Doggett et al. 1984).

[1.2 Classification

Avec les progres scientifiques, la classification a pu s’affiner par I'étude du profil génétique de
chaque type de DLBCL. Dans les années 2000, Alizadeh et al (Alizadeh et al.2000) identifient
le profil génétique GEP (Gene Expression Profiling) de 96 lymphocytes normaux ou issus de
DLBCL et isolent 3 clusters uniques exhibant des signatures spécifiques corrélées aux
analyses COOQO (Cell of Origine). Communément, on distingue 2 sous-types clés de DLBCL,
les ABC-DLBCL pour « Activated Diffuse Large B Cell Lymphoma » et les GCB-DLBCL pour
« Germinal Center Diffuse Large B Cell Lymphoma ». Mais depuis quelques années, I'analyse
du profil génétique a mis en évidence des clusters de génes différentiels permettant une
classification plus précise des tumeurs DLBCL (Figure 59) (Roschewski, M., Phelan, J. D., &
Wilson, W. H. 2020). Les DLBCL peuvent étre classés selon leur cellule d’origine, selon leurs
altérations génétiques : Classification de Schmitz BN2, EZB, MCD, N1 (Schmitz, R etal 2018) ;
Classification de Chapuy C1 a C5 (Chapuy, B et al. 2018) ; Classification de Lacy NOTCH2,
BCL2, TET2/SGK1, SOCS1/SGK1, et MYD88 (Lacy, Stuart E., et al. 2020) et la classification
de Wright BN2, A53, EZB-MYC+, EZB-MYC—, ST2, MCD, N1 (Wright, George W., et al. 2020).
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DLBCL: NOS

[

1

Germinal center B-cell Activated B-cell Primary mediastinal B-cell
Gene-expression profile (GCB DLBCL) Unclassified (ABC DLBCL) J (PMBL)
Genetic subtypes EZB BN2 MCD N1
- BoL2 ranslocation || - HOTCH2 mutamp ||, MyDggtaee mut || +NF-8 activation
« TNFRSF14 mutidel || * BCL6 fusion + CD79A/B mutiamp | [* NOTCH7 mut|| - 9p24 amp
Genetic hallmarks « PIM mut * IRF4 mut + JAK/STAT mut
+ CREBBP mut * TNFAIP3 mut SRt 5
* CDKN2A mut « ID3 mut * Immune evasion mut
« EP300 mut « BCL10 mut/amp « Epigenetic alterations
+ REL amp « PRKCB mutiamp || * HLA mutidel
ot le - BCR inhibitors tipevena| + PD-1 inhibitors
Rational targeted agents St + PI3K inhibitors e BCR inhibitors ||+ JAK/STAT inhibitors
* PI3K inhibitors + BCL2 inhibitors * PI3K inhibitors Badiat + EZH2 inhibitors
« BCR inhibitors « IRAK inhibitors Ll

Figure 59. Mécanismes oncogéniques et cibles thérapeutiques des différents sous-
types de DLBCL

Les DLBCL peuvent étre classer selon le profil d’expression des genes et notamment par la
détermination du phénotype cellule d’origine ou COO (Cell Of Origin). Les genes surexprimés dans ces
sous-types correspondent a différents stades de développement B dont dérive la tumeur. Dans les
DLBCL NOS (Not Otherwise Specified) ou non spécifiés il existe 2 phénotypes clés. Le GCB-DLBCL
dérive d’une cellule B surexprimant des genes associés aux réactions de centre germinatif tandis que
les ABC-DLBCL dérive d’une cellule au stade post GC avec un phénotype B activé. Les cas restants,
environ 15-20% de DLBCL comprennent les DLBCL NOS non classifiés par le profil COO. En revanche
le Lymphome du Médiastin (Primary Mediastinal B Cell Lymphoma PMBL), se distingue des DLBCL :
les formes NOS ou dérivées des rares cellules B post thymus ont une signature unique qui ressemble
au HL comparée aux autres sous-types de DLBCL. Dans les DLBCL on distingue 4 sous-types : les
NOS regroupent un ensemble de marqueurs génétiques et de mécanismes oncogéniques. Le sous-
type EZB (bleu) est un GCB-DLBCL et est associé a des translocations BCL2, mutations EZHZ2 et
amplification de REL (en lien avec NF-kB). Il existe également des inactivations de
TNFRSF14, CREBBP et EP300. Les stratégies de thérapies ciblées sont alors axées sur les inhibiteurs
d’EZH2 ou BCL2 ou bien les inhibiteurs proximaux du BCR ou de la voie PI3K. Le sous-type BN2 (jaune)
est retrouvé dans les GCB, ABC et cas non classés de DLBCL. Parmi les marques génétiques
retrouvées dans ce sous-type il y a des fusions BCL6 et des altérations de la voie NOTCH. Le ciblage
thérapeutique repose alors sur des inhibiteurs de BCR ou de PI3K mais aussi des inhibiteurs de BCL2.
Le sous-type MCD (vert) est caractérisé par les mutations MYD88-265F et CD79B, il est quasiment
toujours ABC-DLBCL. Au niveau des altérations génétiques on retrouve des défauts sur HLA-A, HLA-B
ou HLA-C qui vont contribuer a I'échappement immunitaire. Le ciblage thérapeutique consiste a inhiber
la Bruton Tyrosine Kinase, PI3K, BCL2 et IRAK4. N1 (violet) est quasi exclusivement un ABC-DLBCL
et est caractérisé par des mutations NOTCH1. On préféerera alors des agents thérapeutiques inhibiteurs
de la voie de signalisation du BCR. Le PMBL (orange) est caractérisé par une activation de NF-kB et
une amplification du chromosome 9p24 codant pour de multiples genes augmentant la signalisation via
JAK/STAT incluant PDL1, PDL2 et JAK2. Inhiber la voie PD1 semble alors une bonne stratégie de
ciblage dans le cas du PMBL. En effet de nombreux événements mutagenes peuvent promouvoir
I'échappement immunitaire et ce particulierement dans le cas du PMBL comme les translocations CIITA
et des mutations EZH2 réduisant I'expression du CMHI et Il. Abréviations mentionnées sur le schema
: DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma; NOS, not otherwise specified; mut, mutations; del, deletions;
amp, amplifications; NF-kB, nuclear factor-kB; JAK/STAT, janus activating kinase/signal transducer and
activator of transcriptiong signaling pathway; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase signaling pathway;
BCR, B-cell receptor signaling pathway; IRAK4, interleukin-1 receptor-associated kinase 4; PD-1,
programmed cell death-1 pathway; Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription
(D’apres Roschewski, M., Phelan, J. D., & Wilson, W. H. 2020).
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Ces différents événements et mécanismes oncogéniques permettent certes de classer les
différents sous-types de DLBCL mais également les voies activatrices pouvant promouvoir la
croissance et la survie des cellules tumorales. A noter que certains sous-types de DLBCL
peuvent se recroiser comme indiqué par les fleches de la Figure 59.

[I.2 Voies oncogéniques

Les DLBCL vont engager différentes voies de signalisation moléculaires (Figure 60) pour initier
la lymphomagenése et promouvoir la croissance tumorale tout en échappant a la surveillance
au systéeme immunitaire (pour revue Shimkus, G., & Nonaka, T. 2023).
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Figure 60. Voies de signalisation majeures altérées dans les DLBCL (D’aprés Shimkus,
G., & Nonaka, T. 2023).

Représentation schématique des différents récepteurs et voies de signalisations (JAK/STAT,
TLR, BCR, migration cellulaire et NOTCH) retrouvées fréequemment altérées dans les DLBCL.

Ainsi, on retrouvera la signalisation au travers du BCR, la voie PI3BK-AKT mTOR, l'activation
du BCR dépendante de NF-kB, la signalisation via les TLR et des protéines anti-apoptotiques
de la famille de BCL2. Ces voies sont ainsi altérées pour permettre aux cellules tumorales
d’échapper a I'apoptose, promouvoir la prolifération cellulaire et 'expression d’'un programme
de génes spécifiques en vue de favoriser la lymphomagenése.
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C’est pourquoi, le ciblage de ces voies mais en particulier le focus sur des mutations clés de
ces mémes voies représente un large champ de recherche dans le but de développer de
nouvelles thérapies ciblées dans le DLBCL.

[1.4 Traitement

Comme mentionné plus haut, la plupart des patients atteints de DLBCL seront traités par
thérapie R-CHOP. La Figure 61, expose ainsi les dernieres recommandations (2022) de prise
en charge du DLBCL avec un stade d’évolution dans le temps limité, cas le plus favorable
(Rojek, A. E., & Smith, S. M. 2022)

New diagnosis of diffuse
large B-cell lymphoma

smiPl:

Staging PET scan “Up-staged”
Vi | Sl
” ’ disease v
>2
Non-PET adapted;
PET-adapted , ‘ preferred for smiPI 0
R-CHOP x 3 R-CHOP x 4
iPET
DS 1-3 ‘ I DS 4-5
R-CHOP x 1 RIT plus RT
or
RT alone
High risk
Fully High-risk
resected EN disease Bulky biology for CNS
relapse
Troat s low risk Consider RT, No current Considmans
disease with non If IPET negative, especially if IPET evidence for eeglines
PET-adapted no additional RT positive with change in risk a:.?

Figure 61. Prise en charge thérapeutique des DLBCL (D’apres Rojek, A. E., & Smith, S. M.
2022)

Sont mentionnées sur I'organigramme les abréviations suivantes : iPET interim PET, smiPI
stage modified IPIl, RIT radioimmunotherapy, DS Deauville score, ppx prophylaxis, PS
performance status, ULN upper limit normal

Malgré une bonne efficacité globale de R-CHOP, environ 30 a 40% de patients feront une
rechute ou ne répondront pas au traitement. Dans le cas des DLBCL cela reste une cause
majeure de morbidité et de mortalité di au nombre limité d’options thérapeutiques (Camicia et
al.2015).

Mon sujet de theése portant sur le GCB-DLBCL, nous allons poursuivre ce chapitre en abordant
dans un premier temps le sous-type ABC-DLBCL puis nous terminerons par le GCB-DLBCL.

Léa PREVAUD | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 121
Licence CC BY-NC-ND 3.0



1. ABC-DLBCL

Le profil d’expression du sous-type ABC-DLBCL suggeére que la cellule d’origine est une cellule
B orientée vers une différenciation plasmocytaire (Rosenwald, A et al.2002). Comparés aux
GCB-DLBCL, les ABC vont voir leurs génes propres a I'environnement du centre germinatif
étre «down » régulés. En revanche, les genes responsables des caractéristiques
phénotypiques des cellules plasmatiques vont voir leur expression augmentée dans le sous-
type ABC (Wright, G et al. 2003).

[11.1 Généralités

De fagon générale, un DLBCL qu’il soit ABC ou GCB peut toucher différents endroits du corps
humain. Au niveau de l'intestin, le DLBCL peut causer des nausées, des vomissements, des
diarrhées, des constipations, la présence de sang dans les selles et des pertes d’appétit. Au
niveau du systeme nerveux central, il peut se produire des phénomeénes de confusion, de perte
de mémoire, de crises de césure mais cela peut se manifester également par des sensations
de picotements au niveau des bras et des jambes. Concernant un développement de DLBCL
au niveau de la poitrine, la pathologie peut entrainer un essoufflement, des douleurs ainsi
gu’une toux séche. Sila moelle osseuse est atteinte, des phénoménes de cytopénie entrainent
la aussi une baisse de la capacité respiratoire, une recrudescence d’infections et des difficultés
a éliminer les pathogenes et enfin des saignements ou des bleus. De plus, au niveau de la
peau, les patients DLBCL sont sujets a des irritations, des gonflements et des démangeaisons
plus ou moins intenses.

Par ailleurs, une classification COO établie selon des marquages immuno-histochimiques a
permis la mise en place de I'algorithme de Hans (Hans, C. P. et al. 2004) puis de Muris (Muris,
J. J. F et al 2006) afin d’aboutir a une version finale de classification histologique (Figure 62).
Ainsi on distinguera les GCB-DLBCL des non-GCB dont font partie les ABC-DLBCL (Nyman,
H et al. 2009)
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Figure 62. Classification Inmunohistochimique de la COO

c

(a) Classification de Hans ; (b) Classification de Muris, (c) Algorithme de la cellules B activée
modifié (D’apres Nyman, H et al. 2009)

Ainsi, des cellules issues du sous-type ABC-DLBCL seront larges et FOXP1 positives mais
négatives pour le CD10 comme le montre ces images (Figure 58) tirées de I'étude de van den
Brand et al (van den Brand et al. 2016).

Figure 63. Marquages Immuno histochimiques HES, CD10 et FOXP1 de tumeurs non
GCB

Les images (A) et (C) montrent un tissu de patient atteint d’un Lymphome de la Zone Marginale
Nodal transformé en DLBCL, coloration HES Hematoxylin & eosin. (A) Les cellules tumorales
sont larges, positives pour FOXP1 (B) mais négatives pour le CD10 (C) correspondant a un
sous-type non GCB soit un sous-type ABC (D’apres van den Brand et al. 2016)
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Les ABC-DLBCL ont donc des caractéristiques cellulaires propres a ce sous-type de DLBCL
et nous allons voir qu'’il existe également des mutations spécifiques.

[1l.2 Mutations oncogéniques

Les ABC-DLBCL vont exhiber un ensemble de mutations conduisant a ce phénotype tumoral
activé (pour revue Frick, M., Dérken, B., & Lenz, G. 2011).

Tout d’abord, les ABC-DLBCL expriment XBP-1, régulateur majeur du phénotype sécrétoire
des cellules plasmatiques (Shaffer, A et al. 2004 ; Wright, G et al. 2003). En revanche, c’est la
combinaison de plusieurs événements mutationnels qui va bloquer la différenciation finale en
cellules plasmatiques. Un quart des patients ABC-DLBCL possedent des mutations
inactivatrices du gene PRDM1 codant BLIMP1 (Pasqualucci, L et al. 2006; Tam, W et al. 2006).
Lors du chapitre consacré au développement B, nous avions mentionné que BLIMP1 assure
la différenciation en plasmocyte en terminant le programme d’expression de la cellule B mature
(Shaffer, A et al. 2002). Récemment, de nouvelles études ont montré que la surexpression de
certains micro ARNs comme let-7 pouvait étre considéré comme une alternative au
mécanisme de dérégulation de BLIMP1 (Nie, K et al. 2010). En outre, la différenciation
plasmocytaire est également bloquée par des translocations affectant le répresseur de
PRDM1, BCL6, et ce phénoméne va se retrouver détecté dans prés de 25% des cas de
patients ABC-DLBCL (Igbal, J et al.2007 ; Tunyaplin, C et al. 2004 ; Shaffer, A et al. 2000).
Enfin, 26% des cas vont exhiber un gain/amplification et une activation constitutive des
facteurs de transcription de la famille des ETS comme SPIB qui est capable de réprimer
I'expression de BLIMP1 (Lenz, G. et al. 2008 ; Schmidlin, H et al.2008).

Dans I'ensemble, l'inactivation de PRDM1 par différents mécanismes démontre bien que le
blocage de la différenciation plasmocytaire est une caractéristique propre du sous-type ABC-
DLBCL.

Mais il ne faut pas oublier de mentionner les autres anomalies génétiques pouvant étre
retrouvées dans de DLBCL. Ainsi, les ABC-DLBCL sont également caractérisés par des
délétions au niveau du locus du suppresseur de tumeur INKa/ARF et cela dans environ 30%
des cas (Lenz, G et al. 2008 ; Tagawa, H et al.2005). Une autre caractéristique ABC
mentionnée de maniere récurrente est le gain/ amplification de la région 18q qui permet de
surexprimer la protéine anti-apoptotique BCL2 (Lenz, G et al. 2008; Bea, S. et al. 2005). A
noter que la trisomie 3 est souvent détectée dans le cas précis du sous-type ABC-DLBCL mais
pas dans les autres types de DLBCL (Lenz, G et al. 2008 ; Bea, S. et al. 2005). Par ailleurs
FOXP1 pourrait constituer un géne cible clé de la trisomie 3. En dehors du sous-type ABC,
FOXP1 a également était décrit comme oncogénique dans le MALT notamment via des
phénomenes de translocations (Lenz, G et al. 2008 ; Haralambieva, E et al. 2006 ; Streubel,
B et al. 2005).

Comme mentionné dans le chapitre 1 et 2, la voie NF-kB est primordiale pour assurer une
bonne réponse immunitaire et un bon développement de la cellule B. Or, cette voie de
signalisation peut également étre activée de facon constitutive dans un contexte pathologique
et en particulier dans les DLBCL. C’est le cas pour le sous-type ABC pour lequel 'activité
aberrante de NF-kB va promouvoir la prolifération et inhiber 'apoptose (Davis, R. E., Brown,
K. D., Siebenlist, U., & Staudt, L. M. 2001). L'usage d’inhibiteurs de NF-kB, comme un
inhibiteur d’IKK, est toxique pour des lignées cellulaires du sous-type ABC mais pas celles
appartenant au sous-type GCB-DLBCL. NF-kB joue donc un role prépondérant dans la
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lymphomagenése du sous-type ABC-DLBCL (Lam, L. T et al. 2005 ; Davis, R. E., Brown, K.
D., Siebenlist, U., & Staudt, L. M. 2001). Par ailleurs, certains shRNA (small hairpin RNA)
dirigés contre CARD11, BCL10, et MALT1 dans des lignées de cellules ABC-DLBCL
conduisent aussi a leur apoptose (Ngo V.N et al. 2006). Le complexe CBM en aval du BCR
est activé de fagon constitutive dans les ABC-DLBCL, environ 10% des patients ont des
mutations sur CARD11 responsables de cette activité aberrante de NF-kB (Lenz, G et al.
2008). Les ABC-DLBCL possédant un CARD11 intact vont avoir besoin d’'une activation
chronique du BCR c’est pourquoi 20% des cas ABC exhibent des mutations sur le CD79B et
parfois le CD79A. Ces mutations affectent les motifs ITAM entrainant une activation réduite
de LYN qui est normalement un régulateur négatif de la transduction du signal via le BCR, ces
altérations renforcent I'expression du BCR a la surface de la cellule et garantissent ainsi un
signal BCR chronique. Cela sous-entend que I'activation chronique du BCR est un événement
oncogeniqgue majeur dans la biologie des ABC-DLBCL possédant un CARD11 non muté
(Davis, R. E. et al. 2010).

D’autres mécanismes oncogéniques additionnels peuvent activer de fagon constitutive la voie
NF-kB. Ainsi un tiers des patients ABC-DLBCL vont avoir une inactivation bi allélique du
régulateur négatif de NF-kB, A20 (Compagno, M et al. 2009 ; Kato, M et al. 2009). La
possibilité de réintroduction de A20 dans les lignées cellulaires déficientes montrent de
nouveau une inhibition de la transduction du signal NF-kB et induit 'apoptose et I'arrét du cycle
cellulaire (Compagno, M et al. 2009). Une autre étude a montré que des mutations de type
gain de fonction ciblant la protéine adaptatrice MYD88, responsable de la médiation des
récepteurs TLR et de 'lL1R, résultent |a encore en une activation constitutive de NF-kB (Ngo,
Vetal 2011).

La Figure 64, récapitule ainsi 'ensemble des mutations retrouvées dans le sous-type ABC-
DLBCL.
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Figure 64.. Principaux évenements oncogéniques retrouvés dans le sous-type ABC-
DLBCL

Le sous-type ABC-DLBCL dérive de plasmablastes caractérisés par un blocage du processus
de différenciation. Les ABC-DLBCL ont une activation constitutive de NF-kB et des
dérégulations de la protéine anti apoptotique BCLZ2. Ainsi, les mécanismes moléculaires
responsables de l'activation aberrante de NF-kB vont déterminer la capacité des cellules a
répondre a des inhibiteurs spécifiques. (D’apres Frick, M., Dérken, B., & Lenz, G. 2011).

[11.3 Traitement

Comme tout DLBCL, les ABC-DLBCL vont étre traités par une approche R-CHOP cependant
dd aux phénomeénes de rechutes et résistances certaines thérapies ciblées peuvent étre
envisagées. Elles viennent ainsi en complément de la premiere intention de traitement au R-
CHOP. Parmi elles, nous pouvons citer les inhibiteurs d’IKKB pour les ABC-DLBCL avec des
mutations sur CARD11 et A20. En revanche pour les ABC-DLBCL non atteints de ces
mutations mais avec une activation chronique du BCR, on privilégiera les inhibiteurs de BTK,
SYK, PKCR, IKKB mais aussi les inhibiteurs du protéasome et de la voie PISK/mTOR (Figure
65).

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires responsables de la
lymphomagenése est donc crucial pour proposer la prise en charge thérapeutique la plus
adaptée et la plus ciblée. Nous allons donc voir que cette problématique est la méme pour le
second grand sous-type de DLBCL, le GCB-DLBCL. Comparé aux ABC-DLBCL, le GCB-
DLBCL va exhiber des mutations propres sur EZH2, TNRSF14 ou encore Myc et ce tout en
partageant également des mutations communes avec le sous-type ABC comme la mutation
BCL6 ou CREBBP (Figure 65).
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Figure 65. Origine cellulaire et lésions génétiques associées a chaque sous-types
distincts de DLBCL

Représentation schématique des réactions du GC ainsi que ses liens avec les 2 sous-types
moléculaires de DLBCL NOS : GCB-DLBCL et ABC-DLBCL. Les DLBCL non classifiés ne
sont pas montrés sur cette figure. Les mutations, altérations génétiques les plus fréquentes
identifiees (dont celles communes aux 2 sous-type de DLBCL et celles propres a chaque sous-
type) sont mentionnées dans la fenétre du bas. La couleur bleue indique une perte de fonction
et le rouge un gain de fonction, le code couleur (a gauche) fait la distinction entre plusieurs
catégories en prenant en compte la voie de sgnalisation cellulaire associée. Les abbréviations
suivantes sont mentionnées sur cette figure : Ag, antigen; Amp, amplifications; D, deletions;
FDC, follicular dendritic cells; M, mutations; Tx, chromosomal translocations. A noter que pour
des fréquences plus faibles, les mutations pouvant affecter CARD11, TNFAIP3 et MYD88
autre que le point clé L265P peuvent étre observées dans des cas de GCB-DLBCL. Les
mutations CREBBP peuvent étre retrouvées dans tous les sous-types, cependant leurs
fréquences dans les GCB-DLBCL est de 30% versus 15% chez les ABC-DLBCL. Schéma
adapté et avec permission de Pasqualucci, L., & Dalla-Favera, R. 2015. (D’aprés Pasqualucci,
L., & Dalla-Favera, R. 2018).

Autre fait distinctif et intriguant, les ABC-DLBCL et les GCB-DLBCL ne répondent pas de la
méme fagon a la thérapie R-CHOP. De nombreuses études démontrent ainsi que le GCB-
DLBCL a un pronostic beaucoup plus favorable comparé aux ABC-DLBCL (Figure 64). Ainsi,
la survie globale des patients a 5 ans est de 76% pour le sous-type GCB-DLBC contre 16%
pour les patients ABC-DLBCL (Alizadeh, A. A et al. 2000). Ce phénomene fait alors I'objet de
recherches approfondies dans le but de mieux comprendre les processus de
lymphomagenése B dans les cas de DLBCL. Nous allons donc poursuivre ce chapitre 3 par
une derniére partie consacrée aux GCB-DLBCL.
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Figure 66. Courbe de survie ABC vs GCB généré a partir des données de la cohorte
EpiSwitch DLBCL-CCS et Fluigdim

Courbe de Kaplan-Meier (progression sans rechute, free progression survival) des
échantillions ABC (ligne rouge) et GCB (ligne bleue) générée pour la cohorte DLBCL-CCS
(Chromosome conformation Signature). Les échantillions de type ABC démontre une plus
faible survie a long terme comparés aux échantillions GCB (D’apres Hunter, E et al. 2020).

V. GCB-DLBCL

Le GCB-DLBCL, comme son nom l'indique, est le second grand sous-type de lymphome B-
NHL DLBCL qui survient lors des stades de différenciations propres a I'environnement du GC.
Par conséquent, la chronologie veut que les GCB-DLBCL surviennent a des stades plus
précoces du développement B et avec un phénotype cellulaire moins activé qu’'une tumeur de
type ABC-DLBCL.

V.1 Généralités

Le GCB-DLBCL est causé par la prolifération anormale et non contrélée d’'une cellule B du
GC. Comme pour les ABC-DLBCL, les symptémes seront les mémes que ceux mentionnés
precédemment. Au niveau de la morphologie cellulaire, il est possible de distinguer par
marquages en immunohistochimie des tissus de tumeurs GCB d’un tissus ABC (Figure 62).
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Figure 67. Coupes de ganglions lymphatiques de tissus GCB-DLBCL (A) et ABC-DLBCL
(B) et marquages immuno-histochmiques associés

La section (A) a gauche représente une coupe de ganglions lymphatiques de type GCB-
DLBCL. (a) Colorations H&E de ganglions lymphatiques soulignant l'infiltration diffuse de
cellules larges en taille avec des contours nucléaires irréguliers, une chromatine vésiculaire et
certains noyaux de grandes tailles (x10 et x20 en focus). (b) Marquage IHC au CD20 montrant
que les cellules infiltrées (x20) sont bien CD20 positives. (c) Les cellules GCB-DLBCL sont en
majorité négatives pour MUM1 (x20). (B) La section a droite montre une coupe de tissus de
ganglions lymphatiques ABC-DLBCL. (a) En coloration H&E, une infiltration de larges cellules
est la aussi visible avec des contours nucléaires irréguliers et une chromatine vésiculaire (x40).
(b) En marquage IHC, les cellules sont CD20 fortement CD20 positives (x20). (c) A l'inverse
des GCB-DLBCL, les ABC-DLBCL sont positives pour MUM1 (x20) et positive pour le CD79A
(x20). (D’apres Kumar, V et al. 2018).

Ainsi, on retrouve via I'analyse IHC des tissus, les marqueurs distinctifs d’un tissu GCB-DLBCL
qui est MUM1 négatif et CD20 positif.

De la méme fagon, certaines voies oncogéniques vont étre propres au sous-type GCB-DLBCL
(pour revue Shimkus, G., & Nonaka, T. 2023).

IV.2 Voies oncogéniques

Les cellules issues de GCB-DLBCL sont généralement atteintes sur les fonctions régulatrices
de BCL6 comme retrouvées chez le sous-type ABC. En revanche, les GCB possédent des
mutations uniques dont la I'amplification de REL (en lien avec NF-kB), que nous avons déja
évoquée pour la promotion de la lymphomageneése.

c-Rel NFkB dans le GCB-DLBCL faisant I'objet de ma thése, il est important de rappeler
certaines implications de cette sous-unité en contexte pathologique.

Pour commencer, c-Rel est capable chez ’'Homme de transformer des splénocytes de poulet
de fagon maligne et cette transformation est accélérée par la co expression de BCL2. (Gilmore,
T. D et al. 2001).
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La surexpression de c-Rel peut également promouvoir les capacités invasives et migratoires
des cellules dans un contexte de choriocarcinome (Sekiya, Y et al.2017).

c-Rel dicte également le seuil inflammatoire en agissant comme un facteur transcriptionnel
répressif (de Jesus, T. J., & Ramakrishnan, P. 2020)

Concernant le cycle cellulaire, la « down » régulation transitoire de c-Rel conduit a une
augmentation de I'apoptose, 'inhibition de la prolifération et induit un délai G2/M la aussi dans
un modele de lignée cellulaire de choriocarcinome (Lorenz, V. N., Schén, M. P., & Seitz, C. S.
2014).

De plus, c-Rel peut avoir comme partenaire cible BACH2. Il a été montré qu’un « knock out »
c-Rel in vivo entrainait une diminution des protéines membres de la famille NF-«kB, des génes
associés au cycle cellulaire et du gene BACH2 (B-cell tumour suppressor BTB and CNC
homology 2) (Hunter, J. E. et al. 2016).

Enfin les variants d’épissage de REL comme le RELA9 déja mentionné dans le chapitre 1, a
été retrouvé dans 6 tumeurs DLBCL comparées aux B normaux. Il posséde une meilleure
capacité a activer la transcription dans une étude par géne rapporteur utilisant la luciférase
dans des cellules A293 (Leeman, J. R., Weniger, M. A., Barth, T. F., & Gilmore, T. D. 2008).

En plus de ses fonctions pathologiques dans divers processus de pathogenése, c-REL
possede un réle singulier dans les DLBCL. Comme mentionné plus haut, on retrouve bien une
signature NF-kB dans les ABC-DLBCL mais le sous-type GCB est lui aussi intimement lié a
cette voie de signalisation. En effet, le site REL 2p16 est frequemment décrit dans la littérature
comme un site régulier d’amplification pour les cellules B. Par conséquent, cette méme région
REL 2p16 est retrouvée amplifiée dans 15 a 20% des GCB-DLBCL (Gilmore and Gerondakis,
2011 ; Gilmore and Courtois 2006 ; Li et al.2015).

Cette amplification de la région REL 2p16 semble donc rattacher c-Rel au sous-type GCB-
DLBCL. La littérature montre que dans les échantillons comportant une amplification REL
2p16, la localisation nucléaire c-Rel est augmentée (Houldsworth, J et al.2004 ; Barth et al.
2003). De facon surprenante, la localisation nucléaire de c-Rel a été corrélée a un mauvais
pronostic de survie a la fois pour les ABC-DLBCL et les GCB-DLBCL (Curry, C. V et al. 2009).
Dans cette étude, [lexpression de c-Rel est détectée par des marquages
immunohistochimiques, et les auteurs corrélent cette positivité a 'expression de BCL-6, CD10,
et MUM1/IRF4. Une localisation nucléaire de c-Rel est retrouvée dans 65% des cas ABC-
DLBCL (Figure 68).
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Figure 68. Représentation des coupes de tissus de patients atteints de DLBCL pour le
marquage anti-c-Rel

(x400) (a) et (b) coupes négatives pour I'expression de c-Rel: expression nucléaire négative
de c-Rel ou faible (a) a modérée (b) pour I'expression cytoplasmique. (c) Cas de coupe
fortement positive au c-Rel exhibant un marquage a la fois nucléaire et cytoplasmique de c-
Rel. (D’apres Curry et al.2009)

Enfin, il estimportant de mentionner que la littérature peut se contredire au sujet d’un lien entre
amplification de REL et amplification des niveaux protéiques de c-Rel (Gilmore & Courtois
2006 ; Houldsworth, J et al.2004).

Dans les GCB-DLBCL, nous pouvons également citer la translocation t(14 ;18)(g32;921) qui
va aller activer et surexprimer BCL2. De méme, il peut y avoir des mutations de CREBBP
affectant son domaine histone acetyltransférase entrainant un ensemble de dérégulation au
niveau épigénétique (Igbal, J. et al. 2004 ; Kusumoto, S. et al.2005 ; Kridel et al. 2012 ; Visco,
C. et al. 2013 ; Miao, Yet al.2019). Cependant, l'incidence de ces mutations chez tous les
patients GCB-DLBCL est plutét faible et ne permettent pas nécessairement de faire la
distinction propre avec d’autres pathologies.

L’'un des problémes majeurs de la stratification des DLBCL repose sur la disparité des
réponses aux traitements en présence de mutations similaires a la fois dans les ABC et les
GCB comme la mutation TP53 ou encore MYC (Jia, Z et al. 2012 ; Xu-Monette Z.Y et al.2012
; Xu-Monette, Z. Y et al.2016 ; Cao, Y et al.2016). Cette observation couplée au large éventail
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de mutations retrouvées dans les DLBCL (Figure 65) suggére qu’il faut désormais regrouper
les mutations communes pouvant étre retrouvées dans les ABC et les GCB et surtout les cibler
de fagon précise (Mansouri, L et al.2022).
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Figure 69. Représentation schématique des DLBCL selon la cellule d’origine, la
caractérisation par immunohistochimie, le profil d’expression génique et les analyses
moléculaires.

ABC correspond aux activated B—cell-like subtype; GCB, germinal center B—cell-like subtype.
(D’aprés Abramson, J. S. 2019)

V.3 Traitement

Comme dit précédemment, le traitement des DLBCL passe par la recherche de mutations clés
propres a un sous-type ou bien au 2 dans le but d’une stratégie thérapeutique ciblée. Ainsi, on
va pouvoir cibler différentes voies de signalisation retrouvées fréquemment mutées (Table 3)
dans le sous type GCB (pour revue Abramson, J. S. 2019). Il est ainsi possible de cibler la
signalisation du BCR, de PIBK/AKT/mTOR, la voie NF-kB, la voie BC2, certaines voies de
régulation épigénétique comme EZH2, la signalisation MYC dépendante et enfin les grands
axes de régulation responsables de ['échappement immunitaire comme PD1/PDL1
(Roschewski, M., Staudt, L. M., & Wilson, W. H. 2014 ; Zhang, J., Gu, Y., & Chen, B. 2023 ;
Wang, L., Li, L. R., & Young, K. H. 2020).
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Table 3. Inhibiteurs spécifiques des voies de signalisation cellulaires responsables de
la lymphomageneése des DLBCLs (D’apreés Frick, M., Dérken, B., & Lenz, G. 2011).

Tableau récapitulatif des agents moléculaires, type de DLBCL, inhibiteur et statut de
développement préclinique ou cliniques des inhibiteurs spécifiques des voies de signalisations
cellulaires impliquées dans la lymphomagenése des DLBCL.

Il'y a donc un besoin rapide en options thérapeutiques non cytotoxiques pour les patients
atteints de DLBCL. Il existe de nouveaux agents récemment approuvés par la FDA (Food and
Drug Administration) comme le Polatuzumab avec la Bendamustine plus Rituximab, le
Selinexor ou le Tafasitamab plus Lenalidomide. Le polatuzumab cible CD79b et est combiné
a la Bendamusitine, un agent alkylant connue pour ses effets cytotoxiques (Lalic, H et al.2022).
Le Rituximab se fixe aux cellules CD20, le Selinexor est un inhibiteur sélectif de I'exportine
(XP01) responsable de I'export nucléaire (Mo, C. C et al.2023). D’apres 'EMA, le Tafasitamab
est un anticorps spécififique du CD19 tandis que la Lénalidomide réalise un bloquage du
développement des cellules anormales, empéche la croissance des vaisseaux sanguins dans
les tumeurs tout en stimulant les cellules du systeme immunitaire afin de les aider a éliminer
les cellules anormales.

De plus, l'utilisation de CAR-T cell est également autorisé par la FDA dans d’autres essais
cliniques. De nombreux autres agents sont encore en développement dont des anticorps
bispécifigues et des anticorps conjugués. La prise en charge thérapeutique des DLBCL
s’envisage alors par une approche de combinaisons de thérapies ciblées qui devraient
progressivement montrer une amélioration des traitements et une meilleure survie des patients
(pour revue Cheson, B. D., Nowakowski, G., & Salles, G. 2021).

Cependant, avant méme d’envisager une molécule thérapeutique, il faut produire un gros effort
de recherche fondamentale pré-clinique pour trouver les cibles a viser et mieux décortiquer
'ensemble des processus de lymphomagenése B notamment par I'étude sur modéles murins
pré-clinique du DLBCL en général et en particulier du GCB-DLBCL (pour revue Meyer, S. N.,
Koul, S., & Pasqualucci, L. 2021). Nous allons donc aborder dans le chapitre suivant quels
modeéles d’études du GCB-DLBCL, au cceur de ce projet de thése, nous disposons dans la
littérature et en quoi c-Rel pourrait constituer une cible thérapeutique clé dans cette pathologie.
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Chapitre 4 Modéles d’étude de la lymphomagenése B dépendants de NF-kB et cas de la sous-
unité c-Rel dans le GCB-DLBCL

Dans le chapitre 1, nous avons rappelé le contexte particulier de la réponse immune B ainsi
que la signalisation cellulaire au travers de la cellule B et notamment I'impact de la voie NF-
KB. Au cours du chapitre 2, le développement spécifique de ce lymphocyte B a été abordé
ainsi que ces différents stades de maturation et leurs liens avec la voie NF-kB. Enfin, le
chapitre 3 a exposé les cas de développements B anormaux et en particulier les B-NHL avec
une dérégulation de NF-kB au travers des ABC-DLBCL et des GCB-DLBCL. Nous allons voir
dans ce dernier chapitre 4 les modéles in vitro et in vivo d’étude de NF-kB dans le contexte du
DLBCL.

IV.1 Modeéles in vitro

Il existe dans la littérature plusieurs lignées cellulaires afin d’étudier les DLBCL. De fagon
générale, il existe de nombreuses lignées de B-NHL commercialisées pour des études in vitro
comme SUDHL1,2,5,8,10 et 16 mais également des NUDUL1. Par exemple, Lyu et al. (Lyu,
M. A., Cao, Y. J., Mohamedali, K. A., & Rosenblum, M. G. 2012) utilise pour ses études in vitro
du DLBCL, deux lignées ABC-DLBCL, OCILY3 et OCILY10 qui expriment des hauts niveaux
de BAFF-R, BCMA et de TACI. Concernant les GCB-DLBCL, les lignées étudiées sont
OCILY1, OCILY4 et OCILY19 mais aussi SUDHL4 et SUDHL6. Par conséquent, les lignées
de DLBCL vont constituer un premier outil majeur d’étude in vitro (pour revue Kubacz, M.,
Kusowska, A., Winiarska, M., & Bobrowicz, M. 2022). L’établissement de ces lignées selon le
sous-type ABC et GCB s’appuie alors sur les différentes classifications vues dans le chapitre
3, notamment 'étude de Alizadeh (Alizadeh et al.2000).

La premiére lignée cellulaire de leucémie/lymphome dérivée de patient a été établie en 1964
par Pulvertaft (Pulvertaft, R. J. V. 1964). Depuis, de nombreuses autres lignées ont pu étre
générées et caractérisées selon un processus similaire illustré sur la Figure 70.
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Figure 70. Isolation et génération d'une lignée cellulaire dérivée de cellules de patient
(crée avec Biorender d’aprés Kubacz, M., Kusowska, A., Winiarska, M., & Bobrowicz, M. 2022)

Représentation schématique des étapes successives permettant 'obtention de lignées
cellulaires pour I'étude in vitro des pathologies humaines.

Dans le cas particulier des DLBCL, la difficulté est de reproduire la trés grande hétérogénéité
de ce type de tumeur avec les sous-types associés (Quentmeier, H et al.2019). A l'origine de
I'établissement de nombreuses lignées de DLBCL se trouvent deux centres de recherches
américains : SU (Standford University) et OCI (Ontario Cancer Institute) (Epstein, A. L., &
Kaplan, H. S. 1978 ; Tweeddale, M. et al 1989 ; Chang, H. O. N. G. et al. 1992). C’est Epstein
et al. qui vont établir 3 lignées SUDHL (négatives pour le virus d’Epstein-Barr, EBV) a partir
d’'un épanchement pleural pour SUDLH1 et 2 ou d’'un épanchement péritonéal pour SUDHL3.
Elles seront suivies par 7 autres lignées : SUDHL?7, 8, 9, 10 (épanchement pleural) et SUDHL4
et 6 (épanchement péritonéal) et enfin a partir de ganglions lymphatiques pour la lignée
SUDHLS5. Toutes ces lignées vont donc représenter de nombreux cas de DLBCL (Epstein, A.
L., & Kaplan, H. S. 1978). Concernant les lignées OCILY1, 2, 3, 4, 7, 8 et 18, elles ont été
caractérisées d’'un point de vue phénotypique et histologique, et sont aussi EBV négatives
(Tweeddale, M. et al 1989 ; Chang, H. O. N. G. et al. 1992). A noter que ces lignées peuvent
étre établies au diagnostic (OCILY4, 8 et 18) ou bien durant une phase de rechute (OCILY1,
2,3,7).

Pour le sous-type ABC-DLBCL, les lignées représentatives fréquemment mentionnées dans
la littérature sont les Ri-1 (Riva), SUDHL2, 9, OCILY18, HBL1, RC-K8, U2946 ou encore les
TDMS8. En fonction des caractéristiques propres de chaque lignée, elles vont constituer un
modéle de choix pour I'étude préclinique d’'une ou des dérégulations associées au sous-type
ABC. Par exemple, la lignée U2946 possede une surexpression de MCL1 muté (membre de
la famille de BCL2) qui favorise la résistance aux traitements et la survie des cellules
canceéreuses (Quentmeier, H et al.2019).

Concernant les GCB-DLBCL leur phénotype est plutét CD10+, BCL6+ (Nowakowski, G. S., &
Czuczman, M. S. 2015). Comme indiqué dans le chapitre 3, les GCB-DLBCL ont un meilleur
pronostic de survie comparé aux ABC-DLBCL cependant leur trés grande hétérogénéité
complique la prise en charge ciblée de ces patients au cas par cas (Nowakowski, G. S., &
Czuczman, M. S. 2015 ; Susanibar-Adaniya, S., & Barta, S. K. 2021 ; Bujisic, B et al. 2017).
Parmi les modéles de lignées propres au sous-type GCB-DLBCL, on retrouve RL, SUDHL4,
6, 8, 10, OCILY1, 3,7 et Karpas422. Les lignées SUDHL4 et SUDHL6 possédent de hauts
niveaux d’expression de REL et BACH2. En revanche SUDHL4 est mutée sur le géne TP53
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alors que SUDHL6 est mutée sur le gene EZH2. De plus, la lignée Karpas422 possede a la
fois la translocation t (14 ;18) (oncogene BCL2) plus une translocation t(4 ;11) (qui produit
I'oncogéne de fusion AF4/MLL) représentant ainsi un modéle d’étude intéressant car résistant
aux approches chimiothérapeutiques classiques (Dyer, M. J et al. 1990). Pour rappel, 'une
des marques distinctives du sous-type GCB-DLBCL (30% des cas) est la translocation
t(14 ;18) qui va induire une surexpression de BCL2 (Bakhshi, T. J., & Georgel, P. T. 2020 ;
Barrans, S. L et al 2003). Cette translocation est corrélée de maniére significative a un mauvais
pronostic comparé aux GCB-DLBCL n’arborant pas cette translocation, respectivement 29%
a 63% de survie. Les lignées GCB-DLBCL possédant justement cette translocation sont les
SUDHL4, SUDHLS6 et les OCILY1.

Il est donc possible de générer un large éventail de lignées cellulaires a partir des tumeurs de
patients (Table 4) afin de mieux comprendre le comportement et le dysfonctionnement des
cellules tumorales de DLBCL.
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diagnosis
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Doubling tme: 34 h

Table 4. Lignées cellulaires utilisées comme modéles d’étude des DLBCL (d’aprés
Kubacz, M., Kusowska, A., Winiarska, M., & Bobrowicz, M. 2022)

Le tableau représente le type de lignée cellulaire, I'age du patient dont lequel elles sont
dérivées, le statut EBV positif ou négatif, 'immunophénotype, les mutations caractéristiques,
les anomalies génétiques ainsi que les translocations et enfin les conditions de culture
spécifiques de ces lignées.

Bien que les lignées de DLBCL constituent un outil de travail performant et rapide, elles ne
prennent pas en compte le contexte cellulaire complexe dans lequel se trouve une tumeur qui
va recevoir de nombreux signaux de nature variée. C’est pourquoi I'établissement de modeéles
murins préclinique in vivo est indispensable pour aller plus loin dans I'analyse et se rapprocher
de ce qui peut se passer dans un organisme entier.
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V.2 Modéles in vivo

Dans cette partie, nous allons voir que de nombreux modeéles de souris permettent d’étudier
la lymphomagenése B et plus particulierement les deux sous-types de DLBCL d'intérét les
ABC et les GCB. L’expérimentation animale sur la souris est connue depuis les années 1930
car c’est une espéce abondante (Rosenthal, N., & Brown, S. 2007). La souris (Mus musculus)
est ainsi considérée comme un modéle de choix pour I'étude des pathologies humaines et les
justifications vis-a-vis de ce choix sont nombreuses. Parmi elles, la similarité génétique entre
’Homme et la souris, leur petite taille, ainsi que la durée de vie. Notons que 99% des génes
humains ont leurs genes homologues chez la souris (La Perle, K. M., & Couto, S. S. 2010 ;
Waterston, R. H et al. 2002). Nous partageons également de nombreuses caractéristiques
physiologiques avec les souris notamment au niveau de la disposition et du fonctionnement
des organes comme le systéme cardiovasculaire, endocrine et immunitaire.

Dans le cas précis de I'hématopoiése, les leucocytes circulants prédominants sont les
lymphocytes B alors que chez 'lHomme ce sont les neutrophiles ( Treuting, P. M., Dintzis, S.,
& Montine, K. S. (Eds.). 2017; La Perle, K. M., & Couto, S. S. 2010; Percy, D. H., & Barthold,
S. W. 2013). Quelques différences sont a noter concernant ’hématopoiése extra-médullaire
dans la pulpe rouge de la rate qui est physiologique chez la souris adulte et qui ne doit donc
pas étre interprétée comme une néoplasie (La Perle, K. M., & Couto, S. S. 2010). On
dénombre également un nombre important de précurseurs hématopoiétiques chez la souris,
compareé a 'Homme. De plus, du tissu thymique ectopique peut étre retrouvé dans différents
endroits de la région cervicale mais ne constituent pas des néoplasies ( Treuting, P. M., Dintzis,
S., & Montine, K. S. (Eds.). 2017).

La revue de Kohnken, Porcu & Mishra expose différents modéles murins (Kohnken, R., Porcu,
P., & Mishra, A. 2017). L’amélioration des techniques de génomique a permis le
développement de modeles murins translationnels et fidéles aux pathologies
hématopoiétiques malignes retrouvées chez ’lHomme. La classification des modéles murins
de pathologies hématologiques néoplasiques inclut des modéles spontanés, des xénogreffes
et des organismes génétiquement modifiés (Table 5).
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Model

Spontaneous

Xenograft (cell line-derived)

Xenograft (patient-derived)

Humanized mice

Germline transgenic

Conditional transgenic

Muilti-allelic transgenics (clustered
regularly interspaced short
palindromic repeats-Cas9)

Advantages

No/minimal manipulation needed
Whole-organism system available to study disease pathogenesis

Relative simplicity

High yield

Rapid results

Relatively inexpensive

Muiltiple routes of administration

Avoid immune rejection with immunocompromised strains (commercially
available)

Useful as first step investigation

Useful as confirmatory for in vitro findings

Relative simplicity

High yield

Rapid results

Muitiple routes of administration

Avoid immune rejection with immunocompromised strains (commercially
available)

Useful as first step investigation

More true representation of tumor cell biology than above

Useful for investigation into efficacy of therapeutics on human tumor cells

COIT]DCteﬂ( immune SyS[Eﬂ\ to model tumor-immune interaction

Can engraft cell lines, human tumor tissue, or genetically manipulated cells
More true representation of tumor cell biology in a human-like system
Useful for investigation of tumor pathobiology

Faithful alteration of gene of interest
IHWIHLIHOCOVUDCIOHI mice

Useful for testing tumor development

Useful for testing therapeutic approaches
Useful for testing chemopreventative techniques

Faithful alteration of gene of interest
Immunocompetent mice

Targeted tissue-specific expression

Targeted temporal expression

Useful for testing tumor development

Useful for testing therapeutic approaches
Useful for testing chemopreventative techniques

Multiple genes can be manipulated to more closely mimic disease complexity
Ability to test cooperating mutations

Disadvantages

May not be accurate/translational to human disease
condition

Typically arises in older animals —time consuming
and more costly

Lack of organ/system microenvironment (except for
orthotopic)

Lack of immune system interaction with tumor cells
Relative inability to test complex genomic
interactions in a single-cell system

Cell lines likely differ significantly from parental
source (tumor)

Lack of organ/system microenvironment (except for
orthotopic)

Lack of immune system interaction with tumor cells
Relative inability to test complex genomic
interactions in a single-cell system

Expensive
Time consuming
Generally need to establish breeding colony

Transgene is universally expressed in every tissue
Transgene is expressed throughout embryologic
development

Genetically not as complex as many human tumors

Challenging technique

Expensive

Many mice will not carry desired genotype following
crossing

Genetically not as complex as many human tumors

Challenging technique
Expensive
Potential of off-target mutations

Table 5. Type de modéle murin, avantages et désavantages (d’aprés Kohnken, R., Porcu,
P., & Mishra, A 2017)

Le tableau présente le type de modeéle murin, ses avantages ainsi que ses inconvénients.

Dans le cadre du projet de thése, nous avons fait le choix de modeles murins génétiquement
modifiés. Dans la littérature, le terme GEMM pour « Genetically Engineered Mouse Model »
est employé. Les GEEM sont utilisés pour mimer et reproduire les cancers humains chez la
souris avec une étiologie basée sur les aberrations génétiques fréequemment retrouvées. Pour
produire un GEEM, il faut donc amener une mutation dans un géne d’intérét (Figure 71).

L’obtention de GEMM peut se faire par microinjection d’un transgéne dans le pronucléus male
d’'un ovule fécondé. Par conséquent, la descendance arborera des copies additionnelles de
ce géne. Dans cette approche de transgénése additionnelle, le géne d’intérét peut également
étre modifié pour que I'expression soit rendue spécifique d’un tissu (utilisation de promoteur
tissus spécifique) ou en réponse a 'administration d’un traitement (par exemple utilisation d’un
promoteur Tet inductible par la doxycycline) (Rosenthal, N., & Brown, S. 2007). Notons que
apport du transgéne peut aussi se faire par l'utilisation d’'un vecteur viral pour infecter un
embryon au stade multicellulaire. Ces deux premiéres approches présentent plusieurs limites
dont les deux principales sont liées au site d’'intégration pouvant modifier significativement les
génes a proximité et a l'insertion en tandem conduisant a une expression anormalement
importante potentiellement toxique pour les cellules.

La technique la plus utilisée pour générer des GEMM consiste en I'utilisation des cellules ES
(embryonic stem cell). L’avantage majeur de cette approche tiens au fait qu’il est possible de
réaliser une transgéneése ciblée par recombinaison homologue. On peut ainsi générer des
« Knock-In » (KI) pour apporter des mutations oncogéniques dans un oncogéne ou un géne
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suppresseur de tumeur. Une approche par « Knock-out » (KO) peut aussi étre d’intérét pour
invalider un géne suppresseur de tumeur.

Donor female mice Donor female mice

Embryonic stem DNA with targeted
(ES) cells transgene

DNA is introduced
into ES cells

Mouse embryo at
8 cell stage o @ DNA injected to
male pronucleus
of fertilised oocyte

() Retrovirus
k- \ l l Targeted ES cells

Transgene selected and
2 p expanded

Implanted female i % Injected oocytes g
‘QV}/ or in vitro I AY Targeted ES cells are
- cultured early £ H injected into early
l mouse embryos \tﬁgﬁ;‘ mouse embryo
S

Embryo is implanted
into pseudopregnant
mice Embryo is
implanted into
pseudopregnant

mice

Offspring are screened
for the presence of the
transgene

Chimeric offspring
are mated with wild

Offspring are screened type mouse

for the presence of the
transgene

Breeding and
selection to
homozygosity of
the mutation

Figure 71. Stratégies d’établissement de modéles murins transgéniques

Meéthodes scientifiques pour la création de modéles murins transgéniques incluant : (A) une
approche rétrovirale, qui n’est plus utilisée en routine, (B) méthodologie standard utilisant un
transgene, 'ADN est inséré dans le génome de fagon non spécifique et (C) approche par gene
ciblé qui est utilisée en routine pour créer des modeles murins de knock out conventionnels,
généralement associé avec une mutation entrainant une perte de fonction constitutive.
(Lampreht Tratar, U., Horvat, S., & Cemazar, M. (2018).

L’'un des défis majeurs de la manipulation de cellules ES est la présence de mutations pouvant
survenir lors du développement embryonnaire qui pourraient altérer de fagon aberrante des
cibles non désirées et éloigner ainsi le phénotype du modéle murin de la pathologie humaine
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a mimer. Afin d’éviter ce type de probléme, les modéles murins de Kl ou KO conditionnels sont
développés par croisements de souris possédant une ADN recombinase (Cre ou FLP Flippase
sous controle d’un promoteur tissus spécifique) avec des souris portant le géne d’intérét
génétiqguement modifié (systéme Cre-LoxP et FLP-FRT). Par conséquent, il est alors possible
de monitorer de fagon précise le Kl ou le KO dans le temps et I'espace (Rosenthal, N., &
Brown, S. 2007).

Les lignées germinales de GEMM permettent ainsi la recherche de mécanismes pouvant étre
impliqués dans la transformation oncogénique mais également 'évaluation de I'efficacité de
certains agents thérapeutiques sur la tumeur dans un microenvironnement intact (Heyer, J.,
Kwong, L. N., Lowe, S. W., & Chin, L. 2010 ; Sharpless, N. E., & DePinho, R. A. 2006). De
méme, certaines GEMM peuvent étre rendues inductibles dans le cas de Kil, pour activer des
mutations dans des tissus spécifiques en réponse a une drogue ou a un traitement par
transduction avec un vecteur viral (Heyer, J., Kwong, L. N., Lowe, S. W., & Chin, L. 2010 ;
Cook, G. J., & Pardee, T. S. 2013). Nous verrons notamment l'illustration de ce systéme lors
de la description de notre modeéle murin qui utilise la souris AID-Cre®">-Tomato.

Malgré la performance de ces GEMM, ces modéles ne sont pas capables de reproduire de
facon fidele la complexité des tumeurs humaines (Richmond, A., & Su, Y. 2008). C’est
pourquoi le développement de modéles murins utilisant la technique CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) représente un outil puissant afin d’étudier
le cancer. Dans ce cas, le systéme CRISPR/Cas9 peut-étre directement délivré dans le zygote
de la souris (ou également via I'utilisation de lignées ES) pour générer un animal possédant
des modifications génétiques extrémement ciblées et précises (Qin, W et al. 2016).

Il existe alors des modeéles propres a un large éventail de pathologies humaines comme pour
les lymphomes B qui nous intéressent ici. Comme mentionné dans les chapitres précédents,
les DLBCL représentent un des cas les plus communs de lymphomes B avec les FL, les MZL
et les BL (Donnou, S et al. 2012). Prenons pour exemple, la translocation de 'oncogene MYC
sous le contréle d’'un promoteur B spécifique fort qui conduit en 'apparition d’'un lymphome B
de type Burkitt. En ce sens, citons le modéle murin transgénique Eu-MYC capable de
reproduire l'insertion de MYC au locus IgH avec une incidence du lymphome dans 100% des
cas (Donnou, S et al. 2012). Ce modele va alors mimer le développement d’'une forme
immature de BL et une forme plus indolente mais plus mature de DLBCL (Mori, S et al. 2008).
Le processus de lymphomagenése peut ensuite étre accéléré dans ce modeéle par
lintroduction d’un rétrovirus murins exprimant 'oncogéne Ras (Greenwald, R. J et al. 2004).

De la méme maniere, il existe des modeles de FL mimant la translocation t(14 ;18) qui va
activer I'expression de BCL2 en se liant au locus IgH. L’utilisation des séquences régulatrices
du géne Vav conduisent a I'expression de BCL2 chez la souris produisant ainsi un FL (Egle,
A. et al. 2004). En outre, ce modéle a été utile dans I'étude du réle prolongé de la réactivité du
centre germinatif et de I'hypermutation des génes V. La délétion au stade embryonnaire de
AID (Activation-Induced Cytidine Deaminase) chez la souris va prévenir les FL lies a BCL6,
expliquant la place importante de AID dans la génération d’altérations génétiques
additionnelles dans la pathogenése (Pasqualucci, L. et al. 2008). La kinase SYK (Spleen
tyrosine kinase) est requise pour la survie des tumeurs dans le modéle Eu-MYC/BCR/sHEL.
Par conséquent, I'utilisation d’'un inhibiteur spécifique de SYK cause alors une régression de
la tumeur in vivo (Young, R. M et al. 2009). C’est par le biais de ce type d’étude que la galectin-
1, protéine carbohydrate avec diverses fonctions immunes, a été identifiee comme un
déterminant important de la réponse aux anticorps thérapeutiques (Lykken, J. M et al. 2016).
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Concernant les souris « humanisées » infectées a 'EBV, elles sont capables de développer
des pathologies B lymphoprolifératives ainsi que des lymphohistiocytoses hémophagocytiques
associées a 'EBV. La aussi, I'utilisation de ces modéles a permis d’élucider le role de la
réponse innée et en particulier la réponse adaptative des LT spécifiques a 'EBV dans ces
pathologies (Fujiwara, S., Imadome, K. I., & Takei, M. 2015). Les HL associés a 'EBV vont se
développer chez la souris dans un contexte de microenvironnement T activé alors que les B-
NHL se développent dans un environnement affaibli en T en réponse a une infection a 'lEBV
(Lee, E. Ketal. 2015). Il est également possible de développer des mutants de 'EBV afin de
générer des formes plus agressives de lymphoproliférations chez la souris et mieux
comprendre le role de certains genes viraux dans la pathogenése (Fujiwara, S., Imadome, K.
l., & Takei, M. 2015).

Les modeles murins de lymphomes (Table 6) sont donc nombreux, variés et constituent un
outil majeur de compréhension de la pathologie humaine dans le but de développer les
thérapies les plus efficaces.

Disease Gene targets Model Translation Therapeutic use

B-cell ymphoma MYC Conditional transgenic using Ig heavy chain B-cell lymphoma, Burkitt's lymphoma,
diffuse large B-cell ymphoma
MYC + RAS Conditional transgenic with retrovirus transduction  Accelerated development of B-cell CD20
lymphoma immunotherapy
SYK MYC/BCR/sHEL transgenic B-cell ymphoma SYK inhibitors
Follicular lymphoma (FL) BCL-2 Transgenic linked to Vav regulatory sequence FL
EBV-induced disease Humanized mice infected with EBV B-cell lymphoproliferative disease,

hemophagocytic lymphohistiocytosis

Peripheral T-cell lymphoma ITK-SYK Inducible transgenic using CD4-Cre Disseminated PTCL SYK inhibitors
(PTCL)

Anaplastic large cell ymphoma  NPM-ALK Inducible transgenic using CD4-Cre ALCL

(ALCL)

Cutaneous T-cell lymphoma IL-15 Transgenic CTCL HDAC inhibitors
(CTCL)

Table 6. Exemples de modéles murins de lymphomes (d’aprés Kohnken, R., Porcu, P., &
Mishra, A. 2017)

Le tableau représente certains exemples de modéles murins pré-clinique de lymphome, les
genes cibles qui vont étre dérégulés, les conséquences pathologiques de ces dérégulations
et 'usage de traitements thérapeutiques sur ces modeles.

IV.2.1 Cas des ABC-DLBCL

Des modéles murins spécifiques aux DLBCL ont ainsi pu étre développés afin de mimer ce
type de B-NHL.

L’utilisation de la technique CRISPR/Cas9 a pu révolutionner la construction de modéles
murins notamment par la sélection spécifique de mutations retrouvées dans les signatures
GCB ou ABC. De plus, les modeles de DLBCL génétiquement modifiés par des mutations
directes dans les lignées humaines ou par le biais de combinaisons chez la souris en fonction
de son fond génétique a permis d’étudier les coopérations de ces altérations génétiques
(Caeser, Retal 2019 ; Felce, S. L. et al. 2020). Comme FOXP1 capable d’éteindre la voie de
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signalisation du BCR ou éteindre la coexpression de BCL2/MYC ou BCL2/BCL6 et
I'expression de génes relatifs aux GCB ou aux ABC-DLBCL (Reddy, A. et al. 2017; Greiner, V
et al. 2019 ; Schlager, S et al. 2020).

La revue de Yanguas-Caséas, Pedrosa, Fernandez-Miranda, & Sanchez-Beato (Yanguas-
Casas, N., Pedrosa, L., Fernandez-Miranda, I., & Sanchez-Beato, M. 2021) propose une liste
de modeéles de DLBCL dont certains sont propres aux ABC-DLBCL.

Citons une premiere construction de modele murin ABC-DLBCL ciblant 'axe BCL6 établi en
2005. Comme vu précédemment, des altérations génétiques dérégulant I'expression de BCL6,
répresseur transcriptionnel requis pour la formation des GC, sont fréquemment retrouvées
dans les DLBCL. La construction du modéle murin de Cattoretti et al (Cattoretti, G et al. 2005)
est représentée en Figure 72.
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Figure 72. Génération du Kl BCL6 dans le modéle IuHABCL6

Stratégie de ciblage : Le locus IgH murin est illustrée en haut du schéma et au milieu est
représenté le processus de recombinaison homologue avec le vecteur de ciblage contenant
un cDNA de BCL6 murin en aval et un tag hémaglutinine plus une cassette de résistance a la
néomycine sous le contréle du promoteur fort PGK flanké de 2 sites LoxP. Le géne de la
thymidine kinase (HSV-TK) sert ici de marqueur de sélection positive des cellules transfectées.
La configuration finale de I'allele recombiné aprés I'excision de la cassette néo médiée par la
Cre recombinase in vitro est montrée au bas du schéma. Les fragments de restrictions
attendus et les sondes utilisées pour le Southern Blot sont également mentionnés sur le
schéma. Les abréviations suivantes correspondent : Eu, immunoglobulin heavy chain intronic
enhancer; lu, immunoglobulin mu sterile transcript promoter; Cu, the four Cu exons; Sy, switch
mu region (D’apres Cattoretti, G et al. 2005)

Ces souris vont favoriser la formation de GC et perturber la différenciation post-GC normale
avec une diminution du nombre de plasmocytes commutés. Ces souris développent un
syndrome lymphoprolifératif exhibant des caractéristiques similaires aux DLBCL et plus
précisement au sous-type ABC. Ce modeéle a donc permis de mettre en lumiere le role
oncogénique de BCL6 dans la pathogenése du DLBCL.
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Un autre modele de DLBCL se rapprochant du sous-type ABC est le modéle murin MYD88
L252P (Figure 73) de Knittel (Knittel, G et al. 2016). Nous avons exposé dans les chapitres
précédents le réle crucial de MYD88 dans I'activation des TLR puis de la voie NF-kB. C’est
pourquoi les mutations MYD88 et en particulier la mutation L265P ont été décrites en grand
nombre dans plusieurs pathologies malignes B dont les DLBCL chez 'Homme. De plus, 29%
des ABC-DLBCL possédant une activation constitutive de NF-kB ont la mutation L265P. De la
méme fagon, 'autre aberration génétique fréquemment retrouvée dans les ABC-DLBCL est le
gain de copies BCL2. Dans cette étude, les auteurs ont donc généré un nouveau modele de
souris utilisant la Cre recombinase dans les cellules B conduisant a une expression
conditionnelle de MYD88 L252P (la mutation orthologue de la mutation humaine MYD88
L265P) a partir du locus endogéne. Ainsi, ces souris développent des pathologies
lymphoprolifératives pouvant mener a des lymphoproliférations clonales. Dans ce cas, la
pathologie développée a les caractéristiques immuno-phénotypiques des ABC-DLBCL. Le
processus de lymphomagenése peut étre accéléré par un croisement avec un nouvel alléle
médiant cette fois-ci la surexpression conditionnelle de BCL2. Les expériences menées in
silico (a partir de lignées de patients), montrent que les ABC-DLBCL ayant la mutation MYD88
sont addictes a BCL2. C’est pourquoi ce nouveau modele murin pré-clinique d’ABC-DLBCL
peut constituer un outil performant pour le développement et la validation pré-clinique de
nouveaux agents thérapeutiques dans le traitement des ABC-DLBCL.
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Figure 73. Construction de I’alléle conditionnel Myd88p.L252P

Le ciblage du locus MYD88 se fait dans les cellules souches embryonnaires de souris
C57BL/6N Tac. Le locus endogéne MYDS88 est ciblée par le vecteur linéarisé décrit dans les
data supplémentaires. L’alléle cible de départ est situé au milieu du schéma et ce —méme
alléle aprés la recombinaison (Flp-mediated recombination) de FRT et des dites F3 est situé
en bas du schéma. Les sondes utilisées pour le southern blot : Baul, Eco91l, et Kpnl dont
I'ADN génomique a été digéré avec des sondes 5’ et 3’ et la sonde Néo sont représentées
sous le schéma de la stratégie de ciblage. La position des sites de restrictions et des sondes
sont mentionnées au-dessus du schéma. (D’aprés Knittel, G et al. 2016)

Ce modele MYD88/BLC2 a permis de tester une nouvelle combinaison thérapeutique
Venetoclax et anti-PDL1 qui augmente la survie des animaux suggérant ainsi que cette
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stratégie thérapeutique pourrait constituer une option performante de traitement pour les ABC-
DLBCL avec mutations MYD88 et gains de copies BCL2 (Flimann, R et al. 2021).

Vous trouverez en Table 7, une liste non-exhaustive de modéles murins d’ABC-DLBCL (pour
revue Yanguas-Casas et al.2021).

Strategy Phenotype/Incidence Prospective Uses

Ep-Myc DLBCL (time dependent) [99]

Ep-BRD2 DLBCL [91]

Bel6 Knock in GC-DLBCL [92]

Bel6/Myc ABC-DLBCL [92]

— 3-62% lymphom incidence [52]  Combination ith conditional Spen and Tfip3 knockout or oncogenic Notch2
S'"'"‘f':i“ Mb1:Cre;Ep:BA2,Crebbp® GC-DLBCL [103]

CAT1S Kt 2 ViaoP:Bel2 e l‘,’;‘l‘:‘;":‘l i Combination of the different alleles to generate a sophisticated EZB mouse model

Ezh2eond p Y641/t o P Bel2; Cy 197/ DLBCL like lymphoma [103]

85% incidence

o/ Wt Myd88cond p LS/ wt 26LSL BCL2IRES.GFP/ wt
Cd19e/ W Myd8gond p ;Rosa26’ B ABC-DLBCL [106]

Modeling of the MCD cluster by combination of both alleles and a newly

s - SLIKK 50% incidence IRF4, generated CD79B=4 PYISH/W gliele, or with the already existing Pram 1™
Cre.p, M 2L SLIKK 20 ge 4 Y s
Cy1Y" :Prdm V¥ ;Rosa26' post-GC DLBCL [107]
: ' Pi-BCL1 (m) iv or ip in BALB/c immunocompetent mice DLBCL [108,109] Gene editing
Syngeneic models h i ~ 5 5
A20 (m) iv, intrasplenic, or sc injection in BALB/¢ DLBCL [110-112) Generation of complex organoids prior to inoculation of the cell line
immunocompetent mice A
Gene editing
SU-DHL-4 (h) iv or sc in SCID immunodeficient mice DLBCL [113,114] Generation of organoids
Inoculation in humanized NOD/SCID mice
. . o ~e ~ ~ 1103 118 Generation of a-la-carte HPCs reproducing the genetic signatures
Transduced HPCs in irradiated mice GC-and ABC-DLBCL [103,115] Inoculation in humanized NOD/SCID mice
Xenograft models = = e = = >
POX I 6650 i bainssicdaBcient salce 20-30% successful engraftment Use of humanized mice to study lymphoma physiology and drug responses

Personalized medicine

Genetic modification
PDO iv or sc in immunodeficient mice 20-30% successful engraftment Use of humanized mice to study lymphoma physiology and drug responses
Personalized medicine.

The headings of each mouse model subtype are highlighted in bold

Table 7. Liste récapitulative des modeles murins de DLBCL couramment utilisés.

Le tableau propose une liste de modéles murins précliniques les plus couramment utilisés
mimant les pathologies de type DLBCL. Abbreviations: DLBCL: Diffuse large B-cell lymphoma;
GC: germinal center B-cell like; ABC: activated B-cell like; (m): murine origin; (h): human origin;
iv: intravenous; ip: intraperitoneal; sc: subcutaneous; PDX: patient derived xenograft; PDO:
patient derived organoid. (D’apres Yanguas-Casas et al.2021)

Nous allons voir maintenant les modéles murins disponibles dans la littérature pour étudier le
second sous-type de B-NHL les GCB-DLBCL. A noter que la frontiere entre les modéles
murins ABC et GCB reste parfois floue et qu’il peut étre compliqué de distinguer a 'avance si
les mutations ciblées vont induire des ABC ou des GCB-DLBCL. C’est pourquoi, pour une
mutation donnée, certains modéles d’ABC et de GCB peuvent se chevaucher.

IV.2.2 Cas des GCB-DLBCL

Comme vu dans le paragraphe précédent, I'établissement d’'un modéle murin préclinique va
reposer sur des stratégies de ciblage de mutations différentes. Dans le cadre des GCB-
DLBCL, la stratégie de ciblage mutationnelle sera donc différente.

En 2021, la revue de Meyer, Koul & Pasqualucci (Meyer, S. N., Koul, S., & Pasqualucci, L.
2021) fait état de nombreuses stratégies d’établissement de modéles murins transgéniques
pour modéliser le GCB-DLBCL. Pour rappel, le FL est une forme indolente de lymphome B
mais représente tout de méme un challenge thérapeutique car il demeure incurable.
Cependant, une partie des patients vont voir leur FL se transformer vers une forme plus
agressive de lymphome de type GCB-DLBCL et dans ce cas un pronostic de survie beaucoup
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moins favorable (Casulo, C., Burack, W. R., & Friedberg, J. W. 2015 ; Lossos, I. S., &
Gascoyne, R. D. 2011). Comme mentionné précédemment les mutations clés se situent sur
la protéine anti-apoptotique BCL2 causée par la translocation t(14 ;18) sous le contréle du
promoteur fort IgH (Kridel, R., Sehn, L. H., & Gascoyne, R. D. 2012). De plus, certains
événements oncogéniques additionnels peuvent étre requis pour donner lieu a une
transformation maligne du lymphome comme les mutations somatiques des régulateurs
d’histones par exemples ou affectant la chromatine comme la méthyltransférase KMT2D
(mutée dans 70-80% des cas), CREBBP actélytransferase (65% des cas); la
méthyltransférase EZH2 (22% des cas) et de maniére plus rare les mutations de ARID1A (L,
H et al. 2014 ; Morin, R. D et al. 2010 ; Morin, R. D et al. 2011 ; Okosun, J et al. 2014 ;
Pasqualucci, L et al. 2011). A partir de l'identification de ces mutations spécifiques, des
modeéles murins ont donc été développés pour mimer les mutations de type gain de fonction
sur MEF2B (15% des cas) (Ying, C. Y et al. 2013) ; des pertes de fonctions bi alléliques et
délétions de TNFRSF14/HVEM (jusqu’a 40% des cas) (Okosun, J et al. 2014 ; Ying C Y et
al.2013) et des points de mutations sur le géne RRAGC. Par conséquent les modéles murins
arborant ce type de mutations vont développer a la fois des FL et des GCB-DLBCL.

Le premier exemple de GEMM que je choisis de commenter est celui mimant la perte de
fonction de CREBBP, une histone acétyltransférase indispensable pour la régulation de la
réaction du GC au niveau transcriptionel avec un effet opposé a celui de BCL6 (Garcia-
Ramirez, | et al. 2017). Les mutations inactivatrices de CREBBP sont retrouvées a la fois dans
le FL et dans les GCB-DLBCL. L’étude de Garcia-Ramirez et al. indique que différents modéles
murins transgéniques (Figure 73) avec perte de CREBBP conduisent a une expansion des LB
du GC (en renforcant I'effet répresseur de BCL6) et montrent une coopération avec une
surexpression de BCL2 afin de promouvoir le développement d’'un lymphome B du GC. Par
ailleurs, I'article démontre la clonalité des tumeurs développées et leur origine du GC (Figure
73). Le profilage transcriptionnel et épigénétique montre que cette inactivation CREBBP est
associée a une variété d’altérations transcriptionnelles. Ainsi, les cellules B possédant
l'inactivation CREBBP ont également de hauts niveaux d’expression de c-Myc et des motifs
d’acétylations altérés, localisés sur les motifs de liaisons a ’ADN de c-Myc. L’étude souligne
ainsi le lien entre l'inactivation de CREBBP et la dépendance a BCL2 mais également le rble
de cette inactivation dans I'induction d’'une surexpression de MYC et de ses génes cibles.
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Figure 74. Modéles murins de délétion CREBBP

Le nom de chaque modeéle murin produit dans cette étude est exposé et la stratégie
d’invalidation de CREBBP ou de surexpression de BCL2 est indiqué. (D’aprés Garcia-
Ramirez, | et al. 2017).
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Figure 75. Les lymphomes développés par les souris transgéniques CREBBP ont pour
origine une cellule du GC

(A)Exemple d’une coloration IHC pour la rate d’'une souris contréle (CbpWT/F)) avec une
souris de méme age ayant développé un lymphome a CbpA/AxEuBcl2. La souris contréle
montre une disposition normale et benigne de ces follicules et un motif de coloration Pax5 et
BCLé6classique. En revanche, la souris atteinte de lymphome dans la rate montre une
histologie diffuse avec des cellules Pax5+ et BCL6+ en lien avec une origine cellulaire GCB.
(B) Etude des réarrangements VDJ par PCR sur des ADN extraits de tumeurs de rate et de
rate contréle (CbpF/FxEuBcl2). La souris contrble possede une distribution de ces bandes en
échelle suggérant ainsi une population de cellules B polyclonale (ligne de gauche). En
opposition a cette souris contréle, la majorité des échantillons issus de tumeurs de souris
CbpWT/A, CbpA/A, CopWT/AxEuBcl2, et CbpA/AxEuBcl2 montrent une seule bande
dominante indiquant alors une population B clonale.8 de ces bandes, surlignées en rouge, ont
été excisées afin de réaliser un séquencage. L’analyse révéle la présence d’hypermutation
dans 7 tumeurs sur 8 avec une moyenne de déviation de 2% (min = 0.8%, max = 4.2%)
deviation from the germ-line V-gene sequence). Ces résultats montrent ainsi 'origine GCB de
ces tumeurs, ou bien que les cellules B ont effectivement transitées par le GC. Abréviations
mentionnées sur le schéma: NA, not applicable; SHM, somatic hypermutation. (D’apres
Garcia-Ramirez, | et al. 2017)

Une autre approche de modélisation des GCB-DLBCL est basée sur I'étude de la mutation
somatique de CREBBP. En effet, I'étude de Jiang et al (Jiang, Y et al. 2017) montre que la
perte de CREBBP va permettre de faciliter le développement de lymphomes GCB chez la
souris. La littérature montre en effet que chez ’'Homme et chez la souris, la perte de CREBBP
résulte en la perte de la fonction d’acétylation H3K27 sur des « enhancer » et du « silencing »
aberrant des génes normalement responsables de la modulation de la signalisation B et des
réeponses immunes dont le MHCII. Les « enhancers » dont la régulation dépend de CREBBP
sont contre régulés par le répresseur transcriptionnel BCL6 en formant un complexe avec
SMRT et HDACS eux-mémes retrouves dans les loci CMHII. La perte de fonction de HDAC3
entraine donc la levée de la répression de ces « enhancers » et génes associés, dont le
CMHII, et supprime les lymphomes associés aux mutants CREBBP a la fois in vivo et in vitro.
La perte de fonction de CREBBP a donc été associée au processus de lymphomagenése en
permettant la levée de la répression exercée sur les « enhancers » par les complexes
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BCL6/SMRT/HDACS suggérant la aussi une approche de thérapie ciblée pour les lymphomes
ayant des mutations CREBBP.

La construction de ce modeéle murin de DLBCL est représentée en Figure 76.

Retrovnmllﬁd uction

Vav-P-BCL2 Vav-P-BCL2 HPC+ Irradiated Lymphoma
doner mice HPCs shRNA recipent (WT) onset

Figure 76. Stratégie de modéle murin mimant la perte de fonction CREBBP

Représentation schématique du modéle murin transgénique VavP-Bcl2. Ce modéle mime la
génétique et la pathologie d’un FL humain (Oricchio, E. et al. 2011; Béguelin, W et al. 2013 ;
Ortega-Molina, A. et al. 2015). Les cellules progénitrices hématopoiétiques VavBcl2 sont
fransfectées dans un rétrovirus, avec fluorescence GFP, exprimant des shRNAs conire
CREBBP (VavP-Bcl2/Crebbp’®) ou un contréle (VavP-Bcl2/GFP) et sont ensuite transplantées
dans des souris WT (Wild Type sauvage) receveuses préalablement irradiées. (D’aprés Jiang,
Y etal 2017)

Le probleme récurrent concernant les régulateurs épigénétiques est que les stades du
développement B auxquels ont lieu les mutations de type KMT2D et CREBBP ne sont pas
pleinement identifiés. C’est pourquoi la perte hémizygote et homozygote de ces génes a été
modélisée a différents stades de différenciation B en utilisant des souris avec une Cre
spécifiguement active dans les CSH (Horton, S. J., Giotopoulos, G et al. 2017) ; aux stades B
précoces (CD19 Cre et mb1Cre) (Zhang, J et al. 2015 ; Ortega-Molina, A et al. 2015 ; Garcia-
Ramirez, | et al. 2017 ; Zhang, J et al. 2017), et dans les GCB (via Cy1-Cre recombinase)
(Zhang, J et al. 2017 ; Meyer, S. N et al. 2019 ; Zhang, J et al. 2015).

Concernant la modélisation de la mutation KMT2D, qui normalement agit comme un puissant
suppresseur de tumeur, il est possible d’éliminer ce géne au stade pré-B entrainant ainsi une
expansion de la population GCB en réponse a un challenge antigénique comparé aux souris
WT (Zhang J et al.2015 ; Ortega-Molina A et al. 2015). A noter que le changement de profil
transcriptionnel des GCB se révéle plus flagrant dans des souris CD19-Cre par rapport aux
souris ou la délétion a été induite par la Cy1-Cre. |l y donc une inactivation plutét précoce de
KMT2D dans le FL, cependant la perte seule de KMT2D n’est pas suffisante dans le GC pour
aboutir au développement d’'un lymphome. Il faut donc ajouter une mutation complémentaire
comme une dérégulation BCL2 par exemple (observée dans le FL et le DLBCL). La
coopération de ces 2 mutations entraine alors des mutations des génes IGHV et I'expression
spécifique de marqueurs du GC. On parle donc d’effet synergétique entre la perte KMT2D et
la dérégulation de BCL2.
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Comme dit précédemment, EZH2 est une histone méthyltransférase fréquemment mutée dans
les GCB-DLBCL. EZH2 est d’ailleurs requis pour la bonne formation des GC (Béguelin, W et
al. 2013 ; Caganova, M et al. 2013). L’établissement des modeles murins de lymphomagenése
reposent alors sur 2 mutations clés entrainant des gains de fonction : Y646F (chez la souris
équivalent a Y641) et Y646N. L’expression conditionnelle de I'alléle Ezh2Y¢4'F est modulée par
le promoteur endogene d’'EZH2 (Béguelin W et al. 2016) contrairement a I'expression de
I'alléle transgénique Ezh2Y64'N sous le controle du promoteur fort CAG. Les deux alléles mutés
sont induits sélectivement dans le GC aprés excision de la cassette lox-stop-lox gréace a la
Cy1-Cre.

Ces modeles présentent une hyperplasie massive des GC, une prolifération aberrante, un
blocage de la différenciation terminale B et une augmentation de la marque épigénétique
H3K27me3 au niveau des promoteurs des génes cibles dEZH2. Comme les modéles
précédemment cités, il faut des coopérations oncogéniques, dans ce cas c’est une coopération
d’EZH2 avec le complexe répresseur BCL6/BCOR qui est décrite aboutissant a un phénotype
proche des GCB-DLBCL (Béguelin W et al. 2016). Une coopération avec BCL2 est également
décrite, grace a un croisement avec des souris transgéniques VavP-Bcl2 ou apres par
transferts de cellules de moelle de VavP-Bcl2 transfectées avec des vecteurs Ezh2Y64'F
(Béguelin W et al. 2013 ; Béguelin W et al. 2016 ; Ennishi, D et al. 2019).

Notons que la lignée CD19Cre montre ainsi une meilleure expression des mutants d’EZH2
sous contr6le de promoteurs B endogenes et donc un meilleur développement de lymphome
mais, leur phénotype (B220*, CD19*, IgM*, CD43*, CD5* and Mac1*) ne représente pas la
situation retrouvée chez 'Homme. D’ou l'intérét primordial de maitriser I'induction temporelle
et spatiale de ces mutations dans I'établissement du modéle murin transgénique (Souroullas,
G. P e al. 2016). Ainsi, les GEMM Ezh2; Cy1-Cre ont deux intéréts majeurs : ils permettent
l'étude de la fonction additionnelle d’EZH2 dans [I'établissement du microenvironnement
tumoral et ils constituent un outil préclinique de choix pour de nouvelles approches
thérapeutiques. En particulier parce que ces animaux développent des tumeurs répliquant le
phénotype humain avec une baisse de l'expression CMHI et Il ainsi que [latteinte
immunologique sur le nombre de cellules T infiltrées qui sont capables d’étre restaurées aprés
traitement avec des inhibiteurs d’EZH2 (Ennishi, D et al. 2019).

Dans les FL et les GCB-DLBCL des mutations sur les histones de la famille H1 (HIST1H1C et
HIST1H1E) sont également décrites (44% des FL et 26% des GCB-DLBCL) (Okosun, J et al.
2014 ; Yusufova, N et al. 2021). Il existe une coopération des mutations touchant H1C et H1E.
Cela a pu étre démontré dans un nouveau modeéle double KO dont les GC sont plus nombreux
apres stimulation antigénique T-dépendante. Ce phénotype est notamment lié a la
décompaction de la chromatine au niveau des génes cibles de facteurs de cellules souches
(NANOG, SOX2 et PRC2). De plus, la transplantation de lymphome VavP-Bcl2; Hic*H1e™,
dans des souris receveuses secondaires et tertiaires montre une prise de greffe de la tumeur
a 100% , situation qui n'est pas observée avec des tumeurs VavP-Bcl2 seules. Ces résultats
montrent ainsi le caractére agressif de ces mutants de la famille H1.

Enfin des mutations inactivatrices sur TET2, qui est une dioxygénase, sont retrouvées dans 3
a 10% des FLAFL et 6 a 12% des GCB-DLBCL (Reddy, A et al. 2017 ; Chapuy, B et al. 2018 ;
Schmitz, R et al. 2018 ; Pasqualucci, L. et al. 2014). Une mutation conditionnelle KO
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inactivatrice de TET2 entraine alors une expansion des GCB dans les souris Vav-Cre et
CD19Cre mais pas au stade GC. Cette mutation entraine une hyperméthylation des génes
impliqués dans le programme de la zone claire du GC ayant des conséquences au niveau de
la répression transcriptionnelle. Cependant, ce phénomeéne n’induit pas la progression clonale
en GCB-DLBCL. Il faut donc la aussi, une stratégie combinatoire d’altérations génétiques a la
fois sur TET2 et une dérégulation de BCL6 qui dans ce cas entraine une désorganisation totale
de l'architecture splénique due a de larges follicules et des infiltrats lymphoides. Ces travaux
ont permis d’établir le lien potentiel entre TET2 et CREBBP dans la mise en place d'un
programme transcriptionnel spécifique en faveur d'une sortie du GC au travers d'une
actéylation CREBBP dépendante et une stabilisation de TET2 résultant en I'activation de
domaines « enhancers » variés (Dominguez, P. M. et al. 2018).

Il est donc possible d’exploiter les différentes mutations propres aux FL et aux GCB-DLBCL
dans le but d’établir un modéle murin transgénique plus ou moins fidéle a la pathologie de
’Homme. Nous avons également pu voir au travers de ces exemples les phénomeénes de
coopérations entre mutations dans le but d'initier la lymphomagenése et modifiant les
programmes transcriptionnels entrainant ainsi la transformation maligne. Il est également
primordial de prendre en compte le stade de différenciation B dans lequel se produisent ces
événements oncogéniques distincts pour aboutir au développement complet d’'une tumeur.
Enfin, l'influence du microenvironnement tumoral doit aussi étre pris en compte dans le but de
proposer de nouvelles approches thérapeutiques.

En dehors des mutations propres des FL et des GCB-DLBCL, on retrouve également des
mutations qui affectent les interactions avec le microenvironnement tumoral. Ce
microenvironnement peut servir de support pour la tumeur et lui permettre d’échapper a la
surveillance immunitaire. Ainsi la perte du CMHI durant la transformation du FL vers un DLBCL
résulte de mutations de certains composants du CMHI ou d’altérations au niveau de la
transcription et le transport de ces entités, en faveur d’'un échappement a la surveillance des
LT-CD8 (Ennishi, D et al. 2019 ; Challa-Malladi, M et al. 2011 ; Fangazio, M et al. 2021). Une
diminution du CMHII est associée aux FL et au GCB-DLBCL, en particulier pour les cas avec
des mutations de CREBBP et d’EZH2. Il pourrait ainsi y avoir un lien entre ces
reprogrammations épigénétiques et la capacité a échapper a la surveillance immunitaire dans
ces tumeurs. |l serait donc intéressant d’établir de nouveaux modéles murins transgéniques
ayant ces caractéristiques.

Un autre exemple de mutation affectant le microenvironnement tumoral est la perte de fonction
de TNFRS14 codant le récepteur HVEM qui est muté ou délété dans quasiment 30% des
GCB-DLBCL (Boice, M et al. 2016 ; Karube, K et al. 2018). La modélisation de cette mutation
in vivo par des shRNA a été utiliséé pour induire un KO dans les cellules hématopoiétique des
souris VavP-Bcl2 (Boice M et al.2016). La encore le modéle ne retranscrit pas exactement le
timing parfait d’'incidence de cette mutation dans la pathologie humaine cependant ces souris
peuvent développer des FL dépendants de BCL2 de maniére plus importante avec cet ajout
de KO HVEM. Par conséquent la perte de HVEM modélise la stimulation du BCR et
'augmentation de la prolifération de maniére autonome. La perte de HVEM est également a
I'origine de la création d’'un environnement favorable a la tumeur au travers d’une expression
accrue de cytokines en lien avec la famille des TNF qui agissent comme de forts activateurs
du stroma. Chez la souris et chez ’'Homme, la perte de TNFRSF14 dans le FL montre une
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forte activation lymphoide du stroma. Du coup, ces recherches offrent alors de nouvelles
perspectives thérapeutiques pour aborder au mieux ces altérations génétiques en faveur d’'une
signalisation BCR exubérante.

Il existe aussi des mutations activatrices sur MEF2B qui est un facteur de transcription
exclusivement exprimé dans le GC (Ying CY et al. 2013) et responsable de la régulation du
programme transcriptionnel de génes impliqués dans diverses fonctions biologiques et la
régulation en particulier de BCL6 (Brescia P et al. 2018). Cette activité peut étre perturbée
dans environ 15% des FL et des GCB-DLBCL. Les mutations MEF2B sont plutét induites aux
stades précoces du développement B et la mutation la plus connue est celle sur le domaine
N-terminal D83V. Un modeéle de Kl croisé avec une souris CD21-Cre est publié (Brescia P et
al. 2018). Ainsi, la souris Mef2b*P8V; Cd21-Cre est caractérisée par des lymphomes dérivés
du GC, une forte réponse du GC et le développement clonal de FL et de GCB-DLBCL dans
20% des cas. La pénétrance de ces lymphomes est augmentée si ces souris sont croisées
avec souris porteuses de l'alléle BCL2-Ig.

Des mutations retrouvées dans un tiers des GCB-DLBCL concerne I'axe de signalisation
Ga13. Deux modéles de KO conditionnels ont été développés. En conditions physiologiques,
Ga13 est responsable du confinement des cellules GCB et stimule la voie AKT. Le géne muté
ici est le GNA13 et de facon plus rare S1PR2 et ARGHGEF1 (Muppidi, J. R et al. 2014). La
mutation engendrant de bas niveaux d’expression de S1PR2 est tout particuliérement corrélée
a un mauvais pronostic dans les DLBCL (Flori, M et al. 2016). Concernant les modéles murins
établis, ce sont des KO conditionnels ou GNA13 va étre spécifiquement délété dans les GCB
par croisement avec des souris AICDA-Cre (Healy, J. A et al. 2016) dont nous reparlerons
dans la description du modéle murin de ma thése. L’autre stratégie consiste a dépléter GNA13
dans toutes les cellules B en utilisant un mélange de moelle osseuse de chimere Gna13"™;
mb1-Cre (Muppidi, J. R et al. 2014). Dans les deux modéles survient : un accroissement du
nombre de GCB, une architecture désordonnée du GC et une distribution LZ/DZ altérée tout
comme une activité de SHM aberrante et des migrations B anormales. Ces résultats
supportent ainsi I'hypothése selon laquelle la voie Ga13 est impliquée dans les processus de
lymphomagenése et peut ainsi mimer le développement d'un GCB-DLBCL avec un taux de
réussite dans environ 1 souris sur 2 (Cattoretti, G et al. 2009).

La protéine FBXO11, membre de la famille des protéine F-box, fonctionne en tant que protéine
de dégradation de signalisation cellulaire. FBXO11 est une sous-unité du complexe SKP1-
cullin-1-F-box-protein (SCF) E3 ligase qui conduit a l'ubiquitinylation et la dégradation de
protéines cibles dont BCL6 et BLIMP1 (Duan, S et al. 2012 ; Skaar, J. R., Pagan, J. K., &
Pagano, M 2013 ; Horn, M et al. 2014). C’est donc en toute logique que des mutations
monoalléliques surviennent sur FBXO11 dans les DLBCL, ce phénomene étant corrélé bien
entendu a des niveaux d’expression de BCL6 augmentés. Le modéle de choix est donc une
souris dans laquelle a été réalisé un KO conditionnel FBXO11 croisée avec une souris Cy1-
Cre afin d’étudier le lien entre la perte de FBXO11 et la formation de GC : GC anormalement
larges et des niveaux protéiques de BCL6 exacerbés aprés stimulation antigénique
(Schneider, C et al. 2016). A long terme, les souris vont ainsi développer des pathologies
lymphoprolifératives dont certaines possédent les caractéristiques d'un GCB-DLBCL.
Cependant, la pénétrance étant faible, il est impératif de combiner cette mutation FBXO11
avec d’autres altérations génétiques.
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Nous avons donc pu voir, au travers de ces différents exemples de modéles murins
transgéniques, la complexité d’obtenir un modéle fidéle récapitulatif de la pathologie humaine.
Tres fréquemment, il est nécessaire de muter de facon combinée les altérations clés identifiées
dans les DLBCL afin de pouvoir obtenir une tumeur et cela souvent a long terme.

V.3 Modéle de suractivation de NF-kB mimant un DLBCL

Etant donné la place centrale de NF-kB dans mes travaux de thése, nous allons développer
dans un dernier paragraphe les modeles murins disponibles dans la littérature pour mimer la
suractivation de NF-kB dans un contexte de mutations récurrentes dans les DLBCL.

Dans les parties précédentes, nous avons décrits le rOle clé des sous-unités NF-kB en
conditions physiologiques et pathologiques. Les mutations pouvant affecter cette voie NF-kB
peuvent a la fois avoir lieu sur des activateurs et des répresseurs de la transduction du signal.
J'ai déja évoqué le modeéle comportant la mutation Myd88-25" dans des souris CD19Cre ou
Cy1-Cre promouvant la formation de tumeurs de type ABC (Knittel, G et al. 2016) associé au
cluster MCD/C5 souvent en lien avec un gain de copie BCL2. C’est pourquoi ce modéle croisé
avec une souris CD19Cre permettant la surexpression de BCL2 conduit a une augmentation
des tumeurs de types ABC (Flimann, R et al. 2021). Par ailleurs, une accumulation de cellules
auto-réactives va étre causé par un effet synergétique des mutations Myd88-252F et de CD79B
(Wang, J. Q et al. 2017). Bien que ces souris ne développent pas un lymphome B agressif de
maniére systématique, ces modeles contribuent a une meilleure compréhension des
mécanismes oncogeéniques liés a NF-kB.

Pour la voie non canonique/alternative de NF-kB, il est possible d’obtenir une activation
constitutive par la translocation nucléaire de p52 médiée par des mutations touchant TRAF3
et BCL6 (Compagno, M et al. 2009). TRAF3 est impliqué dans I'axe de régulation négatif de
la voie non canonique NF-kB impliquant la dégradation de la kinase NIK. Il est donc possible
de réaliser un mutant conditionnel IuHABCcI6; Niks©°PFt; Cy1-Cre ol NIK et BCL6 sont
surexprimés dans le GC. On retrouve alors une hyperplasie du GC avec un blocage de la
différenciation terminale B et le développement d’'un DLBCL IRF4 positif (Zhang, B et al. 2015).
Un autre modele illustrant la synergie de mutations avec la dérégulation de NF-kB est le
modéle combinant la perte de BLIMP1 avec une hyperactivation d'IKK2 : souris Blimp1™;
Rosa265"fLlkk2ca (constitutivement actif) ; Cy1-Cre (Calado, D. P et al. 2010).

L'’ensemble de ces modéles liés a une activation de NF-kB a donc permis de démontrer
'implication de cette voie dans la lymphomagenése B. En ce sens, le modéle récemment
publié de Kober-Hasslacher et al. (Kober-Hasslacher, M et al. 2020) pose la question des
conséquences d’une surexpression in vivo de la sous-unité c-Rel NF-kB. Comme nous I'avons
précédemment évoqué, les conséquences fonctionnelles d’'une surexpression de c-Rel ne
sont pour le moment pas toutes connues malgré la démonstration in vitro du pouvoir
oncogénique de c-Rel, et 'amplification récurrente 2p16 dans les GCB-DLBCL. Les auteurs
proposent ainsi un modeéle de surexpression de c-Rel dans les LB a partir d’'une construction
transgénique spécifique : dite « BAC-transgenic gene loci » (Figure 77).
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Figure 77. Schéma de la construction Kl de c-Rel dans le locus Basic BAC Transgénique

Représentation schématique du transgéne REL'® et REL'GFP contenu dans un BAC
(Bacterial artificial chromosome) transgéniques. Le promoteur CAG est suivi d’une cassette
stop lox-P-flanquée, un site N-Terminal-Tag ou Fusion GFP ainsi qu’un site carboxy-terminal
flag-tag ont été insérés. (D’apres Kober-Hasslacher, M et al. 2020).

Le locus du géne REL n’est pas modifié en utilisant la technique du BAC (Bacteria Artificial
Chromosome). L’expression B spécifique de c-Rel (et c-Rel-GFP) va se faire via une Cre sous
contréle d’'un promoteur B spécifique. Un promoteur fort CAG (suivi de la cassette stop
entourée par des sites LoxP en amont du premier exon de REL) permettra I'expression de c-
Rel aprés délétion de la cassette stop. Le BAC modifié pour la surexpression de c-Rel est
ensuite introduit dans des cellules ES et les clones porteurs d’'une copie du BAC vont étre
identifiés via la technique de Southern-Blot. Pour le KI B spécifique, ces souris ont été croisées
avec des souris CD19Cre. La caractérisation spécifigue du modéle montre que les populations
B de la moelle, de la rate et de la cavité péritonéale restent inchangées dans la souris Rel™
CD19Cre'* ; mais une proportion cellulaire plus importante est détectée au niveau des organes
périphériqgues comme les ganglions et les plaques de Peyer. Au niveau des marqueurs
d’activation de surface, il N’y a pas de modifications majeures si ce n’est une petite élévation
du CD23 dans les cellules B périphériques. A l'inverse, la surexpression de c-Rel va induire
de fagon spontanée la formation de GC dans la rate, les ganglions lymphatiques mais aussi
dans les tissus lymphoides associés a la muqueuse du systéeme digestif (GALT, gut-
associated lymphoid tissues). Cette expansion de cellules GCB vont alors exprimer des
niveaux normaux de BCL6 et des marqueurs clés de I'environnement du GC dont GL7 et PNA.
Une proportion de cellules a ainsi tendance a exprimer fortement CD86 et de maniére moins
importante CXCR4 au niveau de la LZ. L'hyperplasie des GC est également accompagnée
par une augmentation des populations T dans les ganglions lymphatiques dont les Tth CD4+
PD1hi CXCR5hi capables de promouvoir des signaux/interactions clés afin de garantir le bon
déroulé des réactions du GC. L’expansion des Tfh est particulierement importante dans la rate,
dans les ganglions lymphatiques et les GALT. La premiére conséquence d’'une surexpression
de c-Rel est donc la formation de GC de maniére spontanée.

L’étude démontre ensuite que les niveaux protéiques de c-Rel vont dicter 'expansion des GCB
et induire le « switch » des cellules plasmatiques. De fagon surprenante, 'induction d’'une
surexpression de c-Rel dans des souris c-Rel déficientes va permettre de restaurer la
différenciation B terminale et donc souligner ce réle critique intrinséque de cette sous-unité
NF-kB au stade terminal de la cellule B. La surexpression de c-Rel dans les cellules GCB va
causer sa translocation au noyau, phénoméne que nous avons déja mentionné
précédemment, causant alors la génération d’'un programme transcriptionnel altéré et une
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prolifération augmentée (Figure 78). Enfin, 'une des derniéres observations faites dans ces
souris surexprimant c-Rel est 'augmentation de la production d’autoanticorps ainsi que leur
dépbt au niveau du rein.

- .
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11 é \l)‘_ /,/( ' I" _‘ s\/;'
2 —
»

GCB cell
with c-Rel gain

Figure 78. Schéma bilan des conséquences de la surexpression de c-Rel in vivo (D’apres
Kober-Hasslacher, M et al. 2020)

La surexpression de c-Rel va induire un gain important de niveaux protéiques de c-Rel dans
les B du GC en particulier et entrainer la formation et le dépét de complexes immuns au niveau
du rein.

Nous discuterons ce modele dans la partie discussion de ma theése au regard de mes propres
résultats.
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Objectifs

Nous avons donc pu voir au travers de cette introduction, la place de la famille REL/NF-kB
dans la réponse immunitaire, ses sous-unités activatrices et ses voies de signalisation
classique et alternative. NF-kB et ses sous-unités RelA, RelB et c-Rel sont impliquées dans
les processus de différenciation et de maturation de la cellule B comme nous 'avons exposé
dans le Chapitre 2.

En lien avec la complexité des différentes étapes de différenciation B, particulierement dans
lenvironnement du centre germinatif, de nombreux événements mutationnels peuvent
subvenir lors de ce processus. Les DLBCL illustrent bien la complexité des anomalies
génétiques des B-LNH.

Les DLBCL sont les lymphomes les plus en lien avec NF-kB et représentent plus de 80% des
lymphomes B agressifs. La caractérisation de I'activité NF-kB dans sa globalité au travers de
'étude de ses genes cibles, comme cela est habituellement proposé dans la littérature
scientifique, n’aborde qu’une partie de la complexité de cette famille de facteurs de
transcription en ne prenant pas en compte le réle propre des sous-unités NF-kB. Dans ce
contexte, j’ai participé dans les premiers mois de ma thése a une étude du groupe menée avec
le LYSA (The Lymphoma Study Association). Dans cette étude, nous avons posé la
question du réle propre des sous-unités NF-kB dans les DLBCL. Les résultats publiés
montrent que les sous-unités NF-kB doivent étre prises en compte de fagon différentielle. Tel
que RelB est un marqueur de mauvais pronostic (Eluard B et al. 2022), RelA est la sous-unité
du sous-type moléculaire ABC et c-Rel celle des GCB-DLBCL avec une signature
transcriptomique nouvelle propre (Faumont N et al. 2021). Pour c-Rel, son activité de liaison
a I'ADN est associée a une expression accrue des transcrits du gene REL. En dépit de la
fréquente amplification du locus REL (15 a 37% des cas selon les séries (Schmitz R et al.
2018), les GCB-DLBCL ont longtemps été décrits comme indépendants de NF-kB. Nos
données suscitées montrent qu’en réalité les GCB sont liés a c-Rel avec un profil
d’expression génique qui ne correspond pas aux génes cibles classiques de NF-kB.

Nous formulons ainsi I'hypothése que c-Rel confére un avantage sélectif dans I'environnement
spécifique du centre germinatif. L’objectif global de ma thése est donc d’étudier les
conséquences d’une surexpression et activation aberrante de c-Rel in vivo qui pourrait
favoriser la tumorigenése dans les cellules précurseurs du GCB-DLBCL en perturbant
la dynamique normale du développement de la cellule B dans le centre germinatif. Pour
ce faire, j'ai développé un modéle murin original inductible « double couleur » qui permet
d’étudier la dynamique de I'’émergence clonale dans le centre germinatif afin d’identifier les
génes cibles clés de c-Rel dans la transformation des LB pour, en second temps, en
comprendre non seulement la régulation par c-Rel mais aussi 'impact fonctionnel sur la cellule
B du centre germinatif.
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Résultats

Introduction

Comme nous avons pu le voir au cours de l'introduction, I'étude des DLBCL représente un
enjeu majeur de prise en charge thérapeutique pour les patients. Ainsi, la recherche dispose
d’approches in vitro et in vivo plus ou moins complexes.

Dans cette partie Résultats, vous trouverez dans le Chapitre 1, une étude de caractérisation
des sous-unités NF-kB dans les tumeurs de DLBCL, puis dans le Chapitre 2, une étude du
r6le in vivo de c-Rel/NF-kB spécifiquement dans les lymphocytes B du centre germinatif.

Chapitre 1. c-Rel sous-unité pivot du sous-type GCB-DLBCL

A partir de la série du programme GHEDI (Deciphering the Genetic Heterogeneity of Diffuse
large B-cell lymphoma in the rituximab era) référencée par le LYSA, nous montrons que
l'activité de liaisons a ’'ADN de c-Rel est caractéristique des GCB-DLBCL.

Pour comprendre la place de l'activité c-Rel dans I'émergence des GCB-DLBCL, nous
corrélons nos données d’EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) aux données de
transcriptome haut-débit déja acquises sur la série GHEDI. Nous pouvons ainsi définir un profil
transriptomique spécifiquement associé a c-Rel dans les GCB-DLBCL (343 sondes). Nous
avons ensuite validé cette signature c-Rel sur 'ensemble de la série GHEDI (168 tumeurs
avec 85 GCB et 83 ABC) ainsi que sur la série publiée par Lenz et al. en 2008 (200 DLBCL
avec 107 GCB et 93 ABC) (Lenz et al., 2008) : environ 70% des GCB ont un profil d’expression
c-Rel dans les deux séries. Notons que ces tumeurs sont plus fréquemment associées i) a la
surexpression de c-Rel (~ 80% des cas), ii) a 'amplification du locus REL, et jii) aux anomalies
des génes BCL2, MEF2B, CREBBP, TNFRSF14 et EZHZ qui correspondent au sous-type
génétique EZB (défini par Staudt et al. (Schmitz et al., 2018)). Probablement en lien avec une
moindre complexité génomique (relative au nombre de copies de génes), I'analyse de la survie
globale des patients a 5 ans indique une meilleure évolution pour ceux avec un profil c-Rel
(i.e. signature transcriptomique associée a la surexpression de c-Rel, 50-60% des GCB-
DLBCL). Ce bon pronostic est également retrouvé parmi les GCB uniquement et ce pour les
deux séries étudiées.

Mon intervention sur ce projet concerne les aspects fonctionnels réalisés a partir des cellules
B EREB2.5 immortalisées par le virus d-Epstein-Barr. Ainsi, nous montrons que la
surexpression de c-Rel induit sa localisation nucléaire et protege les cellules contre I'apoptose,
tandis que sa répression reverse cet effet protecteur. Ces résultats indiquent que,
cliniquement et biologiquement, c-Rel est la sous-unité pivot de NF-kB dans le sous-
groupe GCB-DLBCL. Sur le plan fonctionnel, la surexpression de c-Rel pourrait
favoriser directement la tumorigenése du DLBCL sans qu'il soit nécessaire de recourir
a d'autres signaux d'activation (Frontier in Oncology 2021 ; (Faumont et al., 2021)). Ce
travail est le point de départ qui a motivé I'établissement du modéle murins surexprimant c-
Rel dans les lymphocytes B du centre germinatif, présenté dans le chapitre suivant.
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Relationships between c-Rel and GCB-DLBCLs remain unclear. We found that strong c-Rel
DNA-binding activity was mostly found in GCBs on two independent series of 48 DLBCLs
and 66 DLBCLs, the latter issued from the GHEDI series. c-Rel DNA-binding activity was
associated with increased REL mRNA expression. Extending the study to the whole GHEDI
and Lenz DLBCL published series of 202 and 233 cases, it was found that the c-Rel gene
expression profile (GEP) overlapped partially (12%) but only with the GCB GEP and not with
the GEP of ABC-DLBCLs. Cases with both overexpression of REL mRNA and c-Rel GEP
were defined as those having a c-Rel signature. These cases were GCBs in 88 and 83% of
the GHEDI or Lenz’s DLBCL series respectively. The c-Rel signature was also associated
with various recurrent GCB-DLBCL genetic events, including REL gains, BCL2
translocation, MEF2B, EZH2, CREBBP, and TNFRSF14 mutations and with the EZB
GCB genetic subtype. By CGH array, the c-Rel signature was specifically correlated with
2p15-16.1 amplification that includes XPO1, BCL11A, and USP34 and with the 22g11.22
deletion that covers IGLL5 and PRAME. The total number of gene copy number
aberrations, so-called genomic imbalance complexity, was decreased in cases with the
c-Rel signature. These cases exhibited a better overall survival. Functionally, overexpression
of c-Rel induced its constitutive nuclear localization and protected cells against apoptosis
while its repression tended to increase cell death. These results show that, clinically and
biologically, c-Rel is the pivotal NF-xB subunit in the GCB-DLBCL subgroup. Functionally,
c-Rel overexpression could directly promote DLBCL tumorigenesis without need for further
activation signals.

Keywords: NF-kappaB, DNA binding activity, c-Rel, germinal center B-cell-diffuse large B-cell lymphoma,
genetic alterations
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INTRODUCTION

Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL) are the most frequent
among aggressive non-Hodgkin’s lymphomas (NHLs). DLBCLs
are clinically, molecularly, and genetically heterogeneous,
suggesting different oncogenic mechanisms. Gene-expression
profiling (GEP) studies led to the proposal of two cell-of-origin
(COO) molecular subtypes known as germinal center B-cell-like
(GCB) DLBCLs, and activated B-cell like (ABC) DLBCLs, with a
subset of cases showing an intermediate, unclassifiable
phenotype (1). GCB-DLBCLs seem to arise from normal
germinal center B-cells, whereas ABC-DLBCLs would originate
from post-germinal center activated B-cells arrested before
terminal plasma cell differentiation.

When compared to GCB-DLBCLs, several studies have
shown that ABC-DLBCLs are the more aggressive subtype
with the worst patient outcome (2, 3). ABC-DLBCLs exhibit
constitutive activation of the NF-kB pathway that drives tumor
proliferation and survival and confers chemotherapy resistance
(4). Constitutive activation of NF-xB in ABC-DLBCLs is due to a
variety of mutations in NF-«B regulator coding genes, such as
MYD88, TNFAIP3 (A20), CD79A/B, CARD11, TRAF2, TRAFS,
MAP3K7 (TAK1), or TNFRSF11A (RANK) (5).

In contrast to ABC-DLBCLs, GCB-DLBCLs do not exhibit a
NEF-xB transcriptomic signature (1). GCB-DLBCL is the most
frequent DLBCL subtype and, with primary mediastinal B-cell
lymphomas (PMBLs), represents almost all DLBCL cases
diagnosed in children, adolescents, and young adults (6).
Genetic abnormalities strongly associated with GCB-DLBCLs
result in epigenetic modifications such as histone methylation or
acetylation (EZH2, EP300, CREBBP, KMT2D), B-cell migration
(GNA13, GNAI2, SIPR2), PI3K/AKT/mTOR pathway activation
(FOXOI, SGK1, PTEN), and immune-regulation (TNFRSFI14)
(5). Additionally, the t(14;18) translocation that brings
BCL2 under the control of IGH locus regulatory regions is
detected in about 30% of GCB-DLBCLs but is rarely found in
ABC-DLBCLs (7). Despite being reported at variable frequencies
ranging 15 to 37%, the REL locus (2pl6 region) gains
including amplification (=four copies) are among the most
frequently observed alterations in the GCB subtype (8). REL
gains are also recurrent gene abnormalities in other
hematopoietic cancers such as classical Hodgkin’s lymphoma,
follicular lymphoma, MALT lymphoma, Burkitt’s lymphoma,
and PMBL.

The REL gene encodes the c-Rel subunit of NF-xB. c-Rel
was first identified as a cellular homolog of the avian retroviral
oncoprotein v-Rel, which rapidly causes fatal lymphoid
cell tumors in young birds (9). Like the other members of
the NF-xB family, c-Rel is characterized by the presence of a
highly conserved amino-terminal domain so called RHD (Rel
Homology Domain) responsible for dimerization, DNA-binding,
and IxB inhibitory protein binding. c-Rel is the only member
of the NF-xB family that can transform avian lymphoid cells
in vitro (10). Artificial mutants of c-Rel indicate that the
transactivation domain in the carboxy-terminal part is
responsible for this transforming potential (11).

The role of c-Rel is important in many aspects of lymphoid
cell function. Expression of c-Rel is ubiquitous in B-cells and
increases during B-cell development, particularly in germinal
center B-cells (12). Experimental ectopic c-Rel expression blocks
plasma cell differentiation by inhibiting the expression of
the transcription factor Blimpl (13). Reciprocally, c-Rel is
repressed by Blimpl through its binding to the REL locus
when the plasma cell differentiation process is engaged (13).
Transgenic mice lacking c-Rel develop normally without effects
on hematopoietic bone marrow development, but exhibit
numerous peripheral immunological defects, including
reduced proliferation and activation of mature B-cells in
response to mitogenic stimuli, impaired germinal center
formation, and reduced numbers of B-cells in the marginal
area (14). Furthermore, inhibition of c-Rel by small
hairpin RNA results in reduced cell survival and cell cycle
progression in murine lymphoma B-cell lines (15). Recently,
establishment of a B-cell specific c-Rel overexpressing mouse
model demonstrated that c-Rel led to expansion of germinal
center B-cells (16). All these data underscore a direct
link between c-Rel and B-cells especially those of the
germinal center.

Despite its association with REL amplification, it is notorious
that GCB-DLBCLs do not exhibit NF-xB signature. This
paradox led to question the functional relationship between
c-Rel and GCB-DLBCLs. To shed light on the role of c-Rel in
these tumors, we analyzed c-Rel DNA-binding activity in
DLBCLs together with the gene expression profile of
tumors, patient survival, genetic abnormalities, and REL
imbalances. The role of c-Rel on apoptosis was functionally
evaluated in vitro.

MATERIALS AND METHODS

Tumors and Patient Cohorts for EMSA
Studies, Transcriptomic and Overall
Survival Analyses

Clinical data of the patients studied are presented in
Supplementary Tables S1 and S2 and in Supplementary
Materials and Methods. Tumors were diagnosed according to
the World Health Organization classification (17). The study was
performed with approval of an Institutional review board and
written informed consent was obtained from all participants at
the time of enrollment. All tumor samples were reviewed for
tumor infiltration, and selected cases were those for which tumor
infiltration was over 90%. EMSA and transcriptomic analysis
(HGU133 +2.0 Affymetrix Gene Chip microarray; accession
number GSE87371; Supplementary Table S3) were performed
on frozen material (see Supplementary Materials and Methods
for details).

Survival and Cox multivariate analysis was done with the
Survival package (URL: https://github.com/therneau/survival).
Overall survival (OS) was evaluated from the date of
enrollment to the date of death from any cause. C-Harrel

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

April 2021 | Volume 11 | Article 638897



Faumont et al.

c-Rel Defines GCB-DLBCLs With EZH2 Mutations

concordance index was calculated as described (18). Details are
given in the Supplementary Materials and Methods.

Real-Time Quantitative Reverse-
Transcription PCR

Quantification of REL mRNA was done after extraction of total
RNA from frozen biopsies using the TagMan® Universal PCR
Master Mix and TaqMan® Gene Expression Assays: REL,
Hs00968436_m1; and HPRT1, Hs02800695_m]1. The HPRTI gene
was used as a reference gene for the control of amplification (details
are in Supplementary Materials and Methods).

Analysis of Gene Copy Number
Aberrations; BCL2, BCL6, and MYC
Translocations; and Oncogenic-Related
Mutations

Gene copy number aberrations were identified by performing
Comparative Genomic Hybridization (CGH) on 180 patients
after whole-genome amplification, using Agilent SurePrint G3
4 x 180 K microarrays, and analysis was done with GISTIC
version 2.0.22 as previously described (19). Genomic imbalance
complexity was calculated as the number of all gene loci for
which the GISTIC score was —2 (homozygous deletion) or +2
(copy number gain of 2+ copies).

Fluorescence in situ hybridization (FISH) for BCL2, BCL6,
and MYC translocations was performed as previously detailed
(19). Probes are listed in the Supplementary Materials
and Methods.

The Lymphopanel was designed to identify mutations in 34
important lymphomagenesis genes as detailed previously (19).
NGS data was available for 213 patients. Ion Torrent Personal
Genome Machine (PGM) Sequencing and PGM data analysis
were performed as previously described (19).

Eukaryote Expression Vectors and Cell
Lines

Complementary DNAs (cDNAs) for REL, super-repressor
IxB0is32 364,12 1kBE, and Luciferase were cloned into the
previously described pRT-1 doxycycline-inducible episomal vector
(20). The inducible bidirectional promoter allows concomitant
expression of the cDNA of interest and a membrane marker,
truncated NGFR (NGFRt). The GCB SUDHL-4 cell line is from
the L Staudt group (4). The cell cycle arrested EREB2-5 cell line is
described in the Supplementary Materials and Methods and has
been published (21). Cytoplasm and nuclear extracts and
immunoblot were performed as previously described (20).
Antibodies and apoptosis experiments are described in the
Supplementary Materials and Methods.

RESULTS

DNA-Binding Activity of c-Rel Was Related
to GCB-DLBCLs

We studied the REL mRNA expression and DNA-binding
activity on a test series of 48 DLBCLs classified as GCB (30/48)
or non-GCB (18/48) according to the Hans’s algorithm

(see Supplementary Figure S1 for the analysis pipeline). As
shown in Figure 1A, REL mRNA levels tended to be higher in
GCB-DLBCLs (Mann-Whitney Test, p = 0.0016). EMSA with
super-shift was performed to assess the RelA and c-Rel DNA-
binding activities for 32 frozen tumor samples (19 GCBs and 13
non-GCBs; Figure 1B as a typical result). A high c-Rel DNA-
binding activity was defined as a c-Rel DNA-binding higher than
that of RelA in gel shift assays. Using this criterion, patients were
divided into those with a high and a low or negative c-Rel DNA-
binding activity. High c-Rel DNA-binding activity was more
frequently found in GCB-DLBCLs when compared to non-GCB
subgroup (Figure 1C, Fisher’s Exact Test, p = 0.0497). Cases with
strong c-Rel DNA-binding were those with increased REL
mRNA expression (Figure 1D, Mann-Whitney Test,
p < 0.0001).

To confirm these results, an independent series of 66
DLBCLs, 43 ABCs, and 23 GCBs classified according the cell
of origin and issued from the GHEDI cohort (22) was analyzed.
A typical EMSA result with c-Rel DNA-binding-high, low, or
negative is shown in Figure 1E. Consistently with the test series,
the 10/13 (77%) DLBCL cases with high c-Rel binding were
GCBs, while most low or negative c-Rel binding cases were ABCs
(Figure 1F, Fisher’s Exact Test, p = 0.0008).

The c-Rel Signature Is a Hallmark of the
Majority of GCB-DLBCLs

To identify c-Rel DNA-binding activity associated genes, the
Affimetrix gene expression profiles of the 13 DLBCL cases of the
GHEDI series with a high c-Rel DNA-binding activity were
compared to the 53 other cases with a low or negative c-Rel
DNA-binding activity (see Supplementary Figure S2 for the
experimental design and the analysis pipeline). With a fold
change of two and a Benjamini-Hochberg adjusted p-value
below 0.05 between high and low or negative c-Rel binding
cases, a set of 343 probesets/237 genes was selected after LIMMA
analysis (Supplementary Table S4). This c-Rel gene expression
profile (GEP) was used to clusterize the entire GHEDI series (83
ABCs, 85 GCBs, and 34 Others). PMBLs were excluded from the
analysis. As shown in Figure 2A, 74/202 (37%) cases exhibited a
c-Rel GEP: 63/85 (74%) GCBs, 3/83 (4%) ABCs, and 8/34 (24%)
Others. Among the 128 patients with a non-c-Rel GEP 80 (63%),
22 (17%), and 26 (20%) were ABCs, GCBs, and Others
respectively (Chi2 Test, p << 107°).

Of note, the 10 GCB-DLBCLs with a high c-Rel DNA-binding
activity by EMSA were all coclusterized with patients exhibiting
the c-Rel GEP. In contrast, 47/53 (89%) EMSA cases with low or
negative c-Rel DNA-binding activity were coclusterized with
patients that did not exhibit the c-Rel GEP (Fisher’s exact test,
p = 8.107°). Therefore, GEP and EMSA results were highly
concordant, strongly suggesting that c-Rel was transcriptionally
active and showing the c-Rel GEP was indeed associated with a
majority of GCB-DLBCLs.

To validate this result, the DLBCL series published by Lenz et al.
(23) (93 ABCs, 107 GCBs and 33 Unclassified) was also analyzed
with these 343 probesets. As shown in Figure 2B, this analysis gave
similar results since 90/233 (39%) cases were clusterized together
with the c-Rel GEP, among them 72/107 (67%) GCBs, 7/93 (8%)
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FIGURE 1 | Expression and DNA-binding activity of c-Rel in DLBCLs. (A) Relative expression level of REL mRNA using TagMan quantitative PCR from 26 GCB-
DLBCL and 18 non-GCB-DLBCL samples from a test series. The red line indicates the median with interquartile range. The approximate p-value of a Mann-Whitney
test is indicated. (B) Two representative EMSAs showing NF-xB complex DNA-binding on a kB binding site containing probe from DLBCL cases with high c-Rel
binding (left) and low or negative c-Rel binding (right). n indicates the number of cases with the same DNA-binding profile. The use of anti-RelA, anti-c-Rel, or anti-
Oct2 (irrelevant control) antibodies is noted at the top. Asterisks point on the super-shifted EMSA signal. Arrowhead indicates decreased NF-kB complex DNA-
binding. (C) Frequencies of high c-Rel binding and low or negative c-Rel binding among GCB-DLBCLs and non-GCB-DLBCLs. (D) Relative expression levels of REL
mRNA using TagMan quantitative PCR from eight high c-Rel binding DLBCLs and 20 low or negative c-Rel binding DLBCLs. The red line indicates the median with
interquartile range. The approximate p-value of a Mann-Whitney test is indicated. (E) DNA-binding activity of c-Rel from the training cohort of the GHEDI (Dubois)
DLBCL series. EMSAs with supershift experiments (anti-Oct2, RelA, p50, or c-Rel antibodies) were done with proteins extracted from 66 frozen biopsies from 43
ABC-DLBCLs and 23 GCB-DLBCLs. Representative EMSAs showing NF-xB complex DNA-binding on a kB binding site containing probe from DLBCL cases with
high ¢c-Rel binding (left) and low or negative c-Rel binding (right). n indicates the number of cases with the same DNA-binding profile. Antibodies used for supershift
are indicated at the top. Asterisks point on the super-shifted EMSA signal. Arrowhead indicates decreased NF-xB complex DNA-binding. (F) Frequencies of high
¢-Rel binding and low or negative c-Rel binding among GCB-DLBCLs and ABC-DLBCLs.
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FIGURE 2 | c-Rel related transcriptomic signature of DLBCL patients. By comparing cases with high and low or negative c-Rel DNA-binding, a set of differentially
expressed 343 probesets/237 genes with a fold change of two, and a p-value <0.05 was selected after LIMMA analysis of 66 DLBCLs from the GHEDI cohort for
which EMSAs with super-shift were performed. (A, B) Unsupervised hierarchical Ward clustering of the whole GHEDI cohort and the Lenz series respectively with the
343 selected probesets. Lines and columns of the heatmap correspond to probesets and patients respectively. Up- and down-regulated genes are color coded
according to the color scale shown on the right of the heatmap. The blue, red, and yellow color codes above the heatmap give the original COO ABC/GCB/Other
and the ABC/GC/Unclassified diagnosis of the GHEDI and Lenz series respectively. Position of the c-Rel probsesets on gene clusters is indicated by an arrow. For
the GHEDI series, high and low c-Rel binding cases by EMSA are color coded in green and purple respectively (nd: EMSA not done). The branch of patients with the
c-Rel gene expression profile (c-Rel GEP) is highlighted by a black rectangle on each heatmap. Number of COO cases within this specific branch is indicated at the
top of the black rectangle. (C, D) Unsupervised hierarchical Ward clustering of the entire GHEDI cohort and the Lenz series respectively with c-Rel probesets.
Orientation of the heatmap and color codes are the same as in panel (A) The branch of patients overexpressing REL mRNA is highlighted by a black rectangle on
each heatmap. Number of COO cases within this specific branch is indicated at the top of the black rectangle. (E, F) Venn diagram showing the overlap of patients
between c-Rel GEP and REL mRNA overexpression corresponding to c-Rel signature (in green). Number of cases in each group is indicated. Un., unclassified.

ABCs, and 11/33 (33%) Unclassified (Chi® Test, p << 107°).
Overlaps between genes from clustering of these two independent
series were almost perfect, indicating the reproducibility of
clustering between both series (Supplementary Table S5).

Among the up-regulated genes in GCB-DLBCLs with the c-
Rel GEP was the REL gene. Restricting the analysis to the four
REL probesets led to clusterize 100/202 (50%) cases of the
GHEDI series, among them 58/85 (68%) GCBs, 28/83 (34%)
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FIGURE 3 | Overlap between c-Rel and ABC-GCB gene expression profiles (GEPs). c-Rel GEP (237 genes, 65 up-regulated genes with 101 probesets, and 172
down-regulated genes with 242 probesets) and ABC-GCB GEP (424 genes, 177 up-regulated genes with 279 probesets, 247 down-regulated with 343 probesets)
were established (fold change >2) from the 66 DLBCL cases of the GHEDI cohort for which the c-Rel DNA-binding profile was established. (A) Venn diagram
showing overlaps of probesets and genes between c-Rel GEP and ABC-GCB GEP. Set of genes named “c-Rel AND ABC-GCB” corresponds to the intersection
between c-Rel and ABC-GCB GEP with 55 genes and 88 probesets (list in Supplementary Table S9). “ABC-GCB NOT c-Rel” are genes found in ABC-GCB GEP
but not in c-Rel GEP. “c-Rel NOT ABC-GCB” are genes differentially expressed in c-Rel GEP but not in ABC-GCB GEP. This nomenclature is used in Figure 5.

(B) Venn diagrams showing overlap between c-Rel up-regulated genes (at left) or c-Rel down-regulated genes (at right) and ABC or GCB up genes. Indicated
number corresponds to probesets that overlap or not. (C) c-Rel-up NOT GCB-up and c-Rel-up AND GCB-up gene lists. Genes are ordered related to their function.

ABCs, and 14/34 (41%) Others (Figure 2C, Chi* Test, p =
2.5.107%). Similarly, clustering of the Lenz series with the REL
probesets identified 113/233 (48%) cases with increased REL
mRNA expression among them 74/107 (69%) GCBs, 29/93

(31%) ABCs, and 10/33 (30%) Unclassified (Figure 2D, Chi?
test, p = 4.5.10°). These cases were those with REL mRNA
overexpression. This was in contrast with RELA or RELB
because no association was established between mRNA
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expression of these two NF-xB subunits and the three COO
subsets (not shown). To be stringent and because we have
experimental evidence showing that over-expression of REL
mRNA is associated with nuclear translocation of c-Rel protein
with increased transcriptional activity (see below), we defined the
c-Rel signature by both c-Rel GEP and REL mRNA
overexpression. Among cases with the c-Rel signature, 53/60
(88%) and 57/69 (83%) were GCBs for the GHEDI and Lenz
series respectively (Figures 2E, F).

Relationships Between c-Rel and ABC-
GCB Gene Expression Profiles

In the next step, we investigated the relationship between c-Rel
and ABC-GCB gene expression profiles (GEPs). On one hand,
we first selected a set of 424 genes (622 probesets) that were
differentially expressed with a two-fold change and an adjusted
p-value below 0.05 between COO classified ABC and GCB-
DLBCLs from the same series of 66 cases tested by EMSA.
This “re-established” ABC-GCB GEP consisted of 177 (279
probesets) and 247 (343 probesets) up-regulated genes in ABC
(ABC-up) and GCB (GCB-up) DLBCLs respectively
(Supplementary Table $6). It included 18/44 (41%) genes of
the ABC/GCB Wright’s predictor (2) such as FOXP1, CCND2,
IRF4, TCF4, or IL16 for ABCs and LMO2, MYBLI, or VCL
for GCBs.

On the other hand and as mentioned above, the c-Rel GEP
consisted of 237 genes: 65 up-regulated genes (101 probesets)
and 172 down-regulated genes (242 probesets). The intersection
between c-Rel and ABC-GCB GEP contained 55 genes (88
probesets) (Figure 3, and Supplementary Table S7). As shown
in Figure 3, Venn diagrams indicate that c-Rel up-regulated
genes overlapped partially, but only, with the GCB-up genes (26
genes; 42 probesets). Oppositely, c-Rel down-regulated genes
overlapped only with ABC-up genes (28 genes; 46 probesets).

This analysis shows that c-Rel GEP only overlapped with
GCB GEP, a very strong indication that c-Rel is linked to GCBs
and not to ABCs. It also shows that the c-Rel GEP, including REL
itself, was mainly based on an original set of genes.

Association of the c-Rel Signature With
Genomic Alterations Related to GCB-
DLBCLs
The c-Rel signature was associated with increased frequencies of
REL locus gains (Figure 4A, Fisher’s Exact Test, p = 107%).
Consistently, cases with REL gains had higher levels of REL
mRNA (Figure 4B). Frequencies of BCL2 gene translocation
were increased in cases with the c-Rel signature (Figure 3C,
Fisher’s Exact Test, p = 1.2.10~°). Conversely, BCL6 translocation
was associated with cases with the non-c-Rel signature, while
MYC translocation was equally rare in both cases (Figure 4C,
Fisher’s Exact Test, p = 0.023 and p = 0.24 respectively).
Mutational status of 34 genes recurrently altered in DLBCLs
was explored in 183/202 cases from the GHEDI cohort, including
59/66 (89%) cases for which c-Rel DNA-binding activity was
assessed. As shown in Figures 5A, B, mutational profiles of cases
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FIGURE 4 | Relationship between c-Rel signature, REL gain, REL mRNA
expression and BCL2, BCL6 and MYC translocations for patients from the
GHEDI cohort. (A) Frequency of REL deletion or gain according to c-Rel
signature. (B) REL mRNA expression levels according to REL loss or gains.
(C) Frequency of BCL2, BCL6, and MYC translocations according to the
c-Rel signature. In Figures 3A, C, green and blue bars indicate tumors
respectively expressing or not the c-Rel signature. In Figures 3A, B, REL
deletion, no REL number aberrancy, gain of one REL copy, and of two or
more REL copies are encoded by REL-1, REL, REL+1 and REL+2
respectively. Statistical significance was determined by t-test (**p<0.001;
**p<0.01; *p<0.05).

with high c-Rel DNA-binding or with the c-Rel signature were
closed, being characterized by increased frequencies of BCL2,
CREBBP, EZH2, MEF2B, and TNFRSFI4 mutations and
decreased frequency of CD79B and PIMI mutations when
compared to cases with the non-c-Rel signature. FISH
cytogenetics and mutational status of MYD88, CD79B,
NOTCHI1, NOTCH2, BCL2, and EZH2 classified 137/202 (67%)
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(n=41)

DLBCL cases from the GHEDI cohort according to genetic
subtypes defined by Schmitz et al. (5). We found 35 BN2
(based on BCL6 fusions and NOTCH2 mutations), 26 EZB
(based on EZH2 mutations and BCL2 translocations), 10
MCD (based on the co-occurrence of MYD88L265P and
CD79B mutations), six N1 (based on NOTCH1 mutations), 30
“other ABC”, 25 “other GCB”, and five “other unclassified” cases

(Supplementary Table S8). As shown in Figure 5C, the c-Rel
signature was mostly associated with the GCB EZB subtype,
while this signature was absent in MCD cases and almost absent
from the “other ABC” subtype. Of note, survival analysis
indicated that, even if numbers were small, c-Rel signature
tended to be associated with good prognosis among EZB cases
(Supplementary Figure S3).
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Thus, the c-Rel signature was related to REL locus gains and
to other mutations known to be associated with GCB-DLBCL
cases such as BCL2 translocation and EZH2 mutations.
Consequently, the c-Rel signature subtype was part of the EZB
DLBCL subtype and had a favorable impact on patient survival.

The c-Rel Signature Is Associated With
Decreased Genomic Complexity, Specific
Gene Imbalances and Better Overall
Survival
We next analyzed the whole genome imbalances of the GHEDI
series by CGH-array. With the GISTIC pipeline, each of the
23,636 gene loci was scored between -2, -1, 0, 1, 2 according to
the level of gene loss (-2 meaning loss of both alleles and +2
meaning gain of two copies or more). Because of the
uncertainties of CGH-array signal quantification, only gene
scores of —2 or +2 were taken into account. With these criteria,
the genomic imbalance complexity was estimated as the number
of all genes for which loci were deleted or amplified. Histogram
frequencies of the number of gene loci imbalances revealed a bi-
modal distribution with a threshold at 1,000 (Figure 6A). The
proportion of cases with a genomic imbalance complexity over
this threshold was increased in ABC-DLBCLs when compared to
GCB or “Other” DLBCLs but without reaching statistical
significance (Figure 6B). By contrast, the c-Rel signature was
associated with a marked decrease in cases with a genomic
imbalance complexity above 1,000 (Figure 6B, Wilcoxon test,
p = 0.017). This was still true and even more striking when this
analysis was restricted to GCB cases only (Figure 6B, Wilcoxon
test, p = 0.003). Indeed while being not significantly different
between ABC and GCB-DLBCLs, the genomic imbalance
complexity of cases with the c-Rel signature was significantly
decreased when compared to non-c-Rel cases (Figures 6C, D).
To search for specifically altered gene loci in c-Rel cases, we
used as a criterion that a gene copy number aberration had to be
retrieved in at least 10% of c-Rel cases with a 50% frequency
increase when compared to non-c-Rel cases. With this condition
a list of 24 genes was selected (Figure 6E and Supplementary
Table S9). All these genes, including REL, were located in the
2p15-16.1 chromosome region when amplified and in the
22q11.22 chromosome region when deleted (Supplementary
Table S9). Amplification of 2p15-16.1 chromosome region
could be expected (24) and is associated with transformation
from follicular lymphoma to DLBCL (25). Deletion of the 22q
region was reported once and could be associated in DLBCLs
with a more advanced clinical stage (26). Among these genes,
some are already known in DLBCLs. For example, we found that
USP34 (Ubiquitin Specific Peptidase 34) and BCL11A (BAF
Chromatin Remodeling Complex Subunit BCL11A) were co-
amplified with REL itself. Co-amplification of these three gene
loci is found in transformed DLBCLs and indicates a gain of
chromosome 2p15-16.1 (25). Amplification of the XPOI gene
(Exportin 1, also located on chromosome 2p15) was found in
10.5% c-Rel cases of the GHEDI series. XPOI gene mutations
have been associated with PMBLs (22). High XPO1 expression
has been reported in DLBCL and its specific inhibition is

targetable by the selinexor agent (27). PRAME (Preferentially
Expressed Antigen In Melanoma, located in 22q11.22) gene,
which overexpression is associated with a worse prognosis in
DLBCLs (28), was deleted in 12.3% c-Rel cases, suggesting these
cases were oppositely associated with expression of this gene.
Deletion of IGLL5 (Immunoglobulin Lambda Like Polypeptide 5,
also located in 22q11.22) locus, which is one of the most mutated
gene in DLBCLs, was found in 17.5% c-Rel cases.

Since genomic imbalance complexity was decreased in
DLBCL cases with the c-Rel signature and that these cases
exhibited specific gene copy number aberrations that could be
associated with prognostic, we examined the overall survival
(OS) impact of the c-Rel signature. DLBCL cases from both
GHEDI and Lenz series with the c-Rel signature exhibited an
increased overall survival (OS) (upper panel of Figures 6F, G).
Interestingly, and most likely related to the lower genomic
imbalance burden, this better OS tended to be confirmed on
GCB cases (lower panel of Figures 6F, G).

Overexpression of c-Rel Was Associated
With Increased Protection Against
Apoptosis
To assess the in vitro functional role of c-Rel on proliferation and
protection against apoptosis, we used the cell cycle arrested
EREB2.5 cell line. This cell line, which proliferation can be
arrested by estradiol withdrawal, allows assaying the role of any
putative oncogene without interference with its proliferation
potential. Cells were stably transfected with a doxycycline
regulatable episomal vector allowing for expression of c-Rel. In
B-cells, c-Rel is regulated by IxBa and IxBe inhibitors with a
predominant role of the latter (29). In consequence and in
addition to the luciferase control, we also transfected cells to
over-express the IxkBogsz 364 super-repressor (20) and the IxBe
inhibitor. As shown in Figure 7A, c-Rel overexpression in
estradiol starved EREB2.5 B-cells (resting state) was associated
with increased expression of RelB, IxBa, TRAFI, and A20
proteins (known to be NF-xB targets) when compared to
luciferase-expressing cells, suggesting a constitutive NF-xB
transcriptional activity. Indeed, c-Rel was constitutively found
in the nucleus of cells when over-expressed (Figure 7B). No effect
of c-Rel was seen on cell proliferation in this model (not shown).
While induction of IxBor and IxBe inhibitors increased cell
apoptosis, c-Rel protected resting EREB2.5 B-cells against cell
death when compared to luciferase control cells (Figure 7C).
Reciprocally, inhibition of c-Rel expression in the GCB SUDHL-4
cell line tended to increase cell death (Supplementary Figure S4).
Therefore, overexpression of c-Rel was associated with its
constitutive nuclear translocation, and protection against cell death.

DISCUSSION

Here, we describe a new c-Rel transcriptomic signature related to
c-Rel DNA-binding activity in GCB-DLBCLs. Results indicate
that this new c-Rel signature defined a good prognosis compared
to non-c-Rel cases. Cases with the c-Rel signature were more
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FIGURE 7 | Apoptosis of c-Rel overexpressed human B-cells. EREB2-5 cells
were stably transfected with the doxycycline-regulatable pRT-1 vector coding
for Luciferase (Luc), IxBorsap asa, [KBe, or c-Rel. After estradiol starvation for

24 h (EREBQ), cells were treated with doxycycline (+ Dox) for 48 h. (A)
Immunoblots detecting the expression of RelA, RelB, c-Rel, IkBo, 1kBe, TRAF1,
A20 as well as aTubulin as loading control. (B) Detection of cytoplasmic and
nuclear c-Rel protein by immunoblot. SAM68 and aTubulin revelations are
nuclear and cytoplasmic markers, respectively. (C) Percentages of Annexin-V-
positive cells gated on NGFRt positive cells. Statistically significant difference
(Mann-Whitney test) is indicated by *(p < 0.05).

frequently associated with REL locus gains, BCL2 translocation,
and EZH2 mutations. Functionally, overexpression of c-Rel
protein was sufficient to induce its nuclear translocation and to
protect cells against apoptosis.

The relationship between REL gains and REL mRNA
overexpression has been previously reported by others (8).
Confirming those published by Li et al. (30), our results show
that REL mRNA levels were higher in GCB than in ABC-
DLBCLs. Probably due to immunostaining technical
limitations, it is not clear from the literature whether a clear
relationship between c-Rel protein expression levels, its nuclear
localization and REL amplification exists in ABC and GCB-
DLBCLs (30, 31). Pham et al. reported significant higher c-Rel
DNA-binding activity in GCB compared to ABC-DLBCL
subtypes from 14 DLBCL cell lines and 14 DLBCL patient
samples using an ELISA-based approach (32). By EMSA with a
supershift approach, we show that high c-Rel DNA-binding was
more frequently associated with GCB than ABC-DLBCLs in two
independent DLBCL series. We also found that REL mRNA
expression levels were correlated to its c-Rel DNA-binding
activity, to c-Rel GEP, and to REL amplification. This suggests
that REL mRNA overexpression is probably a good indicator of
c-Rel transcriptional activity. This conducted us to define the c-
Rel signature as the association of both REL mRNA over-
expression and c-Rel GEP. These DLBCL cases were those with
the best overall survival in both the GHEDI and Lenz series.

The c-Rel GEP consisted in 237 differentially expressed genes
between high c-Rel binding samples and the others. Among up-
regulated genes of the c-Rel GEP were REL and NLK (Nemo-Like
Kinase). NLK has been shown to negatively regulate RelA NF-xB
activation by targeting CBP300 or IKKJ (33). Increased
expression of NLK has been found in various solid cancers
such as those of the colon or lung (34). The c-Rel GEP also
includes EBFI or SWAP70 genes. EBFI coding for a B-cell
specific transcription factor is involved in immunoglobulin
heavy chain translocations in DLBCLs (35), and SWAP70 is
known to be associated with B-cell activation, immunoglobulin
class switching, migration and homing processes essential for B-
cell entry into lymph nodes, and germinal center formation (36).
Genes involved in metabolism such as pyrimidine nucleotide or
lipid metabolic processes with CTPS2 (CTP synthesis from UTP)
and FADS3 (fatty acid desaturase 3) genes were also among the
up-regulated genes of the c-Rel GEP. Some of the c-Rel-up and
GCB-up subset of genes are involved in cell proliferation, G2/M
transition of the mitotic cell cycle, or in DNA repair such as
STAG3, CDK14, and NEILI. Other genes are also regulators of
the Ras signaling pathway such as RAPGEF5, RGS16, and RRAS2
genes. NF-xB activity in cancer can arise from mutations in
upstream regulators such as the Ras pathway (37). Oncogenic
KRAS driven cancers require NF-xB anti-apoptotic signals
involving c-Rel (38). Furthermore, microRNA dysregulation
can target the Ras signaling pathway in germinal center
derived lymphomas such as DLBCLs and Burkitt’s lymphomas
(39). The VPREBS3 gene, also belonging to this gene subset, has
been shown to be over-expressed in germinal center B-cells as
well as in DLBCLs with MYC amplification (40). Consistent with
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the previously described importance of c-Rel in germinal center
B-cells, various genes that are in the c-Rel-down and ABC-up
subset are known to be down-regulated in the germinal center B-
cells such as BATF, RAB29, CCND2, HCK, CD44, and STAT3.
Interestingly, cases from the GHEDI series with high c-Rel
DNA-binding and c-Rel signature more frequently exhibited the
genetic events previously ascribed to GCB-DLBCLs and follicular
lymphomas (FL) (1), including BCL2 translocation, MEF2B and
EZH2 gain of function mutations as well as loss of function of the
tumor suppressors CREBBP, and TNFRSF14. MEF2B may control
BCL6 which in turn regulates LMO2 and MYBL1 (41), the latter
being up-regulated in both GCB and c-Rel signatures. As
demonstrated by LM Staudt’s group, the ABC/GCB-DLBCL
subgroups can be separated into distinct genetic subtypes,
among them EZB, based on EZH2 mutations and BCL2
translocation. This subtype mainly corresponds to the GCB-
DLBCL cases (5). EZB is also related to REL amplification (5).
Here, EZB DLBCLs frequently exhibited the c-Rel signature that
could suggest a relationship between c-Rel transcriptomic activity
and EZH2 dysregulation. This could probably, at least partially,
be due to the transcriptional regulation of EZH2 by c-Rel as
previously shown in activated B and T lymphocytes (42). Patients
with EZB tumors have a trend toward increased frequency of
MYC translocation and inferior overall survival when compared
to “other GCB” patients (5, 43). The number of cases from the
GHEDI series with MYC translocation was too low to draw any
conclusions. Nevertheless, among all GCB as well as the EZB
classified GCB cases, patients with the c-Rel signature had a much
more favorable outcome than non-c-Rel patients. This probably
illustrates the importance of c-Rel in the biology of GCB cases.
Under normal conditions, c-Rel is expressed in mature B-
cells. Its expression is up-regulated throughout B-cell
differentiation upon activation mediated by the B-cell receptor
(BCR), and CD40 during T-cell contact. Toll-like receptors 4 and
9 also mediate c-Rel expression in B-cells (44). Germinal center
formation and maintenance require c-Rel expression in order for
B-cells to shuttle between dark and light zones (45).
Furthermore, BCR activated B-cells have elevated levels of
apoptosis in the absence of c-Rel (46) suggesting that c-Rel
provides an important survival signal to reconfigure the BCR in
germinal centers. In pathological conditions, we speculate that
aberrant increased c-Rel expression and/or activity
corresponding to the c-Rel signature may promote
tumorigenesis in DLBCL-precursor cells by disturbing the
normal dynamics of germinal center B-cell development. In
other words, c-Rel could send a survival signal to a germinal
center B-cell normally destined to die (after, for example, loss of
antigen recognition ability). Like NF-xB continuous activation in
MALT lymphoma that is first due to the B-cell immune
environment before acquiring its independence thanks to
translocations involving MALTI and BCLIO genes, it can be
hypothesized that the germinal center environment of the initial
tumor cell was first responsible for the c-Rel up-regulation. c-Rel
up-regulation would become constitutive over time thanks to
acquired genetic events such as REL amplification for example or
by others not known yet mechanisms including epigenetic,

transcriptomic, and/or post-transcriptional oncogenic events.
As mentioned above, the dysregulation of the RAS pathway,
that we found associated with the c-Rel signature, could be one of
this additional oncogenic mechanisms (38). Finally, our in vitro
results suggest that REL mRNA overexpression is associated with
nuclear translocation of a transcriptionally active c-Rel protein in
the absence of any activation signal, and increased protection
against apoptosis in a model of resting human B-cells. We
previously showed that overexpressed RelA remains stored in
the cytoplasm in the absence of adequate activation signals in the
EREB2.5 EBV transformed B-cell model [(20) and unpublished
results]. In contrast to RelA, c-Rel does not have a nuclear export
signal explaining why de novo c-Rel gene transcription and
translation can lead to long-term maintenance of nuclear c-
Rel-containing heterodimers (47). These different properties of
the NF-xB subunits would explain why tumors dependent upon
RelA activation must absolutely acquire mutations in the NF-«B
activation track while c-Rel overexpression, due for example to
REL locus gains, would not require additional activation events
to achieve c-Rel effects.

The hypothesis that, to exert its oncogenic effects, c-Rel would
not need additional genetic events is fully in agreement with the
fact that the genomic imbalance complexity of DLBCL cases with
the c-Rel signature was markedly decreased. It has been shown
that, rather than the antigenic pressure, oncogenic events are the
main driving forces for relapse in DLBCLs (48). Like in chronic
lymphocytic leukemia in which the cytogenetic complexity is
associated with resistance to therapies, increased imbalance
genomic complexity in non-c-Rel cases is very likely to be
related to genetic instability that would favor the selection of a
therapy resistant DLBCL subclone. Oppositely around, the
decreased genomic imbalance complexity of c-Rel DLBCL
cases would be associated with a better prognosis.

While ABC-DLBCLs are very likely to be associated with
RelA activation, the place of c-Rel in DLBCLs remains rather
enigmatic since it is associated with GCB-DLBCLs that are not
supposed to harbor any NF-«B activity. An explanation for such
a discrepancy between the absence of NF-«B signature and REL
amplification may have been provided by TJ de Jesus and P
Ramakrishnan (49). Indeed these authors showed that c-Rel
represses TNF-o-induced RelA-mediated transcription. This
suggests that long term over-expression of c-Rel could
extinguish the RelA signature. In that context, a c-Rel
signature would almost never overlap with that of RelA.
Consistently, we did not find any overlap in between c-Rel and
ABC-DLBCL signatures.

For the first time, we show that a strong c-Rel DNA binding
activity was a feature of GCB-DLBCLs. These GCBs specifically
exhibited a c-Rel transcriptomic signature, REL gains, BCL2
translocation, EZH2 mutations, and a favorable prognosis.
They also exhibited a decreased genomic imbalance burden
and some specific gene copy aberrations that are linked to
2p15-16.1 amplification and 22q11.22 deletion. These could
likely be associated with the outcome such as PRAME deletion
or XPOI amplification, the latter being also targetable by
selinexor. Functionally, c-Rel was responsible for protection
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against apoptosis. Thus, c-Rel could very likely participate in cell
transformation in a significant proportion of GCB-DLBCLs. As a
future direction, the better survival advantage for DLBCL
patients with a c-Rel signature could be examined with regard
to both sensitivity toward apoptosis under classical therapeutic
molecules and the ability of tumor cells to be eliminated by the
immune microenvironment. Even if this has to be confirmed on
prospective studies, R-CHOP regiment is likely to give very good
results on DLBCL tumors with the c-Rel signature. This also
raises the question whether the c-Rel signature could become a
decision criterion to better choose patients who would very likely
be able to benefit from R-CHOP regimen or not. In other words,
it would be of importance to find alternative therapeutics for
patients whose DLBCL tumors do not exhibit the c-Rel signature
and have increased genomic imbalance complexity.
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Supplementary Materials and Methods

Tumors and Patient Cohorts and EMSA studies

For EMSA, the test set comprised a series of 48 tumor frozen samples from DLBCL patients.
Clinical data were previously published and summarized in Supplementary Table S1 (1).
DLBCL cases were classified as GCB or non-GCB according to the Hans algorithm based on
CD10, Bcl-6, and MUM1 expression (2).

Tumor frozen samples of the validation set (n=66) were part (n=220) from a previously
published series of DLBCL patients from the GHEDI (Deciphering the Genetic Heterogeneity
of Diffuse large B-cell lymphoma in the rituximab era) study program including the LNH 98.5
and LNH 2003 LYSA clinical trials with available frozen tumor samples, centralized
histopathologic review, and adequate DNA/RNA quality (3). Clinical features of the patients
were indicated in Supplementary Table S2.

All DLBCL patients included in this study received standard chemotherapy (CHOP) with anti-
CD20 immunotherapy in most cases (Supplementary Tables S1 and S2).

Protein was extracted from frozen tumor sections (30 pum), in 20 mM HEPES pH 7.9, 25%
Glycerol, 0.42 M NaCl, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, and 10 mM DTT. After
ultracentrifugation at 40 000 g, protein extract was used for EMSA. Methods for EMSA are
described elsewhere (4).

Transcriptomic, and Survival Analysis

For the GHEDI (Dubois) series, the cell-of-origin (COQO) molecular classification (ABC, GCB,
and Other) was based on the gene expression profile established with HGU133 +2.0 Affymetrix
Gene Chip arrays (Affymetrix, Santa Clara, CA) and was done using the Bayesian predictor
described by Wright et al. and adapted by Monti et al. (5,6). The HGU133 +2.0 Affymetrix Gene
Chip microarray data set has been deposited in the National Center for Biotechnology
Information’s Gene Expression Omnibus (https://www.ncbi.nm.nih.gov/geo; accession
number GSE87371) (3). LIMMA analysis was performed on the 12 959 most variable genes
(Supplementary Table S3). Unsupervised clustering was done using the LPS package
(https://bioinformatics.ovsa.fr/LPS) and as previously described (7)). Effect of c-Rel signature
and COO classification as covariates on treatment-free survival (TFS) was examined using the
Cox proportional hazard model and the c-Harrel concordance index were determined as
previously described (8). Briefly, c-Harrel index is designed to estimate the concordance
probability (hereafter the informativeness) by comparing the rankings of two independent pairs
of survival times Ti,Tj for patients i and j, and prediction the variable xi, xj25. Here xi and xj
take the value 0 or 1 according to the criteria studied (ABC vs GCB classification for exemple).
The c-Harrel concordance index can also be interpreted as a summary measure of the area(s)
under the time dependent ROC curve(s). With each variable being coded as 1 (present) or 0
(absent), the c-Harrel concordance index was calculated with the “rcorr.cens” command of the
Hmisc package (https://github.com/harrelfe/Hmisc).

Real-time Quantitative Reverse—Transcription PCR
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Total RNA was extracted from frozen biopsies. Complementary DNAs (cDNAs) were reverse
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: REL,
Hs00968436_m1; and HPRT1, Hs02800695_m1. The HPRT1 gene was used as a reference
gene for the control of amplification. The calculated relative gene expression level was equal
to 27PPCT where DDCT is the delta delta cycle threshold (Ct). Gene expression fold changes
were calculated as the ratio of the patient to the control EREB2-5 EBV-immortalized human B-
cell line.

Probes for FISH analysis

Analysis of BCL2, BCL6, and MYC translocations by FISH was performed using break-apart
FISH DNA probes for BCL2/18g21, BCL6/3g27 (probes Y5407, and Y5408; Dako A/S), MYC
FISH DNA probe Split Signal (Y5410, Dako A/S) and Vysis LSI MYC dual color, BA
rearrangement probe (Abbott Laboratories, Chicago, IL),.

Details on the cell cycle arrested EREB2-5 cell line

EREB2-5 cells are a non-classical LCL cell line with an estradiol-inducible EBV-latency IlI
proliferation program due to an estrogen receptor fused to the EBNA2 viral transcription factor.
Transfection, and hygromycin selection of EREB2-5 cells were performed as previously
described (4). Estradiol starved EREB2-5 cells (cell cycle arrested) were treated with
doxycycline (1ng/uL) for 48h to induce expression of the cDNA of interest.

Antibodies

Antibodies (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) used for supershift experiments are anti-
RelA (F-6), anti-c-Rel (N), anti-p50 (E-10), and anti-Oct-2 (PT-2).

For western blot, the antibodies (Santa Cruz Biotechnology) used were : anti-RelA (F-6), anti-
RelB (D-4), anti-c-Rel (N), anti-IkBa (FL), anti-IkBe (ab-22; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)
(all at 1/200); anti-TRAF1 (G-20) at 1/1000, anti-A20 (A-12) at 1/1000, anti-SAM68 (H-4) at
1/1000, and anti-aTubulin (B-5-1-2, Sigma-Aldrich) at 1/10 000.

Apoptosis analysis

For apoptosis analysis by flow cytometry, cells were first stained with an anti-NGFR-APC
antibody (BioLegend, San Diego, CA, USA) and then, double stained with AnnexinV-FITC
(BioLegend, San Diego, CA, USA) and propidium iodide (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO,
USA) in cold PBS-CaCl2-MgCI2 (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). NGFRt positive
apoptotic cells were analyzed on a FACS Calibur flow cytometer.

SIRNA experiment

SUDHL-4 cells (5.108) were transiently transfected with 250 pmol siRNA targeting REL mRNA
(siREL) or an siRNA control from Santa Cruz Biotechnology using Amaxa® Nucleofector®
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Technology with solution V (Lonza; Basel, Switzerland). siREL is a pool of 3 target-specific 19-
25 nt siRNAs designed to knock-down REL gene expression. Percentage of dead cells was
quantified by flow cytometry 48h after transfection on the SSC/FSC biparametric histogram.
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Legends of Supplementary Figures

Figure S1. Analysis flow from the test series of 48 DLBCL patients. Good quality of mMRNA
and protein extracts was obtained from 44 and 32 patients respectively. Analysis of both mRNA
expression and EMSA were done on 28 samples. Additional samples were analyzed for mMRNA
expression (n=16) or EMSA (n=4) only.

Figure S2. Experimental design of gene expression analysis. First, step (1) indicates
unsupervised expression analysis of 237 genes previously found differentially expressed
between DLBCL patients characterized by high or low c-Rel DNA-binding activity (EMSA):
74/202 (37%) and 90/233 (39%) patients with c-Rel GEP (Gene Expression Profile) from the
GHEDI and LENZ series respectively. Secondly, step (2) corresponds to REL gene expression
analysis (from 4 probesets): 100/202 (50%) and 113/233 (48%) patients with REL mRNA
overexpression from the GHEDI and LENZ series respectively. Finally, step (1) + (2)
designates patient samples with c-Rel signature meaning with both c-Rel GEP and REL mRNA
overexpression: 60/202 (30%) and 69/233 (30%) patients with c-Rel signature from the GHEDI
and LENZ series respectively.

Figure S3. Overall survival (OS) of 137 DLBCLs from the GHEDI cohort classified
according to c-Rel signature and EZB (with EZH2 mutations and BCL2 translocation) or
other GCB genetic subtypes. OS of EZB-DLBCL patients and GCB-DLBCL patients with c-
Rel and non-c-Rel signature. The log-rank p-value is given within each graph.

Figure S4. Mortality of GCB-DLBCL cell line under siRNA-REL transfection. SUDHL-4
cells were transiently transfected with siRNA targeting REL mRNA (siREL) or siRNA control
(siCtl). At 48h post-transfection, expression of c-Rel and aTubuline expressions (A) and
percentage of dead cells (B) were analyzed by western blot and flow cytometry respectively.
In panel B, Mortality fold change is the ratio to the mean of control conditions.

Léa PREVAUD | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 178
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Supplementary Tables

Table S1. Clinical data from the test series.

Clinical Parameter Total
Gender M/F, n 29/19
Age (Median, range) 65 (15 —-93)

Subtype, n (%)

Non-GCB

GCB

Nodal / Extranodal, n (%)I
Nodal

Extranodal

Adverse Pronostic Factors
Age > 60 years, n, (%)
Ann Arbor stage -1V
LDH>Normal

Performans Status = 2

IPI

0-2

3-5

Treatment
R-chemotherapy

Chemotherapy without R
Other

18/48 (38%)

30/48 (62%)

31 (65%)

17 (35%)

30/48 (62%)
28/47 (60%)
19/46 (41%)

13/44 (30%)

26/45 (58%)

19/45 (42%)

39/48 (81%)

5/48 (11%)
4/48 (8%)
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Table S2. Clinical data from the GHEDI (Dubois) series.

Clinical Parameter Total
Gender M/F, n 104/98

Age (Median, range) 61 (19 -87)
Subtype, n (%)

ABC 83 (41%)
GC 85 (42%)
Other 34 (17%)

Nodal / Extranodal, n (%)I
Nodal

Extranodal

Unknown

Adverse Pronostic Factors
Age > 60 years, n, (%)
Ann Arbor stage IlI-IV
LDH>Normal

Performans Status = 2

IPI

0-2

3-5

Treatment
R-chemotherapy

Chemotherapy without R

158 (78%)
43 (21.5%)

1 (0.5%)

106 (52%)
144 (71%)
124 (61%)

34 (17%)

103 (51%)

99 (49%)

188 (93%)

14 (7%)
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Table S3. The HGU133 +2.0 Affymetrix Gene Chip microarray data set
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo; accession number GSE87371) (1—4). LIMMA analysis was
performed on the 12 959 most variable genes.

Table S4. c-Rel DNA-binding activity related genes, i.e. c-Rel gene expression profile (GEP).
Analyzed by Affimetrix GEP of DLBCLs from the GHEDI cohort. A set of 343 probesets/237
genes with a fold change of two between high and low or negative c-Rel binding cases was
selected after LIMMA analysis.

Table S5. Overlaps between the two branches of down and up-regulated genes of the c-Rel
gene expression profile of the two clusterings from the GHEDI and Lenz series.

Table S6. Set of 424 differentially expressed genes (622 probesets) with a fold change of two
between ABC and GCB-DLBCLs from the training series: 66 cases from the GHEDI cohort.
This ABC-GCB GEP consisted of 177 (279 probesets) and 247 (343 probesets) up-regulated
genes in ABC (ABC-up) and GCB (GCB-up) DLBCLs respectively. Genes of the ABC/GCB
Wright’s predictor (5) are indicated.

Table S7. Overlap between c-Rel and ABC-GCB gene expression profiles (i.e. c-Rel AND
ABC-GCB gene set) corresponding to 55 genes and 88 probesets.

Table S8. Classification of 137 DLBCLs from the GHEDI cohort according to genetic subtypes
defined by Schmitz et al (6): BN2 (based on BCL6 fusions and NOTCHZ2 mutations), EZB
(based on EZH2 mutations and BCL2 translocations), MCD (based on the co-occurrence of
MYD88L265P and CD79B mutations), N1 (based on NOTCH1 mutations), “other ABC”, “other
GCB”, and “other unclassified”.
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Chapitre 2. Role de la sous-unité c-Rel NF-kB dans le GCB-DLBCL : établissement d’un
modéle murin pré-clinique

Pour faire suite a I'étude de Faumont et al. (Faumont et al.2021), nous avons souhaité établir
un modeéle murin surexprimant la sous-unité c-Rel NF-kB dans la cellule B. Nous avons donc
choisi d’établir des modeles conditionnels modélisant une surexpression de c-Rel dans tous
les lymphocytes B (grace au systeme CD19-Cre), et spécifiguement dans les LB du GC (grace
au systéme AID-Cre®).

Tout d’abord quelques explications sur la génération et la génétique du modele REL-YFP que
jai créé a mon arrivée en thése. Le transgéne dans ce modéle REL-YFP correspond au cDNA
codant c-Rel suivit d’'une séquence IRES (Internal ribosome entry) puis d’'un marqueur
fluorescent YFP (Yellow Fluorecent protein). L’expression de c-Rel est donc concordante a
celle de la YFP. Le transgéne est introduit au locus Rosa26. Le locus Rosa26 est localisé sur
le chromosome 6 de la souris et constitue un outil de choix pour la génération de Kl (Knock-
in).

Le locus Rosa26 est constitué de 3 exons et est exprimé de fagcon ubiquitaire dans tous les
types cellulaires et ce quel que soit les stades de développement mais n’est pas a proprement
parlé traduit en protéine (Zambrowicz, B. P et al. 1997). L’intégration d’un transgéne pour la
construction de modéles murins transgéniques au locus Rosa26 se fait traditionnellement dans
le premier intron (Friedrich, G., & Soriano, P. 1991). Le vecteur de ciblage Rosa26 s’étend de
1kB en amont et de 4Kb en aval du site d’intégration situé dans le premier intron (Soriano, P.
1999). Dans la procédure classique d’établissement de ciblage transgénique, les clones d’'ES
transfectés avec le vecteur de ciblage sont par la suite injectés dans des blastocystes pour
obtenir une lignée germinale de souris chimériques, animaux facilement identifiables par
observation de leur pelage. Cela constitue le témoin clé d’'une possible transmission de l'allele
transgénique a la progéniture. Cette approche requiert cependant le maintien en culture de
cellules ES qui peut s’avérer laborieux et le temps d’obtention d’'une population F1 arborant la
mutation choisie s’étend sur une période de 9 a 12 mois. Bien que nous n’ayons pas choisi
cette approche, I'utilisation du locus Rosa26 est tout a fait compatible avec la technique de
CRISPR/Cas9 pour I'établissement de KI murins transgéniques (Chu, V. T et al. 2016).

Le transgene REL-YFP au locus Rosa26 est schématisé en Figure 1. Il est précédé par une
cassette stop plus une séquence de résistance a la néomycine flanquées de sites LoxP.
Notons qu’il s’agit de la séquence codante de c-Rel murin.
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Figure 1. Stratégie de Knock In c-Rel au locus Rosa26

Représentation schématique du locus Rosa26, le vecteur de ciblage comportant le cDONA de
REL, la cassette stop néomycine, les sites LoxP, la séquence IRES ainsi que le marqueur de
fluorescence YFP.

La procédure d’obtention des animaux chiméres portant le transgéne REL-YFP est résumée
sur la Figure 2.

8000 -
—

‘g’ 0000
Selection of Neomycine ES micro injections

resistance cells
cDNA cloning

ESJM8 PCR screening and Mice screenin
(CS?BLI.S) positives clones .
transfection amplification %

Figure 2. Procédure d'obtention d'animaux surexprimant c-Rel a partir d'un vecteur de
ciblage au locus Rosa26

Le vecteur de ciblage au locus Rosa26 est transfecté dans des cellules ES-JM8 de souris
C57BL/6 ensemencées sur un tapis de fibroblastes embryonnaires murins préalablement
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mitomycinés. Notons que ces cellules souches portent un déterminisme génétique vers un
pelage marron permettant leur injection dans des blastocystes de souris également C57BL/6
(pelage noir).

Une fois que les cellules ES transfectées ont adhéré de nouveau aux fibroblastes, I'ajout de
néomycine va permettre la sélection des clones résistants ayant la construction génique
d’intérét. Les clones positifs vont ainsi proliférer et grossir au fur et a mesure de la sélection.
Quand les clones sont bombés et de taille conséquente, ils sont repiqués un a un sous
microscope afin d’amplifier chaque clone positif puis de les congeler. A partir de 'ADN de ces
clones, nous réalisons des PCR appropriées afin de vérifier I'insertion de notre transgéne par
recombinaison : une PCR en 5’ puis 3’ du transgéne (voir Figure 2).

Cette banque de clones d’intérét a été réalisée avant mon arrivée en thése. Les clones positifs
sont ensuite décongelés et remis en culture sur des fibroblastes afin d’étre amplifiés. lls sont
alors micro-injectés dans des blastocystes, lesquels sont réintroduit dans des femelles
pseudo-gestantes afin d’obtenir les premiers animaux chimériques. Ces animaux sont ensuite
croisés avec des souris sauvages C57BL/6, et la descendance F1 est génotypée pour la
présence du transgéne REL-YFP par PCR. Les animaux homozygotes sont ensuite obtenus.

Cette lignée de souris REL-YFP va pouvoir exprimer le transgéne qu’a condition que I'action
de la Cre recombinase élimine la cassette Stop. C’est pourquoi ces souris transgéniques REL-
YFP sont croisées aux souris CD19-Cre pour une expression B spécifique, ou aux souris
AIDCre®"™ pour une expression GCB spécifique. C’est donc le type de Cre Recombinase qui
va permettre d’assurer 'expression du transgene dans un type cellulaire donné.

Partie I. Notre souris transgénique REL-YFP est croisée avec une souris CD19-Cre de fond
génétique BALB/c (B6.129P2(C)-Cd19'™(cre)CanJ). Nous obtenons ainsi le modéle CD19-
Cre/REL-YFP. Chaque souris est ensuite génotypée par PCR pour déterminer la présence de
la Cre au locus CD19 et la présence du transgéne REL-YFP au locus Rosa26. Il est alors
possible de vérifier I'expression du transgene c-Rel en suivant la fluorescence YFP par
cytométrie en flux a partir des lymphocytes B du sang. On préléve du sang en submandibulaire
puis un marquage CD19 et B220 pour cibler les B est réalisé. Apres lyse des globules rouges,
nous pouvons constater que la population de cellules B est fortement positive pour le marqueur
YFP. Nous avons suivi nos souris tous les mois durant 1 an par préléevement de sang et
immunophénotypage, et les souris ont été sacrifiées pour réaliser des marquages sur les
organes d'intérét : rate, moelle osseuse, ganglions lymphatiques et liquide intra péritonéal.
Nous n’avons pas vu de modifications majeures et significatives sur ce modéle de
surexpression de c-Rel dans les cellules B (résultats non montrés). Les lymphocytes B de ce
modele CD19-Cre/REL-YFP ont été utilisés pour réaliser des expériences de différentiation ex
vivo en GCB (CD38f e, GL7+, CD95+). Vous trouverez les résultats dans I'article ci-aprés.

Nous avons aussi créé le modéele murin REL-AID qui permet I'expression du transgéne REL-
YFP uniquement dans les lymphocytes B des centres germinatifs. Ce modéle est créé par
croisement de nos souris REL-YFP avec le modéle TOM-AID-Cre®™. L’expression de la Cre
est sous le contréle du promoteur AID, les cellules B engagées dans une réaction immunitaire
T-dépendante vont acquérir un marqueur fluorescent, tdTomato. Pour ce faire, la séquence
codante du marqueur tdTomato (TOM) est insérée au locus Rosa26 avec une cassette Stop
flanquée de site LoxP. Notons que ces souris TOM-AID-Cre®™ portent les transgénes TOM et
Cre®® sur le méme chromosome 6 (les loci Aicda et Rosa26 sont tous les deux situés sur le
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chromosome 6 avec une séparation de 9.48 Mb). Elles ont été obtenues au laboratoire par le
croisement des souris AlID-Cre®™ (Dogan, | et al. 2009) et des souris Ail4 qui portent le
transgéne TOM avec sa casette Stop au locus Rosa26 (doi:10.1038/ni.1814 AND
PubMed:20023653).

L’enzyme Cre®" est inductible au tamoxifen, sa séquence codante est insérée dans le second
exon du géne Aicda, et est fusionnée au 4 premiers acides aminés de AID (Figure 3).

a
) Exons 1 ) 3 4 5
ATG loxP stop
0 pocrmpmd—B4L ———
b)
6A
<« R —
6B ROSA26 Aicda
I 9.48 Mb P
6C 1 H H
6D 113,067,428 122,553,809
113,077,244 122,564,180

o= « ROSA26 (6E3)
6F < AICDA (6F2)

6G

Figure 3. Schéma du KI AID Cre ERT2 situé sur le chromosome 6

(a) Représentation de la séquence de I'’AIDCre ERTZ2 inductible au tamoxiféne (donnée par D.
Metzger, Strasbourg) a été insérée a la place de I'exon 2 du gene Aicda, fusionné avec les
premiers acides aminés de AID (codé par 12 nucléotides dans I'exon 1 et 4 nucléotides dans
I'exon 2) et suivie par un site SV40 poly(A) (Dogan | et al.2009). Un gene de résistance a la
néomycine Neo” flanqué de sites LoxP a été utilisé pour sélectionner les constructions
transfectées dans les ES et assurer I'excision par transfection transiente de la Cre laissant
ainsi 1 site loxP en aval de la queue polyA. Le site accepteur d’épissage de I'exon 3 a été muté
afin d’éviter le saut de I'exon Cre ERT2. (Les carrés noirs représentent les exons codants, les
carrés blancs les exons non codants). (b) Loci Aicda et Gt(ROSA)26or ou Rosa26 sont
séparés de 9.48 mb sur le chromosome 6 (a gauche ave les bandes de caryotypes). Une
lignée murine dans laquelle le rapporteur ROSAZ26-loxP-stop-loxP-EYFP (Srinivas, S et
al.2001) et les locus Aicda recombinés situés sur le méme chromosome a été générée (la
numeérotation représente les limites 5’ et 3’ des deux genes comme ils ont été référencés dans
I'annotation du génome murin 105, leurs orientations est représentés par des fleches
horizontales). (D’aprés Le Gallou, S et al. 2017).

La fusion de la Cre au récepteur aux cestrogénes ESR1 (mice estrogen receptor 1) permet
d’activer la Cre uniquement en présence de métabolites du tamoxiféne (Donocoff, R. S et al.
2020). Ainsi la présence simultanée d’'une stimulation antigénique SRBC (sheep red blood
cells) et de tamoxifene permettra I'expression de la Cre et son activité respectivement,
uniqguement dans les lymphocytes B des centres germinatifs.

Notre modéle REL-AID est donc soumis au tamoxiféne (JO, J2 et J4) et aux SRBC (JO) pour
créer un pool de lymphocytes B du GC qui sera suivit dans le temps : cellules B a la fois YFP
et tdTomato positives. Des immunisations mensuelles SRBC sont réalisées selon deux
protocoles présentés dans les résultats qui vont suivre.

Léa PREVAUD | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 186
Licence CC BY-NC-ND 3.0



De I'expérience du groupe, l'efficacité de la Cre est d’autant plus grande que le segment a
éliminer est petit. Nous avons donc introduit au locus Rosa26, le cDNA du géne REL murin
précédé d’'une cassette STOP-Néomycine flanquée de sites LoxP de 2540 pb. Cette derniere
étant plus grande que la cassette Stop en amont de tdTomato (870 pb), nous créons un pool
de lymphocytes B du GC doublement fluorescents tdTomato+/YFP+ (surexprimant c-Rel) ainsi
que le pool contréle simple fluorescent tdTomato+ (sans c-Rel surexprimé). Nous pouvons
ainsi suivre la compétition entre ces deux populations B et apprécier I'effet de c-Rel.

Avec ce modéle murin REL-AID, nous créons I'événement moteur i.e. la surexpression de c-
Rel, dans le microenvironnement du GC que I'on suppose prompt a la transformation.

Vous trouverez dans les pages qui vont suivre les résultats de ma thése rédigés sous forme
d'un article actuellement soumis pour publication et également déposé sur bioRxiv
(https://www.biorxiv.org/) : REL deregulation stands as a primary hit for AID-imprinted B-cells
along the germinal center competition

Léa Prévaud, Christelle Vincent-Fabert, Tiffany Marchiol, Quentin Lemasson, Catherine Ouk,
Claire Carrion, Michel Cogné, Jean Feuillard, Nathalie Faumont

bioRxiv 2023.10.10.561773; doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.10.561773
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Key points:

- REL provides a long-term competitive advantage allowing for GC B-cell persistence
and continuous recirculation of AID-imprinted B-cells
- AID-imprinted B-cells overexpressing REL can occasionally transform into aggressive

B-cell lymphomas

Explanation of the novelty:

By showing in a new dual-color mouse model that dysregulation of REL in a very limited pool
of AID-imprinted B-cells confers a strong long-term competitive advantage in the context of
repeated immune responses and may occasionally lead to transformation into an aggressive B-
cell lymphoma, we provide for the first time experimental evidence supporting the fact that that

REL is most likely a primary event in the aggressive transformation of germinal center B-cells.
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Abstract

In diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs), gains and amplifications of the 2p15-16 region,
which always encompass the REL gene, are mostly restricted to the germinal center (GC) B-
cell DLBCL subtype (GCB-DLBCL) for which c-Rel is the pivotal Rel/NF—kB subunit. While
REL is also known to play a key role in the GC reaction, its contribution to GCB-DLBCL

transformation is still unclear.

To understand the role of REL in the very first steps of GCB transformation, i.e when B-cells
with deregulated REL are competing with other B-cells during chronic antigenic stimulation,
we have created a dual-color mouse that allows to induce REL in a limited pool of AID-
imprinted B-cells after immunization and to differentially stain AID-imprinted B-cells cells that
overexpress REL or not. Our results demonstrate that dysregulation of REL at the GC B-cell
stage promotes GC B-cell expansion and favors both class-switch recombination and plasma
cell differentiation. Additionally, although REL overexpression was neutral on post-GC
memory B-cell differentiation, it did confer a long-term competitive advantage allowing for GC
persistence and continuous recirculation of REL-overexpressing B-cells. Functionally, REL
enhanced the protection against apoptosis in the early steps of GCB differentiation. REL-

overexpressing B-cells can my occasionally transform into in an aggressive B-cell tumor.

Highlighting the role of repeated immune responses, our results confirm the role of REL in the
germinal center reaction and provide evidence supporting the fact that genetic deregulation of

c-Rel expression is most likely a primary event in the aggressive transformation of GC B-cells.
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(3988 mots)
Introduction

C-Rel, the cellular equivalent of v-Rel, the oncogenic protein of Reticuloendotheliosis virus
REV-T, a causative agent of lymphoid tumors in poultry, gave its name to the Rel homology
domain (RHD) DNA-binding domain, that characterizes the Rel/NF-kB transcription factor
familyl. Rel/NF-«B transcription factors are composed of five sub-units, RelA, c-Rel, RelB,
pS0 and p52, the three formers with a transcriptional activation domain. The five Rel/NF-kB
subunits associate with each other to form transcriptionally active dimers. These complexes are
retained in the cytoplasm by interaction with their inhibitors, the IikBs. Resulting from a variety
of external signals, NF—kB activation consists in the proteosomal degradation of the IkBs, and
the nuclear translocation of Rel/NF-kB dimers where they regulate numerous genes critical for
lymphocyte development, innate and adaptive immunity, inflammation as well as for control of
both cell proliferation and cell death?. The canonical (or classical) NF-kB activation pathway
involves nuclear translocation of RelA or c-Rel containing dimers whereas the non-canonical
(alternative) pathway corresponds to nuclear translocation of RelB complexes®. In contrast to
RelA and RelB, c-Rel does not contain a nuclear export signal and can accumulate in the

nucleus upon chronic NF-«B activation®.

It is now very well established that constitutive NF—kB activation is the hallmark of several B-
cell neoplasms, either indolent such as Waldenstrém Macroglobulinemia (WM), which harbors
a MYDS88 activating mutation in more than 90% cases, or aggressive lymphomas such as
Epstein Barr virus (EBV) related lymphoproliferative disorders with expression of the EBV
oncogenic protein LMP1 or diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs) with an activated

phenotype (ABC-DLBCLs). In this latter group, NF—«B activation is genetically related to
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mutations in the NF—«B activation track such as those of MYD88, CD79A, CARDI11 or

TNFAIP3.

It has only recently been recognized that the three NF—«B subunits RelA, RelB and c-Rel may
have distinct and specific roles in B-cell lymphomagenesis, the latter being associated with
DLBCLSs with a germinal center (GC) B-cell phenotype (GCB-DLBCLs)®®. In DLBCLs, 2p15-
16 gains/amplifications, which include REL, are almost restricted to the GCB-DLBCL
subtype”!°, being found in 15-37% of cases'! while it is almost never found in ABC-DLBCLs’.
Some reports indicate that the minimal common region of 2p15-16 gains/amplifications always
includes REL'?.. REL gains/amplifications, which are the first genetic aberration of the
Rel/NF—«B system reported in DLBCLs'?, are recurrently found in various B-cell cancers such
as classical Hodgkin lymphoma, primary mediastinal B cell lymphoma, or chronic lymphocytic
leukemia'®. Such REL imbalances are also found in 20-35% of follicular lymphoma (FL) in
transformation (tFL), a poor prognosis FL subtype, close to and with a similar mutational
pattern than GCB-DLBCLs'". In contrast with other NF—«B subunits, c-Rel overexpression is
very likely to be sufficient to obtain the c-Rel effects”!>!6, C-Rel plays a critical role in
sustaining prolonged NF-kB responses in B cells and chronic BCR stimulation results in nuclear
c-Rel accumulation with upregulation of pro-survival genes, whereas nuclear RelA is almost
undetectable under these conditions'>. The REL-/- mice exhibit reduced proliferation and
activation of mature B cells in response to immunization associated with impaired GC
formation!’. In normal B-cells, c-Rel is a key transcription factor for GC reaction long-term
maintenance'®. In GCs, c-Rel and c-Myc would be active in the same B-cells and c-Rel would
be involved in a metabolic program that would facilitate cell growth!®. Therefore, there is robust
genetic and pathophysiological evidence supporting the involvement of c-Rel in the aggressive

transformation of GC B-cells.
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If REL is a good candidate oncogene for aggressive GC B-cell transformation, it remains
unclear whether it is a primary or secondary genetic event. As exemplified by FLs, a primary
genetic event would occur in a very limited number of B-cells. These hit B-cells would compete
with their normal counterparts for years or even decades in the context of a complex and
evolving immune environment?°. To address the question of the role of REL at the very first
steps of GC B-cell transformation, we developed a dual-color mouse model that allows to
induce c-Rel overexpression in a limited pool of AID-imprinted B-cells after immunization
with a complex antigen and to differentially stain AID-imprinted B-cells cells that overexpress

REL or not.
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Material and Methods

Generation of mouse models (detailed in Supplemental Materials and Methods)

The conditional REL-YFP mouse model was generated for this study. The targeting vector
pROSA-mREL-YFP was obtained by insertion of a 3521 pb Ascl/Ascl fragment containing the
murine REL cDNA followed by an internal ribosome entry sequence (IRES) for the expression
of the yellow fluorescent protein (YFP) coding sequence (the REL-YFP transgene, synthetized

by GeneCust, Luxembourg), into the previously published pPROSA26-1 vector?!.

The AID.Cre™>-TOM model (thereafter called AID-TOM) was obtained by crossing previously
published AID.Cre®* and Ail4 mouse models®>. AID-TOM or CD19-Cre mice*’ and REL-
YFP mice were crossed to induce the expression of the transgene in AID- imprinted or CD19pos

B cells respectively: the REL-AID and REL-CD19-Cre mouse models.

Tamoxifen induction and immunization

Immunization consisted of an intraperitoneal injection of 2.10° sheep red blood cells (SRBCs)
on day 0 and monthly thereafter. Tamoxifen was purchased from Gibco (Gibco Thermo Fisher
Scientific France, Illkirch-Graffenstaden, France). Tamoxifen was administrated by gavage at

40 mg/kg on day 0, 2 and 4.

Flow cytometry analysis from blood, and lymphoid organs

Blood samples were collected retro-orbitally. Spleen and lymph node cells were filtered on a
70 um filter (Miltenyi Biotech SAS, Paris France). Peritoneal lavage was performed with three
mL of phosphate-buffered saline. After red blood cell lysis, cells were labeled with fluorescent

conjugated monoclonal antibodies listed in Supplemental Materials and Methods. Flow
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cytometry was performed with the CytoFLEX LX apparatus (Beckman Coulter France,

Villepeinte, France). Results were analyzed using the Kaluza software (Beckman Coulter).

Stimulation and Cell Culture

For proliferation analysis, splenocytes were labeled with five uM CellTraceTM Violet reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Cells were then stimulated for four days with either CD40, IL4,
ODN CpG or LPS as detailed in Supplemental Materials and Methods and analyzed by flow

cytometry using a CytoFLEX LX (Beckman Coulter) after B220 labeling.

Ex vivo induction of germinal center B-cell differentiation.
Splenic B cells were negatively sorted using the Pan B cell isolation kit (Miltenyi Biotec).
Induction of germinal center B-cell differentiation was done following the protocol of T.

Nojima et al (details in Supplemental Materials and Methods).

Statistical analysis
Statistical analyses were conducted using the GraphPad software (GraphPad Software, Boston,
MA). These included Student t-tests, chi-square tests, non-parametric tests and analysis of

variance (ANOVA) were performed with the GraphPad software.
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Results

B-cells overexpressing REL or not following AID-induction can be differentially fate-

mapped

To understand the consequences of REL constitutive overexpression at the germinal center B
cell stage and beyond, we first generated the REL-YFP mouse model. Preceded by a STOP-
Neomycin (STOP-Neo) cassette flanked by loxP sites, the murine REL transgene was
introduced in the Rosa26 locus on chromosome 6 (Figure 1A, top panel). The REL transgene is
followed by an IRES to allow concomitant expression of the yellow fluorescent marker YFP.
In parallel, we modified the tamoxifen-regulatable AID.Cre-ert2 mouse model of Dogan et al.?
to introduce a sequence encoding the red tdTomato marker preceded by a STOP cassette flanked
by loxP sites (Figure 1A). Mice were wisely selected to retain those in which a crossing-over
event placed the flox_tdTomato transgene in cis to AID.Cre-ert2 allele at the Rosa26 locus: the
AID-TOM model (figure 1A, lower panel). Breeding REL-YFP with AID-TOM mice resulted
in the dual-color REL-AID model. In this model, the two tdTomato and REL-YFP transgenes

are both AID-inducible and tamoxifen-regulatable.

To induce a very limited number of B-cells in the context of complex repeated immune
responses, our protocol consisted of an initial tamoxifen Cre-ert2 induction together with
chronic immunization with a complex T-dependent antigen, in this case sheep red blood cells
(SRBC) (Figure 1B). Using AID-TOM mice as a control, we intraperitoneally injected SRBCs
on day 0 (D0O) together with tamoxifen gavage on DO, D2 and D4 (Figure 1B), which would
favor initial germinal center formation. For long term GC maintenance, monthly SRBC
immunization recalls were conducted for four or five months. At month 5 (M5), mice were

either sacrificed shortly after chronic immunization or monitored for six to eight months before
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being sacrificed in order to study the persistence of TOM+/YFP+ B cells long time after the

end of immunization (Figure 1B).

As shown in figure 1C, circulating TOM+ B-cells could be detected in both AID-TOM and
REL-AID mice at D14, accounting for 0.79% - 2.14% of total circulating B-cells, with no
significant differences between the two mouse strains. As the Cre efficiency is inversely
dependent on the size of the cassette to be excised between the 1oxP sites, not all B-cells that
had deleted the 870 bp long STOP cassette of the AID.Cre-ert2 allele had also eliminated the
2540 bp long STOP-Neo cassette of the wild-type AID allele. At D14, 28.5% +/- 2.4% of
TOM+ circulating B-cells were also YFP+ (figure 1D). Therefore, thanks to the YFP and
tdTomato reporters, this dual-color model allows for differentiated fate-mapping of
TOM+/YFP+ (RELpos) and TOM+/YFP- (RELneg) B cells upon tamoxifen administration

after AID-imprinting (likely to be due to germinal center passage) within the same animal.

Long-term competitive advantage of REL overexpressing B-cells when compared to their

REL negative counterpart.

After initial tamoxifen induction of Cre-ert2 activity in AID-TOM control mice, the levels of
circulating TOM+ B-cells moderately decreased despite SRBC immunization recall. Then,
TOM+ B-cell percentages remained stable as long as mice were repeatedly immunized,
implying an equilibrium or a stationary state between blood entry and exit of TOM+ B-cells.
This would indicate a continuous recirculation and/or production of TOM+ B cells in secondary
lymphoid organs. Subsequently, TOM+ B-cells gradually diminished to near-zero levels as
immunization recalls ended, revealing the reliance of TOM+ B-cell production. This indicates

a continuous recirculation and/or production of TOM+ B cells in secondary lymphoid organs.
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Then, TOM+ B-cells progressively reached levels close to zero as immunization recalls
stopped, which shows the dependency on the immune response. Contrary to AID-TOM mice,
REL-AID mice exhibited stable levels of circulating TOM+ B-cells not only during the
immunization period but also for up to two months after cessation of immunization before
declining (Figure 2A). This shows that REL overexpression led to an increase in production
(blood entry increase) and/or survival (blood exit decrease) of TOM+ B-cells. The extent of

this increase was also influenced by the persistence of the immune response.

As shown in figure 2B and 2C, the increased production and/or survival of TOM+ B-cells in
REL-AID mice was due to TOM+/YFP+ double positive, i.e to REL overexpressing B-cells.
Indeed, percentages of TOM+ cells among total circulating B-cells were strongly correlated
with those of YFP+ cells within the TOM+ B-cell fraction at M2 and M12 (Figure 2B), which
is in contrast with the result at D14 (Figure 1D). Figure 2C shows the progressive but rapid,
consistent and persistent accumulation of YFP+ B-cells within the TOM+ B-cell compartment,
even when immunization recalls ceased. Compared to TOM+ B-cells from AID-TOM mice or
TOM+/YFP- B-cells from REL-AID mice, TOM+/YFP+ B-cells over-expressed CD80 (Figure
2D), a marker of NF—«B that is known to be express on a subset of memory B-cells** and to be

increased upon c-Rel activation®.

Collectively, these results first demonstrate that recirculation of AID imprinted B-cells is highly
dependent on chronic immunization. They also strongly support a significant long-term
competitive advantage of B-cells that have benefited from a REL overexpression event when

compared to their REL negative counterpart.
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Expansion and persistence of REL-overexpressing B-cells in secondary lymphoid organs.

Shortly after immunization, the proportion of TOM+ B-cells was increased in the peritoneum,
i.e at the SRBC injection site, when compared to the spleen or lymph nodes in AID-TOM
control mice (Figure 3B), again indicating the role of antigen stimulation in promoting AID-
imprinted B-cells. This phenomenon was markedly increased in REL-AID mice, as TOM+ B-
cells ranged from 10% to 50% of total B-cells in the peritoneum (Mann-Whitney test, p=0.057).
Although heterogeneous, levels of TOM+ B cells were also increased in spleen and lymph
nodes of REL-AID mice, and most of these TOM+ B-cells were also YFP+. Spleen histology
was similar in both control AID-TOM and REL-AID mice with large and somewhat coalescing
lymphoid nodules and expanded B-cell areas (Figure 3C) as well as numerous plasma cell
sheets in the red pulp (supplemental figure S1). However, one REL-AID mouse of this cohort,
marked with an arrow in Figure 3, developed a diffuse large B-cell lymphoma (supplemental
figure S2). In this mouse, almost all TOM+ B-cells were also YFP+, i.e were overexpressing

REL (Figure 3B, lower panel).

Long time after immunization, while persisting in the peritoneum, TOM+ B-cells almost
disappeared from both spleen and lymph nodes of AID-TOM mice. In contrast, TOM+ B-cells
persisted, albeit at lower levels and more heterogeneously than immediately after immunization
in both spleen and lymph nodes and remained higher in the peritoneum of REL-AID mice.
Again, most TOM+ B-cells from REL-AID mice were also YFP+ (Figure 3E). Reflecting
resting spleens, spleen histology showed small lymphoid nodules with increased red pulp areas
in 8/9 (89%) control AID-TOM. In contrast REL-AID mice tended to retain large lymphoid
nodules with increased B-cell areas in 12/14 (86%) cases (Khi?2 test, p:7.10‘4 and Figure 3F).
Taken together, these results show that REL promotes the expansion and persistence of AID-

imprinted B-cells in the secondary lymphoid organs.
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REL-overexpressing germinal center B-cells display a competitive advantage and are

prone to immunoglobulin switching.

The fluorescent markers TOM and YFP were used to define the splenic B-cell composition of
RELpos (TOM+/YFP+) and RELneg (TOM+/YFP-) B-cells in REL-AID mice shortly after
immunization (Figure 4A). CD95pos CD38low GC B-cells were significantly increased in
TOM+ B-cells of REL-AID mice when compared to their AID-TOM control (Figure 4B). This
GC B-cell fraction was specifically enriched in RELpos B-cells, reaching almost 90% of total
TOM+ B-cells, even in mice with a rather low percentage of YFP+ cells among total TOM+ B-
cells (Figure 4C). Indeed, the GL7 positive GC B-cell fraction was found almost exclusively in
RELpos B-cells (Figure 4D). Interestingly, the increase in GC B-cells in the TOM+ fraction
persisted a long time after immunization was stopped in REL-AID mice, whereas these GC

TOM+ B-cells almost disappeared in AID-TOM controls (Supplemental Figure S3).

RELpos B-cell enrichment was not found for IgMpos IgDneg B-cells (Figure 4E and
Supplementary Figure S4). Including switched B-cells, the IgM/IgD double negative B-cell
subset was moderately increased in REL-AID mice when compared to TOM-AID controls. The
enrichment in RELpos B-cells in this subset was moderate although significant (Figure 4E).
But IgM/IgD double negative B-cells also contain GC B-cells that have downregulated their
BCR or have a nonfunctional or damaged BCR. Thus, we also looked at the expression of the
IgG1 isotype. As shown in figure 4F, although heterogeneous, percentages of IgG1 switched
B-cells were increased in REL-AID mice and these IgG1 B-cells were enriched in RELpos B-

cells.
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REL-overexpressing B-cells are prone to plasma cell but not to memory B-cell

differentiation.

Targeting plasma cells (PCs) with the CD138 marker revealed that PC differentiation was rather
heterogeneous in REL-AID mice, although not significantly increased when compared to
TOM-AID controls. But, almost all PCs from REL-AID mice were derived from the RELpos

B-cell fraction (figure SA).

Memory B-cells (MBCs) were defined by increased expression of the CD273 marker >*. Both
IgM+ and IgM- MBCs were detected with this marker (Figure 5B). Levels of both IgM+ and
IgM- MBCs were not significantly increased in REL-AID mice, although more heterogeneous
than in AID-TOM mice. The percentages of RELpos B-cells in both MBC subsets was similar
to that of RELneg B-cells (Figure 5B), indicating that REL was neutral on post GC MBC
differentiation. Indeed, neither an increase of IgG1 MBCs nor an enrichment of RELpos B-cell

in this fraction was found in REL-AID mice.

CD40 stimulation increased the ex vivo proliferation of B-cells overexpressing REL.

In parallel to REL-AID mice and by crossing REL-YFP with CD19-Cre mice, we also
generated a REL-CD19-Cre mouse model. As expected, more than 80% of REL-CD19-Cre B-
cells were YFP positive (Figures 6 and 7), while CD19 negative cells were not (not shown).
These mice did not show any phenotype after 18 month follow-.up. However, we could use this
model to functionally analyze the effects of REL on whole CD19pos B-cells. As exemplified in
Figure 6A, cell proliferation was examined by dilution of the Cell-Trace violet (CTV) marker
over successive mitoses. The percentage of YFP+ B-cells remained stable over the course of

the ex-vivo experiment (Figure 6A). The results presented in Figure 6B show that REL
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overexpression alone did not play significantly on ex-vivo B-cell proliferation. Response to
signals targeting TLR9 or TLR4 could be increased in REL-CD19-Cre B-cells, but the
differences were not statistically significant when compared to controls (Figure 6B). CD40
signal appeared to weakly but consistently and significantly increase REL-CD19-Cre B-cell
proliferation. REL-CD19-Cre splenic B-cells were as responsive to IL4 alone or in combination
with CD40 as CD19-Cre control B-cells. Thus, at the global B-cell level, the effects of REL on

proliferation appeared to be enhanced by CD40 stimulation.

Initially protecting cells from apoptosis, REL increased ex-vivo germinal center B-cells

differentiation and plasma cell production.

In a next step we used the REL-CD19-Cre model to investigate germinal center B-cell
differentiation ex-vivo according to the protocol developed by Nojima et al.S. Purified B-
splenocytes were induced for GC B-cell differentiation by contact with CD40L and BAFF-
secreting fibroblasts in the presence of 1L4 for four days. As shown in Figure 7A, the percentage
of YFP+ REL-CD19-Cre B-cells remained constant over time, while IgD expression was lost,
CD38 surface levels tended to decrease and both GL7 and CD95 GC-B-cell markers were
progressively acquired, reaching a maximum at D4. Compared to their CD19-Cre control, the
percentage of REL-CD19-Cre B-cells differentiating into GC B-cells was markedly increased,
with the most significant difference found at D3 (Figure 7B). Regarding post-GC
differentiation, the percentage of memory B-cells, either IgM positive or IgG1 switched, was
similar in both CD19-Cre control and REL-CD19-Cre mice (not shown). In contrast, plasma
cell production was increased in REL-CD19-Cre mice at D3 and D4, although at low

percentages (figure 7C).
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We then looked at apoptosis and proliferation of ex-vivo GC-differentiating B-cells. As shown
in Figure 7D, the percentage of annexin V positive REL-CD19-Cre B-cells was first decreased
at D1 and D2 and then increased as the cells differentiated into GCBs, exceeding those of
control cells at D4. As assessed by EdU incorporation, proliferation of GC-differentiating B-
cells was rather similar between control and REL-CD19-Cre mice during the first three days

and increased very heterogeneously in the latter at D4 (Figure 7E).

Altogether, these results show that REL overexpression in B-cell favored ex-vivo GC B-cell
differentiation and plasma cell production. The effects of REL on proliferation seemed
marginal, while those on apoptosis were more consistent for the first three days of GC B-cell

differentiation.
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Discussion

Questioning the role of c-Rel in first steps of GC B-cell transformation, we present for the first
time a dual-color mouse model, so-called REL-AID, in which a genetic event responsible for
permanent REL overexpression is transiently induced in only a small fraction of the pool of B-
cells irreversibly marked by AID imprinting, allowing color tracking of REL-overexpressing
B-cells distinct from their REL-negative counterparts. Results clearly show that dysregulation
of c-Rel in GC B-cells promotes GC B-cell expansion, favors CSR and PC differentiation and

confers a long-term competitive advantage.

Recently, a mouse model with c-Rel overexpression in B-cells was reported by Kobel-
Hasslacher et al.'®. In this model, the REL transgene was under the dependence of a strong CAG
promoter. REL overexpression was obtained in either all CD19pos or all switch-engaged GC
B-cells, after breeding with CD19-Cre or CylCre mice***’. The phenotype of these mice
demonstrated a positive effect of c-Rel on GC B-cell expansion, resulting in increased PC
differentiation with production of autoantibodies. In comparison, we could not detect any
phenotype of our REL-CD19-Cre mice. Only ex-vivo functional studies on purified B-cells
revealed that c-Rel could promote GC-B cell differentiation and PC production by initially
protecting GC engaged B-cell from apoptosis. Our REL transgene was under the control of the
Rosa26 promoter, which is known to be 10 times much weaker than the CAG promoterzg. The
absence of a REL phenotype in REL-CD19-Cre mice may very well be due to rather low levels
of REL overexpression. Proliferation experiments showed a weak but significant c-Rel synergy
only in presence of CD40. Like BAFF, CD40 is a potent activator of the alternative NF—«B
activation pathway®. BAFF is essential for ex-vivo GC B-cell differentiation®®. Invalidation of

BAFF and BAFF receptors results in the rapid decline of germinal centers after antigenic
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stimulation®. Together with RelB, both BAFF and CD40 are also able to induce c-Rel
activation®3!. Overall, our results raise the question of the synergy of c-Rel and RelB in the c-

Rel-dependent expansion of GC B-cells.

Since induction of REL in all CD19pos B-cell would not reflect the true physiopathology of
REL-associated B-cell transformation, we developed the dual-color REL-AID model in an
attempt to get closer to what is most likely to occur in the true life of an emerging tumoral B-
cell that has recently been hit by an initial genetically transforming event such as REL gains in
GCs. REL overexpression in GCB DLBCLs is directly correlated with REL gains but is rather
modest, being about 1.5 fold-change in most cases’. Therefore, we first chose to keep our REL
transgene under the control of the native Rosa26 promoter to mimic a weak but continuous
deregulation of REL. Second, Cre-ert2 expression was dependent on AID regulation to mainly
target the GC B-cell stage. Third, Cre-ert2 activity was very transiently induced by tamoxifen
gavage together with immunization with a complex antigen. Fourth, the few RELpos B-cells
generated after tamoxifen gavage remained in competition with all other REL unhit B-cells for
a long time in the context of a complex and chronic immune response. This competition would
begin within GCs and would continue later in post-GC differentiation stages. To find that the
small pool of RELpos AID-imprinted B-cells was favored in vivo for GC reaction and then for

1.'6, Moreover, the

CSR and PC differentiation is in agreement with Kobel-Hasslacher et a
results also show a clear competitive advantage in the long-term maintenance and recirculation
upon and after chronic immunization for RELpos B-cells. Because REL was neutral on MBC
differentiation in secondary lymphoid organs, this REL effect on the recirculating B-cells would

occur later, favoring long-term survival of post-GC recirculating MBCs. In addition to

highlighting the role of chronic antigenic stimulation, our results also indicate that part of this
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competitive advantage may very well be related to the long-term persistence of RELpos GC B-

cell production in secondary lymphoid organs.

Most B-cell transformation scenarios imply a primary event that allows escape from
homeostasis and then accumulation of mutations over-time until clinical emergence of the B-
cell tumor. Resulting in deregulation of Bcl2, the primary transforming event in FLs is the
t(14;18)(q32;921) translocation. These t(14;18)pos B-cells can be detected at a very low
frequency in most adults. However, the vast majority of these t(14;18)pos B-cells will never
transform. Clonal FL lymphomagenesis is due to the accumulation of secondary mutations such
as those in CREBBP, TNFSRF14, EZH2 or KMT2D over decades®. These secondary
mutations are also commonly found in GCB DLBCLs with the REL signature ’. By showing
that the weak but continuous deregulation of REL favors emergence of a B-cell that will be
positively selected and expanded in GCs and will have a strong long-term competitive
advantage in the context of repeated immune responses, our results provide evidence for REL
gains/amplification as a primary genetic event in the aggressive transformation of GC B cells.
Consistently, and although it was only one case, one REL/AID mouse in our cohort developed

an aggressive B-cell tumor with almost 100% RELpos B-cells.

Collectively, our findings suggest for the first time that genetic deregulation of c-Rel expression
is most likely a primary event in the aggressive transformation of GC B-cells and raise the

question of REL-associated secondary events for GC B-cell transformation.

19



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.10.561773; this version posted October 12, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

Legend for figures

Figure 1: Characterization of the REL-AID mouse model

Figure 1A: Schematic representation of the REL-IRES-Yfp and tdTomato inserts into the
Rosa26 locus: the REL sequence was placed in frame with the Internal Ribosomal Entry Site

(IRES) and the coding sequence for Yellow Fluorescent Protein (YFP).

Figure 1B: Schematic diagram of the immunization protocol for analysis either shortly or long
time after the end of immunizations. Blood samples were collected on D14 and then each
month, always before immunization recall throughout the immunization and post-immunization

period.

Figure 1C: Example of a flow cytometry biparametric YFP and tdTomato (TOM) histogram
gated on live B220pos B-cells. TOM+/YFP- and TOM+/YFP+ B-cells are colored in red and
green respectively. Circulating blood cells were collected from a AID-TOM (left) or a REL-
AID (right) mouse one month after immunization and tamoxifen gavage. Percentages of

fluorescent cells are shown in each graph.

Figure 1D: Relationship between the percentage of TOM+/YFP+ among total TOM+ B-cells
(x-axis) and that of TOM+ B-cells among total B220pos B-cells (y-axis) in REL-AID mice.
The correlation curve is shown in red. The value of the correlation coefficient r is shown in the

graph.
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Figure 2: Relationships between the kinetics of circulating TOM+ and TOM+/YFP+ with

CD80 expression.

Figure 2A: Box plot of the percentage of circulating TOM+ cells in AID-TOM and REL-AID
mice over time. The dashed red line indicates the end of immunization recall. The p-values of

a two-way ANOVA for REL effect is shown.

Figure 2B: Relationship between the percentage of TOM+/YFP+ among total TOM+ B-cells
(x-axis) and that of TOM+ B-cells among total B220pos B-cells (y-axis) in REL-AID mice at
month 2 (top graph) and month 12 (bottom graph). The correlation curve is shown in red. The

values of the Pearson correlation coefficient r and of its p-values are given in each graph.

Figure 2C: Distribution of the percentage of TOM+/YFP+ B-cells among total TOM+B-cells
over time in REL-AID mice. The red dot represents the mouse with the highest percentage and
green dot the mouse with the lowest percentage. The p-value of the one-way ANOVA is shown

within the graph.

Figure 2D: CD80 expression levels in TOM+/YFP- from either AID-TOM and REL-AID as

well as TOM+/YFP+ mice. Mann-Whitney test p-values are shown
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Figure 3: Relationship between the levels of TOM+ and TOM+/YFP+ B-cells in secondary

lymphoid organs.

Figure 3A and 3D: Schematic representation of the immunization protocol for analysis either

shortly (Figure 3A) or long time (Figure 3D) after the end of immunization.

Figure 3B and 3E: Analysis of TOM+ and TOM+/YFP+ B-cells in secondary lymphoid organs
shortly (Figure 3B) or long time (Figure 3E) after the end of immunization for AID-TOM
control (left) and REL-AID mice (right) in the spleen (SP), in lymph nodes (LN) and in the
peritoneum (IP). Top: percentage of TOM+ B-cells among total live B-cells. Bottom:
percentage of TOM+/YFP+ B-cells among TOM+ B-cells. In Figure 3B, the case with a diffuse
aggressive B-cell lymphoma is indicated by an arrow. P-values are shown on the top of the

graph.

Figure 3C and 3E: Histological aspect of the spleen shortly (Figure 3C) or long time (Figure

3F) after the end of immunization for AID-TOM control (top) and REL-AID mice (bottom).
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Figure 4: Analysis of splenic germinal center and IgG1 switched B-cells shortly after

immunization

Figure 4A: Gating strategy for gating TOM+/YFP- (colored in red) and TOM+/YFP+ (colored

in green) as well as germinal center B-cells (GCBs) from total live B-cells.

Figure 4B: Percentage of GCBs among TOM+ B-cells in AID-TOM control and REL-AID

mice. The p-value of the Mann-Whitney test is shown.

Figure 4C: Percentage of TOM+/YFP+ B-cells in the total TOM+ (left) or in the GCB (right)
fraction in REL-AID mice. Each line connects the points for one mouse. The p-value of the

Wilcoxon test is shown.

Figure 4D: Example of gating on the CD38low/IgDneg B-cell fraction (left) showing that
almost all B-cells with a CD95+/GL7high GCB phenotype (right) are colored in green,

corresponding to TOM+/YFP+ B-cell cells.

Figure 4E: Analysis of IgMneg/IgDneg double negative (DN) B-cells: left: example of gating
on DN B-cells; middle: percentages of DN cells among total TOM+ B-cells in AID-TOM and
REL-AID mice; right: percentages of TOM+YFP+ B-cells among TOM+ B-cells in the total
TOM-+ and in the DN B-cell fraction in REL-AID mice (each line connects the points for one

mouse). The p-values of the Mann-Whitney (middle) and Wilcoxon test (right) are shown.

Figure 4F: Analysis of IgG1 switched B-cells: left: example of gating on IgG1+ B-cells; middle:
percentages of [gG14+ DN B-cells among total TOM+ B-cells in AID-TOM and REL-AID mice;
right: percentages of TOM+YFP+ B-cells among TOM+ B-cells in the total TOM+ and in the
IgG1+ DN B-cell fraction in REL-AID mice (each line connects the points for one mouse). The

p-values of the Mann-Whitney (middle) and Wilcoxon test (right) are shown.

Figure S: Analysis of splenic plasma cells and memory B-cells shortly after immunization
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Figure 5A: Analysis of plasma cells (PCs): left: example of gating on PCs; middle: percentages
of PCs cells among total TOM+ B-cells in AID-TOM and REL-AID mice; right: percentages
of TOM+YFP+ B-cells among TOM+ B-cells in the total TOM+ and in the PC fraction in REL-

AID mice (each line connects the points for one mouse).

Figure 5B: Analysis of memory B-cells (MBCs): top left: example of CD80/CD273
biparametric histogram for IgD-/IgM+ (IgM+) and IgD-/IgM- B-cells. MBCs are
CD80+/CD273+; top right: percentages of IgM- and IgM+ MBCs B-cells among total TOM+
B-cells in AID-TOM and REL-AID mice; bottom: percentages of TOM+YFP+ B-cells among
TOM-+ B-cells in the total TOM+ and in the IgM+ (left) and in the IgM- (right) B-cell fractions

in REL-AID mice (each line connects the points for one mouse).

Figure 5C: Analysis of 1gG1 switched MBCs: left: percentage of IgG1+ MBCs among total
TOM+ B-cells in AID-TOM and REL-AID mice; right: percentage of TOM+YFP+ B-cells
among TOM+ B-cells in the total TOM+ and in the IgG1+ MBC fraction in REL-AID mice

(each line connects the points for one mouse).

ns: non-significant
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Figure 6 : Ex-vivo proliferation assay for B-cells from CD19-Cre and REL-CD19-Cre

mice

Figure 6A : Example of histograms for YFP (left) and Cell Trace violet (CTV, right) at DO
(grey) and D4 (red) of ex-vivo CD40 stimulation for splenic B cells from a REL-CD19-Cre

mouse.

Figure 6B and 6C: Histograms showing the percentage of CTV low B-cells for CD19-Cre and
REL-CD19-Cre mice in response to ODN CpG and LPS compared to no stimulation and to a
control ODN (ODN ctl) (panel B) or in response to CD40, IL4, both or no stimulation (panel

O).

Figure 7 : Ex-vivo germinal center B-cell and plasma cell differentiation for splenic B-

cells from CD19-Cre and REL-CD19-Cre mice

Figure 7A: Example of histograms for YFP, IgD/CD38 and CD95/GL during the time course
of the GC B-cell differentiation for a REL-CD19-Cre mouse; top: YFP fluorescence histograms
of live B-cells from Day 1 to Day 4 showing the stability of the transgene expression; middle:
IgD/CD38 biparametric histograms showing the increase in the percentage of [gDneg/CD38pos
or low B-cells over time; bottom: CD95/GL7 biparametric histograms showing the increase in
the percentage of B-cell with a CDO95high/GL7high GCB B-cell phenotype among

IgDneg/CD38pos or low B-cells.

Figure 7B: Percentages of IgDneg/CD38pos or low/ CD95high/GL7high germinal center B-

cells among total B-cells from Day 1 to Day 4

Figure 7C: Percentages of plasma cells (PCs) among total B-cells from Day 1 to Day 4.

25



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2023.10.10.561773; this version posted October 12, 2023. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.

Figure 7D: Example of Viakrome_808/Annexin V biparametric histogram for a CD19-Cre and
a REL-CD19-Cre mouse with percentages in each right quadrant (left) and percentages of

Annexin V positive B-cells during the time course of the GC B-cell differentiation (right).

Figure 7E: Example of EAU/B220 biparametric histogram for a CD19-Cre and a REL-CD19-
Cre mouse and percentages of EdU positive B-cells during the time course of the GC B-cell

differentiation (right).

p-values for ANOVA are shown when significant. Multiple t-test with Holm-Sidak correction

were also performed (*: p<0.05; **: p<0.01)
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L’ensemble de ces résultats nous a donc permis d’obtenir les premiéres pistes de
compréhension de c-Rel par le biais de sa surexpression in vitro et I'établissement de nos
modeles murins de surexpression conditionnelle dans tous les B (REL-CD19-Cre) et les GCB
(REL-AID).

Mais, il est important de mentionner ici que le seul événement mutationnel engendré dans nos
modeéles, qu’ils soient REL-CD19-Cre ou REL-AID, est la surexpression de c-Rel. Or, nous
avons pu voir au travers de l'introduction et du papier de Faumont et al (Faumont et al.2021)
qu’il est rarement possible qu’une seule mutation puisse engendrer une cascade oncogénique
et un processus de lymphomageneése. Il faut donc plusieurs événements oncogéniques qui
coopeérent. Vous trouverez les perspectives de ce travail dans le Chapitre Discussion qui suit.

Léa PREVAUD | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 235
Licence CC BY-NC-ND 3.0



En juin 2022, nos résultats préliminaires ont été présentés a la session poster du congres de
I'EHA (EHA European Haematology Association) a Vienne (Autriche) du 9 au 12 Juin.
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P1285 IN VIVO IMPACT OF ABERRANT OVEREXPRESSION OF C-REL NF-KB SUBUNIT IN GERMINAL CENTER
B-LYMPHOCYTES: A TUMOR ONCOGENIC EVENT IN GCB-DLBCLS

- Teple: 20. Lymphoma Biology & Translational Research
% |42 Pesaud', Christelle Vincent-Faber!, Jean Feuillard", Nathalie Faumant!
! Cantre Mational de la Recherche Scientifique (CNRS) Unité Mixte de Recherche (UMRZ276ANSERM 1262), University of Limoges, Limages, France

. Background:

Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs) are the most NF-kB-related aggressive non-Hodgkin’s lymphomas.
DLBCLs are clinically, molecularly and genenically heterogencous, suggesting different oncogenic mechanisms. Gene-
expression profiling studies led to the proposal of two main cell-of-origin molecular subtypes known as germinal
center B-cell-like (GCB) DLBCLs, and acrivated B-cell like (ABC) DLBCLs. With the Lymphoma Study Association
LYSA, we previously published that strong c-Rel DNA-binding activity was mostly found in GCBs and was associated
with increased REL mRNA expression. These cases with both overexpression of REL mRNA and c-Rel related gene
expression profile were correlated with various recurrent GCB-DLBCLs genetic events, including REL gains, BCL2
translocation, MEF2B, EZH2, CREBBP, and TNFRSFI4 mutations and with the EZB GCB genetic subtype.
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Alms: We propose that c-Rel is a major oncogene of GCB-DLBECLs. We speculare thar c-Rel confers a selecrive
advantage in the germinal center (GC)-specific environment. We wish to study the consequences of aberrant
overexpression and activation of c-Rel /a vivo that could promote tumorigenesis in DLBCL precursor cells by
disrupring the normal dynamics of B-cell development in the GC.

Methads: We have gencrated the fl_STOP-REL mouse model: the murine REL transgene preceded by a STOP-

Neomycin cassetre flanked of loxP sites was introduced in Rosa26 locus on chromosome 6. The REL transgenc is

followed by an IRES to allow YFP marker concomirant expression. To reach GC B-cell specific expression, we used

- AID_Cre-ert2 mice: the Cre-err2 transgene was at the A/CDA gene locus on chromosome 6. On the same

5% chromosome, the tdTomato marker preceded by a STOP cassetre flanked by loxP sites was introduced ar the Rosa26
% locus. A pool of REL overexpressing GC B-cell was generated after ramoxifen administration and T-cell-dependent

= anrigen sumularion with sheep red blood cells (SRBC). The fate of these YFP and tdTomaro positive GC B-cells was
» followed over-time unril 8 months. The first four months, a SRBC immune booster was performed to maintain the

GCs.

Resuits:

As expected, our model fI_STOP-REL | AID_Cre-ert2 (i.e. REL mice) allowed for in vivo competition berween c-Rel
overexpressing (tdTomato+/YFP+) and normal (tdTomato+/YFP-) GC B-cells. In blood, the percentage of YFP posinve
B-lymphocytes among the rdTomaro positive cells was increased over-time: 30% ar 14 days, 65% at 2 monrths and
about 80% ar 8 monrhs. From blood, spleen and lymph nodes, phenotyping analysis by flow cytometry of REL/YFP
positive B-cells indicated an acrivated profile compared ro normal GC-derived B-cells: CD19+, IgM+, IgD-, CD21+,
CD80+, and B220low. At 8 months after gencration of GC B-cells pool, approximartively 3-5% of B-cells were
tdTomato and YFP positives in spleen of REL mice, whereas tdl'omato positives cells in control mice were rare
hardly detectable (less than 0.8%). Altogether, our resulr indicated thar c-Rel reprograms B-cell to be activated and
to berter survive ia vivo for very long time.
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Summary/Conclusion:

We bring strong experimental arguments showing that increased c-Rel expression in GC B-cell favors their survival
for several months, and would thus be a primary event. We suspect thar additional oncogenic events are probably
needed for tumor clonal expansion such as BCL2, FZH2, CREBBP, TNFRSFI4 and/or c-Myc dysregulation.
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Enfin, j’ai contribué a la publication du Pr Ahmad Oulmouden (Thése D Ibrahim en 2022). Ma
contribution dans ce travail a consisté a transmettre mon expertise sur les analyses de souris.
Ce travail décrit cing transcrits du géne MYC dans les tumeurs de type Burkitt du modéle murin
AMyc, dont le transgéne est la t(8;22) issue de la lignée cellulaire humaine de lymphome de
Burkitt BL60 (Biomolecules 2022 ; (Ibrahim et al., 2022)). Ces cinq transcrits sont corrélés a la
production de c-Myc2 et de c-MycS, et a la perte de c-Myc1. Nous pensons que cette
caractérisation compléete des transcrits du géne MYC dans les tumeurs pourrait aider au
développement de stratégies ciblées pour réduire I'expression des formes oncogénes de c-
Myc.
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Abstract: While studying c-Myc protein expression in several Burkitt lymphoma cell lines and in
lymph nodes from a mouse model bearing a translocated c-MYC gene from the human BL line
IARC-BL60, we surprisingly discovered a complex electrophoretic profile. Indeed, the BL60 cell line
carrying the £(8;22) c-MYC translocation exhibits a simple pattern, with a single c-Myc2 isoform.
Analysis of the c-MYC transcripts expressed by tumor lymph nodes in the mouse Ac-MYC (A% /a)
showed for the first time five transcripts that are associated with £(8;22) c-MYC translocation. The
five transcripts were correlated with the production of c-Myc2 and c-MycS, and loss of c-Mycl. The
contribution of these transcripts to the oncogenic activation of the £(8;22) c-MYC is discussed.

Keywords: lymphoma cell lines; lymph nodes; c-Myc protein; BL60 cell line

1. Introduction

The human c-MYC proto-oncogene is involved in the control of many cellular pro-
cesses including cell growth and apoptosis [1]. In normal cells, most transcripts of the
human proto-oncogene c-MYC start at alternative promoters P1 and P2 and encode three
proteins designated c-Mycl (67 kDa), c-Myc2 (64 kDa), and c-MycS (55 kDa) [2—4]. These
three isoforms arise by alternative initiation of translation starting at three different in-
frame codons: a non-canonical CUG for c-Mycl, an AUG located 15 codons downstream
for c-Myc2 [2], and an AUG 100 codons further downstream for c-MycS [3]. The resulting
proteins contain the same carboxy-terminal domain but differ in their N-terminal regions.
A third promoter (P3) within the first intron has also been described [5]. P3 promoter
transcriptional activity leads to an mRINA that lacks the N-terminal encoding sequence
(15 amino acids) that is specific to c-Mycl. Therefore, the specific function of each of the
c-Myc proteins lies in their N-terminal region. The ability to express at least three amino-
terminally unique forms of the c-Myc protein seems important for the normal function of
c-Myc in cell growth control. Indeed, c-Mycl and c-Myc2 possess different transactiva-
tion efficiencies at the non-canonical CCAAT/enhancer-binding protein-binding site [6].
Furthermore, c-Myc2 is predominant in growing cells while c-Mycl is preferred as cells
approach high-density growth arrest [7]. In addition, c-Mycl exhibits a strong induction
of apoptosis compared to c-Myc2. c-MycS, which is transiently expressed during rapid
cell growth [3], lacks the first 100 amino acids containing two phosphorylation sites (Thr58
and Ser62) that are involved in the stability of c-Myc proteins to proteasomal degradation.
Mutations of these sites are often linked to B-cell lymphomas and are correlated with
reduced apoptotic potential [8]. In normal mammalian cells, these c-Myc isoforms do
not accumulate singly but in specific combinations or ratios that are characteristic of a
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given cell status. Therefore, imbalanced expression of the different c-Myc proteins directly
contributes to the loss of cell growth control that is associated with tumor development [7].

During B-cell maturation, the IG loci (IGH, IGK, and IGL) undergo sequential rear-
rangements orchestrated by several B-cell-specific enhancers. Their activity allows proper
B-cell differentiation and secretion of high affinity antibodies. However, the activity of the
enhancers can be hijacked, leading to B-cell lymphomas. Indeed, illegitimate recombination
outside the IG loci can lead to the deregulation of proto-oncogenes such as c-MYC. Several
recurrent recombinations involving the IG and c-MYC loci have been described in B-cell
malignancies [9]. Among the mechanisms facilitating the recombination between the IG
and c-MYC loci is their spatial proximity in human B-cell nuclei [10].

In Burkitt’s lymphoma (BL) cells that have a c-MYC chromosomal translocation to one
of the immunoglobulin (IG) loci on chromosomes 2, 14, or 22, the transcription of a c-MYC
proto-oncogene is characterized by preferential transcription from the c-MYC promoter
P1 [11]. Shifted promoter P2 to P1 leads to a change in the c-Mycl/c-Myc2 ratio that is
often observed in human tumors cell lines [12]. In most cases, only c-Myc2 was detected
with little or no c-Mycl. Several transgenic mouse models were generated to drive c-MYC
expression throughout B-cell development under the control of different IG enhancers,
in order to mimic the IG-c-MYC translocation [13]. The Ac-MYC mouse model bearing a
translocated c-MYC gene from the human BL line IARC-BL60 (Figure 1) exhibits aggressive
lymphomas with striking similarities to human BL [14]. It was suggested that the mutation
within the 5’ sequence and promoter shift from P2 to P1 leads to an unbalanced expression
of the different c-Myc proteins in BL60. Indeed, BL60 exhibits an increased amount of
c-Myc2 and fails to synthesize the detectable levels of c-Myc1 as assessed by Western
blot [2,15].

Exon2 Intron2 Exon3 T
HSS0 HSSI HSSIT HSSIII

cMyc > 12Kbp A- locls———

Figure 1. (A) Structure of the Ac-MYC transgene; (B) carried by the Ac-MYC (A% /a) model mouse of
Burkitt’s lymphoma. Horizontal arrows indicate the two c-MYC promoters, P1 and P2, located in
the first noncoding exon. Vertical arrows indicate the locations of the four previously defined [14]
DNasel-hypersensitive sites (HSS) in the IglL; CTG, ATG, and ATG shown represent the previously
described translation initiation sites for c-Myc1, c-Myc2, and c-MyS, respectively. Diagram is not
to scale. *: Pvull mutation.

Here, we report for the first time that tumors from lymph nodes of Ac-MYC (A% /a)
mice exhibit five transcripts as new tools to exacerbate the imbalanced expression of c-Myc
proteins that may explain the aggressive lymphomas in the Ac-MYC (A% /a) mouse model.

2. Materials and Methods
2.1. Mouse Models

Ac-MYC (a/a) mice on a C57BL/6 background were kindly provided by Pr. Georg
BORNKAMM (Helmholtz Center, Munich, Germany). The Ac-MYC (A%/a) mouse model
that was used in this work develops a human Burkitt-like lymphoma that is derived from
crossing Ac-MYC (a/a) mice with Yellow mice (A%/a). A% mice were kindly provided by
Dr. David SKAAR (Department of Biological Sciences, Centre for Human Health and the
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Environment, North Carolina State, University, Raleigh, NC, USA) for epigenetic studies.
All animal experiments and protocols were conducted in accordance with the European
guidelines and regulations for animals used for scientific purposes, implemented in France
as follows “Décret n°2012-118 du ler février 2013 relatif a la protection des animaux utilisés
a des fins scientifiques”. Considerable efforts were made to minimize the number of
animals that were used and to ensure optimal conditions for their well-being and welfare
before, during, and after each experiment.

2.2. Cell Lines

Burkitt’s cell lines that were used in this work (BL41 (RRID:CVCL_1087), BL2
(RRID:CVCL_1966) and P3HR1, RAJI, and Namalwa) were kindly provided by Dr Sylvie
Ranger-Rogez [16], cultured from cryopreserved cells, in RPMI- 1640 medium that was
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 1% penicillin (100 ng/mL), 1% streptomycin
(100 pg/mL), L-Glutamine, sodium pyruvate, and vitamins. All the cells were cultured in a
humidified chamber at 37 °C and 5% CO,. They were not stored beyond the 35th passage.
The cell pellets were washed with PBS (phosphate-buffered saline) twice and then used for
either RNA or protein extraction.

2.3. RNA Extraction

RNA was prepared using an RNeasy Mini Kit (Qiagen, Les Ulis, France) according
to the manufacturer’s instructions and treated with DNase I by using RNase free DNase
set (Qiagen).

2.4. Identification of 5’ UTR, 3'UTR and Full-Length of cDNA

The SMARTer RACE 5’ /3’ Kit (Takara Bio, Inc. Mountain view, CA 94043 USA),
Catalog no 634860) was used to perform both 5'- and 3'-rapid amplification of cDNA ends
(RACE) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 1ug of total RNA (from
lymph node tumors or cell lines) was used for 5-RACE- Ready ¢cDNA and 3'-RACE-
Ready ¢cDNA. Primer pairs P5'UTR1/UPM (Universal Primer A Mix) and P5'UTR2/UPM
were used for PCR amplification using 5'-RACE-Ready cDNA as template to obtain
5'UTR, P3'UTR1/UPM was used to obtain 3'UTR by PCR amplification using 3'-RACE-
Ready cDNA as template. By cloning and sequencing (BigDye™ Direct Cycle Sequencing
Kit—Thermo Fisher Life technologies SAS Courtaboeuf Cedex/ Villebon sur Yvette, France)
the 5" and 3’ UTRs, we designed specific primers to obtain full-cDNA and the correspond-
ing mRNA structure. All the primers that were used in this work are listed in Table 1. PCR
amplification was performed as follows: denaturation 2 min at 94 °C, 35 cycles (94 °C 15s,
61°C15s,72 °C 1 min), 72 °C 2 min.

Table 1. Primers (P) that were used to obtain 5’'UTR, 3'UTR and total length cDNAs of c-MYC
transcripts or only open reading frames (ORFs) are indicated. The underlined sequences CATATG of
Orf-c-MycS, present in all of-c-Myc, corresponds to Ndel restriction sites; the underlined sequence
of Orfs corresponds to Xhol restriction site; CTG and ATG: Translation start codons; TTA: reverse
complement Stop Codon.

Primer (P) 5’ to 3’ Sequence Localisation Use For
P5'UTR1 CTGGTTTTCCACTACCCGAAA Exon 1 5'UTR Amplification
P5'UTR2 CGTTGAGGGGCATCGTCGCGGG Exon 2 5'UTR Amplification
P3'UTR1 CTACGGAACTCTTGTGCGTAA  Start at the End of the Last Exon 3'UTR Amplification

PFulll GACCCCCGAGCTGTGCTGCTC Start at P1:+1 Full-Length cDNA
PFull2 GGGAACAGCCGCAGCGGAGGG Start at P3:+1 Full-Length cDNA
PFull3 TTACGCACAAGAGTTCCGTAG Start at the End of the Last Exon Full-Length cDNA
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Table 1. Cont.

Primer (P) 5’ to 3’ Sequence Localisation Use For
PFull4 GGAGATAGTGGGGCTCAGAGC Start at P?:+1 Full-Length cDNA
Orf-c-Mycl ATCATATGCTGGATTTTTTTCGGG CTG Initiation Codon Full-Length Orf-c-Mycl
Orf-c-Myc2 ATCATATGCCCCTCAACGTTAGCT ATG Initiation Codon Full-Length Orf-c-Myc2
Orf-c-MycS ATCATATGGTGACCGAGCTGCTG ATG Initiation Codon Full-Length Orf-c-MycS
Orfs ATCTCGAGTTACGCACAAGAGTTC TTA Stop Codon Reverse for all Orfs

2.5. In Vitro Expression of c-Mycl, c-Myc2 and c-MycS Reading Frames

Reading frame sequences encoding each protein (Figure S1) were amplified by PCR
(as described above) using primer pairs that are described in Table 1 and cloned in the
pT7CFE1 expression vector (Figure S2). In vitro transcription and translation were per-
formed according to manufacturer’s instruction (pT7CFE1-CHis Vector for Mammalian
Cell- Free Protein Expression; Thermo Fisher).

2.6. Protein Extraction and Western Blot

Fresh or frozen animal tissues (30 mg) were dissected on ice. 2 x 106 cells (extracted
tissues or cell culture) were suspended in 50 pL. RIPA (Radio ImmunoPrecipitaion Assay;
BioRad) lysis buffer containing 200 mM PMSF (Alpha-Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride,
serine protease inhibitor), 100 mM sodium orthovanadate, and a protease inhibitor cocktail
(Santa-Cruz Biotech). Lysis was performed on ice for 30 min. The soluble protein fraction
was recovered after centrifugation at 13,000 rpm at 4 °C for 15 min. The proteins were
assayed by the Bradford method. Then, the proteins that were extracted or in vitro synthe-
sized proteins were denatured at 95 °C for 3-5 min in the presence of 3-mercaptoethanol
and Laemmli blue.

Equal amounts of denatured proteins (30 ng/lane) were separated by SDS-PAGE then
transferred to PVDF membrane. Nonspecific binding sites were blocked for 1 h with 5%
non-fat dry milk in TBS containing 0.1% Tween-20. After overnight incubation at 4 °C
with specific primary Ab (9E10, dilution 1/200, sc-40 Santa Cruz Biotechnology 92000,
Nanterre, France), membranes were incubated with appropriate HRP-conjugated secondary
Ab (dilution 1/1000, sc-2357 Santa Cruz Biotechnology) for 1 h at room temperature
and revealed by an enhanced chemiluminescent detection method (Immubilon Western,
Millipore, Merck Millipore Saint Quentin en Yvelines, France). Protein-loading control was
performed with GAPDH.

3. Results
3.1. c-MYC Gene Translocation and Synthesis of c-Myc Proteins in Burkitt Lymphomas

In our Ac-MYC (A% /a) model mouse (Figure 1) of Burkitt lymphomas [14], we repeat-
edly obtained a complex electrophoretic pattern on Western blot, notably in lymph node
tumors. We consistently observed two bands in those tumors that could correspond to
c¢-Myc2 and ¢-MycS with an apparent molecular weight of 64 kDa and 55 kDa, respectively,
in addition to a 45 kDa band (Figure 2A). The latter, in addition to c-Mycl and c-Myc2,
has been described in several human and avian cell lines [3]. All Burkitt lymphoma cell
lines that were studied exhibited doublet bands (Figure 2B): c-Myc2 (64 kDa) and proba-
bly its phosphorylated [2] form (65 kDa). Burkitt lymphoma cell lines are considered to
express only c-Myc2 [2]. Since we were unable to explain the presence of the other bands
(Figure 2A,B), we performed a control test to detect c-Myc proteins.
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Figure 2. Analysis of the migration profile of c-Myc proteins by Western blot using the monoclonal
antibody 9E10 directed against the conserved C-terminal part of c-Mycl, c-Myc2,c-MycS, and two
other potential reading frames that were not previously described and named here c-MycS1 and
c-MycS2 (Figure S1). (A) Typical results were obtained from cell extracts that were prepared from
lymph nodes from two Ac-MYC (A%/a) mice (lane 1, lane 2). (B) Results that were obtained from
extracts that were prepared from BL cell lines. (C) Electrophoretic pattern of c- Mycl, c-Myc2, c-MycS,
c¢-MycS1, and ¢-MycS2 proteins, obtained in vitro by transcription and translation of the open reading
frames (Orf-c-Myc1, Orf-c- Myc2, Orf-c-MycS, Orf-c-MycS1, and Orf-c-MycS2) cloned separately into
the pT7CFE1 vector (Figure S2). The apparent molecular weight of the different bands is shown on
the left; Empty vector: Negative control; Phos. Form: Phosphorylated form; GAPDH: loading control.

3.2. c-Myc Protein Production by Cell-Free Translation of a Single Cloned Reading Frame

The reading frames encoding c-Mycl, c-Myc2, or c-MycS plus two other reading
frames downstream (Figure S1) from the c-MycS translation initiation site (named c-MycS1
and c-MycS2) were cloned into the pT7CFE1 vector (Figure S2), and the corresponding
mRNA was translated in vitro using a mammalian in vitro translation system based on
HeLa cell lysates. This experimental approach yielded the proteins that were detected
in Figure 2C. In each case, significant bands with apparent molecular weights of 67 kDa
(c-Mycl), 64 kDa (c-Myc2); 55 kDa (c-MycS), 45 kDa (c-MycS1), and 43 kDa (c-MycS2)
were obtained. Minor bands corresponding to the phosphorylated forms [2] were also
detected. However, c-MycS, c-MycS1, and ¢-MycS2 lack (Figure S1) the first 100, 109,
and 133 amino acids, respectively, which contain two phosphorylation sites. Moreover,
other phosphorylation sites have been described in the C- terminal region of the c-Myc
proteins [17]. This result validates the capability of the 9E10 antibody used against the C-
terminal region to detect c-Myc protein isoforms with an unaltered C-terminal region, and
to some extent the identity of the bands that were described in Figure 2A,B. Of note, c-Myc1
(67 kDa) was undetectable in both lymph nodes (this work) and Burkitt’s lymphoma cell
lines (this work and) [2].

3.3. c-MYC Transcripts in Lymph Nodes from Ac-MYC Mice

The Ac-MYC mouse model was obtained by transgenesis using a 12 Kbp DNA frag-
ment (Figure 1A) from the c-MYC translocation #(8;22) of BL60 cell line [11,14]. As the
electrophoretic profile of c-Myc proteins in tumors from lymph nodes from Ac-MYC (A% /a)
mice was no longer similar to that which was described for the BL60 line, with c-Myc2 but
also c-MycS, and c-MycS1 (apparent molecular weight of 64, 55, and 45 kDa respectively,
Figure 2A), we then analyzed the c-MYC transcripts in these tumors.

Total RNA was extracted and the 5" and 3’ regions were obtained by RACE-PCR.
The c-MYC-specific primers that were used are described in Table 1. To obtain the 5’'UTR
(5'UnTranslated Region), we used the primers P5'UTR1 and P5'UTR?2 located at exon 1 and
exon 2, respectively (Figure 3A), to account for the different promoter activities (P1, P2,
or P3) that were described in the literature. The primer P3'UTR1 (Figure 3A) was used to
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after sequencing. For the 3’ region, we repeatedly obtained (Figure S3) the same 3'UTRs
for both the lymph nodes and for the BL41 cell line corresponding to the use of the two
described polyadenylation sites [18].
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Figure 3. Different events leading to the genesis of several mRNAs of the c-MYC gene related to
genomic structure. Genomic structure (A) at the origin of the different events (B,C). Primers P5'UTR1
and P5'UTR2 that were used to obtain the 5'UTR; primer P3’UTR1 to obtain the 3'UTR, and the other
primers were used as indicated to obtain the full-length cDNA. The dinucleotides indicated represent
the different splice donor and acceptor sites. The triplets indicate the translation initiation codons to
obtain c-Mycl, c-Myc2, or c-MycS. TAA: Translation stop codon. *: Pvull mutation. Diagram is not
to scale.

Sequence analysis of the cDNA revealed the presence of five c-MYC transcripts
(Figure 3), two from transcription through P1 (P1 promoter) and three from P3 (P3 pro-
moter) which is located at intron 1 (Figure 3A). Transcription from P1 has been reported in
the BL60 line, but to our knowledge, the nature of the transcripts has not been described.
Transcription from P3 has not been reported in the BL60 cells. It is noteworthy that Transl
(transcript 1) carries the Pvull mutation which has been suggested to be responsible for
the production of the single c-Myc2 variant in BL60 cells (Figures 3 and S4). All c-MYC
transcripts that were described in this work differ at the 5’UTR and/or at exon 2 (Figure 3).
They all have the entire last exon (exon3). In addition, the 5UTRs of three transcripts
(Trans1,2,3) contains termination codons in all three reading frames whereas the two 5’'UTR
transcripts (Trans4,5) (Figure S5) are in reading frames of a part of exon 2 and the coding
region of c-MycS.

3.4. P1 Promoter Transcripts and c-Myc Proteins

The genomic region corresponding to transcripts 1 and 2 (Transl and Trans2) re-
sulting from P1 promoter use (Figures 3 and S4) revealed that the mature Trans1 mRNA
(Figures 3 and S4) is derived from the canonical splicing of a c-MYC pre-mRNA
(Figures 3 and S4) that was previously described [15]. However, Trans2 (revealed in this
work) is obtained by an alternative splicing acceptor site within exon 2 (Figures 2B and 54).
In both cases, the donor (GT) and acceptor (AG) sites are canonicals. Translation of the two
transcripts in the three reading frames predicts (Figure 3) the formation of c-Mycl (Trans1)
and c-MycS (Trans2) isoforms. Nevertheless, our Western blot experiments (Figure 2A)
do not detect the c-Myc1 (p67) isoform. This result is in agreement with previously re-
ported data showing that a substitution near the non-canonical CUG initiation site prevents
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translation from the CUG site and thus c-Myc1 production [2]. It is, therefore, very likely
that the translation of Transl leads to the formation of c-Myc2 from the AUG initiation
codon that is located at exon 2 (Figure 3 and Figure S4). Taken together, analysis of the
two transcripts coupled with Western blot data (Figure 2A) suggest production of c-My«c2
(instead of c-Myc1) and c-My«cS by in vivo translation of Trans1 and Trans2, respectively.
The detection of a smaller isoform (45 kDa: c-MycS1) could originate from the translation
of Trans1 and/or Trans2 transcripts. Two arguments: the leaky scan of the c-Myc transcript
described previously [2], the detection of an isoform of the same size in several human
and avian lines and the actual in vitro translation (Figure 2C) support this suggestion.
The last open reading frame (Figure S1) of the c-Myc transcript (c-MycS2), although it
is translatable (Figure 2C) in vitro (43 kDa), does not seem to translate in vivo. Finally,
without excluding hyperphosphorylated isoforms of the c-Myc proteins, we do not have a
reasonable explanation to interpret the high molecular weight bands at present.

3.5. P3 Promoter Transcripts and c-Myc Proteins

A similar analysis of the P3 promoter transcripts (Trans3, Trans4 and Trans5) revealed
(Figures 3C and S5) that the Trans4 transcript is derived from the splicing of a pre-mRNA
with canonical donor and acceptor sites that are located at intron 1 while respecting the
canonical sites between exon 2 and exon 3. Since Trans4 lacks exon 1 (Figure 3C), translation
of this mRNA in vivo will necessarily lead to the production of c-Myc2. The two other
transcripts (Trans3 and Trans4) were derived from alternative splicing of pre-mRNA using
different non-canonical splice donor and acceptor sites at intron 1 and exon 2. If these
mRNA were translated in vivo, they would produce at least the c-MycS isoform. Overall,
P3 transcripts will result in the enrichment of c-Myc2, c-MycS, and for the same reason as
suggested above, c-MycS1 isoforms.

3.6. c-MYC Transcripts and c-Myc Proteins in the BL41 Cell Line

Data that were described above led us to carry out a study of c-MYC transcripts and
the corresponding proteins in a Burkitt lymphoma cell line.

Total RNA were extracted and subjected to the same RACE-PCR approach to obtain
the 5’UTR region and then the total c-MYC mRNA expressed by BL41 cells. We used the
same primers as above to obtain the 5" and 3’ UTRs. We obtained amplifications with
primer P5'UTR2 located in exon 2 (for 5UTR) and primer P3'UTR1 located in exon 3 (for
3'UTR). We did not obtain any amplification with the other primer P5'UTR1 located in
exon 1.

Sequence analysis of cDNA corresponding to the mRNA showed a single repeatedly
obtained transcript (Figures 4 and S6). The 5’'UTR was formed by a hybrid sequence includ-
ing an IGH region and the end of intron 1 of c-MYC. The rest of the mRNA was transcribed
from exons 2 and 3. This hybrid transcript was probably the result of transcriptional activity
at the IGH locus following the #(8;14) translocation that characterizes the BL41 cell line.
The fact that we did not obtain any amplification with the P5'UTR1 primer supports the
presence of only c-MYC transcripts lacking exon 1. The translation of this mRNA predicts
c-Myc2 protein in agreement with previously described data and with the results that were
obtained by Western blot (Figure 2B).
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Figure 4. Partial genomic structure of the c-MYC gene that is associated with #(8;14) translocation of
BL41. The expression from a yet to be determined promoter (P?) generates a hybrid mRNA with an
IGH sequence. The translation of the resulting mRNA leads to the production of the c-Myc2 protein.
Diagram is not to scale.

4. Discussion

In this study, we report for the first time that tumor lymph nodes from the Ac-MYC
(A% /a) mice exhibit five different c-MYC mRNA that invariably lead to the production of c-
Myc2 and/or c-MycS previously described and likely a new isoform c-MycS1 shown on
Western blot.

It is now well established that the quantitative and qualitative expression of the two
proteins c-Myc1 and c-Myc2 and to a lesser extent c-MycS play an important role in the
control of normal (non-cancerous) cell proliferation and cell homeostasis [19]. Although the
ratio between these three isoforms is difficult to determine because their quantity changes
according to stages of the cell cycle, the mechanisms that support the production of c-Myc2
and/or c-MycS promote a cancerous state: The c-MYC proto- oncogene becomes the c-MYC
oncogene [2,19].

Virtually all Burkitt lymphoma cell lines show a rearrangement between the c-MYC
locus and one of the immunoglobulin gene loci. These rearrangements alone or in combi-
nation with mutations in the 5’ region of the c-MYC gene often lead to the production of
c-Myc2 alone. Previously, it was shown that the BL60 line carrying the £(8;22) translocation
exhibits a shift from promoter 2 to promoter 1 and harbors a substitution that prevents
translation from the upstream non-canonical CUG translation site. Thus, BL60 was de-
scribed to have lost c-Mycl production and to produce only c-Myc2 [2]. It should be noted
that the 12 kbp DNA fragment (Figure 1A) from the #(8;22) translocation of the BL60 line
that was used to obtain the Ac-MYC mouse [14] contains all the genetic information (includ-
ing the c-MYC gene) that is necessary for the development of an aggressive B lymphoma,
particularly in the lymph nodes. In agreement with these previous data, the Trans1 mRNA
that was discovered in this work was derived from the P1 promoter (shift from P2 to P1, as
in BL60) and carries the described substitution near the CUG translation site as reported
for translation of the only open reading frame of Trans1 which codes for the production
c-Mycl. Nevertheless, its presence in Western blots remains undetectable. This observation
supports the fact that a mutation near the CUG translation site prevented its use as a
translation initiation site and strongly suggests that in vivo translation of Transl leads to
the formation of c-Myc2.
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The second mRNA (Trans2) that we found is also from the P1 promoter, also carries
the substitution near CUG, but with alternative splicing at exon 2. The only c-Myc protein
that will be produced if this Trans2 is translated in vivo will be c-MycS. This hypothesis is
in agreement with our Western blot data.

The other three transcripts (Trans3, 4, and 5) were derived from transcription at the P3
promoter that is located in intron 1. The translation of Trans3 predicts the production of
c-Myc2 according to the only open reading frame. However, the predictions that can be
drawn from the primary structure of Trans4 and 5 are less clear. Indeed, despite different
alternative splicing, Trans4 and 5 each present an open reading frame from, respectively, the
first and second nucleotides of transcription initiation to the stop codon at the last exon 3
of the c-MYC gene. Several potential non-AUG [20] sites were located in the 5 region
of these two mRNA but their use as translation initiation sites remains to be determined
experimentally. Finally, we did not identify a specific transcript that could produce the
new c-MycS1 isoform suggested in Western blot. Nevertheless, all the transcripts that were
described in this work are likely to produce this isoform by the leaky scanning mechanism
that has been proposed for the translation of the c-MYC transcript [2].

Alternative splicing of pre-mRNA and/or alternative use of promoters play an impor-
tant role in the genesis and development of different types of cancer. Indeed, many cases
of splicing isoforms that lead to or promote cancer progression have been identified. For
example, cyclin D1b, the oncogenic form of cyclin D1, expressed in lymphomas, results
from alternative splicing. Another example is the anti-apoptotic isoform Bcl-xL which is
strongly expressed in a large number of tumors to ensure high cell survival [21]. Finally,
the use of alternative promoters and/or alternative splicing generates a complex pattern
of pro- and anti-apoptotic isoforms of the TP73 gene [22] which is strikingly similar to the
mechanism that is used by the #(8;22) translocation as found in this study, to generate only
oncogenic forms of c-Myc.

In summary, we report for the first time the concept of multi-transcript genesis as a
tool for the development of Burkitt’s lymphoma in the case of #(8;22) translocation. Our
work suggests that this type of approach may be useful for the identification of c-MYC
transcripts with B lymphoma. Of course, these transcripts will differ depending on the
type of B lymphoma that is associated with specific c-MYC dysregulation. The BL41 line
that was used in this work is an example.

In this context, an exhaustive study of c-MYC transcripts in Burkitt lymphoma patients
as well as in other animal models becomes necessary. A nanopore sequencing approach
is currently underway and the data obtained will provide new diagnostic tools. We posit
that this comprehensive characterization of c-Myc transcripts will contribute to reduced
expression of oncogenic c-Myc forms in a targeted manner. Indeed, today it is quite
possible to target in vivo translation of a specifically characterized transcript using antisense
oligonucleotides as therapeutic agents of c-Myc-addicted tumors [23].

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390 /biom12060836/s1, Figure S1: Alignment of the predicted
primary translational structures of the five open reading frames corresponding to c-Myc1, c-Myc2
¢-MycS previously described plus two additional potential open reading frames c-MycS1 and cMycS2
suggested by the present work. Note that all these isoforms differ only in the N-terminal part.
Figure S2: Full-length open reading frames (Orf) encoding c-Myc1, c-Myc2 or c-MycS, c-MycS1 and
¢-MycS2 cloned into the pT7CFE1 vector subjected to transcription (T7 promoter) and translation
using a mammalian in vitro translation system based on HeLa cell lysates. Figure S3: Nucleotide
sequences of the identified 3'UTR types. The translational TAA stop codon is indicated. Alternative
AATAAA polyadenylation sites are underlined. Figure S4: Nucleotide sequences of Trans1 and
Trans2 transcripts compared to the corresponding genomic structure. Underlined splice donor (GT),
acceptor (AG) sites, and initiation codons (CTG, ATG) are indicated. The first amino acids of c-
Myc2 and c¢-MycS are shown. Translation from CTG of Transl is prevented by the Pvull mutation.
P1:+1: Transcription initiation site from the P1 promoter. PFulll: Primer (Tablel); M: The first amino
acid, methionine. The rest of c-MYC sequence until the translation stop codon (TAA) is not shown.
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Figure S5: Nucleotide sequences of Trans3, Trans4, and Trans5 transcripts compared to the corre-
sponding genomic structure. Underlined dinucleotides represent the splice sites found. The ATG
initiation codons for c-Myc2 and c-MycS are indicated. Trans3 translation predicts c-Myc2 protein.
Curiously and despite different splicings, Trans4 and Trans5 transcripts do not have a stop codon in
their 5'UTR region. Potential non-ATG initiation sites are underlined. P3:+1: transcription initiation
site from the P3 promoter. PFull3: Primer; M: The first amino acid, methionine. The rest of c-MYC
sequence until the translation stop codon (TAA) is not shown. Figure S6: Nucleotide sequences of
the only transcript expressed from a yet to be determined promoter (P?). The transcript exhibits an
IGH sequence. This transcript encodes c-Myc2. PFull4: Primer; M: Methionine. The rest of c-MYC
sequence until the translation stop codon (TAA) is not shown.
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Discussion, perspectives

Apres la discussion des résultats sur les souris REL-AID (inclue dans le manuscrit du papier
soumis), voici une discussion plus générale qui présente quelques perspectives a ce travail.

Le but de mes travaux de these était donc d’étudier le role de la sous-unité c-Rel NF-kB dans
le contexte du GCB-DLBCL. A mon arrivée en thése, j'ai donc pu participer a la partie in-vitro
du projet c-Rel puis sur le reste de mes années, j'ai établi, développé et caractérisé différents
modeles de surexpression de la sous-unité c-Rel dans le but de mieux appréhender son rble
et de pouvoir proposer une meilleure compréhension de la lymphomagenéese des GCB-
DLBCL.

Comme énoncé dans l'introduction, la dérégulation de NF-kB constitue une étape importante
du développement oncogénique dans les DLBCL. Jusqu’alors, celle-ci avait été étudiée dans
son ensemble sans distinguer les réles propres des sous-unités activatrices RelA, RelB et c-
Rel. Grace a une série de DLBCL bien référencée du LYSA, I'équipe a réalisé par EMSA la
caractérisation de I'activation de liaison a 'ADN de RelA, RelB et c-Rel dans les ABC et les
GCB-DLBCL. Deux publications ont été produites (Eluard B et al. 2022) et (Faumont et al.
2021).

La premiere (Eluard B et al. 2022) indique que RelA est la sous-unité rattachée au sous-type
ABC-DLBCL alors que RelB est associée a un mauvais pronostic quel que soit le sous-type.
Le chapitre 2 de lintroduction montre I'importance de c-Rel dans le développement et la
maturation des cellules B dans le GC, et également les conséquences de sa dérégulation dans
certaines pathologies (Vera et al. 2014, Yoko et al. 2017). Dans les GCB-DLBCL, des gains
de copies de REL sont fréquemment retrouvés (Gilmore and Gerondakis, 2011 ; Gilmore and
Courtois 2006 ; Li et al.2015) mais le réle de cette sous-unité restait encore a étudier. Grace
a notre article publié dans « Frontiers in Oncology » et présenté dans la premiere partie des
résultats, nous montrons une nouvelle signature transcriptomique associée a c-Rel spécifique
du sous-type GCB-DLBCL (Faumont et al. 2021).

Pour les patients exhibant I'amplification de REL ainsi que la signature transcriptomique
distinctive de c-Rel, le pronostic de survie est plus favorable que I'on regarde I'ensemble des
cas ou seulement le sous-type GCB-DLBCL. Bien sdr, ces résultats viennent appuyer ceux
déja connus dans la littérature au sujet du meilleur pronostic de survie des GCB-DLBCL versus
les ABC-DLBCL (Hunter et al. 2020). Mais comment expliquer le meilleur pronostic des
cas avec dérégulation de c-Rel au sein du sous-type GCB-DLBCL ? Une explication est
apportée dans le papier au travers de I'étude de la complexité génétiques qui est moindre dans
les cas associés a c-Rel. On peut spéculer que cette explication n’est pas la seule. Au cours
de ma thése, jai investigué I'hypothése que BACH2, cible transcriptionnelle de c-Rel et
régulateur transcriptionnel, pourrait sensibiliser la cellule tumorale a I'apoptose chimio-induite.
Bien que ces résultats ne soient pas exposés dans cette thése (car encore trop préliminaires),
j’ai souhaité vous en présenter les grandes lignes.

Léa PREVAUD | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 252
Licence CC BY-NC-ND 3.0



J’ai donc participé, suivit et encadré des expérimentations (stages M1 et M2) en lien avec cette
partie relative a c-Rel et BACH2. Cette recherche a été réalisée a la fois sur des échantillons
de patients et des lignées de DLBCL ABC (U2932, OCIIY3 et 10) et GCB (SUDHL4 et
SUDHLS6). Pour rappel ces lignées ont déja été évoquées dans le chapitre 4 de mon
introduction. Nous avons observé que les niveaux d’expression des transcrits de BACH2
sont particulierement élevés chez les patients GCB-DLBCL avec une forte expression
de c-Rel. Ce résultat est obtenu grace aux données transcriptomiques de la série GHEDI et
confirmée par gPCR sur une série de DLBCL du CHU de Limoges (T-test p<0.0037).

Comme mentionné dans l'introduction, BACH2 est connu pour réguler la réaction du GC en
association avec BCL6, a noter que BACH2 et BCL6 sont tous les deux des cibles de c-Rel
(Swaminathan et al.2014). BACH2 est capable d’induire I'apoptose lorsque des niveaux de
ROS sont anormalement élevés dans les cellules du Lymphome du Manteau et la leucémie
myéloide chronique (Kamio et al, 2003) (Chen et al, 2013). Ce phénomene est lié a la
translocation nucléaire de BACH2 suite a la baisse de I'activité de la voie PI3K/AKT (laquelle
favorise sa rétention cytoplasmique). La translocation nucléaire de BACH2 induite par des
agents thérapeutiques oxydants, modifie la balance BCL6/BACH2 et induit 'apoptose en dé-
réprimant TP53, et réprimant des genes antioxydants et anti-apoptotiques (Kamio et al, 2003)
(Swaminathan et al, 2014). Mais ce constat n’a pas encore été démontré dans le DLBCL. En
revanche, une étude de Sakane-Ishikawa et al (Sakane-Ishikawa et al.2016) démontre qu’'une
forte expression de BACH2 est corrélée avec une meilleure survie sans rechute (PFS
Progression Free Survival) pour 108 cas de patients DLBCL.

Dans les LB du GC, BCL6 et BACH2 sont a I'équilibre, bloquent la différentiation plasmocytaire
et protégent les cellules de I'apoptose p53-dépendante (Figure 1).

Germinal Center : = =
Cytoplasmic retention Nuclear translocation

C-Rel

; l - Needs Phosphorylation - Weak BCR signal
by 3 | P Pesmectes - Linked to PI3K/Akt - BACH2 nuclear
BACHZ Bel-6 | differentiation translocation
NG PROMI/Blimp! - Memory B cells
53 differenciation

(Sidwell et al.2016)

(Huang et al., 2014)
(Swaminathan et al.,, 2013)
(Hunter et al., 2016)

Figure 79. Schéma récapitulatif de la dynamique c-Rel/BACHZ2 dans le GC

(A) A gauche, la balance BACH2/BCL6 en lien avec leur partenaire c-Rel permet le bon
déroulé de la différenciation B terminale. (B) A droite, tableau récapitulatif des fonctions clés
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de BACH2 en conditions de rétentions cytoplasmique ou de translocation nucléaire. Les
sources sont mentionnées en italique en bas de chaque figure A et B.

D’apres Sidwell et al (Sidwell et al.2016) la localisation subcellulaire de BACH2 est importante
a prendre en compte. En effet BACH2 peut étre retenu au cytoplasme par phosphorylation via
la voie PIBK/AKT, et sa localisation nucléaire est causée par un signal faible du BCR ce qui
initie un engagement vers la différenciation plasmocytaire. Dans ce contexte, notre hypothése
est que dans les GCB-DLBCL (avec forte expression de c-Rel et BACH2), BACH2 est i)
essentiellement localisé au cytoplasme (inactif) et ii) transloqué dans le noyau pour induire
I'expression de TP53 (i.e. levée du blocage exercé par BCL6) et induire I'apoptose lors d’un
stress génotoxique chimio-induit.

Nos résultats sur les lignées SUDHL4 et SUDHLG6 indiquent que BACH2 est fortement localisé
dans le cytoplasme et que I'ajout de Doxorubicine (dose a I'lC50, déterminée par des tests
MTS) s’accompagne de sa translocation nucléaire (vue au microscope confocal). Ces
premiers résultats sont en faveur de I'hypothése posée, nous devons maintenant montrer le
lien entre I'induction de I'apoptose et la translocation de BACH2 au noyau. A ces fins, j'ai mis
au point des expériences utilisant des siRNA de BACH2 avec plus de 80% d’inhibition. Si ces
travaux aboutissent, nous pourrons ainsi faire le lien entre c-Rel, BACHZ2 et la sensibilité a
I'apoptose des GCB-DLBCL avec la signature c-Rel pouvant expliquer leur meilleur pronostic.

Notre modele REL-YFP/CD19-Cre, comme évoqué dans la partie « Résultats », ne présente
pas de phénotype particulier, et ce méme au bout de 12 mois de suivi. Ce résultat est
surprenant étant donnée I'hyperplasie spontané de GCB dans le modéle obtenu par
transgénese additionnelle d’'un BAC-REL (Kober-Hasslacher, M et al. 2020). Ce modéle est
décrit dans le Chapitre 4 de l'introduction. L’expression de c-Rel dans ce modéle est aussi
pan-B (CD19-Cre), mais elle est supposée forte car dépendante d’'un promoteur CAG. Les
auteurs montrent que l'effet de c-Rel dans les GCB est dépendant de sa forte expression.
Ainsi, 'absence de phénotype dans notre modele REL-YFP/CD19-Cre pourrait s’expliquer par
une trop faible expression de c-Rel via le promoteur du locus Rosa26.

Une insertion du transgéne REL-YFP au locus Ig Kappa serait peut-étre plus pertinente et
pourrait étre garante de plus forts niveaux d’expression de notre transgéne et donc d'un
phénotype. En parallele des transfections d’ES avec la construction REL-YFP au locus
Rosa26, jai également réalisé les transfections avec cette fois-ci la construction |g Kappa.
Malgré I'obtention de quelques clones, je n’ai jusqu’alors pas obtenu de clones positifs en vue
d’'une microinjection apres plusieurs tentatives. Nous avons donc concentré nos efforts sur la
stratégie Rosa26 méme si une construction au locus Ig Kappa reste une piste trés intéressante
a explorer.

Ce modeéle REL-YFP/CD19-Cre, nous a également permis d’étudier fonctionnellement les
effets de c-Rel sur les cellules B ex-vivo lors de leur différention en GCB. Nous mettons ainsi
en évidence l'importance du signal médié par le CD40 et BAFF. Les effets de c-Rel sur la
prolifération sont faibles alors que ceux sur 'apoptose sont plus marqués en particulier sur les
3 premiers jours de la différenciation GCB. Ce résultat est concordant avec le rble anti-
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apoptotique de c-Rel démontré dans la lignée EREB2.5 (faumont et al. 2021). Nous pourrions
donc tester leffet d’immunisation SRBC sur le modéle REL-YFP/CD19-Cre car le
microenvironnement du GC viendra probablement renforcer I'expression de c-Rel et peut étre
permettre I'apparition d’'un phénotype.

Comme précédemment démontré par I'équipe, il existe un contrble réciproque entre le
systéeme immunitaire et la tumeur lors de la transformation liée a NF-kB (Vincent-Fabert et al.,
2019). Dans la signature c-Rel des GCB-DLBCL, nous avons trouvé le gene HIP1R qui code
un régulateur négatif de PD-L1 (Faumont et al., 2021). Sur une série de 31 tumeurs DLBCL,
nous montrons que I'expression de HIP1R est corrélée a celle des transcrits de REL et au
sous-type GCB. Ainsi, nous postulons que les tumeurs DLBCL liées a c-Rel sont plus
fortement contrélées par le systéme immunitaire. Pour étudier I'impact du systéme immunitaire
sur le devenir des cellules B surexprimant c-Rel, nous proposons de traiter les souris REL-
YFP/CD19-Cre avec un cocktail anti-T et anti-NK. Ce traitement pourrait favoriser I'apparition
d’'une lymphoprolifération B.

Alors que le modele REL-YFP/CD19-Cre suggeére que I'effet de c-Rel est dépendant des
centres germinatifs, notre modeéle REL-AID (REL-YFP/AID-Cre®?) est venu le confirmer.

Avec ce second modéle, on se rapproche de la situation retrouvée chez ’lHomme. C’est-a-dire
une altération de c-Rel dans le contexte bien précis de I'environnement du GC avec un
challenge immunitaire. La surexpression va donc avoir lieu dans un petit pool de cellules B
induites dont on va pouvoir suivre I'évolution au cours du temps. Nous avons donc une fraction
de cellules B doublement positive TOM+ et YFP+. Les animaux contréles (AID-TOM) ont des
GCB Tomato+ et YFP-. Comme expliqué dans la section « Résultats », les souris REL-AID
auront une population de GCB contrbéles Tomato+, YFP- et une population d’intérét Tomato+,
YFP+. L’étude des proportions relatives de ces deux populations (par CMF) montre un
avantage de la population double positive dans le compartiment GCB avec commutation
isotypique (vers 1gG1), indiquant I'effet propre de c-Rel dans le microenvironnement du GC.
En adéquation avec notre modéle, notons que les GCB-DLBCL sont fréquemment commutés
(ref). Nous avons réalisé un tri des cellules GCB contréles Tomato+, YFP- et surexprimant c-
Rel (Tomato+, YFP+) pour trois souris REL-AID. Les ARN de ces cellules seront analysés par
seéquengage haut-débit pour identifier les changements d’expression médiés par c-Rel. Nous
souhaitons aussi déterminer les génes cibles directs de c-Rel par CHIPseq.

Ces résultats aménent de forts arguments expérimentaux qui montrent que la surexpression
de c-Rel dans les GCB favorise la survie cellulaire sur plusieurs mois pouvant ainsi étre prise
en compte comme un premier événement oncogénique de la lymphomagenése des GCB-
DLBCL. Nous présentons ainsi, le premier modele de surexpression de c-Rel dans les GCB
avec une régulation spatiale et temporelle du transgéne qui le rend pertinent pour I'étude de
la lymphomagenése des GCB-DLBCL.
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Au total, nous avons suivi 16 souris REL-AID et une seul a développé un lymhome B a grandes
cellules. La clonalité de cette tumeur doit étre vérifiée. Le GCB-DLBCL est une pathologie
complexe avec une grande hétérogénéité génétique et moléculaire et un fort déséquilibre
génomique (Alizadeh et al. 2000). Il semble donc impératif d’induire des événements de
mutations additionnels dans notre modéle REL-AID pour se rapprocher au plus pres de
la situation chez ’Homme et voir peut-étre une transformation oncogénique.

Les gains de copies du géne REL sont frequemment retrouvés associés a la translocation de
BCL2 ainsi qu'aux mutations EZH2, ou a la perte de TNFRSF14/HVEM comme vu dans le
chapitre consacré aux mutations des GCB-DLBCL (ref).

Les mutations du géene TNFRSF14/HVEM (Herpes virus entry mediator) font partie des
altérations qui modifient le microenvironnement tumoral pour favoriser la progression tumorale
(Mintz et al., 2019). Ces mutations « perte de fonction » de TNFRSF14 sont associées a un
plus mauvais pronostic dans les Lymphomes Folliculaires (FL) et sont retrouvées dans 56,4
% des FL-transformés (Pasqualucci et al., 2014; Cheung et al., 2010). La perte de TNFRSF14
est également trouvée dans 66 % des cas EZB des DLBCL (Wright et al., 2020). Cette
altération crée un microenvironnement favorable a la tumeur caractérisé par une activation
exacerbée du stroma lymphoide et un recrutement accru des lymphocytes T auxiliaires
folliculaires (Boice et al., 2016).

Nous avons établi un modele de surexpression de c-Rel associé a la perte de HVEM. Pour ce
faire, nous avons croisé notre modele murin REL-AID avec un modéle d’invalidation de
TNFSFR14 créé par le laboratoire de M Kronenberg (La Jolla, CA USA) (Seo et al., 2018).
Dans ce modele de souris fl_KO-TNFRSF14, les exons 3 et 6 du géne TNFRSF14 sur le
chromosome 17 ont été flanqués de sites loxP pour induire un « knock-out » du géne de
maniére conditionnelle et spécifique a la cellule B. J’ai pu débuter 'immunophénotypage de
ces souris par approche CMF, comme pour les modeles précédents. Le suivit pendant 6 mois
des lymphocytes B induits (tamoxifene et SRBC) indique que la perte de HVEM augmente
I'effet de c-Rel seul dans le compartiment GCB. Cependant, a ce jour nous ne pouvons pas
affirmer que ce constat est bien dépendant de c-Rel puisque les souris KO HVEM seul n’ont
pu étre inclus dans la cohorte.

Enfin, un autre modéle est en train d’étre établi afin de combiner la surexpression de c-Rel a
'oncogéne BCL2. Nous utilisons le modéle de souris 3'RR-BCL2 déja existant dans notre
laboratoire (Zawil et al.2022). |l sagit de souris porteuse d'un transgene BCL2 piloté par la
3'RR (3’ regulatory region of IgH) pour imiter I'événement de translocation du géne BCL2 au
locus de la chaine lourde d'immunoglobuline (IgH). La 3'RR est une mini région de régulation
transcriptionnelle du locus IgH. Le « superenhancer » 3'RR d'IlgH permet une dérégulation de
BCL2 centrée sur les B du CG.
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Une autre piste d’investigation serait de pouvoir soumettre les cellules issues de nos modéles
a de la dérivation d’ES ou nous pourrions alors induire le nombre de mutations souhaitées
additionnelles par le biais de la technigue CRISPRCas9. Des premiéres expériences de
dérivation ’ES a partir des souris REL-AID ont d’ailleurs été menées au cours de mon doctorat
et la caractérisation de ces cellules ES reste a faire.
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Conclusion

La complexité, 'hétérogénéité ainsi que le manque d’options thérapeutiques pour la prise en
charge des patients DLBCL soulignent 'importance de I'effort de recherche a fournir afin de
mieux comprendre ces pathologies. Au travers des approches a la fois in vitro, in vivo et ex
vivo, j’ai pu mieux appréhender le role de la sous-unité c-Rel NF-kB dans le GCB-DLBCL.

L’objectif de ma thése est donc rempli grace a I'établissement de nos deux modéles murins
surexprimant c-Rel dans tous les B CD19+ ainsi que dans les B du GC. Nous avons pu voir
limportance de I'environnement spécifique du GC concernant I'immunophénotype de nos
souris. c-Rel confére un avantage de survie en reprogrammant les cellules B du GC. Ces
nouveaux modeles, nous permettrons donc de comprendre la coopération de c-Rel avec ses
partenaires oncogéeniques tels que BCL2 et HVEM.

L’ensemble de ces travaux a donc permis de mieux cerner le réle de c-Rel NF-kB dans les
GCB-DLBCL et surtout d’ouvrir un large champ de recherche et de questions scientifiques a
la suite de ces premiers résultats. A terme, et guidés par nos résultats, nous aurons alors des
modeles précliniques de choix surexprimant c-Rel pour tester de nouvelles pistes
thérapeutiques.
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Roéle de la sous-unité c-Rel NF- kB dans les Lymphomes B Diffus a Grandes Cellules du
Centre Germinatif (GCB-DLBCL) : établissement d’'un modéle murin pré-clinique

Le facteur de transcription Rel/NF-kB inclut 5 sous-unités (SU), p50, p52, c-Rel, RelA et RelB
qui s’associent en diméres. NF-kB est au cceur de I'ontogénie des lymphocytes B matures
dans les centres germinatifs (CG) pour c-Rel et RelB et lors de la différentiation en plasmocyte
pour RelA. Le lymphome diffus a grandes cellules (DLBCL) représente plus de 80% des
lymphomes B agressifs. Nous avons publié que les SU NF-kB doivent étre prises en compte
de fagon différentielle, tel que RelB est un marqueur de mauvais pronostic, RelA est la SU du
sous-type moléculaire ABC (activated B cell) et cRel celle des GCB (germinal center B cell)-
DLBCL avec une signature transcriptomique nouvelle propre. Le présent projet consiste a
comprendre mécanistiquement comment c-Rel induit la transformation d’un lymphocyte B du
CG. Nous avons établi un nouveau modeéle murin de surexpression de c-Rel (avec YFP) dans
quelques lymphocytes B du CG (tdTomato-AID-Creert2) et testons I'émergence clonale d’une
tumeur. L'originalité de ce modéle inductible tient au fait qu’il permet de suivre la compétition
entre les B des CG surexprimant c-Rel (tdTomato et YFP) par rapport a leur contrepartie
normale (tdTomato).
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Role of c-Rel NF- kB subunit in Germinal Center Diffuse Large B Cell Lymphoma (GCB-
DLBCL): establishment of a preclinical murine model

The transcription factor Rel/NF-kB includes 5 subunits (SU), p50, p52, c-Rel, RelA and RelB
which associate into dimers. NF-kB is at the heart of the ontogeny of mature B lymphocytes in
the germinal centers (GC) for c-Rel and RelB and during plasma cell differentiation for RelA.
Diffuse large cell lymphoma (DLBCL) represent more than 80% of aggressive B-cell
lymphomas. We have published that NF-kB SUs must be taken into account differentially, such
that RelB is a marker of poor prognosis, RelA is the SU of the ABC molecular subtype
(activated B cell) and cRel that of GCB (germinal center B cell)-DLBCL with a novel clean
transcriptomic signature. This project consists of understanding mechanistically how c-Rel
induces the transformation of a GC B lymphocyte. We have established a new mouse model
of c-Rel overexpression (with YFP) in some CG B lymphocytes (tdTomato-AlD-Creert2) and
are testing the clonal emergence of a tumor. The originality of this inducible model relies in the
fact that it makes it possible to follow the competition between the B of the GCs on expressed
c-Rel (tdTomato and YFP) compared to their normal counterpart (tdTomato).
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